RESSALVA

Atendendo solicitacio da autora, o texto
completo desta Tese sera disponibilizado
somente a partir de 31/03/2025.



unesp‘%fe' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Campus de Araraquara

Programa de Pés-graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas

Avaliacéao in vitro do potencial antifingico dos extratos de Achyrocline
satureioides (Lam.) D.C. (Asteraceae) e dos metabolitos secundarios

encapsulados em sistemas de liberagdo para tratamento de dermatofitose

MARIA ANGELICA MERA CORDOBA

Orientadora: Prof 2 Dra. Rosemeire Cristina Linhari Rodrigues Pietro

Araraquara-SP

2022



AV

unesp"é%' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Campus de Araraquara

Programa de Pés-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas

Avaliacéo in vitro do potencial antifungico dos extratos de Achyrocline
satureioides (Lam.) D.C. (Asteraceae) e dos metabolitos secundarios

encapsulados em sistemas de liberacdo para tratamento de dermatofitose

MARIA ANGELICA MERA CORDOBA

Tese apresentada ao Programa de Poés-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Area
de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos
e Medicamentos, para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias Farmacéuticas
Orientadora: Prof 2. Dra. Rosemeire Cristina

Linhari Rodrigues Pietro

Araraquara-SP

2022



C796a

Cérdoba, Maria Angélica Mera.

Avaliacao in vitro do potencial antifingico dos extratos de
Achyrocline satureioides (Lam.) D.C. (Asteraceae) e dos
metabolitos secundarios encapsulados em sistemas de
liberagcéo para tratamento dedermatofitose / Maria Angélica

Mera Cérdoba. — Araraquara: [S.n.], 2022.
165f. :il.

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista. “Julio
de Mesquita Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Programa de P6s Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas. Area
de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos.

Orientadora: Rosemeire Cristina Linhari Rodrigues Pietro.

1. Achyrocline satureioides. 2. Atividade antifingica. 3.
Incorporacéode ativos em formulagdes. 4. Microparticulas
poliméricas. 5. Quercetina. 6.Acido 5-O-cafeoilquinico. I. Pietro,
Rosemeire Cristina Linhari Rodrigues, orient. Il. Titulo.

Diretoria do Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo - Faculdade de Ciéncias FarmacéuticasUNESP - Campus

de Araraquara
CAPES: 33004030078P6

Esta ficha ndo pode ser modificada



AVA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

AVAVAVY

unesp -
Campus de Araraquara

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA TESE: Avaliacdo in vitro do potencial antifiingico dos extratos de Achyrocline
satureioides (Lam.) D.C (Asteraceae) e dos metabolitos secundéarios
encapsulados em sistemas de liberacdo para tratamento de
dermatofitose

AUTORA: MARIA ANGELICA MERA CORDOBA
ORIENTADORA: ROSEMEIRE CRISTINA LINHARI RODRIGUES PIETRO

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutora em
CIENCIAS FARMACEUTICAS, éarea: Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos pela Comissdo Examinadora:

Profa. Dra. ROSEMEIRE CRISTINA LINHARI RODRIGUES PIETRO (Participacao Virtual)
Departamento de Farmacos e Medicamentos / Faculdade de Ciencias Farmaceuticas UNESP
Araraquara

Profa. Dra. ANA HELENA JANUARIO (Participagao
Virtual) Departamento de Quimica/ Universidade de
Franca - UNIFRAN

Profa. Dra. ANA MARISA FUSCO ALMEIDA (Participagao Virtual)
Departamento de Analises Clinicas / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP -
Araraquara

Prof. Dr. ANDRE GONZAGA DOS SANTOS (Participacao Virtual)
Departamento de Farmacos e Medicamentos / Faculdade de Ciencias Farmaceuticas UNESP
Araraguara

Profa. Dra. MARIA JOSE VIEIRA FONSECA (Participagao Virtual)
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP

Araraquara, 31 de marco de 2022



AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar a Deus, pois tudo o que tenho conseguido tem sido

pela bondade Dele.

Ao apoio de todos os meus familiares, principalmente de minha querida mae
Yaneth e minha irma Jenny, obrigada pelo amor e compreenséo que sempre me

ofereceram a distancia, tudo o que eu fago é por voceés.

