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RESUMO

RESUMO

Apesar do grande avango tecnoldgico direcionado a industria farmacéutica, os micro-
organismos continuam adquirindo cada vez mais resisténcia aos farmacos convencionalmente
utilizados e, pesquisadores de diversas areas buscam novas fontes antimicrobianas de origem
natural, a exemplo das plantas medicinais. Dentre as infec¢des fungicas, destacam-se aquelas
causadas por leveduras do género Candida sp. a exemplo da a candidiase vulvovaginal
(CVV). A planta Astronium urundeuva (Allemao) Engl. apresenta uma série de propriedades
bioldgicas, incluindo a atividade antifungica. Este trabalho teve como objetivo aprofundar os
estudos direcionados a atividade antifingica dessa planta medicinal de modo a investigar as
substancias responsaveis por esta propriedade biolégica através do fracionamento
biomonitorado. Dentre 0os componentes majoritarios identificados no extrato (acido gélico,
galato de metila e galato de etila), pode-se observar que as substancias galato de etila e galato
de metila sdo responsaveis por grande parte da atividade antifingica contra a espécie C.
glabrata enquanto que a atividade contra a espécie C. albicans parece estar relacionada a um
efeito sinérgico dos componentes do extrato, incluindo os minoritarios. Os resultados do
ensaio in vivo confirmaram a atividade antifungica exibida pelo extrato, mas, além disso,
mostrou uma melhor atividade do extrato incorporado na microemulsdo (ME), confirmando o
efeito fungicida in vitro apresentado por este. Os ensaios de citotoxicidade (ICs), realizados
frente as linhagens celulares VERO, MRC5 e HaCaT mostraram que o extrato ndo apresenta-
se citotoxico quando comparado com o controle positivo utilizado (doxorrubicina). Além
disso, apos a incorporacdo do extrato em uma ME, o indice de seletividade (IS) aumentou
significativamente principalmente quando analisado para a linhagem VERO. Quando testado
contra os isolados clinicos de ambas as espécies de Candida sp., 0 extrato livre apresentou
marcante atividade, mesmo contra aqueles considerados resistentes aos farmacos
convencionalmente utilizados na terapia clinica (fluconazol, anfotericina B e caspofungina).
Além do ensaio de susceptibilidade para células planctdnicas, a amostra vegetal também foi
avaliada quanto a sua atividade anti-biofilme e, embora n&o tenha apresentado atividade em
biofilmes pré-formados nas concentracdes testadas, o extrato livre foi capaz de inibir a
formacdo de biofilme de C. albicans SC5314 na mesma concentracdo efetiva para células
planctonicas (CIMgg de 125-250 pg/mL). O estudo de combinacdo, avaliado pelo ensaio
checkerboard, apresentou sinergismo quando o extrato livre foi combinado com fluconazol
contra as duas espécies de Candida sp. Além disso, o efeito sinérgico também foi observado
quando a anfotericina B foi combinada com o extrato livre (contra C. albicans) e o padrdo de
galato de etila (contra C. glabrata). Ap6s o ensaio de passagem seriada, foi observado que as
cepas desenvolveram resisténcia apenas ao fluconazol, mas ndo para o extrato livre. Alem do
género Candida sp., a amostra vegetal também foi testada contra o género Cryptococcus sp.,
destacando-se os resultados apresentados para a espécie C. neoformans WSA (CIMg, 1,95
png/mL) e, dentre alguns fungos filamentosos testados, a amostra vegetal mostrou-se efetiva
apenas contra Rhizopus arrhizus. Os resultados mostraram que o extrato das folhas de A.
urundeuva apresenta atividade antifngica promissora contra as espécies de Candida,
principalmente contra a espécie de C. glabrata.

Palavras-chave: Astronium urundeuva (Allemao) Engl. Fitoquimica. Atividade antiflngica.
Candida sp. Candidiase vulvovaginal. Biofilme. Checkerboard. Experimento de passagem
seriada. Artemia salina L.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Despite the great technological advances directed to the pharmaceutical industry,
microorganisms continue to acquire more and more resistance to the drugs conventionally
used in the therapy, and researchers from several areas keep searching new natural
antimicrobial sources, such as medicinal plants. Among fungal infections, we highlight those
caused by yeasts from the genus Candida sp., for example vulvovaginal candidiasis (VVC).
Astronium urundeuva (Allemao) Engl. plant has various biological properties, including
antifungal activity. This work aimed to improve the researches directed to the antifungal
activity of this medicinal plant in order to investigate the substances responsible for this
biological property using bioassay-guided fractionation technique. Among the major
components identified in the extract (gallic acid, methyl gallate and ethyl gallate), we could
observe that the substances ethyl gallate and methyl gallate are responsible a large part of the
antifungal activity against C. glabrata species whereas the activity against C. albicans species
seems to be related to a synergistic effect of the components of the extract, including the
minority ones. The in vivo results confirmed the antifungal activity exhibited by the extract,
but, in addition, showed a better activity of the extract loaded into a microemulsion (ME),
confirming the in vitro fungicidal effect presented by it. The cytotoxicity assays (ICsp)
performed for VERO, MRC5 and HaCaT cell lines showed that the extract were not cytotoxic
when compared to the positive control (doxorubicin). In addition, after loaded into the ME,
the selectivity index (SI) significantly increased, especially when analyzed for the VERO cell
line. When tested against clinical isolates of both species of Candida sp., the free extract
showed really effective activity, even against those considered resistant to the drugs
conventionally used in clinical therapy (fluconazole, amphotericin B and caspofungin). In
addition to the susceptibility test for planktonic cells, the plant sample was also evaluated for
its anti-biofilm activity and, although it did not show activity in preformed biofilms at the
concentrations that were tested, the free extract was able to inhibit the biofilm formation of C.
albicans SC5314 at the same effective concentration for planktonic cells (MICgyy of 125-250
pug/mL). The combination study, evaluated by the checkerboard assay, showed synergism
when the free extract was combined with fluconazole against both species of Candida sp. In
addition, the synergistic effect was also observed when amphotericin B was combined with
the free extract (against C. albicans) and the ethyl gallate (against C. glabrata). After the
serial passage assay, it was observed that the strains developed resistance only to fluconazole,
but not to the free extract. In addition to the genus Candida sp., the plant sample was also
tested against the genus Cryptococcus sp., highlighting the results presented for C.
neoformans WSA (MICg, of 1.95 pg/mL) and, among some filamentous fungi that were
tested, the plant sample was only effective against Rhizopus arrhizus. The results showed that
A. urundeuva leaves extract presents promising antifungal activity against Candida species,
especially for C. glabrata.

Keywords: Astronium urundeuva (Allemao) Engl. Phytochemistry. Antifungal activity.
Candida sp. Vulvovaginal candidiasis. Biofilm. Checkerboard. Serial passage assay. Artemia
salina L.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

O género Candida sp.compreende cerca de 150 espécies que podem habitar diversos
ambientes corporais, como por exemplo, cavidade bucal, orofaringe, secreces brénquicas,
dobras da pele, fezes, urina e vagina. O processo de colonizagédo por leveduras deste género
nas mucosas de todos os seres humanos ocorre durante ou logo ap6s o nascimento e, séo
capazes de se adaptar rapidamente ao corpo humano e colonizd-lo sem causar candidiase,
assim conhecida a doenca causada por leveduras deste género. A doenca somente ird de
desenvolver quando houver um desequilibrio na relagdo homem versus micro-organismo,
fazendo com que sejam classificadas como leveduras oportunistas (ACHKAR; FRIES, 2010;
ALVARES et al., 2007).

A doenca pode ser classificada em candidiase cutanea, mucosa, cutaneomucosa ou
visceral de acordo com o local atingido, sendo a cavidade oral e a vagina, os locais
considerados como de maior frequéncia devido sua temperatura e umidade favoraveis
(BARBEDO; SGARBI, 2010). Dentro da candidiase cutaneomucosa, existem as
geniturindrias ou ndo geniturinarias e, dentro das geniturinarias, a candidiase vulvovaginal
(CVV) ¢ considerada a mais comum ao atingir aproximadamente 75% das mulheres pelo
menos uma vez durante a vida (MARRAZO, 2003) e, nos casos de maior frequéncia (pelo
menos 4 vezes durante o periodo de 1 ano), a CVV pode ser classificada como recorrente. A
CVV pode ser definida como a presenca de sinais e sintomas inflamatérios que acomentem
vagina e vulva, causados pela presenca evidenciada desse micro-organismo (ACHKAR;
FRIES, 2010).

Apesar dos avancos cientificos direcionados a terapia medicamentosa, cresce
desenfreadamente o numero de cepas que apresentam sensibilidade reduzida aos agentes
antifangicos ja disponiveis no mercado, gerando como consequéncia um aumento no custo e
mortalidade nas unidades de terapia intensiva (UTI) que apesentam pacientes infectados com
cepas resistentes (BARAI et al., 2010). Nos Estados Unidos da Ameérica, o diagndstico e
tratamento da CVV geram custos anuais de um bilh&o de dolares (BARBOSA et al., 2012).

Diante do surgimento de cepas cada vez mais resistentes juntamente com a
importancia da CVV se faz necessaria a busca por substancias que apresentem eficacia contra
as cepas com sensibilidade reduzida. As fontes naturais, como por exemplo, as plantas
medicinais, sdo popularmente utilizadas na terapia de diversas doencas. Aliado ao uso
popular, os estudos voltados para as plantas com propriedades medicinais permitiu a

descoberta de inimeras substancias de origem vegetal que apresentem alguma propriedade
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terapéutica (COSTA et al., 2010; BRESOLIN; FILHO, 2010). As propriedades fitoquimicas e
bioldgicas das plantas medicinais estimularam uma maior investigagdo sobre os compostos
biologicamente ativos. Sabe-se que muitos metabolitos secundarios presentes em extratos
vegetais desempenham varias funcdes bioldgicas, entre elas a antimicrobiana.

De maneira a aprofundar a pesquisa com plantas medicinais e contribuir para o
desenvolvimento de novos farmacos, um grupo composto por varios pesquisadores de
diversos laboratorios propuseram o projeto “Fitoterapicos padronizados para o tratamento de
doengas cronicas” (Biota/FAPESP). Este projeto encontra-se em consonancia com a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da Salde e, dentre as plantas
estudadas, encontra-se o Astronium urundeuva (Anacardiaceae), que apresenta diversas
propriedades terapéuticas.

Um estudo realizado em nosso grupo de pesquisa (Laboratério de Fisiologia dos
Microrganismos — UNESP Araraquara) avaliou a atividade antimicrobiana de extratos
vegetais de caule e folhas de trés espécies de Astronium sp. (A. fraxinifolium, A. graveolens e
A. urundeuva) livres (solubilizadas em DMSO 10%) ou incorporados em uma microemulsdo
frente aos micro-organismos: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Salmonella setubal (ATCC 19196), Helicobacter pylori (ATCC 43504) e Candida
albicans (ATCC 18804). Dentre os resultados apresentados pelas espécies vegetais,
destacaram-se aquelas apresentados pela espécie das folhas de A. urundeuva frente a C.
albicans, na qual sua atividade antifungica foi ainda mais potencializada ap6s incorporagdo na
microemulsdo desenvolvida (CIMgyy de 125 para 15,62 pg/mL). Além disso, foi realizado o
ensaio in vivo a fim de avaliar o potencial anti-candidiase vulvovaginal do extrato mais
promissor (folhas de A. urundeuva), no qual os resultados obtidos confirmaram os resultados
in vitro, uma vez que o nimero de UFC/mL apresentado pelo grupo de animais tratado com o
extrato incorporado foi reduzido em menor tempo em relacdo grupo tratado com o extrato
livre (BONIFACIO et al., 2015). Estimulados por esses resultados, esse trabalho se propds a
aprofundar os estudos direcionados a atividade antifingica desta espécie vegetal de maneira a
identificar os constituintes majoritarios do extrato ou até mesmo isolar as substancias
responsaveis pela atividade antifingica, enriquecendo o arsenal terapéutico de agentes com
propriedades antifingicas. Além disso, ndo sdo relatadas na literatura artigos que tratam da
identificacdo de substancias das folhas de A. urundeuva que sdo responsaveis por esta

propriedade anti-Candida sp, 0 que permitira ineditismo de nossos resultados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Infecgdes fungicas

Diante do elevado numero de doencas que acometem 0 ser humano, principalmente
aquelas capazes de debilitar o sistema imune do hospedeiro, maior atencdo tém sido dada as
doencas causadas por fungos, uma vez que a reducéo de linfocitos CD4™ predispde o paciente
a diversas infeccdes fungicas. Um exemplo bastante comum sdo os pacientes infectados com
0 Human Immunodeficiency Virus (HIV), os quais apresentam quadros frequentes de
infeccOes fungicas (BROWN et al., 2012; ARMSTRONG-JAMES et al., 2014; NETEA et al.,
2015).

Ao atingir uma populacdo crescente de pacientes imunocomprometidos, as doencas
causadas por fungos estdo sendo consideradas uma ameaca global. As infeccdes fungicas
oportunistas sdo relatadas desde o inicio de 1980, quando foram reportados 0s primeiros casos
de Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) em Sao Francisco e em Nova Yorque.
Dentre os 400 casos reportados de mortes causadas por infecgdes fungicas em pacientes com
HIV/AIDS, 70% dessas foram inicialmente causadas por Pneumocystis pneumonia.
Recentemente, 0s quadros de meningite causada por criptococose sdo responsaveis pela
maioria das mortes relacionadas a infeccbes flngicas em pacientes com HIV
(ARMSTRONG-JAMES et al., 2014).

Além das doencas causadoras de imunossupressao, existem diversos outros fatores que
podem contribuir para o surgimento das infeccdes fangicas, como por exemplo, 0 uso de
imunossupressores utilizados no tratamento de outros tipos de doencas. Quadros de
neutropenia onde o nimero de neutrofilos/mL é inferior a 500 por um periodo superior a 10
dias, malignidades hematoldgicas, transplantes, permanéncia prolongada em unidades de
terapia intensiva (UTI), tratamento com quimioterdpicos e outros procedimentos médicos
invasivos também sdo alguns fatores capazes de facilitar o surgimento de tais infecgdes
(BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014). OBS

Dentre as diversas infec¢fes fungicas, destacam-se aquelas causadas por leveduras do
género Candida sp. Cerca de 150 espécies deste género normalmente habitam o0s mais
diversos ambientes corporais, como a cavidade bucal, orofaringe, secre¢des brdénquicas,
dobras da pele, fezes, urina e vagina. Dentre todas as espécies, pelo menos quinze séo capazes
de desenvolver a candidiase, assim conhecida a doenga causada por leveduras deste género.

Contudo, mais de 90% de todos os casos da doenca envolvem cinco espécies principais: C.
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albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei
(ARAUJO; HENRIQUES; SILVIA, 2016; PAPPAS et al., 2016).

E no decorrer ou logo ap6s o nascimento que as leveduras deste género iniciam o
processo de colonizacdo nas mucosas de todos os seres humanos, como pele, trato
gastrintestinal e reprodutivo (ACHKAR; FRIES, 2010). Por serem consideradas leveduras
comensais, sdo capazes de se adaptarem rapidamente ao corpo humano e coloniza-lo sem
causar o desenvolvimento de alguma doenca em condigdes fisioldgicas normais, ou seja, a
candidiase somente ird se desenvolver quando houver um desequilibrio entre o hospedeiro e
este micro-organismo, sendo assim considerada uma infeccdo fangica oportunista (MAYER,;
WILSON; HUBE, 2013; FERREIRA et al., 2015). Quando ndo oriundas da microbiota, as
candidiases sdo consideradas exogenas, e muitas vezes classificadas até mesmo como uma
doenca sexualmente transmissivel (DST) por alguns autores (BARBEDO; SGARBI, 2010,
GUNTHER et al., 2014).

A classificagdo da doenca pode variar de acordo com o local atingido. Quando capaz
de atingir a corrente sanguinea (candidemia) e se disseminar para outros locais, a candidiase é
considerada invasiva e, quando acomete apenas pele e/ou mucosa, superficial. Nos Estados
Unidos da América (EUA), o género Candida sp. encontra-se entre 0s cinco patégenos mais
envolvidos nos casos de infeccdes da corrente sanguinea, chegando a causar cerca de 8-10%
das infeccdes nosocomiais (YAPAR, 2014). Cerca de 92% de todos os casos de candidemia
sdo causados pelas cinco espécies ja anteriormente citadas (C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei), as quais podem distribuir-se de maneira diferente de
acordo com a éarea geografica e individuo e, embora a espécie C. albicans seja a mais
frequentemente encontrada, ha diferencas consideraveis nos casos envolvendo as espécies C.
glabrata e C. parapsilosis. Os EUA e a maioria dos paises europeus apresentam um maior
namero de casos envolvendo a espécie C. glabrata enquanto que Brasil e Espanha destacam
quadros causados pela espécie C. parapsilosis. De uma maneira mais global, observa-se uma
reducdo dos casos envolvendo a espécie C. albicans, enquanto que um aumento gradativo
daqueles causados pela espécie C. parapsilosis. As taxas de mortalidade atribuidas a
candidemia encontram-se em torno de 15-35% em adultos e 10-15% em neonatos e,
apresentam custos de hospitalizacdo de aproximadamente 40.000 dolares a cada episodio
(GUINEA, 2014). No Brasil, os quadros de candidemia chegam a ser em media de 12 a 15
vezes maiores em relacdo a outros paises como Estados Unidos (YAPAR, 2014).
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2.2. A candidiase vulvovaginal (CVV)

Os ambientes mais quentes e uUmidos, como a cavidade oral e a vagina, sdo
considerados os locais preferidos pelas espécies do género Candida sp. (SARDI et al., 2013).
A candidiase cutaneomucosa pode ser dividida em ndo genital ou geniturinaria. Entre as
geniturinarias, a CVV ¢ considerada a mais comum e acomete cerca de 75 % das mulheres
adultas pelo menos uma vez durante a vida, podendo ou ndo apresentar episodios de
recorréncia (BONIFACIO et al., 2015; RAMOS et al., 2015; RATTI et al., 2015; SHERRY et
al., 2017), enquanto que a candiduria, apesar de poder atingir ambos 0s sexos, costuma ser
mais frequente em pacientes imunocomprometidos e neonatos. A CVV pode ser definida
como os sinais e sintomas inflamatorios causados pela presenca evidenciada desse micro-
organismo e é a segunda causa considerada mais frequente de infeccdo genital, perdendo
apenas para a vaginose bacteriana (BARBOSA et al., 2012; VAN SCHALKWYK et al.,
2015). Quando esse quadro ocorre pelo menos quatro vezes durante o periodo de 1 ano, a
candidiase é classificada como recorrente (CVVR) e, embora a C. albicans ainda seja
considerada a espécie mais comum, o nimero de casos de CVVR causada por outras espécies
ditas ndo-albicans vem aumentando (ACHKAR; FRIES, 2010; SOBEL, 2016).