Ao meu querido Charles, por seus conselhos, amor e a companhia nesta etapa

da minha vida.

A minha orientadora Profa. Rosemeire Pietro, pela motivacéo, a paciéncia e por

sempre compartilhar seu conhecimento. Agradeco a oportunidade concedida.

Aos professores, Prof. Dr. André Gonzaga, Profa. Dra. Ana Marisa, e Profa. Dra.
Ana Melero pelas discussodes e sugestdoes pertinentes para o desenvolvimento

desse trabalho, além de compartilhamento de conhecimento e materiais.

As minhas melhores amigas Alexandra e Isabela, pela companhia,

companheirismo durante esta etapa, amo VOCés.
A todos alunos do Laboratério de Biotecnologia Farmacéutica da FCFAr.

Ao Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica e Parasitologia da Universidade de
Valencia

A Coordenac&o de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo

apoio financeiro



Lista de Figuras

Figura 1. Arvore filogenética dos dermatdfitos. Fonte: Figura do proprio autor..28

Figura 2. (A) Achyrocline satureioides (B) Flores e folhas A. satureioides. Fonte:

http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=15004..................... 41

Figura 3. Camadas de pele com infec¢des fungicas. Fonte: Figura do proprio

Figura 4. Representacdo esquematica do estrato corneo e os mecanismos de
penetracdo de diferentes sistemas carregadores de farmacos. Fonte: Figura do

(o] o1 [0 T 10 1 (o] SR 45

Figura 5. Esquema ilustrativo diferenciando os tipos de microparticulas (A)
Microesferas (matriz polimérica) e (B) Microcapsulas (C4psulas com parede

polimérica e cavidade oca ou aquosa). Fonte: Figura do proprio autor.............. 46
Figura 6. Esquema da placa para determinagcdo da CIM..............ccccoovvvvvvvrnnnnnnn. 56

Figura 7. Reacdo de reducdo da resazurina a resorufina e diidroresorufina

Fonte:(O’BRIEN et al., 2000).......ccciiiiiiieeieiiiieeeeeee e e e 56

Figura 8. Percentual de células HaCat viaveis tratadas com os extratos
etandlicos de folhas e flores A. satureioides ap6s 24h de tratamento (n=4). Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. CN: Controle negativo
(células sem tratamento), CP: Controle positivo (Células tratadas com DMSO 50

%). Método estatistico utilizado ANOVA two-way com post hoc Tukey............. 75

Figura 9. Percentual de células A549 viaveis tratadas com 0s extratos etanolicos
de folhas e flores de A. satureioides apds 24h de tratamento (n=4). Os resultados

foram expressos como média = desvio padrdo. CN: Controle negativo (células



sem tratamento), CP: Controle positivo (Células tratadas com DMSO 50%).

Método estatistico utilizado ANOVA tWO-WAY ..........couirurireieeriiiiiiieeeeeiiieeeeee s 77

Figura 10. Percentual de células HepG2 viaveis tratadas com os extratos
etandlicos de folhas e flores de A. satureioides apos 24h de tratamento (n=4).
Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo. CN: Controle
negativo (células sem tratamento), CP: Controle positivo (Células tratadas com

DMSO 50%). Método estatistico utilizado ANOVA two-way com post hoc

Figura 12. Curva da porcentagem de Inibicdo (%) do radical DPPHe. (a) Extrato

de fOlNASs (D) FIOTES........ueiiiiiiiee e 80

Figura 13. Estabilizacao do radical ABTS++ por um antioxidante e sua formagao

pelo persulfato de POLASSIO........ccoeeeiiiiiieieeeeee e 81

Figura 14. Curva da porcentagem de Inibicdo (%) do cétion radical ABTS+e. (a)

Extrato de folhas (D) FIOreS.........oiiiii i 82

Figura 15. Espectros no UV de ergosterol. Acima, ergosterol puro, adquirido
comercialmente, em diferentes concentragbes. Trl, Mc, Trl FOC e Tm: Azul
escuro, controle sem tratamento; em laranja, tratamento com Extrato de folhas;
em roxo, tratamento com extrato de flores; verde com tratamento com fluconazol

e azul claro tratamento COM CELOCONAZO.........eee et aaaas 85

Figura 16. Acdo do Sorbitol nas células. Fonte: Figura propria do autor............. 90



Figura 17. Microscopia de imunofluorescéncia da cepa T. mentagrophytes
coradas com Calcofluor White (A-D) e com Vermelho do Nilo (E-H). (A e E)
culturas tratadas com extrato de folha (312,5 pg/mL); (B e F) culturas tratadas
com extrato de flor (312,5 pug/mL); (C e G) culturas tratadas com fluconazol (16

pg/mL); (D e H) culturas controle a escalade 10 PM........ccoovvivviiveiiiiiviiinieneennnn 92

Figura 18. Microscopia de imunofluorescéncia da cepa M. canis coradas com
Calcofluor White (A-D) e com Vermelho do Nilo (E-H). (A e E) culturas tratadas
com extrato de folha (156,25ug/mL); (B e F) culturas tratadas com extrato de flor
(156,25 pg/mL); (C e G) culturas tratadas com fluconazol (8 ug/mL); (D e H)

culturas controle aescala de 10 UM.........uuiiiiiiiiieeie e e e e e e 93

Figura 19. Microscopia de imunofluorescéncia da cepa T. rubrum coradas com
Calcofluor White (A-D). (A) culturas tratadas com extrato de folha (156,2
5ug/mL); (B) culturas tratadas com extrato de flor (312,5 pg/mL); (C) culturas

tratadas com fluconazol (2 pug/mL); (D) culturas controle a escala de 10 um....... 95

Figura 20. Cromatograma do extrato de flores de A. satureioides obtido pelo
detector de arranjo de diodos modo gradiente linear de 30% de MeCN (&cido
férmico 0,1%) (v/v) para 90% de MeCN (acido férmico 0,1%) (v/v) em 30 min,

vazao 0,25 mL/min, volume de iNJEGA0 5 PL.....ovveveiiiiiiiiiiiee e ee e 96

Figura 21. Espectro de massas ESI- do 3,5-di-O-cafeoilquinico, m/z 515 [M -

Figura 22. Espectro de massas ESI- do acido cis/trans 5-O-cafeoilquinico, m/z

LT | Y | OO TR OOTS 98

Figura 23. Espectro de massas ESI- do trans-4-O-cafeoilquinico, m/z 353 [M -



Figura 24. Espectro de massas ESI- do kaempferol, m/z 285 [M - H]-................ 99

Figura 25. Espectro de massas ESI- do luteolina, m/z 285 [M - H]-...........cc....... 99
Figura 26. Espectro de massas ESI- da quercetina, m/z 301 [M - H]-.............. 100
Figura 27. Fragmentacg&o Quercetina MS/MS m/z: 301............coooiiiiiiiiiinnnnnn. 100

Figura 28. Espectro de massas ESI- da 3-O-metil-quercetina, m/z 315 [M - H]-

Figura 29. Fragmentacao 3-O-metil-quercetina MS/MS m/z:315..................... 102

Figura 30. Cromatograma do extrato de folhas de A. satureioides obtido pelo
detector de arranjo de diodos Modo gradiente linear de 30% de MeCN (&cido
férmico 0,1%) (v/v) para 90% de MeCN (acido férmico 0,1%) (v/v) em 30 min,

vazao 0,25 mL/min, volume de iNjEGA0 SHL.......ccovvviiiiiiiiiiieeee e 104

Figura 31. Fotomicrografias A. Quitosana/Soluplus®/acido 5-O- cafeoilquinico.
B. Quitosana/Soluplus®/quercetina. C. Quitosana/ Tween® 80/acido 5-O-

cafeoilquinico. D. Quitosana/ Tween® 80/quercetina...........cccceeeeveeeeeeeeeeennenne. 108

Figura 32. Penetracdo de QR no estrato corneo apos 2h e 6h de aplicacdo das

formulactes QR1, QR2 € QR3B... ... 119

Figura 33. Penetracdo de AC no estrato cérneo apos 2h e 6h de aplicacéo das

formulagctes ACL, AC2 € AC3. ... oot e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeannnes 120