2.3. Candida albicans

Algumas espécies de Candida sp. limitam-se a determinadas regides, enquanto outras,
como a C. albicans, distribuem-se amplamente, além de ser considerada a espécie com maior
relevancia no que se diz respeito a taxa de prevaléncia em condi¢des de normalidade e doenca
(MAYER; WILSON; HUBE, 2013; GARCIA-CUESTA; SARRION-PEREZ; BAGAN,
2014), sendo que cerca de 60% dos isolados de amostras clinicas mostram infec¢bes causadas
por esta espécie (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Existem alguns fatores que sdo considerados imprescindiveis para 0 comportamento
patogénico e a capacidade de invadir tecidos da especie C. albicans. A morfogénese ou
dimorfismo celular é a capacidade que esta espécie tem de se apresentar tanto na forma
leveduriforme (uma Unica célula) quanto na forma de hifas e/ou pseudohifas (Figura 1).
Alguns estudos relatam a presenca de ambas as formas no interior de lesbes, mas comprovam
que mutantes capazes de se apresentar nas duas formas apresentam um maior grau de
viruléncia em relacdo aos mutantes exclusivamente formadores de leveduras ou hifas. Além
disso, quando o sistema imune do hospedeiro atua de maneira a combater determinada

infeccdo fungica e os macrofagos assumem seu papel de fagocitar as leveduras, estas sdo
24



REVISAO DA LITERATURA

capazes de lisar a célula fagocitica através da producdo de filamentos. Portanto, o dimorfismo
celular pode ser considerado uma estratégia para garantir a sobrevivéncia do fungo em
condigdes nao favoraveis (MUKAREMERA et al., 2017).

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura de C. albicans na forma de levedura, hifas e/ou
pseudohifas.

: ‘

Fonte: Science Photo Library, 2017a, b, c.

A capacidade da levedura se aderir tanto em superficies bidticas como abioticas
aumenta ainda mais seu fator de viruléncia. Ao se aderir, através proteinas de superficie
celular especializadas, as adesinas, a levedura é capaz de invadir e se disseminar pelo
organismo (CHAFFIN et al., 1998). A presenca de receptores presentes na superficie da
parede celular permite a interacdo com ligantes presentes em células hospedeiras e até mesmo
em outras superficies. Um exemplo é o receptor Hwplp, o qual se apesenta apenas nas
superficies de hifas e é capaz de se ligar ao epitélio (SHAH et al., 2014; ZHU; FILLER,
2010). Além disso, existem outros receptores, a exemplo do Eaplp, que apresentam maior
afinidade a superficies abioticas como ao poliestireno (FILLER et al., 2006).

Outro fator de viruléncia considerado essencial € a producdo e secre¢do de enzimas
hidroliticas, as quais sdo capazes de beneficiar o fungo ao provocar danos teciduais no
hospedeiro, facilitando sua disseminacéo e se protegendo do sistema imune do hospedeiro. As
principais sdo as fosfolipases (hidrolisam as ligagdes de um ou mais ésteres de
glicerofosfolipideos, encontrados na membrana celular do hospedeiro), proteases (hidrolisam
proteinas importantes do hospedeiro, como colageno, imunoglobulinas, citocinas
proinflamatdrias) e lipases (hidrolisam os lipideos do hospedeiro) (ARAUJO; HENRIQUES;
SILVIA, 2016; SACHIN; RUCHI; SANTOSH, 2012).
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Entre os quadros de candidiase ndo genitais, a candidiase oral constitui a infecgdo
fangica mais frequente entre os pacientes imunocomprometidos, principalmente os infectados
com HIV (ACHKAR; FRIES, 2010). Diversos estudos apontam que cerca de 90% dos
individuos soropositivos apresentam candidiase orofaringea pelo menos uma vez na vida
(BARBEDO; SGARBI, 2010; GARCIA-CUESTA; SARRION-PEREZ; BAGAN, 2014). A
candidiase cutaneomucosa cronica geralmente acontece quando a resposta imune mediada por
células do hospedeiro encontra-se debilitada, enquanto que a candidiase vaginal crénica
também pode ser desencadeada por alguns fatores exdgenos, como o0 uso de determinados
medicamentos, principalmente antibi6ticos e contraceptivos orais, gestacdo, atividade sexual,
que causa traumas de mucosa e, uso continuo de roupas apertadas (MARCHAIM et al., 2012;
PEIXOTO et al., 2014).

2.4. Candida glabrata

Dentre as espécies ditas ndo-albicans, a C. glabrata € considerada a segunda espécie
mais envolvida nos quadros de CVV (KUCHARIKOVA et al., 2011; LIM et al., 2012;
MERESTEIN et al., 2013). Durante muito tempo esta espécie foi considerada uma levedura
ndo patogénica da microbiota normal de individuos saudaveis e geralmente ndo associada a
infeccOes severas. Entretanto, 0 uso de imunossupressores associado ao tratamento com
antibidticos de amplo-espectro resultou em um maior nimero de infec¢cdes sistémicas e de
mucosa causadas por esta espécie (MORETTI et al., 2013). Em comparacao a outras espécies
ndo-albicans, a C. glabrata apresenta elevada taxa de mortalidade, sendo mais comumente
encontrada em individuos adultos. Das infec¢Bes causadas por mais de uma espécie de
Candida sp., especialmente na candidose oral, cerca de 70% envolve as espécies C. glabrata e
C. albicans (ARAUJO; HENRIQUES; SILVA, 2016; SILVA et al., 2012).

2.5. Tratamento da CVV e resisténcia aos antifingicos convencionais

O tratamento das infec¢des fungicas normalmente é feito com os derivados azolicos,
os polienos e as equinocandinas, que possuem diferentes mecanismos de agéo (Figura 2).

Os derivados azolicos apresentam como mecanismo de agdo a inibicdo da enzima 14-
a-lanosterol demetilase fomada a partir do citocromo P450 e, por consequéncia, impede a
formacgdo do ergosterol, componente considerado essencial para a membrana da célula
fangica. Os principais representantes desta classe sdo: fluconazol, itraconazol, posaconazol,

voriconazol e ravuconazol (triazéis) e o cetoconazol (imidazol).
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Figura 2. Mecanismos de acdo dos diferentes agentes antifungicos disponiveis na terapia clinica.
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Fonte: Autora.

A anfotericina B, antifingico mais conhecido da classe dos polienos, é capaz de se
ligar diretamente ao ergosterol tendo como consequéncia a perda de substancias intracelulares
importantes atraves dos poros que sdo formados. Este mecanismo ira causar morte celular, ou
seja, a anfotericina B apresenta um efeito fungicida. A nistatina, também faz parte desta classe
de antifingicos, mas ndo pode ser utilizada sistemicamente devido ao seu elevado grau de
toxicidade (COHEN, 2016). Em relacdo a seletividade da anfotericina B, pode-se dizer que
esta pode causar danos nas células do hospedeiro, apresentando como um de seus principais
efeitos colaterais a nefrotoxicidade (FALCI; ROSA; PASQUALOTTO, 2017).

Com o intuito de aumentar a seletividade as células de interesse (fingicas), as
equinocandinas (caspofungina) surgiram como a mais nova classe de antifingicos, uma vez
gue atuam em componentes da parede celular exclusivamente de células fungicas. Os
antifungicos desta classe sdo lipopeptideos que apresentam como mecanismo de acdo a
interacdo com a B-(1,3) glucano sintase que, por consequéncia, inibe a sintese de B-(1,3)
glucanas e perdendo a funcao da parede celular (ALEXANDER et al., 2013).

O tratamento da CVV geralmente é feito com derivados azélicos administrados por via
oral ou tdpica, contudo a exclusdo dos fatores predisponentes e o tratamento adequado ao
parceiro, quando transmitida sexualmente, tornam-se indispensaveis. Embora seja alto e cada

vez mais moderno o avanco cientifico no que se diz respeito a terapia medicamentosa, a
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quantidade de espécies que apresentam sensibilidade reduzida a esta principal classe de
antifungicos ainda é considerada crescente e preocupante (LIU et al., 2014; FLOWERS et al.,
2015; BOATTO et al., 2016). Além disso, os quadros de infec¢bes causadas por cepas
resistentes nas unidades de terapia intensiva sdo capazes de gerar um aumento do custo e
mortalidade (BARAI et al., 2010; LUYT et al., 2014). Nos Estados Unidos da América, o
diagnostico e tratamento da CVV geram custos anuais de um bilhdo de délares (BARBOSA et
al., 2012).

2.6. Biofilmes

Dentre os diversos fatores de viruléncia apresentados pelas cepas microbianas, os
biofilmes sdo frequentemente relatados. Os biofilmes se diferem das células planctdnicas
(células em suspensdo) por se apresentarem na forma de uma comunidade de células ligadas
umas as outras na presenca de uma matrix composta por substancias exopoliméricas, a qual é
produzida como uma estratégia de protecdo contra os fatores externos, como a acdo de
agentes antimicrobianos por impedir sua penetracdo, ou do sistema imune do hospedeiro.
Estima-se que mais de 80% das infecgdes microbianas sdo causadas pela presenca de
biofilmes e ndo apenas de células planctonicas (REICHHARDT; STEVENS; CEGELSKI,
2016; SOLL; DANIELS, 2016).

A Figura 3 mostra o processo de formacdo do biofilme, o qual envolve algumas
etapas: primeiramente na fase inicial (0-11 horas), as células plactdnicas se aderem a uma
determinada superficie, seja ela bidtica ou abidtica, através da producdo de adesinas
especificas, enzimas que reconhecem ligantes na superficie e sdo capazes de promover a
adesdo. Entdo, incia-se o processo de desenvolvimento do biofilme (entre 12 e 30 horas), no
qual as células comegam a multiplicar, sendo algumas espécies capazes até mesmo de formar
pseudo-hifas e hifas. Além disso, ocorre a producdo de uma matriz composta por
polissacarideos e proteinas, a matriz exopolimérica, a qual mantem as células aderidas umas
as outras. Quando o biofilme ja se encontra maduro (38 a 72 horas), ou seja, quando a matriz
polimérica ja é capaz de embeber completamente todas as camadas de células que compde o
biofilme, ocorre a fase de dispersao, onde ha o desprendimento de leveduras deste biofilme ja
formado, as quais sdo capazes de migrar a outro local e dar inicio ao processo de formacéo de
um novo biofilme (RAMOS et al., 2018).
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Figura 3. Processo de formacao de um biofilme microbiano através aderéncia (etapas 1 e 2), expansdo
e maturacdo (etapas 3 e 4) e disperséo (5).

Aderéncia Expansio e Maturaciao Dispersao

Fonte: Autora.

A matriz exopolimérica funciona como uma estrutura de protecdo (Figura 4) e, além
disso, através dos canais agua formados entre as células, é possivel que nutrientes sejam
transportados e residuos sejam eliminados, garantindo a manutencdo desta estrutura
tridimensional (RAMOS et al., 2018).

Figura 4. Matriz exopolimérica envolvendo a levedura C. albicans.

Fonte: Science Photo Library, 2017d.

Alguns autores demonstram que biofilmes em modelos in vivo além de atingirem a
fase de maturacdo mais rapidamente, sdo mais espessos (>100 um) do que biofilmes formados
em modelos in vitro (24-450 um). Células formadoras de biofilmes sdo mais virulentas em
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relagdo as células ndo formadoras, e assim, apresentam uma maior resisténcia aos
antifungicos. Esta caracteristica pode estar relacionada tanto a presenca da matriz
exopolimérica, a qual se apresenta como uma barreira fisica, impedindo a penetracdo do
agente antifungico, ou até mesmo através dos diversos mecanismos desenvolvidos pelo
micro-organismo para permitir sua excrecdo, a exemplo das bombas de efluxo (MARTINEZ;
FRIES, 2010).

Células plancténicas também pode apresentar resisténcia aos agentes antifungicos.
Dentre os principais motivos, encontra-se a expressao de bombas de efluxo presentes na
membrana, transportadores tipo ABC e pelos facilitadores (DOMINGUEZ; ANDES, 2017).
Os genes CDR1, CDR2 e MDR1 quando expressos em C. albicans permitem a formagéo de
bombas de efluxo. No entanto, a expressao de tais genes pode ser mediada durante o processo
de formacdo do biofilme (WHALEY et al., 2017; SOUZA et al., 2015).

Cerca de 50% de todos os casos de candidemia em UTI envolvem a presenca de
cateteres, principalmente o cateter venoso central, considerado o principal fato de risco em
pacientes com o sistema imune debilitado. Além disso, alguns estudos demonstram que a
dificuldade de tratamento e aumento da taxa de mortalidade envolve a formacéo de biofilmes
por estas espécies fungicas nessas superficies (BOUZA; GUINEA; GUEMBE, 2015). OBS

2.7. Plantas medicinais como novas fontes antimicrobianas

A terapia antifungica convencional, além apresentar uma série de efeitos colaterais,
estd sendo limitada pelo surgimento de cepas flngicas cada vez mais resistentes, justificando
significativamente a busca por novas moléculas com propriedades antifingicas com maior
espectro de acdo, seletividade e menor toxicidade. Além disso, é extremamente desejavel que
além de apresentar atividade contra células planctdnicas, tais moléculas possam também ser
capazes de atuar em biofilmes ja formados ou até mesmo inibir sua formacéo, uma vez que
uma série de procedimentos médicos envolve a utilizagdo de dispositivos internos por
periodos relativamente longos. Alguns autores relatam forte atividade de determinado agente
contra células planctdnicas, mas pouca ou quase nenhuma contra biofilmes da mesma espécie,
limitando ainda mais o arsenal terapéutico de produtos que sejam eficazes contra esta
estrutura de resisténcia (GIRARDOT; IMBERT, 2016). Reichhardt, Stevens e Cegelshi
(2016) publicaram um artigo de revisdo no qual investigam minuciosamente 0s componentes
da matriz exopolimérica de biofilmes fdngicos como uma estratégia para desenvolver

antifungicos que apresentem afinidade com algum componente e permitam uma maior
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seletividade. Girardot e Imbert (2016) mencionam uma série de componentes antiflingicos de
plantas medicinais de acordo com sua classificacdo fitoquimica, incluindo os terpenoides,
compostos fenolicos, peptideos, alcaloides e biossurfactantes.

Diante dessa situacdo, que vem se agravando de maneira significativa, a pesquisa por
novas fontes que apresentem propriedades bioldgicas, incluindo as de origem natural como as
plantas medicinais, vém sendo cada vez mais incentivada por pesquisadores da &rea, 0s quais
tem mostrado interesse ndo somente na caracterizacdo bioldgica de extratos vegetais, mas
também em sua andlise fitoquimica de maneira a identificar a substancia responsavel pela
propriedade de interesse (DAS et al, 2010; SAVOIA, 2012; KAUR; MONDAL, 2014).

Aliado a presenca de uma ampla biodiversidade, pode-se dizer que o conhecimento
popular foi e ainda é considerado a base na investigacdo de novas plantas com propriedades
medicinais (OLIVEIRA et al.,, 2011; MAROYI, 2013), as quais apresentam diversas
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas mediadas pela presenca de seus metabdlitos
secundarios. Ainda assim, de acordo com dados presentes na literatura, é considerada baixa a
porcentagem de plantas que sdo devidamente submetidas a estudos cientificos, de modo a
garantir eficcia e seguranca durante sua utilizacdo (BRESOLIN; FILHO, 2010; PEREIRA;
CARDOSO, 2012; NASRI; SHIRZAD, 2013).