Lista de Tabelas

Tabela 1. Classificacdo geral dos dermatoéfitos em base a parametros clinicos e

L=ToT0 ] (oo [0 1S PPUUORSRR 26

Tabela 2. Metabdlitos derivados de plantas com propriedades antifungicas......36

Tabela 3. Linhagens fUNQICAS. ......ccouii i 54

Tabela 4. Quantidades usadas no preparo de solucdes para a determinacao de

atividade antioxidante pela liberagdo do radical DPPHe............ccccooviiiiiiiennnnn. 57

Tabela 5. Quantidades usadas no preparo de solugdes para a determinacdo de

atividade antioxidante pela liberacao do cation radical ABTS+e............ccovvennne.. 58

Tabela 6. Concentracdo das amostras vegetais e antifingicos para o ensaio de

quantificacao de ergoSTEIOL.........ooviiiiiiiiiiii e 60

Tabela 7. Parametros avaliados na validacao 1 e 2 para a quantificacdo de QR

€ AC POI HPLC ... e e e e e e aaa s 65

Tabela 8. Condi¢des cromatogréficas utilizadas nas validagdes dos métodos...66

Tabela 9. Agrupacao de fitas para cada Strip............eevveiiiiiiiiieeeee e 70

Tabela 10. Valores de CIM e CFM das amostras vegetais e os farmacos

oY1 {6 Vo [ 0 1= PSSR 72

Tabela 11. Resultados da reducdo dos radicais DPPHe pelos extratos de A.

ST 0T To] [0 (SIS o F= o | fo =2 80

Tabela 12. Resultados da redugao do cation radical ABTS++ pelos extratos de

A. SAtUreioides € PAAIDES. .......ccoiiiiiiie ettt 82



Tabela 13. Média do contetdo de ergosterol em relagdo ao peso seco da célula,
em parénteses sao apresentadas as variagbes de porcentagens de

< o [0 1] (=] (o] IO TP PPPPPPRP 83

Tabela 14. Valores de CIM dos extratos de A. satureioides e os antifangicos com

adicao de ergosterol @XOQGEN0........ccouviiiiiiiieiieis e e e e e e 87

Tabela 15. Valores de CIM dos extratos de A. satureioides e os antifingicos com

r2To [ o= To o [<IKSTo] 1 o] (o ] FO PP PUP P PP PTPTPPI 88

Tabela 16. Identificagdo dos principais compostos no extrato de flores de A.
satureioides por tempo de retencédo, comprimentos de onda do espectro UV e

ions e ions negativos obtidos por UPLC-QTOF-MS/MS...........cccccceveiiiiiiiiieen, 103

Tabela 17. Identificacdo dos principais compostos no extrato de folhas de A.
satureioides por tempo de retencédo, comprimentos de onda do espectro UV e

ions e ions negativos obtidos por UPLC-QTOF-MS/MS..........ccccceiviiiiiieeeeeeennn. 105

Tabela 18. Valores de CIM e CFM dos ativos QR e AC e as formulagées......... 110

Tabela 19. Exatiddo e precisdo do método analiticocom QR F (n = 3)............ 112

Tabela 20. Exatiddo e precisdo do método analitico com AC F (n = 3)............. 112

Tabela 21. Valores das areas referentes ao pico de QR no estudo da

repetibilidade e precisédo intermediaria do método..............cccovvvviiviiiiiieeeeeennn. 114

Tabela 22. Valores das areas referentes ao pico de AC no estudo da

repetibilidade e precisédo intermediaria do Método.............cceevvvevivviiciiiiieneeennn. 114

Tabela 23. Avaliagédo da exatiddo do método analitico de quantificacdo de QR e

AC POIr HPLC/UV VIS, ...ttt e et eeaaan e 115



Tabela 24. Valores de robustez obtidos pelo método HPLC-UV-vis para analise

Tabela 26. Determinagdo dos limites de deteccdo e de quantificacdo de

quercetina e acido 5-O- cafeoilquinico por HPLC-UV-VIiS.........cccccooiiieeiiennnne. 117