O processo de descoberta das propriedades biol6gicas das plantas medicinais envolve
algumas estratégias tecnoldgicas que incluem o screening bioldgico, a descoberta e tentativa
de isolamento da substancia responsavel pela atividade de interesse, além das triagens clinicas
(BIBI et al., 2011). As plantas medicinais podem exibir diversos potenciais terapéuticos, entre
eles, a atividade antimicrobiana contra uma série de micro-organismos considerados
resistentes aos farmacos convencionalmente utilizados na terapia, fato que incentiva ainda
mais a investigacdo desses agentes antimicrobianos de origem natural (DIAZ et al., 2010;
WENDAKOON et al., 2012). Todos os anos, cerca de dois ter¢os dos produtos quimicos
identificados sdo extraidos de plantas medicinais (AL-SNAFI, 2015). S&o varios os estudos
encontrados na literatura que relatam a atividade antimicrobiana de extratos e 0leos vegetais
contra uma ampla variedade de bactérias, fungos e leveduras (AKTHAR; DEGAGA; AZAM,
2014). Além disso, os estudos que relatam também sua composi¢do quimica e propriedades
bioldgicas (in vitro e in vivo) que confirmem seus usos populares vém se mostrando cada vez
mais promissores (COSTA et al., 2010).
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2.7.1. Astronium urundeuva

O género Astronium, pertencente a familia Anacardiaceae, faz parte da lista de plantas
estudadas no projeto Biota e apresenta como principais espécies o A. fraxinifolium, A.
graveolens e o A. urundeuva. Estudos anteriores com o caule e as folhas mostraram que,
dentre estas espécies, 0 extrato hidroetandlico das folhas do A. urundeuva mostrou-se mais
promissor ao apresentar melhor atividade antifingica contra espécies de Candida sp.
(BONIFACIO et al., 2015). A espécie Astronium urundeuva (Allemao) Engl. (Figura 5),
popularmente conhecida como aroeira-preta ou aroeira-do-sertdo, se distribui principalmente
na Ameérica do Sul, incluindo as regifes nordeste, sudeste e centro oeste, e estd geralmente
associada a ambientes secos do cerrado, savanas e caatingas. Apresenta uma pequena flor que
¢ facilmente polinizada pelas abelhas e pelo vento (GAINO et al.,, 2010; MACHADO;
OLVIERA, 2014). O porte da aroeira-preta pode variar de acordo com sua regido de
ocorréncia, mas geralmente apresenta 30 metros de altura, inflorescéncia entre julho e
setembro e, maturacdo dos frutos de setembro a outubro, os quais sdo compostos por uma
semente Unica (NUNES et al., 2008).

O projeto Biota (FAPESP) intitulado “Fitoterapicos padronizados para o tratamento de
doengas cronicas” envolve diversos pesquisadores das mais diversas areas e tem como
objetivo principal estudar de maneira mais profunda algumas plantas a fim de facilitar o
desenvolvimento de novos farmacos fitoterapicos. Este projeto encontra-se em consonancia
com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da Saude, a qual
visa proporcionar alternativas terapéuticas para a populacdo a partir de plantas medicinais.
Dessa maneira, alguns beneficios poderiam ser trazidos a populacdo, como por exemplo, 0
acesso aos medicamentos de maneira mais facil, além da inclusdo social e regional.
Entretanto, para que estes beneficios sejam realmente colocados em pratica, é indispensavel
que alguns fatores sejam levados em consideracdo, como a preservacdo do conhecimento
tradicional da populacdo que faz uso das plantas medicinais, bem como o uso sustentavel da
biodiversidade (ANVISA, 2012). Além disso, para que qualquer produto fitoterapico seja
utilizado de maneira segura e eficaz, se faz necessaria a identificacdo exata de seus
constituintes fitoquimicos bem como sua analise farmaco e toxicologica (SILVA et al., 2011,
DUTRA et al., 2016).
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Figura 5. Planta A. urundeuva (Allemao) Engl.
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Fonte: Lorenzi, 200.

E uma das principais plantas utilizada na medicina tradicional nordestina para o
tratamento de varias doencas (CUNHA et al., 2009). O extrato aquoso do caule é bastante
utilizado sob a forma de semictpio (“banho-de-assento”) apds o parto. Além disso, também é
indicada no tratamento de gastrites, Ulceras gastricas, cervicites, vaginites, hemorroidas
(LORENZI, 2008) e como anti-inflamatorio e cicatrizante natural (PINHO et al., 2012;
HERNANDEZ et al., 2013).

A planta A. urundeuva apresenta diversas propriedades terapéuticas, as quais sdo
justificadas pela presenca de seus principais constituintes fitoquimicos, como taninos
hidrolisaveis e condensados, além dos 6leos essenciais, 0s quais justificam o aroma tipico
encontrado nas folhas desta espécie (CUNHA et al., 2009; CARLINI et al., 2010). Foram
identificados cerca de 16 constituintes volateis, entre eles, o a-pineno, y-terpineno, o J-3-
careno e o S-cariofileno, considerado o principal constituinte (SA, 2008; COSTA et al., 2014).
Souza et al. (2007) comprovaram o efeito anti-inflamatério e antiulcerogénico de uma fracéo
do caule desta espécie enriquecida em taninos.

Embora existam alguns estudos que comprovem tais propriedades, ndo ha relatos na
literatura sobre quais os principais componentes das folhas de A. urundeuva responsaveis pela
atividade antifungica frente as duas espécies de Candida sp. mais envolvidas nos quadros de
infeccdes fungicas, especialmente na CVV: C. albicans e C. glabrata, o que impulsiona ainda
mais as pesquisas direcionadas a triagem fitoquimica na tentativa de identificar as substancias

gue apresentam suas propriedades bioldgicas, em especial, a antifingica.
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2.8. Sistemas nanoestruturados

Muitas vezes, determinada substancia que apresente alguma atividade bioldgica de
interesse pode também apresentar determinadas caracteristicas proprias que impecam sua
utilizacdo, como por exemplo, ao apresentar propriedades indesejaveis e/ou comportamento
ndo tdo desejado em meio biolégico. Além disso, também podem apresentar problemas
durante o processo de formulacdo, ao serem incompativeis com 0s demais componentes ou
até mesmo pelo fato de ndo suportarem a presenca de outro componente ativo nesta mesma
formulacdo (BHARATE; BHARATE; BAJAJ, 2010).

A nanotecnologia vem surgindo como uma alternativa promissora e bastante desejada
no tratamento de diversas doencas, pois € capaz de driblar a grande maioria dos obstaculos
que surgem durante o processo de formulacdo. Além disso, 0s sistemas nanoestruturados sao
capazes de aprimorar o comportamento bioldgico de diversos ativos e podem até mesmo
controlar de maneira eficiente sua liberagdo com vetorizagéo diferenciada para determinados
tecidos ou Orgaos do organismo aumentando sua seletividade. Todas essas estratégias que
permitem a reducdo da dose total necessaria a fim de se garantir uma reducdo dos efeitos
colaterais indesejados, além de controlar a liberagdo do ativo tem chamado atencdo das
inddstrias e comunidade cientifica (BOURZAC, 2012; GRILL et al., 2009; VENUGOPAL et
al., 2009).

Além de permitir a utilizacdo de ativos que antigamente eram impedidos de serem
utilizados, os sistemas nanoestruturados podem aprimorar ativos ja utilizados que
frequentemente apresentam algumas inconveniéncias. Por exemplo, além da incorporacdo de
substancias com carater hidro ou lipofilico, os sistemas nanoestruturados sdo capazes de
proteger ativos da degradacéo térmica ou fotodegradagdo, agir como sistemas reservatorios e
diminuir o grau de toxicidade (BONIFACIO et al., 2014).

O uso da nanotecnologia como uma estratégia de aprimorar a atividade dos mais
diversos constituinte vem sendo utilizado nas mais diversas areas, incluindo até mesmo a
fitoterapia (WANG et al., 2016). Alguns autores relataram na literatura a utilizagdo de
sistemas nanoestruturados com o intutito de potencializar a acdo de alguns extratos de plantas,
de forma a diminuir a dose requerida e, consequentemente, os efeitos indesejaveis (GHOSH et
al., 2013; RAJENDRAN et al., 2013).

Alguns estudos encontrados na literatura relatam como principais componentes

majoritarios no extrato de Astronium sp, os taninos, 6leos essenciais, flavonoides, entre
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outros, frequentemente associados a propriedades antimicrobianas (DAS et al., 2010). O
aumento da afinidade entre ativo versus alvo é extremamente interessante, pois permitird uma
liberacdo mais direcionada aumentando sua biodisponibilidade (PARK, 2014).

Entre os mais diversos sistemas nanoestruturados, as microemulsées (ME) se
apresentam como o exemplo classico. S& normalmente definidas como emulsGes
transparentes, nas quais sdo encontradas goticulas na ordem de nanémetros (nm) cercadas por
um componente externo de diferente grau de hidrofilia/lipofilia (FANUN, 2012). Caso essas
microgoticulas sejam de 6leo em agua (O/A) ou de agua em oleo (A/O), esse sistema pode ser
considerado termodinamicamente estavel devido a presenca de um terceiro componente, 0
tensoativo, considerado extremamente essencial para a formacdo de uma microemulsao, pois
é ele quem ird permitir que tais componentes permancecam na mesma formulacdo. Em
algumas situacGes, a utilizacdo de um determinado tensoativo ndo resulta na presenca de
goticulas da ordem de nanémetros e, assim, se faz necessaria a presenca de um co-tensoativo
que ira auxiliar a formacéo de goticulas do tamanho exigido para ser classificado como um
sistema nanoestruturado e, assim, aprimorar o efeito terapéutico (MARTIN et al., 2015).
Justamente por apresentarem tamanhos diferentes de goticulas, as MEs se diferem das
emulsdes, as quais sdo classificadas como sistemas microestruturados que apresentam
goticulas maiores que a escala manométrica. Acredita-se que tal diferenca de tamanho é capaz
de alterar a capacidade bioldgica do ativo incorporado, influenciando na solubilidade e,
consequentemente, na eficacia (McCLEMENTS, 2012).

Figura 6. Goticulas formadas em uma microemulsdo agua 6leo (A/O) e 6leo agua (O/A) devido a
presenca de surfactante e co-surfactante, os quais estdo posicionados de acordo sua afinidade com a
fase interna/externa.

Microemulsdo A/O Microemulsdo O/A

Fase hidrofilica

Fase hidrofébica

<— Surfactante

Fase hidrofilica

<— Co-surfactante
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Fonte: Adaptado de Silva et al., 2014.

Atualmente existem no mercado, algumas formulagbes contendo antifingicos ja
comercializados, que foram desenvolvidas com o objetivo de melhorar as vantagens ou
reduzir os efeitos colaterais destes farmacos ja disponiveis no mercado. Na tentativa de
reduzir o principal efeito colateral da anfotericina B convencional (toxicidade), o Ambisome®
surgiu no mercado e se apresenta na forma de um composto lipossomal unilamelar contendo
esse ativo. Sua formulacdo é composta de fosfatidilcolina de soja hidrogenada,
distearoilfosfatidilglicerol e colesterol. Entretanto, a utilizagdo destas novas formulagdes
ainda é considerada um desafio pelos centros médicos publicos em virtude do seu elevado
custo de producdo, custando cerca de 20 vezes mais caro que sua forma convencional

(AVERSA et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
O objetivo deste trabalho ¢é detalhar os estudos direcionados a atividade antifingica do

extrato hidroetandlico das folhas de A. urundeuva (Allemao) Engl..

3.2. Objetivos especificos

v Realizar o perfil fitoquimico e fracionamento do extrato hidroetanélico das folhas de A.
urundeuva;

v' Determinar a atividade antifingica in vitro do extrato, fracbes e/ou substancia(s)
isolada(s) do extrato frente a Candida albicans e Candida glabrata, incluindo cepas
padrdo e isolados clinicos;

v Quantificar a(s) substancia(s) isolada(s) no extrato envolvida(s) na atividade antiflngica;

v"Incorporar no sistema lipidico nanoestruturado a amostra vegetal obtida no fracionamento
gue mostrar-se mais efetiva frente as cepas fungicas;

v' Avaliar a eficicia da amostra vegetal contra as cepas de C. albicans e C. glabrata
incluindo isolados clinicos com variados niveis de resisténcia frente alguns dos agentes
antifangicos mais frequentemente utilizados;

v Realizar estudos de combinacdo com a amostra vegetal e os agentes antiflingicos
comumente utilizados, como anfotericina B, fluconazol e equinocandina;

v' Avaliar a atividade da amostra vegetal contra biofilmes de C. albicans e C. glabrata,
incluindo a habilidade de inibir a formagdo do biofilme, além de sua atividade contra
biofilmes pre-formados;

v Verificar o potencial de desenvolvimento de resisténcia das duas cepas de Candida sp.
quando expostas a amostra vegetal por um determinado periodo de tempo;

v Determinar a citotoxicidade da amostra vegetal utilizando células normais VERO, MRC5
e HaCaT,

v Avaliar a toxicidade aguda da amostra vegetal frente a Artemia salina L. (Artemiidae);

<\

Avaliar a eficacia da amostra vegetal frente a um modelo experimental in vivo de CVV;
v Determinar a atividade antifungica in vitro do extrato frente as espécies de Cryoptococcus

sp. e também alguns fungos filamentosos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao e procedéncia do extrato vegetal

O processo de obtencdo do extrato hidroetanodlico das folhas de A. urundeuva foi
realizado no Laboratorio de Fitoquimica (Departamento de Quimica Orgénica do Instituto de
Quimica de Araraquara da Universidade Estadual Paulista — UNESP), pelo pds graduando
Leonardo Perez de Souza, sob supervisdo do Prof. Dr. Wagner Vilegas.

As folhas de A. urundeuva foram coletadas em viagens de campo no dia 28 de
novembro de 2007 na cidade de Balsamo (SP). A identificacdo da espécie vegetal foi feita
pelo Prof. Dr. Jorge Tamashiro (Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia
da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP) e a exsicata foi posteriormente
depositada no herbario da universidade com o numero de registro 1444. Esta pesquisa possuli
autorizacdo para atividades com finalidade cientifica concedida pelo Sistema de Autorizacéo e
Informacdo em Biodiversidade (nimero 42572-2).

O material vegetal foi submetido a secagem em estufa (40 °C e circulacdo de ar)
durante 7 dias e moagem realizada em moinhos de facas. O extrato hidroetandlico 70% foi
obtido através da técnica de percolacdo simples exaustiva, utilizando-se como referéncia para
0 esgotamento da extracdo, a coloracdo do extrato (SIMOES et al., 2010). Inicialmente a
droga vegetal pulverizada (884 g) foi intumescida com etanol 70% (v/v, 2 L) durante 2 horas
e, apos esse periodo, com a droga vegetal ja intumescida, o percolador foi empacotado de
forma homogénea, a fim de evitar a formacdo de bolhas ou buracos no conteido alocado
dentro do percolador. Obedeceu-se a proporcao de 5:1 (volume percolador : volume de droga
vegetal intumescida), com vazdo entre 1 e 2 mL/min/Kg da amostra vegetal, que apresentou
tamanho médio de particula de 1 a 3 mm. Ap0s 0 processo de extragdo, a solucdo extrativa foi
filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob pressdo reduzida (50 °C) e, em seguida,
transferida para frascos de vidros tarados, que permaneceram em capela para secagem prévia
sob fluxo de ar. A secagem foi finalizada em dessecador com silica gel sob pressao reduzida

e, quando necessario, os extratos foram liofilizados para a completa remoc¢éo de agua.
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4.2. Fracionamento do extrato vegetal

Bonifacio et al. (2015) mostraram atraves de ensaios microbioldgicos que o extrato
das folhas de A. urundeuva apresenta significativa atividade antifingica contra a levedura C.
albicans e, na tentativa de descobrir quais 0os componentes envolvidos nesta atividade
biologica, o extrato foi submetido ao fracionamento biomonitorado. Os experimentos
relacionados a descoberta das substancias responsaveis por esta propriedade bioldgica foram
realizados no Laboratorio de Farmacognosia (Departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraguara da Universidade Estadual
Paulista — UNESP) em colaboracdo com o aluno de doutorado Flavio Alexandre Carvalho,
sob supervisdo do Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos.

Inicialmente, o extrato seco foi submetido a uma particéo liquido-liquido (PLL) (item
4.2.1) de maneira a se obter duas fases: a fase aquosa (FA) e a fase organica (FO). Entdo, a
fase que apresentou melhor atividade antifingica, avaliada através dos ensaios
microbioldgicos, foi novamente fracionada, desta vez por extracdo em fase solida (EFS) em
fase reversa (item 4.2.2). Todas as fases e fracdes obtidas foram analisadas utilizando-se
cromatografia em camada delgada (CCD). Inicialmente as condi¢cdes de separacdo foram
otimizadas em pequena escala a fim de se estabelecer condigfes mais apropriadas e evitar
qualquer perda de amostra. Depois de estabelecidas, as condi¢cGes foram ajustadas para a
maior escala, conforme dados apresentados na Tabela 1.

Além disso, para aprimorar a determinacdo das substancias majoritarias em uma
mistura, foram utilizados outros métodos analiticos, incluindo Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) e Ressonancia Magnética

Nuclear (RMN) de *H e **C, bem como consulta a literatura cientifica especializada.
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Tabela 1. Condigdes utilizadas durante a particdo liquido-liquido (PLL) e a extracdo em fase solida
(EFS) em diferentes escalas.

Escala )
L Menor Maior
Condicgao
Massa do extrato (mg) 200 2000
PLL Volume de FA (mL) 200 1000
Volume de FO (mL) 100 500
Massa da FA (mg) 260 1890
Diametro da coluna (cm) 1,3 4,7
EFS
Altura de silica Cyg (cm) 10 10
Volume de eluente (mL) 26 340

FA: fase aquosa; FO: fase organica

4.2.1. Particdo Liquido-Liquido (PLL)

Na PLL em menor escala, o extrato hidroetanolico seco das folhas de A. urundeuva
(200 mg) foi solubilizado em uma mistura de 80 mL de etanol e 120 mL de &4gua deionizada,
correspondente a FA e transferido para um funil de separacdo (Figura 7A). Neste, foram
adicionados 100 mL de hexano, correspondente a FO, e agitou-se cuidadosamente a fim de
garantir a separacdo dos componentes do extrato de acordo com sua polaridade. A FO foi
recolhida em um béquer de grande superficie de contato e a FA foi extraida mais duas vezes
com 100 mL de hexano em cada etapa. A FA resultante das extracdes anteriores também foi
recolhida e armazenada em um béquer de grande superficie de contato. As fases foram secas
em capela a temperatura ambiente e, quando necessario, em dessecador com silica gel sob
pressdo reduzida. O conteudo das FA e FO foi transferido para frascos menores previamente
tarados a fim de verificar o rendimento e armazenados em geladeira. Posteriormente, as FA e
FO obtidas foram solubilizadas em metanol (5 mg/mL) e submetidas a analise por CCD (item
4.2.3). A PLL em maior escala foi realizada segundo o mesmo método descrito, conforme
dados da Tabela 1.
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Figura 7. Etapas utilizadas no fracionamento do extrato hidroetandlico das folhas de A. urundeuva por
particdo liquido liquido (A) e extracdo em fase sélida (B) com posterior analise por cromatografia em
camada delgada.