Tabela 27. Porcentagem de acido 5-O- cafeoilquinico presentes no extrato de

folhas € Nas FOrmMUIAGOES. ..o 118

Tabela 28. Porcentagem de quercetina presentes no extrato de flores e nas

FOPMUIAGCOES. ... ..o e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaas 118



Lista de Abreviaturas
A549: Linhagem de células humanas do epitélio alveolar basal
ABTS: [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico]
AC: Acido 5-O- cafeoilquinico
ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BDA: Agar batata dextrose
CIM: Concentracéo Inibitéria Minima
CEso: Concentragao Efetiva
CFM: Concentracao Fungicida Minima
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
%CV: Porcentagem de coeficiente de variacao
CW: Calcofluor White
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetilsulféxido
DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
DPR: Desvio Padrao Relativo
EDTA: Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
EPR: Erro padréo relativo
EtOH: Etanol
HaCat: Linhagem imortalizada de queratindcitos
HepG2: Linhagem de células de carcinoma hepatico
HPLC/UV: High-Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet
ICH: Conferéncia Internacional sobre Harmonizacao

LD: Limite de deteccdo



LQ: Limite de quantificagao

Mc: Microsporum canis

MEV: Microscopia Eletrénica de Varredura
MOPS: Acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico
MPs: Microparticulas

OMS: Organizac¢do Mundial da Saude

PBS: Phosphate Buffered Saline

P3HB: Poli-3-hidroxibutirato

PTFE: Politetrafluoretileno

PLGA: Poli(acido lactico-glicdlico)

RDC: Resolucédo da Diretoria Colegiada

QR: Quercetina

SC: Stratum corneum

TEB: Tebuconazol

tr: Tempo de retencéo

Tr1: Trichophyton rubrum

Tr1l FOC: Trichophyton rubrum, cepa cedida pela Fundacédo Oswaldo Cruz
Tm: Trichophyton mentagrophytes

UPLC-QTOF-MS/MS: Ultra-High Performance Liquid Chromatography Coupled
to Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry (Cromatografia Liquida de Ultra
Performance Acoplada a Espectrometria de Massas com Analisador do Tipo

Quadrupolo - Tempo De Voo)

VN: Vermelho do Nilo



RESUMO

A planta Achyrocline satureioides (Lam) D.C (Compositae), vem sendo
estudada por varios paises, devido as evidéncias sobre suas diferentes
propriedades biolégicas. No presente estudo foi avaliado o potencial antifingico
dos extratos etandlicos de folhas e flores frente a diferentes cepas
dermatofiticas. Ambos os extratos foram capazes de atuar como agentes
fungicidas e fungistaticos. O estudo do mecanismo de acdo dos extratos,
demonstrou que a atividade do extrato de flores provavelmente esteja associada
a membrana celular, devido a sua capacidade de inibir e complexar-se a
ergosterol. Estes resultados foram concordantes com as imagens obtidas por
microscopia confocal, onde foi observada a diminuigéo de lipideos neutros nas
culturas tratadas com Vermelho do Nilo. A agdo do extrato de folhas
possivelmente esta relacionada frente a parede celular devido ao aumento dos
valores das Concentragdes Inibitérias Minimas em presenca do estabilizante
sorbitol. Através dos ensaios de inibicdo do radical DPPH" e o cation radical
ABTS™, foi demonstrado que o extrato de flores possui melhor potencial
antioxidante que o extrato de folhas, devido a diferenca encontrada nos valores
de concentracéo efetiva. Os ensaios de citotoxicidade in vitro, mostraram que
ambos os extratos diminuiram a viabilidade das células HaCat. Adicionalmente,
foi demonstrado que o extrato de folhas apresentou citotoxicidade frente as
células HepG2 enquanto frente as células A549 ndo foram evidenciadas
alteracdes na porcentagem da viabilidade celular. Foram analisados também os
perfis quimicos dos extratos por UPLC-QTOF-MS/MS. Os cromatogramas e
espectros revelaram a presenca de flavonoides e derivados de fenilpropanoides
e acido quinico. Os compostos maioritarios encontrados foram 3-O-metil-
guercetina e a quercetina no extrato de flores e o acido 5-O- cafeoilquinico no
extrato de folhas. Foram incorporados quercetina e o acido 5-O- cafeoilquinico
em microparticulas de quitosana e Tween® 80 e em micelas poliméricas sendo
comparado o potencial antimicrobiano destas formulacbes com a atividade
antimicrobiana determinada nos extratos brutos. Os resultados mostraram que
todos os sistemas apresentaram melhor potencial antifGngico que os extratos,
principalmente aqueles onde foi incorporado a quercetina. Através dos ensaios