Fonte: Autora.

As amostras vegetais até entdo obtidas (extrato livre, FO, FA) foram submetidas ao
ensaio de atividade antifngica através da determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM) (item 4.3) para que dessa forma se pudesse identificar em qual das fases obtidas da
PLL encontravam-se as substancias responsaveis pela atividade antifungica e assim, dar

continuidade ao biofracionamento do extrato.

4.2.2. Extracdo em Fase Sélida (EFS)

Foi realizada uma EFS 1 com 260 mg da fase mais ativa obtida através da PLL. A
amostra foi aplicada em uma coluna de vidro contendo 10 cm de silica de fase ligada Cg (50
um) na proporgdo 1:25 (m/m) (Figura 7B). A eluicdo (volume de eluente = 26,0 mL) foi
realizada sob pressdo com metanol e dgua deionizada, e conforme mostra a Tabela 2, apds a
analise por CCD (item 4.2.3) das fragdes obtidas na primeira tentativa de separacédo (EFS 1),
as proporgdes entre os solventes metanol e &gua foram ajustadas (EFS 2). Depois de
estabelecida a melhor condicdo de separagéo, as fragOes obtidas foram secas sob fluxo de ar
em capela e em dessecador com silica gel sob pressdo reduzida, quando necessario. A
extracdo em fase sélida em maior escala (EFS 3) foi realizada segundo 0 mesmo método

descrito, conforme dados da Tabela 1.
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Tabela 2. Gradientes utilizados durante as extrages em fase sélida (EFS) para a obtencdo das fracGes.
Gradiente da EFS (metanol/agua)

Fracéo EFS1 EFS2/EFS3

1 50:50 50:50
2 60:40 53:47
3 70:30 55:45
4 80:20 58:42
5 85:15 60:40
6 90:10 70:30
7 95:5 100:00
8 100:00 --

As fracBes obtidas foram analisadas por técnicas cromatogréaficas e analisadas quanto

a sua atividade antifungica

4.2.3. Analise por cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato vegetal,
fases obtidas da PLL e frac6es obtidas por EFS
A anélise por CCD do extrato, FO, FA e fracdes da fase mais ativa (5,0 mg/mL,
metanol) foi desenvolvida em placas de vidro cobertas com silica gel 20 x 20 cm x 0,25 mm
(Sigma-Aldrich®). Foi realizada uma otimizacao da forca de eluicéo e da seletividade da fase
movel (FM) variando a propor¢do e o tipo de solventes conforme o comportamento das
fracdes (Tabela 3), de modo a selecionar a melhor FM. As placas foram reveladas com
anisaldeido sulfurico e colocadas em estufa a 110 °C durante 10 minutos. Diante de alguns
dados encontrados na literatura que sugerem a presenca de taninos nas folhas de A. urunudeva
(MACHADO; OLIVEIRA, 2014), as placas também foram reveladas com solu¢do metandlica
de cloreto férrico 1% para que as fragcdes pudessem ser comparadas com padrédo de acido
galico (Sigma-Aldrich®) (1,0 mg/mL, metanol) e também para obter um perfil em CCD dos

taninos hidrolisaveis.
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Tabela 3. Fases moveis testadas para cromatografia em camada delgada (CCD).

Composicéo da fase movel Proporc¢éao
hexano:acetato de etila 95:5
hexano:acetato de etila:isopropanol 70:28:2
acetato de etila:acetona:acido acético:agua 6:2:1:1
tolueno:acetato de etila:acido férmico 2,4:5,6:2,0
hexano:acetato de etila:isopropanol 60,0:37,3:2,7
benzeno:acetato de etila:metanol 55:35:10; 50:30:20; 50:35:15

As fragOes da fase mais ativa, obtidas através da EFS, foram submetidas ao ensaio de

atividade antifingica.

4.2.4. Espectroscopia de Absorcao no Ultravioleta (UV)

Para a espectroscopia de absor¢do no ultravioleta (UV), utilizou-se o
espectrofotdmetro UV-Vis modelo UV-1800 (Shimadzu®), utilizando cubetas de quartzo de 1
cm de caminho Optico. As amostras (extrato, FO, FA e todas as fracGes da EFS) foram
solubilizadas em metanol grau HPLC inicialmente na concentragdo de 0,5 mg/mL. O metanol
foi utilizado como branco. As concentragdes das amostras para leitura das absorbancias (190-
800 nm) foram (mg/mL): extrato e FA (0,0375), FO (0,1), fracbes 1 e 2 (0,0375), fracdes 3 a
7 (0,075) e &cido galico (0,0125).

4.2.5. Analise por CLAE-DAD do extrato vegetal e fracdo mais ativa no modo
analitico
Antes da analise por CLAE-DAD, as amostras (extrato vegetal e fracdo mais ativa - 5
mg/mL; metanol : agua 1:1, v/v) foram submetidas ao clean up utilizando cartucho de EFS
preenchido com silica de fase reversa StrataTM Cig-E; 15 x 10 mm, 55 um (Phenomenex®).
O cartucho foi primeiramente ativado com metanol 100% (8 mL). As amostras foram eluidas
com 4 mL de metanol:agua (1:1, v/v) sob pressdo e depois novamente com mais 5 mL de
metanol:agua (95:5, v/v). Aplés a secagem em capela, as amostras foram pesadas,
solubilizadas em metanol (1 mg/mL) e filtradas em membrana 0,22 um, PVDF (Millipore®).
Para registrar os cromatogramas do extrato e da fracdo mais ativa, utilizou-se
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (analitico, gradiente quaternario) modelo PU-2089

(Jasco®), acoplado a detector de arranjo de foto diodos com faixa de varredura de 195-650 nm
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e intervalo minimo de 1 nm, modelo MD-2010 (Jasco®). Para a aquisicdo e processamento
dos dados cromatogréficos foi utilizado o software EZChrom Elite Client/Server versdo 3.1.7
(Chromatec®). As anélises foram realizadas utilizando uma coluna Luna Cig (Phenomenex®)
de 250 x 4,6 mm de didmetro interno, apresentando particulas com tamanho médio de 5 um
protegida com uma coluna de guarda (Phenomenex®) de 4 x 3 mm de diametro interno. A FM
foi constituida de metanol:&gua utilizando-se um gradiente de 5-50% de metanol por 30 min e
de 50-100% por 5 min, com vazdo de 1 mL/min. As amostras foram injetadas através de um

injetor 7125 (Rheodyne®) com um loop de 100 pL.

4.2.6. Isolamento de substéncias a partir da fracdo mais ativa com o emprego de
CLAE preparativo de fase reversa
Ainda na tentativa de identificar as substancias responsaveis pela atividade
antifungica, a fracdo mais ativa foi submetida & CLAE no modo preparativo. Apds o
estabelecimento da condi¢do de FM em CLAE modo analitico (C1g 250 X 4,6 mm; 5 um; 0,4
mL/min; 272 nm; 3 mg/mL; 20 L), a fracdo (200 mg) foi submetida a separacdo por CLAE
modo preparativo. As andlises da fracdo (10 mg/mL; metanol : agua 4:6, v/v; filtracdo em
membrana PVDF 0,22 um) foram realizadas utilizando coluna de fase reversa Agilent Eclipse
XDB Cg; 250 x 21,20 mm; 7 um (Zorbax®), gradiente linear de 15-60% metanol : agua (v/v)
em 60 min com vazdo de 8,0 mL/min, volume de injecdo de 1 mL e detec¢do a 272 nm. Apos
a coleta de todos os picos presentes na fracdo mais ativa, as amostras foram concentradas em
rotaevaporador e posteriormente liofilizadas. Diante da incerteza de que o0s picos coletados
durante a CLAE modo preparativo estavam puros, optou-se por nomear cada um deles de
subfracdo. De maneira a identificar a subfracdo mais ativa, todas as subfracdes obtidas

também foram analisadas quanto a sua atividade biologica.

4.2.7. Determinacéo estrutural das substéncias da subfracdo mais ativa
4.2.7.1. Espectrometria de massa
A analise por espectrometria de massa (EM) da subfracdo mais ativa foi realizada
utilizando um cromatégrafo liquido acoplado a espectrdmetro de massa micrOTOFTM- Q I
da (Bruker Daltonics®), com voltagem do capilar de 3,5 kV, temperatura de dessolvatagdo de
180 °C, como gas de colisdo o nitrogénio. Utilizou-se como padrdo de calibracdo o
[TFA+Na]*. As analises foram realizadas no modo negativo no Nucleo de Apoio a Pesquisa

em Produtos Naturais e Sintéticos (NPPNS), em colaboracdo com o Prof. Dr. Noberto P.
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Lopes (Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo — USP).

4.2.7.2. Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *C
As anélises de RMN de 'H e *C da subfracdo mais ativa foram realizadas no
espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear Fourier 300 MHz (7,0 T) (Bruker®). A

amostra foi dissolvida em CD3;0D, sendo empregado TMS como padréo interno.

4.2.8. Quantificacdo das substancias identificadas no extrato das folhas de A.
urundeuva
A quantificacdo dos componentes foi realizada através de CLAE-UV utilizando
calibracdo com padrdo externo. O método utilizado foi FM: ACN (B) e H,O + Ac. Acético
0,1% (A). Coluna Thermo Scientific® Cig (250 x 4,6 mm; 5 pm), HPLC (Perkin Elmer®),
fluxo 1,0 mL/min, A = 272 nm, Sistema de elui¢do gradiente: 15-60% B (60 min). As curvas
analiticas foram construidas utilizando-se padrdes comerciais de 4cido galico (Sigma® -
97,9%), galato de metila (Fluka® - 98%) e galato de etila (Sigma® ~ 96%). Inicialmente, foi
preparada uma solucdo estoque [concentracdo de 0,5 mg/mL em H,O:ACN (6:4, v/v)] de cada
padrdo e, a partir desta foram realizadas diluicdes seriadas para a obtencdo de 7 niveis de
concentracgéo (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,015625; 0,0078125 mg/mL).

4.3. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) frente as cepas
de C. albicans e C. glabrata

Primeiramente as amostras foram solubilizadas em 10% de dimetilsulfoxido (DMSO)
e 90% de caldo sabouraud dextrose (CSD) na concentracdo de 2000 pg/mL. A CIM foi
determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios) obedecendo-se a norma
M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI -2008) e Duarte et al. (2005),
com modificagdes como descritas abaixo. Os orificios da microplaca (96 pogos), previamente
preenchidos com 100 pL. de RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) (tamponado com
MOP’s), receberam 100 pL da amostra vegetal. Entdo, foi realizada a diluicdo seriada e
depositado 100 uL da suspensao fungica em cada orificio. Foram realizados também os
controles do meio de cultura, crescimento fungico, amostras vegetais, negativo [solvente
utilizado para o extrato livre (DMSO) e incorporado (ME base)] e, positivo [anfotericina B

(160 pg/mL) e o fluconazol (256 pg/mL)]. As microplacas foram incubadas por 48 horas a 37
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°C e, apls este periodo, procedeu-se a leitura de absorbancia (595 nm) através de um
espectrofotbmetro (Cytation Biotek®) de microplacas (GUDINA et al., 2010). A CIM foi
definida como a menor concentragdo de amostra capaz de inibir > 90% da multiplicacéo
microbiana (HORNER et al., 2008; HAWSER; ISLAM, 1999).

Apos a leitura espectrofotométrica, determinou-se a concentracdo fungicida minima
(CFM), onde a mistura de cada poco da microplaca foi replicada, com o auxilio de hastes de
madeira estéreis, em uma placa de agar sabouraud dextrose (ASD). Apo6s incubacdo das
placas (37 °C) por 48 horas, os resultados foram comparados com os obtidos na leitura da
microplaca, onde foi observada a presenca ou auséncia de crescimento das leveduras.

Além disso, foi também realizada a leitura visual com o revelador cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTC) — 2%, onde foram adicionados 20 pL em cada poco da microplaca,
posteriormente incubada a 37 °C por 2 horas. Os resultados foram analisados de acordo com a
mudanga de coloracdo, onde os pogos que apresentaram coloracdo vermelha indicaram a
presenca de crescimento fungico, enquanto que aqueles que permaneceram incolores
indicaram a auséncia de crescimento fungico, ou seja, atividade antifungica da amostra
testada (DUARTE et al., 2005). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Além das
cepas padrdo C. albicans (ATCC 10231 e SC5314) e C. glabrata ATCC 2001, também foi
testada uma cepa clinica para cada espécie, conforme listadas abaixo (Tabela 4).

As cepas clinicas utilizadas foram cedidas pela Profa. Dra. Margarete Teresa Gottardo
de Almeida (Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Doengas Dermatoldgicas,

Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto — FAMERP).

Tabela 4. Relacdo de cepas clinicas de Candida sp. com perfil de susceptibilidade e padrdes clinicos.

Amostra  Espécie Origem Clinica Resisténcia Sensibilidade
C. Secrecdo ) . Derivados de o
CAV 3 ] ] Sintomatica ] Anfotericina B
albicans vaginal azois
x Anfotericina B,
C. Secrecdo ] . |
CGV 3 _ Assintomética Fluconazol cetoconazol,
glabrata vaginal itraconazol,
fluconazol

4.4. Incorporacdo das amostras vegetais no sistema nanosestruturado
Os experimentos de formulacdo do sistema nanoestruturado (microemulsdo - ME) e
incorporagdo das amostras foram realizados no Laboratério de Farmacotécnica (Departamento

de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara da
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Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP) em colaboragédo com a
aluna de pos-doutorado Patricia Bento da Silva, sob superviséo do Prof. Dr. Marlus Chorilli

Ap0s a possivel descoberta da subfracdo responsavel pela atividade antifungica do
extrato, as amostras (extrato, subfracdo ativa e possivel substancia identificada) foram
incorporadas em duas MEs: a primeira (ME A) constituida por 10% de fase oleosa - FOI
(colesterol), 10% de tensoativo - T [polioxietileno 20-cetil éter (Brij 58%) e fosfatidilcolina de
soja, na proporc¢do de 2:1] e 80% de fase aquosa - FA (tampao fosfato pH=7,4), preparado por
sonicagdo em um sonicador de haste (Q700 da QSonica®) com amplitude de 15% em modo
descontinuo por 10 minutos com intervalo de 30 segundos a cada 2 minutos (poténcia 700
watts) e banho de gelo; e a segunda (ME B) também constituida pelos mesmos componentes
da formulacdo anterior, mas desta vez com a adicio do Poloxamer 407, um co-polimero cuja
funcdo seria aprimorar a bioadesdo futuramente testada no ensaio in vivo. Apds a obtencdo da
ME base (sem o ativo), as amostras foram incorporadas através de sonicacdo sob as mesmas
condicBes, mas dessa vez com tempo de sonicacdo de 3 minutos em modo continuo
(BONIFACIO et al., 2015).

4.4.1. Caracterizacdo estrutural das microemsulsoes

As MEs foram caracterizadas através da analise do tamanho das particulas (técnica de
correlacdo de fotons) utilizando o equipamento de espalhamento dindmico de radiacéo laser —
Light Scattering (Zetasizer Nano NS — Malvern Instruments®). Trata-se de um equipamento
com elevada sensibilidade na determinacdo de pequenas mudancas no diametro médio, que
podem acontecer devido as camadas adsorvidas na superficie da particula ou as pequenas
variagfes no processo de manufatura. Quando um feixe de luz e langado através de uma
dispersdo coloidal, as particulas ou gotas sdo capazes de espalhar a luz em todas as direcdes,
permitindo que flutuagdes tempo-dependentes na intensidade do espalhamento sejam
observadas através de um detector responsavel por processar os dados e enviar a um
computador. A partir dessa técnica, € possivel calcular o raio hidrodindmico das particulas

coloidais da equacéo de Stokes-Einstein (equacao 1):
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D =KT/6mmRh  (equagdo 1)

onde, D: coeficiente de difusdo das particulas; K: constante de Boltzmann (1,3807 x
102 NmK'l); T: temperatura absoluta (293,15 K); m: 3,141592; n: viscosidade (1,002 x 103
NM%): Rh: raio hidrodinamico.

A analise das MEs foi realizada em um analisador de goticulas, onde a amostra foi
colocada em uma camara de andlise (20 °C) de uma maneira que o feixe de laser (532 nm)
atravessasse a dispersdo em toda sua extensdo. Foram realizadas 10 determinagfes do
didmetro médio e indice de polidispersidade (IPD) das goticulas de cada amostra (n = 3).

45. Ensaios de toxicidade

4.5.1. Determinac&o da citotoxicidade em linhagens celulares

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Micobacteriologia (Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP), em colabora¢do com a aluna de p6s-
doutorado Isabel Cristiane da Silva, sob supervisdo do Prof. Dr. Fernando Rogerio Pavan. A
metodologia foi realizada conforme recomendado por Pavan et al. (2010).

Os ensaios in vitro para a determinacdo da viabilidade celular foram realizados frente
as linhagens: VERO [(ATCC CCL-81™) células epiteliais de rim de macaco], MRC-5
[(ATCC CCL-171) linhagem humana de fibroblasto pulmonar] e HaCaT (queratindcitos
humanos). Até o momento do uso, as linhagens foram mantidas congeladas (-80 °C) em tubos
criogénicos (aliquota) contendo soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell®) e 5 % de DMSO.

As linhagens foram descongeladas e cultivadas em garrafas com superficie em torno
de 12,50 cm? contendo 10 mL de meio DMEM (Vitrocell®). O meio foi enriquecido com 10%
de soro fetal bovino, sulfato de gentamicina (50 mg/L) e anfotericina B (2 mg/L). As garrafas
foram incubadas a 35 °C com 5% de CO, até atingir a confluéncia celular e, ap0s este periodo,
as celulas foram retiradas através do uso de solucdo de tripsina/EDTA (Vitrocell®),
centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos e, contadas em camara de Neubauer de maneira a
ajustar a concentracdo para 1x10° cels/mL. A partir desta suspensdo, foram depositados 200
pL em cada orificio da microplaca (96 pocos e as microplacas foram incubadas (37 °C) em
atmosfera de 5% de CO, para permitir a aderéncia celular & microplaca. Apo6s 24 horas de

incubacdo, o meio foi removido e as amostras a serem testadas, previamente diluidas nas
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concentragdes de 1000 a 3,9 pug/mL, foram adicionadas aos pocos da microplacas (100 pL), as
quais foram novamente incubadas por mais 24 horas. Apds adi¢do do revelador resazurina
0,01% (30 pL) nos pogos da microplaca e incubacdo durante 6 horas, os resultados foram
avaliados através da leitura realizada no leitor de microplacas Cytation (Biotek®), onde foram
utilizados filtros de excitacdo (530 nm) e emissdo (590 nm). O 1Cs, foi definido como a maior
concentracdo dos extratos capaz de permitir a viabilidade de pelo menos 50% das células.
Como controle, o ICsp dos solventes utilizados para o extrato livre (DMSO) e incorporado
(ME base) também foi determinado em cada ensaio. Como controle de morte celular foi
utilizado o farmaco doxorrubicina (Sigma-Aldrich®) & concentragéo inicial de 27,18 pg/ml
(50 nmol). Cada ensaio foi realizado em triplicata.

45.2. Avaliacdo da toxicidade aguda frente a Artemia salina L.
(Artemiidae)

Artemia salina L. (Artemiidae), o camardo de 4gua salgada, se trata de um
componente invertebrado da fauna dos ecossistemas aquaticos e marinhos salinos que
desempenha um papel importante no fluxo de energia da cadeia alimentar e, pode ser utilizado
em bioensaio de laboratdrio para determinar a toxicidade atraves da CLsy (PARRA et al.,
2001). Segundo Solis et al. a determinacdo da toxicidade através do CLso tem uma grande
vantagem, pois é uma metodologia simples e barata para screeening de compostos, e que pode
ser considerado um experimento in vivo.

De acordo com Parra et al. (2001) para determinar a toxicidade das amostras em
Artemia salina, 25 mg de ovos (Artemia salina do RN, Natal- Brasil) foram incubados em um
béquer (2000 mL) com &gua salgada artificial a temperatura de 20 a 30 °C. A agua salina
artificial foi consistida de 23 g NaCl (Qhemis), 11 g MgCl,.6H,0 (Usb Corporation Clevelan,
OH USA), 4 g Na,SO, (Synth), 1,3 g CaCl,.H,O (Merck), 0,7 g KCI (Merck) em 1000 mL de
agua destilada. O pH foi ajustado para 9,0 usando NaOH 5N para evitar o risco de morte para
a Artemia larvae (nauplios) por diminui¢édo do pH durante a incubacao.

Apds 24 horas, foram adicionados ao béquer 0,6 g de Saccharomyces cerevisiae (Dr.
Oetker) para cada litro de adgua salgada, de modo a alimentar os nauplios; 48 horas ap6s 0s
ovos serem incubados, os nauplios foram extraidos para o experimento. Uma suspensao de
nauplios (10-15 organismos), 120 pL, foi adicionada a cada pogco da microplaca de 96
orificios, incluindo o grupo controle. Em uma microplaca de 96 orificios separada, foi

realizada a diluicdo seriada do extrato livre ou incorporado. As concentragdes testadas foram
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de 500-0,97 pg/mL. Apds 24 horas de incubagdo, a placa foi entdo examinada sob uma lupa
binocular (x3,0) e 0 nimero de nauplios vivos em cada pogo foi contado e a concentragcdo
letal mediana (CLsp) foi calculada utilizando o método estatistico (SOLIS et al., 1993).

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), a CLsy € definida como a
concentracdo de amostra capaz de ser letal a 50% dos organismos ap0s sua exposic¢éo. A CLsg
é geralmente expressa como uma variavel tempo-dependente (por exemplo, 24 horas CLsy).
Em todos o0s ensaios de toxicidade, utilizou-se DMSO a 2% (Sigma Aldrich®) e a ME a 2%

como controle.

4.6. Ensaio in vivo

O ensaio in vivo teve aprovacdo prévia do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara/UNESP (Protocolo CEUA/FCF/CAr n° 28/2015). O
ensaio de candidiase vulvovaginal (CVV) foi realizado de acordo com a metodologia descrita
em Ramos (2015), com modificacfes. Ratas Wistar fémeas (n = 6) com peso médio entre
150-200 g e 8 semanas de idade permaneceram durante todo o experimento no biotério do
Departamento de Ciéncias Biologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP. As condic¢des
ambientais foram devidamente programadas de forma que a temperatura permanecesse
adequada e com 12 horas de ciclo claro/escuro e, sem qualquer restricdo de alimento e agua.

O ensaio foi realizado com diferentes grupos (Tabela 5), os quais foram tratados com:
o0 creme vaginal contendo tetraciclina (25 mg/g) + anfotericina B (12,5 mg/g) (controle
positivo de acdo antifungica); DMSO 10 % (controle do solvente do extrato livre); o extrato
livre - concentragdo de 2x o CIM (solubilizado em DMSO 10%); ME A base (controle da ME
A sem o0 extrato); o extrato incorporado na ME A - concentragéo de 2x o CIM (ME base A
com o extrato); ME B base (controle da ME B sem 0 extrato) e o extrato incorporado na ME
B (ME base B com o extrato) - concentracdo de 2x o CIM. Além disso, foram utilizados
animais como controle negativo e positivo de infeccéo, ou seja, ndo infectados e infectados e

néo tratados, respectivamente.
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Tabela 5. Grupos de experimentacao para o ensaio anti-candidiase vulvovaginal (CVV).

Grupo Controle ou Tratamento

1 Controle negativo de infeccdo (ndo infectados)

2 Controle positivo de infecgdo (infectados e ndo tratados)

3 Controle positivo antifingico (infectados e tratados com antiflingico)

4 Controle do solvente do extrato livre (infectados e tratados com DMSO 10% e 4gua 90%)
5 Tratamento 1 (infectados e tratados com o extrato livre, ou seja, diluido em DMSO 10%)
6 Controle da ME A base (infectados e tratados com a ME A base)

7 Tratamento 2 (infectados e tratados com o extrato incorporado na ME A)

8 Controle da ME B base [infectados e tratados com a ME B base (com Poloxamer® 407)]

9 Tratamento 3 (infectados e tratados com o extrato incorporado na ME B)

ME: microemulsédo

A Figura 8 apresenta o esquema do ensaio anti-CVV. Inicialmente os animais foram
imunossuprimidos com a administracdo intraperitoneal (0,3 mL na concentracdo de 50 mg/Kg
de peso corpéreo — dose Unica) de ciclofosfamida (CPA). Em seguida, cada animal recebeu,
por via subcutanea, a solucdo de estradiol (0,1 mL na concentracdo de 0,2 mg/animal). A
administracdo de estradiol foi realizada 1 vez ao dia durante o periodo necessario para gque
todos os animais atingissem o estado pseudo-estro (falso-cio), que foi avaliado através da
lavagem vaginal com 0,1 mL de PBS estéril. O fluido a fresco foi observado
microscopicamente (40Xx) para que os animais pudessem ser classificados quanto ao ciclo
estral.

Apos a confirmacdo da fase pseudo-estro em todos o0s animais, os mesmos foram
infectados com a levedura C. albicans SC5314, cuja cultura foi inicialmente cultivada em
ASD e ap0s 48 horas padronizada em PBS pH=7,2 estéril. Depois de confirmada a
concentracdo de 5 x 10" UFC/mL, realizada através da contagem em camara de Neubauer, 0s
animais foram infectados através da administracdo intravaginal de 0,1 mL da suspensdo
padronizada. Depois de 2 dias (8° dia de experimento), os animais foram submetidos a
lavagem vaginal para monitoramento da infec¢do, no qual o fluido vaginal foi diluido, e

posteriormente semeado em ASD contendo cloranfenicol. Apos incubacdo a 37 °C durante 48
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horas foi realizada a contagem do nimero de coldnias e o sucesso da infecgdo foi considerado
quando o animal apresentasse UFC/mL superior a 100.

O tratamento iniciou-se logo apos a confirmacdo de que todos o0s animais estavam
realmente infectados, e ocorreu da mesma forma para todos os grupos (2 x por dia, durante 8
dias consecutivos) onde 0,1 mL da amostra foi administrada por via intravaginal. A avaliagdo
do tratamento foi realizada através da lavagem vaginal com 0,1 mL de PBS pH=7,2 estéril, e
0 fluido semeado em meio ASD + cloranfenicol (37 °C por 48 horas) para realizacdo da
contagem de colbnias. Apdés o término do tratamento, os animais passaram por lavagem
vaginal diaria durante uma semana a fim de verificar a possivel recidiva de infec¢do, sendo no

ultimo dia de experimento realizada a eutanasia dos animais.

Figura 8. Esquema do ensaio anti-candidiase vulvovaginal.

LAVAGEM NFECCAO TRATA\IEVTO
l AVAGEM r
_I_J_I’ e JJ_JQ o) e “I_llz_l ] | _SIJ“J
(_ 1CLO- F‘iTR.-\D[O] LAVAGEM
FOSFAMIDA LAVAGEM 1 AVAGEM LAVAGEM 4\ AGEM

LAVAGEM

17] 18] 1) 20] 21] | 22| 23]9

EUTANASIA

Fonte: Autora

Experimentos realizados durante o Doutorado Sanduiche na
The University of Texas at San Antonio (UTSA), Texas, Estados Unidos

4.7. Eficacia contra colecdo de cepas e isolados clinicos de Candida albicans e
Candida glabrata

A atividade das amostras foi novamente avaliada contra as cepas C. albicans SC5314

e C. glabrata ATCC 2001 pertencentes ao laboratorio onde foi realizado o doutorado
sanduiche (The University of Texas at San Antonio (Texas, Estados Unidos), Department of
Biology, Candida’s lab sob supervisdo do Prof. Dr. José Luis Lopez-Ribot). As amostras
também foram avaliadas contra tipos de diversos isolados clinicos de C. albicans: uns que
apresentam diferentes niveis de resisténcia aos agentes antifangicos pertencentes a classe dos
azoéis e equinocandinas e, outros, com mecanismos moleculares de resisténcia aos azois
previamente caracterizados (cepas TW2, TW3 e TW17), os quais representam uma série de

isolados clinicos sensiveis e resistentes do mesmo paciente com candidiase orofaringea
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(WHITE, 1997). Além disso, foram utilizadas trés cepas geneticamente modificadas
(ganhadoras de fungdes) contendo os fatores de transcricdo TAC1, MRR1 e UPC2, os quais
conferem um perfil de resisténcia aos azéis.

Para C. glabrata, as amostras também foram avaliadas frente a uma série de isolados
clinicos com diferentes perfis de resisténcia para fluconazol ou caspofungina (os isolados
foram cedidos pelo Fungus Testing Laboratory — UT Health and Sciences Center, San
Antonio, Texas, Estados Unidos).

A atividade da amostra vegetal determinada para células planctdnicas também utilizou
0 ensaio de microdiluicdo como descrito no documento M27-A3 publicado pelo CLSI onde a
ClIMg, foi considerada a concentracdo capaz de inibir 90% do crescimento fungico. A diluicéo
seriada das amostras (100 pL) foi realizada em meio RPMI 1640 (100 pL) em microplacas de
fundo redondo de 96 pocos e, a levedura (100 pL) foi adicionada em cada poco (concentracdo
final de 1x10° cels/mL) das microplacas, que foram incubadas a 37 °C por 48 horas (Figura
9). Os valores de CIM foram avaliados através de analise visual e confirmados por

espectrofotometria a 490 nm em um leitor de microplacas (Benchmark, Bio-Rad®, CA).

Figura 9. Design da microplaca para o ensaio de microdiluicdo frente as células planctonicas de C.
albicans e C. glabrata.
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Fonte: Autora

4.8. Atividade contra biofilmes
A atividade da amostra contra biofilmes de C. albicans e C. glabrata foi avaliada tanto

em biofilmes pré-formados como também em sua capacidade em inibir sua formagdo. O
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experimento foi realizado de acordo com um protocolo originalmente desenvolvido no
laboratério do Dr. Lopez-Ribot (PIERCE et al., 2008).

Atividade contra biofilmes pré-formados: inicialmente, 100 pL do indculo foram

adicionados em cada po¢o de uma microplaca de 96 pogos com fundo chato (concentracdo
final de 1 x 10° cels/mL), a qual foi incubada a 37 °C por 24 horas. Ap6s este periodo, 0
liquido foi cuidadosamente removido para ndo tocar o biofilme ja formado, o qual foi lavado
duas vezes com PBS (100 pL) de maneira a remover as células planctdnicas ndo aderentes.
Em uma outra microplaca, as amostras foram diluidas (1000 - 1,95 pug/mL) e transferidas para
a microplaca contendo o biofilme pré-formado, a qual foi incubada por mais 24 horas a 37 °C.
Inibicdo contra biofilme: o meio de cultura RPMI 1640 (50 pL) foi adicionado em cada

poco de uma microplaca de 96 pocos com fundo chato e, as amostras (50 pL) foram
adicionadas na coluna 1 e diluidas até a coluna 10 (1000 - 1,95 pg/mL). Entdo, 50 uL da
suspensdo de levedura (concentragdo de 2 x 10° cels/mL) foram adicionados das colunas 1 a
10 e as microplacas foram incubadas por 24 horas a 37 °C.

Apds este periodo, o liquido de cada pogo das microplacas dos dois ensaios foi
cuidadosamente removido e o biofilme foi lavado duas vezes com PBS (100 pL) para
remover as células planctonicas e ndo aderentes. Os resultados avaliados atraves da medida da
atividade metabolica apds o tratamento antifungico foi feito através da reducdo do 2,3-bis-(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazo6lio-5-carboxanilida (XTT), no qual 100 pL da solucdo
de XTT contendo 0,01 % de menadiona foram adicionados em cada po¢o das microplacas, as
quais foram cobertas com papel aluminio e incubadas no escuro por 2 horas a 37 °C. Os
valores de CIM foram avaliados através da analise visual, tipicamente apresentando um
gradiente de coloracdo alaranjada e, apés a transferéncia de 90 pL do sobrenadante da
microplaca original para uma nova, que foi lida através da leitura espectrofotométrica (490

nm) em um leitor de microplacas (Benchmark, Bio-Rad®, CA).

4.9. Estudos de combinagdo com os farmacos antifungicos convencionalmente
utilizados

A atividade in vitro das amostras em combinagdo com fluconazol, anfotericina B e

caspofungina, como representantes de cada classe de antifingicos, foi avaliada atraves do

ensaio checkerboard de acordo com a metodologia descrita no CLSI e LaFayette et al (2010).

Em uma microplaca de 96 pogos com fundo redondo foram adicionados 50 pL do

meio de cultura RPMI em todos os pocos das colunas 2 a 10 (linhas A-H). Entdo, foram
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adicionados 100 pL da amostra A na coluna 1 inteira e, realizada a diluigdo seriada (50 pL)
da coluna 1 a 9. Em uma segunda microplaca, foram adicionados 50 pL de RPMI em todos 0s
pocos das linhas B a H e, 100 uL da amostra B foram adicionados na linha A (coluna 1 a 10),
a qual foi diluida seriadamente da linha A a G. As concentracdes da amostra B foram
transferidas para os respectivos pogos da microplaca contendo a amostra A. Dessa maneira, a
linha H (colunas 1-9) e coluna 10 (linhas A-G) representam as amostras A e B sozinhas,
respectivamente. A levedura (100 uL) foi adicionada em todos os poc¢os das colunas de 1 a 11
(concentracdo final de 1x10° cels/mL) e, entdo, as microplacas foram incubadas a 37 °C por
48 horas (Figura 10). As colunas 11 e 12 representam os controles de crescimento e meio. Os
valores de CIM foram avaliados pela analise visual e confirmada por espectrofotometria (490
nm) em um leitor de microplacas (Benchmark, Bio-Rad®, CA).

Os resultados foram analisados de acordo com o indice da concentracdo inibitoria
fracionada (ICIF), como definido pela equacdo 2: ICIF= (CIFa + CIFg), onde: CIFa=
(CIM acombinado/ CIM asozinha) € CIFs= (CIMpcombinado/ C1MBasozinha). CIM asozinho € ClMgsozinho S80
os valores de CIM das amostras A e B e, CIMacombinado € CIMgcombinado S80 @S concentracdes
das amostras A e B nas combinacbes, respectivamente. Os valores de CIM foram
considerados como a menor concentracdo testada na microdiluicdo e, ICIF foi interpretado
como sinergismo (ICIF < 0,5), indiferenga (ICIF > 0,5 - 4,0) e antagonismo (ICIF > 4,0)
(HINDLER, 1995).