de tape stripping foi demonstrado que as formulagbes com a quercetina



encapsulada, apresentaram melhor capacidade de penetracdo no estrato corneo
que as formulacdes com acido 5-O- cafeoilquinico apés 2 e 6 horas de
tratamento. Extratos de folhas e flores da A. satureioides sédo agentes fungicidas
e fungistéticos frente a diferentes cepas de dermatoéfitos e a incorporagdo em

microparticulas poliméricas melhorou a atividade antifangica.

Palavras-chave: Achyrocline satureioides, atividade antifingica,
incorporacdo de ativos em formulacbes, microparticulas, micelas poliméricas,

quercetina, acido 5-O- cafeoilquinico.



ABSTRACT

The plant Achyrocline satureioides (Lam) D.C (Compositae), has been
studied by several countries, due to evidence about its different biological
properties. In the present study, the antifungal potential of ethanolic extracts of
leaves and flowers against different dermatophytic strains was evaluated. Both
extracts were able to act as fungicidal and fungistatic agents. The study of the
mechanism of action of the extracts showed that the activity of the flower extract
is probably associated with the cell membrane, due to its ability to inhibit and
complex with ergosterol. These results were in agreement with the images
obtained by confocal microscopy, where a decrease in neutral lipids was
observed in the cultures treated with Nile Red. The action of the leaf extract is
possibly related to the cell wall due to the increase of the Minimum Inhibitory
Concentration values in the presence of the sorbitol stabilizer. Through the DPPH
radical and ABTS™ radical cation inhibition assays, it was demonstrated that the
flower extract has a better antioxidant potential than the leaf extract, due to the
difference found in the effective concentration values. The in vitro cytotoxicity
assays showed that both extracts decreased the viability of HaCat cells.
Additionally, it was demonstrated that the leaf extract showed cytotoxicity against
HepG2 cells while against A549 cells, no changes were observed in the
percentage of cell viability. The chemical profiles of the extracts were also
analyzed by UPLC-QTOF-MS/MS. The chromatograms and spectra revealed the
presence of flavonoids and phenylpropanoid derivatives and quinic acid. The
majority compounds found were 3-O-methyl-quercetin and quercetin in the flower
extract and 5-O- caffeoylquinic acid in the leaf extract. Quercetin and 5-O-
caffeoylquinic acid were incorporated into chitosan and Tween® 80
microparticles and into polymeric micelles, comparing the antimicrobial potential
of these formulations with the antimicrobial activity determined in the crude
extracts. The results showed that all the systems presented better antifungal
potential than the extracts, especially those where quercetin was incorporated.
Through tape stripping assays it was demonstrated that the formulations with
encapsulated quercetin showed better penetration capacity in the stratum
corneum than the formulations with 5-O- caffeoylquinic acid after 2 and 6 hours

of treatment. Extracts from leaves and flowers of A. satureioides are fungicidal



and fungistatic agents against different strains of dermatophytes and

incorporation into polymeric microparticles improved the antifungal activity.

Keywords: Achyrocline satureioides, antifungal activity, incorporation of actives
in formulations, microparticles, polymeric micelles, quercetin, 5-O- caffeoylquinic

acid.
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1. INTRODUCAO

A dermatofitose é uma doenca contagiosa causada por fungos dos géneros
Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton Nannizzia, Lophophyton,
Paraphyton e Arthroderma. As espécies compreendidas nestes géneros sao
conhecidas como dermatdéfitos e caracterizam-se por serem de tipo
queratinofilico. Esses fungos geralmente localizam-se nas camadas mais
superficiais da pele, porém quando acometem as regides mais profundas,
produzem inflamagdes severas (SYKES; OUTERBRIDGE, 2014). Cabe ressaltar
que a maioria de dermatdfitos reside no solo e estdo envolvidos na
decomposicdo; no entanto, alguns podem infectar aos seres humanos e animais
(BAUMGARDNER, 2017).