ICIF=CIMa combinado  + CIMg combinado  (equagéo 2)
CIMa sozinho CIMg sozinho

Figura 10. Ensaio checkerboard para amostras em combinacdo frente a C. albicans e C. glabrata.

DILUICAQ SFRIADA (DROGA A)

6 7 8§ 9 10 11 12

9
(X
4 4 Vot te
.~tot--¢,r§_-.~tr-+p+p¢,.~t.~0.¢

O0)-

Al

X

A’

‘:i‘,"*’g’,,’
H 3000000000

200000000000
| R o o B ot o o
900¢0¢0/000¢'000

28

e

@),
DILUICAO SHERIADA (DROGA B)

( QOOC
S5 B o
QOCOCCIEX =
’ . =
Fare NN 'L.A'.AO,LGA. AW,

OOOOOOCC)

+9)
9

2
®,

1. Crescer as cepas de Candida em meio YPD a 30 °C com agitagdo

2. Preparar o inoculo em RPMI em uma concentragéo de células de 1 x 103

3. Adicionar RPMI (50 pL) das colunas 2 a 10 (linhas A-H)

4. Adicionar a droga A (100 uL) na coluna 1 (linhas A-H) e diluir da coluna 1 a 9

5. Em outra microplaca, adicionar RPMI (50 pl.) dalinha B a H (colunas 1 a 10)

6. Adicionar a droga B (100 uL) na linha A (coluna 1-10) e diluir da linha A a G

7. Transferir a droga B para a microplaca contendo a droga A, comegando da linha H (menor concentragio)

Fonte: Autora
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4.10. Experimento de passagem seriada para avaliar o potencial para o
desenvolvimento de resisténcia

O experimento de passagem seriada, utilizado para avaliar o possivel desenvolvimento
de resisténcia das cepas por meio de exposi¢des diarias da amostra vegetal, foi baseado em
estudos anteriores realizados para avaliar a resisténcia aos az6is (COWEN et al., 2002). As
cepas C. albicans SC5314 e C. glabrata ATCC 2001 foram individualmente expostas a
concentracfes sub inibitérias da amostra vegetal (metade da CIMsy) ou fluconazol.
Inicialmente, as culturas foram cultivadas overnight em meio yeast extract peptone dextrose
(YPD) e colocadas em shakers orbitais a 37 °C. Entdo, 10 pL de cada cultura foram
transferidos diariamente para um tubo com 1 mL de YPD contendo a amostra. As
transferéncias diarias foram realizadas durante o periodo de 8 semanas e apds a primeira
semana, as cepas foram expostas ao CIMsy das amostras e, esta concentracdo foi mantida até o
final do experimento. Além das transferéncias diérias, as amostras provenientes das culturas
também eram armazenadas em meio YPD contendo 40% de glicerol a -80 °C. Os estoques
foram utilizados para a determinacdo do CIM das amostras, que foram avaliadas

semanalmente.

4.11. Eficacia do extrato contra cepas de Crypyococcus neoformans e
Cryptococcus gattii

A atividade antifungica determinada para as células planctdnicas de Cryptococcus

neoformans e Cryptococcus gattii também foi realizada através do ensaio de microdilui¢do

em microplacas conforme descrito no documento M27-A3 publicado pelo CLSI. Foi seguido

0 mesmo procedimento utilizado para o ensaio contra as cepas de Candida sp. (item 4.7), com

algumas modificagdes, sendo que para estas cepas, as microplacas foram incubadas a 30 °C. A

leitura final foi realizada ap6s 72 horas de incubacdo. OBS

4.12. Espectro de acdo contra multiplas espécies fungicas

Esses experimentos foram realizados em colaboragdo com o Fungus Testing
Laboratory localizado em San Antonio, Texas, que é considerado o principal laboratorio de
referéncia nos Estados Unidos. A amostra foi testada contra espécies de Candida néo-
albicans, incluindo C. parapsilosis, C. krusei, e C. glabrata além de, C. neoformans,

Rhizopus arrhizus, Aspergillus fumigatus, Fusarium sp, e Scedosporium sp. Todos os isolados
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clinicos fangicos testados fazem parte da colecdo disponivel no Fungus Testing Laboratory
na the University of Texas Health Science Center em San Antonio. Os valores de CIM foram
determinados de acordo com a norma M27-A3 (para leveduras) e M38-A2 (para fungos

filamentosos) do CLSI.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise por CCD ap6s PLL
O fracionamento do extrato por PLL resultou em 2 fases: FA (etanol:agua, 40:60, v/v)
e FO (hexano), as quais foram submetidas aos ensaios de atividade antifingica. Os

rendimentos do fracionamento estdo apresentados no fluxograma presente na Figura 11.

Figura 11. Fluxograma de fracionamento do extrato hidroetanolico das folhas de A. urunudeva.

EXTRATO
(2,2000 g)

| PARTIGAO LIQUIDO-LIQUIDO (PLL)
Fase Aquosa (FA) Fase Orgénica (FO)
(2,1936 g) (0,0079 g)

EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (EFS)

EFS 1 EFS 2 EFS 3
[ (266,76 mg) ] [ (266,76 mg) ] [(1590,00 mg)]

EXTRAGAO EM FASE SOLIDA (EFS)

Fr 2 Fr 4 Fr 6
[ (42,20 ms)J [ (8.20 "‘Q)J [ (5.90 mg) ]
Fr1 Fr 3 Fr5 Fr7
(1348,00 mg) (13,00 mg) (4.10 mg) 9,10 mg)

CLAE PREPARATIVO

SubFr 2 SubFr 3 SubFr 4
[ (15.90 mg)][ (8.60 mg) Jl (9.80 mg) ]

Fonte: Autora.

SubFr 7
(21.10 mg)

Apos a triagem realizada na CCD com diversos solventes em diferentes proporgdes
(Tabela 3), foi empregada FM constituida de tolueno/acetato de etila/acido formico
(2,4:5,6:2,0, viviv, 30 mL), a qual proporcionou a melhor resolugéo entre os componentes e
passou a ser utilizada nas etapas posteriores. A Figura 12 mostra as cromatoplacas do extrato,
FA e FO ap6s a revelacdo com anisaldeido sulfurico 10 % na menor e maior escala,

respectivamente.
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Figura 12. Cromatoplacas do extrato (Ext), fase aquosa (FA) e fase orgénica (FO) na menor e maior

escala, respectivamente.

tolueno (2,4)
acetato (5,6)
dc. férmico (2,0)

tolueno (2,4)
acetato (5,6)
dc. férmico (2,0)

¥

- . . @ ‘e .
Ext FA FO JExt FA FO
Fonte: Autora.

Ap0s analisar a cromatoplaca do extrato, FA e FO podem-se observar diferentes
componentes na FO em relacdo ao extrato e FA. Isso é extremamente interessante, pois
demonstra que a PLL funcionou como uma etapa prévia para eliminacdo de substancias
lipofilicas, ou seja, de possiveis interferentes apolares que poderiam ficar retidos na silica Cys.
Caso algum desses componentes apolares fosse o responsavel pela atividade antifingica
poderia ndo ser possivel detectar sua acao, ja que haveria a possibilidade de ficar retido na FE,
que também € apolar. Apds a remocao dos interferentes apolares, criou-se uma condic¢do ideal
para fracionar a fase mais ativa através da EFS.

Apdbs serem submetidos aos ensaios microbioldgicos, a FA foi selecionada como
sendo a fase mais ativa e esta foi entdo submetida a um novo fracionamento, desta vez por
EFS. Os resultados de atividade antifingica estdo apresentados mais detalhadamente na
Tabela 6.

5.2. Analise por CCD ap6s Extracao em Fase Sélida
A EFS é uma técnica adequada para fracionamento inicial de amostras complexas,
com o0 objetivo de separa-las em poucas fragdes, ainda complexas, mas de composi¢do

guimica distinta.
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Dentre as FMs testadas a que produziu melhor resolugdo cromatografica foi
tolueno/acetato de etila/acido formico (2,4:5,6:2,0, v/v/v). Apos o fracionamento na FA por
EFS, pode-se observar na Figura 13 que, apo0s a revelacdo com anisaldeido sulfurico, as
fracdes 5, 6, 7 apresentaram Unica mancha na cromatoplaca com valor de R¢ préximo de 0,8.
Além desta mancha, a fracdo 3 apresentou outra adicional com menor valor de Ry. A fragdo 8
(eluida com metanol) apresentou um perfil cromatografico semelhante a FO, demonstrando
que ainda restou um residuo dos componentes de FA em FO. A fracdo 2 apresentou manchas
com valores de R¢ entre 0,5 e 0,8 com maior intensidade. A fracdo 1 apresentou 7 manchas
todas correspondentes as manchas verificadas para FA. Isto demonstra que a fracdo 1
concentrou 0s componentes majoritarios de FA. A mancha de maior intensidade nestas
amostras apresentou valor de R¢de cerca de 0,6. A revelacdo com cloreto férrico demonstrou
a presenca de duas manchas principais com coloracdo azul no extrato, FA e fracdo 1, ausentes
nas demais amostras, 0 que inicialmente sugere a presenca de taninos hidrolisaveis ou
substancias relacionadas nas mesmas. Com o objetivo de obter uma melhor separacdo na EFS,
foi realizada a EFS 2 com alteracdo no gradiente de metanol: agua, as placas também foram
eluidas com tolueno/acetato de etila/acido férmico (2,4:5,6:2,0, v/iv/v) e reveladas com

anisaldeido sulfurico 10% e cloreto férrico 1%.

Figura 13. Cromatoplacas do extrato, FO, FA e fragdes obtidas da EFS 1, ap6s revelacdo com
anisaldeido sulfurico 10% e cloreto férrico 1%, respectivamente.

tolueno (2,4) tolueno (2,4)
acetato (5,6) acetato (5,6)
dc. férmico (2,0) éc. férmico (2,0)
$
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Ext FO FA 1 2 3 4 5 6 7 8 Ext FO FA 1 2 3 4 5 6 T 8

Fonte: Autora.
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ApoGs revelagdo das placas com anisaldeido sulfarico 10% (revelador universal) e
cloreto férrico é possivel observar que houve uma melhor separagdo cromatogréfica na EFS 2
especialmente com relacéo as fracdes 1, 2 e 3 (Figura 14). A utilizacao da silica C;g como fase
estacionaria - FE (cadeia carbdnica grande) garantiu que 0s componentes mais apolares
ficassem mais retidos, permitindo primeiramente a eluicdo dos mais polares. Em todas as
etapas, o extrato foi juntamente analisado com a FO, FA e fragdes obtidas, a fim de garantir a
comparacdo dos componentes eluidos com os demais obtidos a partir do fracionamento.

O cloreto férrico trata-se de um revelador seletivo que permite a visualizacdo de
compostos fenolicos presentes nas amostras. Manchas de coloracdo azul séo caracteristicas de
taninos hidrolisaveis, enquanto que manchas verdes podem indicar tanto a presenca de taninos
condensados quanto de outros polifendis. Apds a revelacdo das placas com este revelador
(Figura 14), foram detectadas manchas de coloracdo azul no extrato, FA e fracdo 1, sugerindo
a presenca de taninos hidrolisaveis, acido gélico ou ainda de derivados do acido galico. Na
fracdo 2, ndo é possivel observar a presenca de manchas azuis, sendo que as de coloragéo
verde podem estar relacionadas a presenca de flavonoides. O mesmo ndo pode ser observado
no restante das fracdes analisadas, pela dificuldade de se observar a presenca de algum
componente. A CCD em silica gel é uma das técnicas mais utilizadas para separacdo e
identificagdo de produtos naturais (VALENTE et al., 2006).

Figura 14. Cromatoplacas do extrato, FO, FA e fragbes obtidas da EFS 2, apos revelagdo com
anisaldeido sulfurico 10% e cloreto férrico 1%, respectivamente.
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Fonte: Autora.

Depois de estabelecida a melhor condi¢cdo cromatografica na EFS 2, foi realizada a

EFS em maior escala (EFS 3), e as frag6es foram novamente analisadas por CCD (Figura 15)
a fim de confirmar o perfil de separacéo obtido na EFS 2.

Figura 15. Cromatoplacas do extrato, FO, FA e fragdes obtidas da EFS 3, apo6s revelacdo com
anisaldeido sulfarico 10% e cloreto férrico 1%, respectivamente.
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Fonte: Autora.

Ap0s a observacdo desses resultados, decidiu-se realizar mais uma andlise por CCD,
desta vez aplicando-se também o padrédo de acido galico a fim de se comparar seu valor de Rf

com as demais fragdes, bem como sua coloragdo adquirida (Figura 16).
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Figura 16. Cromatoplaca do extrato, FO, FA, fracOes obtidas da EFS 3 e padréo de &cido galico apos

revelacdo com cloreto férrico 1%.

benzeno (3,4)
acetato (5,6)
dc. foérmico (1,0)

Ext FO FA

gdlico

Fonte: Autora.

Pode-se confirmar que dentre todas as fragdes, a mancha correspondente ao padrao de

acido galico é encontrada somente na fracdo 1, além do extrato e FA. Com relacdo ao

rendimento das EFS, a fracdo 1 representou cerca de 94% da massa aplicada de FA.

5.3. Espectroscopia de Absorc¢éo no Ultravioleta

Ao analisar os espectros na regido do UV, pode-se observar os resultados abaixo,

lembrando que além das amostras vegetais (extrato, FO, FA e todas as fracdes obtidas), o

acido galico também foi analisado:

- 0 extrato, a FA e fracdo 1 e o &cido galico apresentaram espectros bem semelhantes com

maximos de absor¢do em torno de 272 nm (Figura 17), sugerindo a presenga de taninos

hidrolisaveis, acido galico ou outros derivados do acido galico.
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Figura 17. Espectros na regido do UV do extrato bruto, FA, fracdo 1 e padrdo de acido galico.
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- a fracdo 2 sugere a presenca de flavonoides ao apresentar bandas em torno de 280 e 350

(Figura 18);
Figura 18. Espectro na regido do UV da fragéo 2.
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Fonte: Autora

- 0S espectros das fracGes 4, 5 e 6 (Figura 19) estdo praticamente sobrepostos um ao outro,
indicando que tais fracGes apresentam 0s mesmos componentes, possivelmente flavonoides ao
apresentar maximos entre 240-285 nm e 300-400. Essas fracbes foram reunidas para

posteriormente serem avaliadas na determinacédo da atividade antifingica;
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Figura 19. Espectros na regido do UV das fragoes 4, 5 e 6.
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- apesar da semelhanca, o espectro da fracdo 3 (Figura 20) ndo esta tdo sobreposto ao das

fracbes 4, 5 e 6;

Figura 20. Espectro na regido do UV da fracdo 3.
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Fonte: Autora

- na FO (Figura 21) os picos em 400 e 700 sdo caracteristicos de clorofila, enquanto que em

268 nm sugere a presenca de algum composto fendlico ou terpenos.

Figura 21.
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- assim como a FO, a fracdo 7 (Figura 22) também sugere a presenca de clorofila,
provavelmente devido a algum residuo da FO;
Figura 22. Espectro na reigdo do UV da fragdo 7.
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Diante desses espectros, pode-se destacar que os resultados provenientes da analise no
UV sdo coerentes com aqueles obtidos da CCD, o que é extremamente interessante, pois se
trata de duas técnicas completamente diferentes que foram capazes de mostrar resultados
compativeis. Além disso, pode-se inferir que uma boa separacdo foi alcancada, pois a maioria
das fracdes encontram-se diferentes entre si. Destacam-se 0s resultados obtidos da fracdo 1,
pois tanto a anélise da CCD quanto do UV sugerem a forte presenca de &cido gélico, que
apresenta grande atividade antibacteriana segundo um estudo encontrado na literatura
(DAGLIA, 2012). Além disso, a fracdo 1 foi a que apresentou maior rendimento, cerca de

94%, facilitando os estudos posteriores.

5.4. Determinacéo da concentracgdo inibitéria minima (CIM) do extrato, fases e
fracdes frente cepas padrao e isolados clinicos de C. albicans e C. glabrata
Os valores de CIM do extrato, FO, FA e fragOes obtidas da EFS 2+3 estdo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores de CIM (ug/mL) das amostras vegetais através da revelagdo com TTC (2%).

Cepa C. albicans C. albicans C. albicans C.glabrata  C. glabrata

Amostra ATCC 10231 CAV3 SC5314 ATCC 2001 CGVv3
Extrato 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5

FO > 1000 > 1000 > 1000 250 > 1000
FA 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5
Fragéo 1 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5
Fracgdo 2 125 > 1000 > 1000 7,81 62,5
Fragéo 3 125 250 250 7,81 125
Fragdo 456 125 125 250 15,62 125
Fracdo 7 125 125 250 31,25 125

Acido galico > 1000 > 1000 > 1000 >1000 > 1000
Anfotericina B 0,12 0,12 1,25 0,25 1,00

Fluconazol - - - - -

- resistente; FO: fase organica; FA: fase aquosa

Os resultados apresentados na Tabela 6 mostraram que todas as amostras vegetais até
entdo testadas haviam apresentado atividade antifingica frente a todas as cepas testadas,
incluindo cepas padréo e clinicas, com excecdo da FO que apresentou atividade apenas para
C. glabrata ATCC 2001 com um CIM de 250 pg/mL. Pode-se observar que tanto o extrato,
quanto a FA e a fragdo 1 apresentaram os mesmos valores de CIM para todas as cepas
fangicas, indicando que a melhor atividade antifingica é dada pela presenga de algum
componente presente na fragdo 1. Destacam-se os resultados obtidos frente a C. glabrata
ATCC 2001 com um CIM de 0,24 pg/mL, o que parece ser bastante interessante uma vez que
apresentou um valor de CIM praticamente igual ao da anfotericina B.

Apesar disso, ndo se pode descartar os resultados obtidos das demais fracOes, que

apresentaram valores de CIM significativos perante as cepas fungicas testadas, incluindo até
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mesmo os isolados clinicos que apresentam um maior grau de resisténcia. E possivel observar
que frente aos isolados clinicos, estas fracGes apresentaram valores de CIM maiores, ou seja,
menor atividade antifingica. Diante dos resultados microbioldgicos, a fracdo 1 foi entéo
selecionada para dar continuidade aos estudos na investigacdo das substancias responsaveis
pela atividade antifungica. A Figura 23 mostra representativamente um ensaio revelado com
TTC 2%.

Figura 23. Microplaca apos revelagdo com TTC (2%), na qual os pocos incolores apresentam
auséncia de crescimento fungico e os de coloragéo vermelha, presenga de crescimento fungico.
i

Fonte: Autora.

5.5. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — DAD do extrato e da fracéo 1

Uma vez que a fragdo 1 obtida a partir da EFS foi a que apresentou espectro na regido
do UV mais semelhante aos espectros do extrato, FA e éacido galico, além dos melhores
resultados microbiol6gicos, tal fracdo foi submetida a anélise por CLAE-DAD.

A avaliacdo dos perfis cromatograficos (Figura 24) obtidos mostrou grande
semelhanga entre o extrato e a fragdo 1 (tr e areas dos picos), apresentando quatro picos
majoritarios (tg dos picos do extrato): 1 (tg = 10,25 min), 2 (tg = 19,37 min), 3 (tg = 25,50
min) e 4 (tg = 28,19 min). E importante destacar que tanto o extrato quanto a fragio 1 foram
preparadas na mesma concentracdo (5 mg/mL) e injetados no mesmo volume (20 pL). Apenas

0 pico 2 apresentou &rea um pouco maior na fragéo 1.
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Figura 24. Cromatograma representando o perfil do extrato e da fracdo 1 [Coluna Analitica
Phenomenex® Luna Ci, 250 X 4,60 mm de diametro interno; Solvente A: H,O + 0,01% TFA;
Solvente B: metanol + 0,01% TFA. Gradiente de 5-50% de B por 30 min, de 50-100% de B por 5 min
e 100% de B por 10 min; vazdo de 1 mL/min; A= 272 nm]
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Fonte: Autora.

Os espectros na regido do UV obtidos para o extrato (Figura 25) mostram duas bandas
distintas com maximos de absorcGes igualmente observadas nos espectros da fracdo 1. Os
picos de 1-4 do extrato e fracdo 1 exibiram duas bandas, uma com Amax na faixa de 218-219
nm e uma segunda banda com Amax Na faixa de 273-282 nm. Diante desses resultados, pode-
se inferir que tais compostos fazem parte de uma mesma classe de metabolitos, podendo
possuir 0s mesmos grupos cromoforos e consequentemente perfis bastante similares no

espectro de UV.
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Figura 25. Espectros na regido do UV dos picos 1-4 do extrato e da fracdo 1; A =272 nm.
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Fonte: Autora

A possivel presenca de taninos hidrolisaveis ou derivados do 4cido galico pode ser
evidenciada através das bandas de absor¢do com maximos em 210-220 nm e entre 260-280
nm. Os dados obtidos por CLAE-DAD estavam de acordo com os obtidos por CCD e
espectrofotometria no UV sugerindo a presenca de taninos hidrolisaveis, acido galico ou seus
derivados como componentes majoritarios do extrato e da fracdo 1.

Em 2011, Silva et al. avaliaram a composicado do extrato hidroetanélico das folhas de
A. urundeuva utilizando espectrometria de massas com ioniza¢do por electrospray e, as
analises preliminares mostraram a presenca de derivados de acido galico e galotaninos. Como
metabolitos secundarios, os taninos sdo considerados compostos fenolicos com variado peso
molecular e complexidade. Exceto os de elevado peso molecular, os taninos sédo altamente
sollveis em agua e sdo capazes de se ligar as proteinas formando complexos insoltveis. Além
disso, podem ser classificados como taninos condensados ou taninos hidrolisaveis. Os taninos
hidrolisaveis sdo constituidos de ésteres do acido galico com acgucares, como a glicose, e
unidos por ligagOes éster-carboxila, o que os torna facilmente hidrolisaveis em meio acido ou
basico (CASTANEDA et al., 2012; GOEL; MAKKAR, 2012).
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5.6. Isolamento de substancias a partir da fragdo 1 com o emprego de CLAE

preparativo de fase reversa
O isolamento das substancias presentes na fracdo 1 resultou em 4 possiveis subfracdes

(Figura 26), cujos rendimentos estdo apresentados na Tabela 7 e Figura 11 (pagina 55).

Figura 26. Cromatograma da fragio 1 obtida em CLAE-UV no modo preparativo [Coluna Zorbax®

Eclipse XDB Cys, 250 x 21,20 mm, 7 um; Gradiente de 15-60% de metanol:4gua por 60 min; vazdo de
8 mL/min; A= 272 nm)].
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Fonte: Autora

Tabela 7. Massa e rendimento das subfragdes obtidas da fragéo 1.

Subfracéo Massa (mg) % da Fracdo 1 % de Pureza
2 15,9 8,0 90,8
3 8,6 4,3 92,6
4 9,8 49 94,8
7 21,1 10,6 74,5

ApoOs a tentativa de isolamento das substancias, as subfracdes obtidas da fracdo 1
foram analisadas por CLAE nas mesmas condi¢Oes anteriormente utilizadas para modo
analitico (Cyg 250 x 4,6 mm; 5 um; 0,4 mL/min; 272 nm; 3 mg/mL; 20 uL). O célculo da
pureza foi realizado com base na porcentagem da area dos picos de interesse em relagdo a
somatdria das areas de todos os picos encontrados no cromatograma (100%). Conforme
observado na Tabela 7, as subfragcbes 2 (90,8%), 3 (92,6%) e 4 (94,8%) encontram-se

provavelmente mais puras em relacdo a subfracdo 7 (74,5%). Diante disso, 0s cromatogramas
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apresentados pelas substancias sugerem que elas estdo semipurificadas ou em misturas com

componente majoritario, principalmente a subfracéo 7.
5.7. Determinacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM) das subfracdes da
fracdo 1

Os valores de CIM das subfracGes obtidas da fracédo 1 estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Valores de CIM (pg/mL) das subfracGes através da revelagdo com TTC (2%).

Cepa C. albicans C. albicans C. albicans C. glabrata C. glabrata

Amostra ATCC 10231 CAV3 SC5314 ATCC 2001 CGV3
Extrato 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5
Fragéo 1 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5

2 > 1000 > 1000 > 1000 250 > 1000

3 > 1000 > 1000 > 1000 31,25 > 1000
4 > 1000 > 1000 > 1000 7,81 500
7 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5
Anfotericina B 0,12 0,12 1,25 0,25 1,00

Fluconazol - - - - -

Os resultados apresentados na tabela acima mostram que as subfracGes 2, 3 e 4 ndo
apresentaram atividade antifungica frente as cepas padrao e clinica de C. albicans (CIM maior
que 1000 pg/mL). Para a cepa clinica da espécie C. glabrata, as subfracfes 2 e 3 também néo
apresentaram atividade antifungica, enquanto que a subfracdo 4 apresentou um CIM de 500
pg/mL. Para a cepa padrdo desta espécie, as subfracbes 2, 3 e 4 apresentaram atividade
antifngica, com valores de CIM de 250; 31,25 e 7,81 pg/mL respectivamente. Destacam-se
os resultados apresentados pela subfracdo 7, onde se podem observar valores de CIM
idénticos para todas as cepas flngicas aos apresentados pela fragdo 1 e do extrato, indicando
provavelmente que o componente majoritario galato de etila presente na subfracdo 7 é

responsavel pela atividade antifungica do extrato.
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5.8. Determinacéao estrutural da subfracéo 7
5.8.1. Espectrometria de massa da subfracéo 7
O espectro de massas da subfracdo 7 obtido em modo negativo esta apresentado na

Figura 27.

Figura 27. Espectro de massa (micrOTOFTM- Q 1) da subfracdo 7.
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Fonte: Autora

O espectro apresentou pico intenso relativo ao ion com m/z 197,0496 [M-H], que
corresponde a férmula molecular CoHgOs. Além disso, os picos de m/z 169,0168 e 125,9070
possivelmente correspondem as perdas de unidades de m/z de 29 [M-CH,CH3] e 73 [M-
CH,CH3CO,]. Tais informacgdes sdo coerentes com a proposta de identificacdo do galato de
etila (CgH100s) (Figura 28) com massa molecular tedrica de 198,0528. A diferenca entre os
valores da massa molecular para [M-H] teérico e obtido (23 ppm) pode estar relacionado a

problemas de calibragdo do equipamento.
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Fonte: Autora

5.8.2. Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C da subfragéo 7

Os dados espectrométricos de *H e *C da subfracdo 7 estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Dados espectrométricos de RMN obtidos para a subfracdo 7 a 300 MHz para *H e **C.

C 1BC* 'H J(H2)* BC 'HJ (H2)
1 121,70 - 121,2 -

2 110,03 7,04 109,9 7,055

3 146,49 - 146,4 -

4 139,77 - 139,6 -

5 146,49 - 146,4 -

6 110,03 7,04 109,9 7,055
7 168,57 - 167,2 -

8 61,64 4,26 60,3 4,27 q
9 14,62 1,33t 13,2 1,34t

*Dados de RMN do galato de etila obtidos em CD,OD & 600 e 150,8 MHz para *H e “°C ( OOSHIRO et
al., 2009).

A subfracdo 7 do extrato apresentou em seu espectro de RMN de *H (Figura 29) os
sinais caracteristicos do galato de etila; os sinais observados na regido de frequéncia proxima
a 7 ppm indicam a presenca do anel aromatico, enquanto que os apresentados na regido de
aproximadamente 4,27 e 1,34 indicaram a presenca dos radicais etila e metila,
respectivamente. O quinteto apresentado na regido de 3,3 ppm representa o sinal caracteristico
do solvente utilizado (CD3;OD). No espectro de RMN de *H além dos sinais referentes ao
galato de etila outros sinais relativos a uma ou mais substancias também foram observados

mostrando que esta substéncia ainda encontra-se em mistura.
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Figura 29. Espectro de RMN *H (300 MHz, CD;0D) da subfracio 7.
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Fonte: Autora

A analise dos espectros de RMN de '*C (Figura 30) também apresentou sinais
caracteristicos do galato de etila; os encontramos na regido entre 109,9 e 146,4 ppm
representam os carbonos que formam o anel aromatico, o sinal presente em 167,2 ppm
corresponde ao carbono quaternario ligado ao anel aromatico, e os sinais em 60,3 e 13,2
representam os carbonos que formam o estearato de etila. O sinal encontrado na regido de
aproximadamente 47,5 ppm corresponde ao solvente utilizado (CD3;OD). Assim como no
espectro de *H, no espectro de *C é possivel também observar outros picos, porém em ambos
0s casos 0s dados apontam que a substancia majoritaria na mistura é o galato de etila. As
substancias presentes na fracdo 1 estdo sendo novamente isoladas com objetivo de identificar
os demais componentes do extrato presentes junto ao galato de etila na subfracdo 7, além de

identificar os componentes que constituem as demais subfragdes (2, 3 e 4).
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Figura 30. Espectro de RMN **C (300 MHz, CD,0D) da subfragéo 7.
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5.9. Identificacdo das demais substancias majoritarias do extrato

Diante dos resultados microbioldgicos apresentados na Tabela 8, nos quais foram
analisados o extrato bruto, fracGes e subfracfes obtidas a partir deste, a subfracdo 7 foi
identificada como a mais ativa uma vez que apresentou 0s mesmos valores de concentracao
inibitéria minima (CIM) do extrato bruto para as espécies C. albicans e C. glabrata.

Entretanto, conforme observado nos espectros de RMN de *H e *C (Figuras 29 e 30),
além dos sinais referentes ao galato de etila, outros foram observados mostrando que esta
subfracdo ainda encontra-se semipurificada. Na busca por identificar esta substancia X
presente junto ao galato de etila, foram encontrados alguns estudos na literatura
(CARVALHO, 2013; SOUZA, 2012; KHANBABAEE; LOTZERICH, 1997) que relatam
sinais para o 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-s-D-glicose (PGG) que sd&o muito semelhantes aos
sinais nao atribuidos no espectro de RMN de *H da subfracéo 7 (Figura 31 e Tabela 10).
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Figura 31. Estrutura quimica do 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-5-D-glicose (PGG).
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Fonte: Autora

Tabela 10. Valores de RMN de ‘H da substancia X (CD;0D), de acordo com Carvalho (2013).

Hidrogénio PGG (J, H2) Substancia X

1 6,32 d (8,3) 6,24 d (8,3)

2 5,62 dd (8,3; 9,7) 5,60 dd (8,3;9,7)

3 6,01t(9,7) 5,631(9,7)

4 5,681(9,7) 5,921t(9,7)

5 4,55 m 4,40 m

4,58 dd (2,0; 13,0) 4,52 dl (10,0)
° 4,30 dd (5,3; 13,0) 4,40 m
Galoil 6,945s:6,97s;7,01s;7,04s;7,10s 7,12s;7,065;6,995s;6,965s; 6,915

Com o objetivo de obter uma maior massa das subfracdes obtidas para confirmacédo de
algumas analises microbioldgicas, o extrato foi novamente analisado por CLAE no modo
analitico para posteriormente ser submetido a fracionamento por CLAE preparativa.
Entretanto, foram novamente observadas algumas mudancgas em seu perfil cromatografico em
relacdo a analise inicial (Figuras 24).

Quando novamente analisado (Figura 32) e comparado ao seu perfil inicial (Figura 24)
pode-se observar a presenca dos picos 1 a 3 em tempos de retencdo (tgr) bem proximos ao
cromatograma inicial do extrato, enquanto que o pico 4, aproximadamente em 28 min,
encontra-se praticamente ausente. Uma possivel explicacdo seria a degradacdo desta
substancia, provavelmente identificada como o PGG que, quando degradada poderia formar
acido galico e/ou galato de metila, através do processo de metandlise, uma vez que foi

utilizado metanol durante varias etapas do fracionamento.
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Figura 32. Cromatograma do extrato (clean up com MeOH) obtido em CLAE-DAD no modo
analitico [Coluna Phenomenex® Synergi Hydro Cig, 250 x 4,6 mm, 4 um; Solvente A: H,O + 0,01%
TFA; Solvente B: metanol + 0,01% TFA. Gradiente de 5-50% de B por 30 min, de 50-100% de B por
5 min e 100% de B por 10 min; vazdo de 1 mL/min; A= 280 nm)].
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Fonte: Autora

Estudos cromatogréaficos realizados por Souza (2012) haviam mostrado que o perfil
cromatografico deste extrato (Figura 33) apresentava picos bem resolvidos até 45 min e outros
mais alargados e sobrepostos entre 45 e 85 min, os quais sdo caracteristicos de galotaninos.
As condigdes cromatograficas utilizadas foram: FM composta de ACN + TFA 0,1% (B) e
H,O + TFA 0,1% (A), fluxo de 1 mL/min, A= 280 nm. Sistema de elui¢do gradiente: 0-15% B
(15 min), 15-20% B (30 min), 20-30% B (30 min), 30-100% B (5 min), 100% B (isocratico, 5
min). Além disso, também foram identificadas as seguintes substancias no extrato: acido
galico, galato de metila, galato de etila, acido protocatecuico, &cido clorogénico, acido
elagico, 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-4-D-glicose (PGG), Quercetina-3-O-Rhamnopiranosideo e a

mistura de acido 3-galoilgalico e 4-galoilgalico.
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Figura 33. Cromatograma do extrato obtido em CLAE-DAD no modo analitico [Coluna
Phenomenex® Synergi Hydro Cyg, 250 x 4,6 mm, 4 um; Gradiente de 0-15% de ACN (15 min), 15-
20% ACN (30 min), 20-30% ACN 30-100% (5 min), 100% ACN (5 min); vazao de 1 mL/min; A= 280
nmj.
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Fonte: Souza (2012).

Quando o extrato foi novamente analisado nesta mesma condicéo realizada por Souza
(2012), pode-se também observar o desaparecimento dos picos sobrepostos entre 0s tempos
de 45 e 85 min (Figura 34), indicando novamente uma possivel degradacdo dos galotaninos. E
importante destacar que o extrato foi avaliado nas mesmas condi¢bes de analise, coluna e
equipamento para que tal comparacdo fosse realizada. Durante suas analises de purificacdo
realizadas em 2009, Souza (2012) também havia observado que uma possivel degradacédo
estaria ocorrendo no extrato, uma vez gque passou a nao observar algumas ligacdes depsidicas
entre unidades de acido galico que haviam sido observadas em anélises iniciais do extrato.
Embora as condi¢es de armazenamento do extrato sejam apropriadas, pode-se verificar em

nosso estudo que o processo de degradacdo do extrato continua ocorrendo.
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Figura 34. Cromatograma do extrato obtido em CLAE-DAD no modo analitico [Coluna
Phenomenex® Synergi Hydro Cyg, 250 X 4,6 mm, 4 um; Gradiente de 0-15% de ACN (15 min), 15-
20% ACN (30 min), 20-30% ACN (30 min), 30-100% (5 min), 100% ACN (5 min); vazdo de 1
mL/min; A= 280 nm].
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Fonte: Autora

Foram também identificados os demais componentes do extrato (picos 1 e 2) atraves
da co-injecéo com padrdes e analise por RMN de *H e *C. As Figuras 35 e 36 apresentam 0s
cromatogramas onde foi realizada a co-injegdo com os padrdes de &cido galico (Figura 37) e
galato de metila (Figura 38), respectivamente. Os dados espectrométricos do galato de metila
estdo apresentados na Tabela 11 e os espectros de 'H e de *C nas Figuras 39 e 40,
respectivamente. A identificacdo da substancia galato de etila na subfracdo 7 (pico 3) foi

novamente confirmada através da co-injecdo com seu padrédo (Figura 41).