As dermatofitoses sdo conhecidas também como tinhas ou tinea,
epidermofitiases, onicomicoses dermatofiticas ou dermatofitoses subcutanea e
profunda. Dependendo do local da infecgcéo, a tinea classifica-se como tinea
corporis que envolve os bragos, tronco e pernas, tinea capitis (TC) que afeta o
couro cabeludo, e tinea pedis os pés (FARAH; ASHMAN; CHALLACOMBE,
2000).

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a dermatofitose &
considerada uma doengca grave principalmente em  pacientes
imunocomprometidos ja que provoca infeccfes atipicas localmente agressivas,
como a dermatite extensiva, abscessos subcutaneos ou doencas causadas por
infec¢des bacterianas secundarias (AL HASAN et al., 2004; WOODFOLK, 2005).

Atualmente existem varios antifingicos usados para o tratamento das
dermatofitoses que levam na sua férmula moléculas sintéticas como o0s
derivados imidazdlicos (miconazol, cetoconazol, econazol, oxiconazol e
clotrimazol), derivados carbanilicos (tolnaftato e tolciclato) ou alinaminas
(terbinafina). A administracdo desses farmacos de forma tépica ou sistémica tem
diminuido relativamente a frequéncia das micoses em geral, no entanto, alguns
deles apresentam certas desvantagens para serem usados clinicamente; entre
elas, toxicidade, interagdes farmaco-farmaco, falta de eficacia fungicida, custo e
a aparicao de cepas resistentes causadas pelo uso frequente de alguns deles
(MORRIS; VILLMANN, 2006).



Esses aspectos mostram claramente a necessidade de encontrar novos
agentes terapéuticos, que sejam mais eficazes e menos toxicos para 0s
individuos acometidos. Dessa forma, as plantas com potencial medicinal sado
consideradas instrumentos importantes da assisténcia farmacéutica. Segundo a
OMS de 70% a 90% da populacdo de paises em desenvolvimento dependem
das plantas como integrante principal no desenvolvimento da atencao primaria a
salde (WHO, 1993, 2011).

O Brasil € o pais com a maior diversidade bioldégica do mundo. De acordo
com a Conservation International, 70% da flora do mundo e fauna sao
encontradas em dezessete paises do mundo e ocupam apenas cerca de 10%
da superficie da terra. O Brasil € o mais megadiverso desses dezessete, por
apresentar a maior diversidade bioldgica terrestre (flora e fauna) (ABRANCHES,
2020).

Dentre as diversas plantas presentes no Brasil, destaca-se a planta
Achyrocline satureioides (Lam.) D.C. (Asteraceae) espécie pertencente a familia
Asteraceae nativa de América do Sul, conhecida popularmente como marcela ou
macela (SABINI et al., 2012). Estudos tem atribuido diversas propriedades
terapéuticas dessa planta. (DE SOUZA; BASSANI; SCHAPOVAL, 2007,
HNATYSZYN et al., 2004; POLYDORO et al., 2004; RETTA et al., 2012; SABINI
et al., 2012; SIMOES et al., 1988), porém, ainda ndo tem se reportado estudos
sobre seu potencial antifingico frente a cepas dermatofiticas. Pesquisas de
resgate etnografico catalogam a A. satureioides como uma efetiva planta
medicinal, onde o uso das inflorescéncias como infusos (chas) tem demonstrado
efeitos antidiarreicos, antiespasmaddicos, analgésico, antiinflamatérios e
antimicrobianos (BOSCOLO; VALLE, 2008), também ha vérios estudos que tem
confirmado sua atividade farmacolégica (CALVO et al., 2006; CASERO et al.,
2015; MOTA; CARVALHO; WIEST, 2011; VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ,
2005). Zayachkivska e colaboradores (2005) relacionam estas propriedades a
seu alto conteddo de flavonoides em suas folhas e partes areas; como, a
luteolina, a quercetina, a 3-O-metil-quercetina, a aquirobichalcona e a derivados
de fenilpropanoides e o acido quinico como o acido 5-O- cafeoilquinico (CARINI
et al., 2015; RETTA et al., 2012; ZAYACHKIVSKA et al., 2005). Pesquisas

afirmam inclusive que a forma de extracdo destes principios bioativos



influenciam na atividade biologica(MOTA; CARVALHO; WIEST, 2011).
Considerando o estudo com base no uso popular, as evidencias cientificas e as
investigacoes previas realizadas no grupo de pesquisa Biotecfar da UNESP
sobre a A. satureioides, foi escolhida esta planta como objetivo de estudo para

investigar sobre seu portencial antifungico.

Como foi mencionado anteriormente esta planta é rica em metabdlitos,
porém, como € comum com outros compostos polifendlicos estes apresentam
baixa solubilidade em meios aquosos, o que dificulta sua administracdo
intradérmica, aspecto importante a ser considerado no desenvolvimento de um
tratamento para dermatofitose. A baixa absorcdo e penetracdo destas
substéancias na pele (HATAHET et al., 2016; SAIJA, 2003; ZHENG et al., 2005)
diminuem a eficacia dos ativos e por tanto seu potencial. Assim o objetivo desta
pesquisa foi investigar a atividade antifingica de A. satureioides bem como
também foram propostas formula¢des farmacéuticas (microparticulas e micelas)
a fim de encapsular alguns ingredientes ativos presentes na A. satureoides e
avaliar se h4 melhora na atividade biolégica evidenciada.



6. CONCLUSOES

Extratos de folhas e flores da A. satureiodes sdo agentes fungicidas e
fungistaticos frente a diferentes cepas de dermatéfitos, devido a sua capacidade

de inibir e eliminar o crescimento das células em todas cepas dermatofiticas.

O mecanismo de acdo dos extratos de flores frente as cepas
dermatofiticas, pode estar relacionado a membrana plasmatica, devido a sua
capacidade de complexacdo com o ergosterol evidéncia da pelo aumento das
CIM em presenca de ergosterol exdégeno e também pela inibicdo da biossintese

de ergosterol.

Para o extrato de folhas, é possivel sugerir que sua atividade antifingica
pode estar associada a interacdo com a parede celular demonstrado pelo

aumento das CIM em presenca do estabilizante osmético sorbitol.

No estudo por microscopia confocal usando CW, foi demonstrado que os
extratos de folhas e flores foram capazes de alterar a estrutura e 0 comprimento
das paredes das hifas quando comparado com as culturas controle. Pela mesma
técnica usando o fluorocromo VN, foi evidenciada a perda de corpos lipidicos
nas cepas dermatofiticas.

Os dois extratos demonstraram apresentar capacidade antioxidante,
porém comparando os valores de concentracao efetiva é possivel afirmar que o

extrato de flores apresenta melhor potencial antioxidante que o extrato de folhas.

A citotoxicidade in vitro, demonstrou que 0s extratos em determinadas
concentracdes, podem afetar a viabilidade celular das células HaCat e HepG2.
Entretanto, frente as células humanas do epitélio alveolar basal A549, foi

demonstrado que estes ndo sao citotoxicos.

A anélise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
estabeleceu que os compostos majoritarios no extrato de flores séo a quercetina

e a 3-O-metil-quercetina e no extrato de folhas o acido 5-O- cafeoilquinico.

As formulagbes contendo quercetina e acido 5-O- cafeoilquinico
demonstraram ter melhor potencial antifingico que os extratos brutos de folhas

e flores.



As formulagbes contendo quercetina apresentaram melhor potencial
antifangico que as formulacdes com acido 5-O- cafeoilquinico, principalmente
frente a cepa de Trl FOC.

As formulacbes contendo quercetina e acido 5-O-cafeoilquinico foram
capazes de penetrar o estrato cérneo, sendo que aquelas contendo quercetina,

apresentaram melhor capacidade de penetracao.
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