Figura 35. Cromatograma do extrato + padrdo de acido galico em CLAE-UV no modo analitico
[Coluna Hypersil Gold® Cys, 250 x 4,6 mm, 5 um; Solvente A: H,0; Solvente B: ACN. Gradiente de
15-60% de B por 60 min; vazao de 0,4 mL/min; A= 280 nm].
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Figura 36. Cromatograma do extrato + padrdo de galato de metila obtido em CLAE-DAD no modo
analitico [Coluna Phenomenex® Synergi Hydro Cyg, 250 x 4,6 mm, 4 um; Solvente A: H,O + 0,01%
TFA; Solvente B: metanol + 0,01% TFA. Gradiente de 5-50 % de B por 30 min, de 50-100% de B por
5 min e 100% de B por 10 min; vazdo de 1 mL/min; A= 280 nm)].
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Figura 37. Estrutura quimica do acido galico.
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Fonte: Autora

Figura 38. Estrutura quimica do galato de metila.
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Fonte: Autora
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Tabela 11. Dados espectrométricos de RMN obtidos para o galato de metila a 300 MHz para 'H e **C.

C 1BC* H I(H2)* BC 'H J (H2)
1 120,53 - 121,35 -

2 109,72 6,90 s 110,01 6,97 s
3 144,38 - 146,48 -

4 137,95 - 139,80 -

5 144,38 - 146,48 -

6 109,72 6,90 s 110,01 6,97 s
7 168,84 - 169,0 -

8 52,42 3,74 s 52,29 3,74 s

*Dados de RMN do galato de metila obtidos em CD;COCD3 & 400 e 220 MHz, respectivamente para ‘H e *°C,

segundo Subramanian et al., 2016.

Figura 39. Espectro de RMN *H (300 MHz, CD;0D) do galato de metila.
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Figura 40. Espectro de RMN **C (300 MHz, CD;0D) do galato de metila.
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Figura 41. Cromatograma do extrato + padrdo de galato de etila obtido em CLAE-DAD no modo
analitico [Coluna Phenomenex® Synergi Hydro Cyg, 250 x 4,6 mm, 4 pm; Solvente A: H,O + 0,01%
TFA; Solvente B: metanol + 0,01% TFA. Gradiente de 5-50% de B por 30 min, de 50-100% de B por
5 min e 100% de B por 10 min; vazdo de 1 mL/min; A= 280 nm)].
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Fonte: Autora

Como mencionado, a subfracdo 7, composta do galato de etila juntamente com PGG,
foi considerada a subfracdo mais ativa e responsavel pela atividade antifungica frente as cepas
de Candida sp. Devido ao baixo rendimento desta subfracdo, decidiu-se testar o padrdo de

galato de etila isoladamente frente a estas cepas fungicas e, conforme observado na Tabela 12,
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0s resultados mostraram que este composto apresenta atividade bioldgica apenas contra a
espécie C. glabrata, podendo-se inferir que a atividade contra a espécie C. albicans é dada
pela presenca do composto juntamente ao galato de etila, ou, até mesmo devido a um
sinergismo entre estas duas substancias. O padrdo de galato de metila apresentou exatamente
0s mesmos valores de CIM do galato de etila frente a todas as cepas fungicas, enquanto que o
padrdo de acido galico ndo apresentou atividade contra nenhuma espécie de Candida sp.

testada.

Tabela 12. Valores de CIM (ug/mL) do extrato e substancias identificadas através da revelagdo com
TTC (2%).

Cepa C. albicans C. albicans C. albicans C. glabrata C. glabrata

Amostra ATCC 10231 CAV3 SC5314 ATCC 2001 CGV3
Extrato 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5

Acido galico >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Galato de metila >1000 >1000 >1000 15,62 - 7,81 125
Galato de etila >1000 >1000 >1000 15,62 - 7,81 125

Alguns estudos na literatura relatam a atividade antifingica do &cido géalico e seus
derivados. Alves et al. (2014) avaliaram a atividade antifingica de alguns compostos
fenolicos que foram identificados nas flores Castanea sativa, Filipendula ulmaria, Rosa
micrantha e Cytisus multiflorus em determinadas regiGes de Portugal. Dentre 0s compostos
identificados, o &cido galico se destacou ao apresentar a melhor atividade antifungica contra
espécies de Candida sp. (C. albicans ATCC 90028: <156 pg/mL; C. glabrata ATCC 2001.:
<156 pg/mL) incluindo células plancténicas e biofilmes. Li et al. (2017) estudaram o efeito in
vitro e in vivo do acido galico e os resultados mostraram significante atividade contra diversos
isolados de Candida sp., com destaque para C. albicans a qual mostrou-se mais sensivel ao
apresentar um valor de CIM de 12,5 pg/mL. Os autores investigaram também o possivel
mecanismo de acdo envolvido nesta atividade e comprovaram que o &cido galico reduziu a
atividade da enzima lanosterol 14-o demetilase. Teodoro et al. (2015) publicaram um artigo
de revisdo com diversos estudos que relatam o uso eficaz dos &cidos fenolicos, incluindo o

acido galico, como agentes de tratamento contra espécies de Candida sp. S4o poucos 0s
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estudos encontrados na literatura que relatam a atividade antimicrobiana dos compostos galato
de metila e etila, principalmente no que se diz respeito a atividade antifingica contra as cepas
de Candida sp. testadas. Girardot e Imbert (2016) relataram a atividade antifingica de
diversos componentes de extratos vegetais e dentre estes, comprovaram gque 0S COmpostos
fendlicos apresentam forte atividade antifungica contra cepas de C. albicans e C. glabrata, o
que confirma os resultados obtidos em nosso estudo.

Conforme mencionado anteriormente, a presenca de galato de metila no extrato pode
ser consequéncia do processo de degradacdo (metandlise) a partir do PGG. Em relacdo ao
galato de etila, ainda ndo é possivel afirmar se este é um produto de degradacdo do extrato
formado a partir da etandlise devido a presenca de etanol utilizado durante o processo de
percolacdo, ou se esta substancia também pode ser considerada um metabdlito secundéario da
planta. O processo de degradacao pode ocorrer com frequéncia durante o preparo e analise de
extratos e, embora este processo resulte na formacéo de outras substancias, é importante que
estas também sejam estudadas uma vez que tal processo pode também ocorrer no organismo
humano. O A. urundeuva é bastante utilizada popularmente para o tratamento de gastrites e
Ulceras, sendo que tal propriedade foi comprovada por diversos estudos (CARLINI et al.,
2010; CARTAXO et al., 2010). Supondo que esta planta seria utilizada para tal finalidade por
via oral, pode ser que, no trato gastrintestinal, os taninos presentes atuem na Ulcera por se
complexarem com macromoléculas como polissacarideos e proteinas, mas pode ser também
que parte de seus metabdlitos secundarios sejam degradados e venham a formar os produtos
de degradacdo, e estes sejam 0s responsaveis pela atividade. Desta maneira, se faz necessario
levar também em consideracdo possiveis produtos de degradacdo gastrica e metabdlitos dos
taninos para compreender seu real mecanismo de acéo (SIMOES et al., 2017). Supondo que o
galato de etila também seja considerado um metabolito secundéario da planta, assim como o
galato de metila, estes j& estariam atuando mesmo sem o processo de degradacdo e, caso esta
ocorra, a tendéncia seria a formagdo de uma maior quantidade de &cido galico a partir do
galato de metila e etila.

5.10. Quantificacdo das substancias identificadas no extrato das folhas de A.
urundeuva

As médias das areas dos picos cromatograficos das substancias foram intercaladas em

funcdo da concentragdo e, através de regressdo linear foram obtidas as curvas analiticas

(Figura 42). Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Figura 42. Curvas analiticas para as solucOes padréo de acido galico, galato de metila e galato de etila
utilizadas na quantificacdo de substancias do extrato das folhas de A. urundeuva.
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Fonte: Autora

Os resultados obtidos através do ensaio de quantificacdo do acido galico, galato de

metila e galato de etila estdo apresentados nas Tabelas 13, 14 e 15, respectivamente.

Tabela 13. Dados obtidos na quantificacdo de acido galico no extrato hidroetanélico das folhas de A.
urundeuva.

Concentracéo ) § ] Concentracéo corrigida
tr (mMin) Area do pico
(mg/mL) (mg/mL)*
0,5 7,2 50939811,1 0,4895
0,25 7,3 31689185,5 0,24475
0,125 7,3 15479220,75 0,122375
0,0625 7,4 6847277,9 0,0611875
0,03125 7,3 2545646,867 0,03059375
0,015625 7,3 1361249,467 0,015296875
0,0078125 71 295266,6667 0,007648438

*Concentracao calculada considerando a pureza de 97,9%.
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Tabela 14. Dados obtidos na quantificagdo de galato de metila no extrato hidroetandlico das folhas de
A. urundeuva.

Concentracéao ) ; ) Concentracéo corrigida
tr (mMin) Area do pico
(mg/mL) (mg/mL)*
0,5 15,5 93360966 0,49
0,25 16,2 44684727,35 0,245
0,125 15,6 20668000,37 0,1225
0,0625 16,2 9293723,1 0,06125
0,03125 16,1 3633145,133 0,030625
0,015625 15,8 1169831,1 0,0153125
0,0078125 16,7 89874,9 0,00765625

*Concentracdo calculada considerando a pureza de 98%.

Tabela 15. Dados obtidos na quantificacdo de galato de etila no extrato hidroetanélico das folhas de A.
urundeuva.

Concentracao ) ) ) Concentracao corrigida
tg (Min) Area do pico
(mg/mL) (mg/mL)*

0,5 23,6 92908999,17 0,48
0,25 24,4 45511079,23 0,24
0,125 23,7 22724228,45 0,12
0,0625 24,5 10146742,1 0,06
0,03125 24,4 4195059,667 0,03
0,015625 23,7 1544995,067 0,015

0,0078125 24,7 351262,5333 0,0075

*Concentracao calculada considerando a pureza de 96%.

Os célculos da concentracdo das substancias assim como seu teor no extrato foram

obtidos segundo os dados da Tabela 16.

Tabela 16. Teor das substancias identificadas no extrato hidroetandlico das folhas de A. urundeuva.

Substancia Area do pico Concentragédo (mg/mL) Teor (%)
Acido galico 3818472,9 0,0322 0,32
Galato de metila 19710333,5 0,1085 1,08
Galato de etila 53811662,0 0,2740 2,74
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Ao identificar o pico da substancia de interesse no cromatograma do extrato foi
considerado o valor de sua absorbancia e substituida na equacdo da reta (y) e entdo, obtido o
valor correspondente ao X, ou seja, a concentracao que esta substancia encontra-se no extrato.
Para o acido galico, por exemplo, a area do pico correspondente a esta substancia no extrato
foi de 3818472,9 que, ao ser substituido pelo y na equacédo da reta obtida, resultou no valor de
x=0,0322, ou seja, em uma concentracdo de 0,0322 mg/mL. Se 10 mg/mL (concentracdo do
extrato utilizada na quantificacdo) corresponde a 100%, 0,0322 mg/mL corresponde a 0,32%.
O mesmo calculo foi realizado para as demais substancias.

Quando este mesmo extrato havia sido avaliado em 2009 por Souza (2012), as
substancias: &cido géalico, galato de metila, PGG e galato de etila também haviam sido
identificadas, sendo as trés primeiras analisadas quantitativamente. Entretanto, pode-se
perceber reducdo no teor das substancias acido galico e galato de metila quando quantificadas
novamente em nosso estudo: o teor de &cido galico passou de 3,83% para 0,32% e o de galato
de metila de 6,07% para 1,08%, sendo que esta redug@o nos valores pode estar associada ao
processo de degradacdo que vem ocorrendo, uma vez que 0 processo de obtencdo do extrato

foi realizado no ano de 2012.

5.11. Estudos de combinacéao entre as substancias identificadas
A Tabela 17 mostra os resultados obtidos para a combinacdo das substéncias
identificadas entre si (acido géalico, galato de metila e galato de etila) contra C. albicans

SC5314 e C. glabrata ATCC 2001 (os valores de ICIF estdo apresentados entre parénteses).

Tabela 17. Efeito inibitério do acido galico, galato de metila e galato de etila combinados entre si em
Candida albicans SC5314 e Candida glabrata ATCC 2001.

Cepa Candida albicans Candida glabrata
Combinacao SCh314 ATCC 2001

Acido galico x Galato de metila Indiferenca Sinergismo (0,37)
Acido galico x Galato de etila Indiferenca Indiferenca
Galato de metila x Galato de etila Indiferenca Indiferenca
Sinergismo ICIF<0,5
Indiferenca IFIC>05-4,0
Antagonismo IFIC>4,0

Numeros dados em parénteses indicam ICIF para combinagdes que representam sinergismo.
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Apos a identificacdo das substancias isoladas, avaliou-se combinacdo das mesmas
entre si com o objetivo de verificar se a atividade poderia ser aprimorada. De acordo com 0s
resultados apresentados na Tabela 17, pode-se observar que nenhuma das substancias foi
capaz de se mostrar eficaz contra a espécie de C. albicans SC5314 mesmo quando
combinadas entre si. Para espécie C. glabrata ATCC 2001, o &cido gélico que ndo havia
apresentado atividade quando avaliado sozinho, passou a apresentar quando em combinagéo
com o galato de metila, uma vez que apresentou um valor de ICIF inferior a 0,5. Para as
demais combinacdes ndo foi observado efeito sinérgico (HINDLER, 1995). Esses resultados
permitem inferir que os componentes minoritarios do extrato contribuem de fato para a
atividade antifingica do extrato apresentada das espécies de Candida sp., especialmente no

que se diz respeito a espécie C. albicans.

5.12.  Incorporagéo no sistema nanoestruturado
Primeiramente, quando a sufracdo 7 foi identificada como a mais ativa obtida do
processo de fracionamento, optou-se por incorpora-la também na ME desenvolvida, além do
extrato bruto, com o objetivo de avaliar se esta subsfracdo por apresentar-se mais seletiva,
poderia apresentar uma maior atividade apds incorporada do que em relagcdo ao extrato. Os
valores de CIM do extrato, subfracdo 7 e substancias isoladas livres ou incorporados estéo

apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18. Valores de CIM (ug/mL) do extrato, subfragdo 7 e substancias isoladas através da
revelacdo com TTC (2%).

Cepa fungica

Ca Ca Ca Cg Cg
ATCC 10231  CAV3 SC5314  ATCC2001  CGV3
Amostra
Livre 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5
Extrato  +ME A 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5
+ ME B 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5
. Livre 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5
Subfragéo
/ + ME A 15,62 62,5 31,25 0,24 62,5
Acido Livre > 1000 > 1000 > 1000 >1000 > 1000
galico
Galato ) e >1000 >1000 >1000  1562-7,81 125
de metila
" Livre >1000 >1000 >1000 15,62-7,81 125
deetila | \iEA >1000 >1000 >1000 15,62-7,81 125

Ca: C. albicans; Cg: C. glabrata

Conforme j& mencionado, a subfracdo 7 apresentou valores de CIM idénticos aos
apresentados pelo extrato. Pode-se observer que apds a incorporagdo tanto do extrato, como
da subfracdo 7 e substancias isoladas a partir do extrato, que os valores de CIM foram
mantidos, ou seja, as amostras apresentaram a mesma atividade antifungica de quando
analisados sem incorporagé&o.

Outra observacao interessante é que apesar do galato de metila e galato de etila terem
apresentado a mesma atividade antifingica frente a todas as cepas de Candida sp testadas,
quando estas substancias sdo comparadas com a subfracdo 7 e extrato como um todo, pode-se
notar que tais substancias apresentam valores de CIM maiores, ou seja, menor atividade
antifingica. Esse fato poderia ser explicado devido a um possivel efeito sinérgico entre tais
substancias e os demais constituintes minoritarios do extrato que podem conferir uma maior
atividade. Além disso, pode-se notar também que o acido galico ndo apresentou atividade para
nenhuma das cepas testadas, diferentemente do galato de metila e galato de etila que
apresentaram atividade para as cepas de C. glabrata. Esse resultado pode ser explicado

provavelmente devido a relacdo estrutura x atividade, no qual a introducdo de grupamentos

90



RESULTADOS E DISCUSSAO

poderia estar aumentando a atividade devido a uma maior interacdo com a membrana da
célula fungica (REIS, et al., 2010): Nogueira et al. (2009) publicou um artigo no qual
menciona as diversas atividades biologicas relatadas pelos carboidratos e no que diz respeito a
atividade antifangica apresenta um estudo no qual foram sintetizadas 8 glicosilaminas a partir
da glicose, com diferentes tamanhos de cadeia os quais variaram de 2 a 10 carbonos. Tais
amostras foram testadas contra os fungos Coriolus versicolor e Poria placenta e os resultados
mostraram aumento da atividade antifingica conforme o aumento da cadeia carbonica.

Cabe mencionar que os controles dos solventes utilizados (DMSO e microemulsao
base) ndo apresentaram atividade frente as cepas de Candida sp testadas, ou seja, ndo inibiram
0 crescimento fungico, garantindo dessa forma que a atividade apresentada tenha sido
exclusivamente exibida pelo amostra testada e ndo por quaisquer outras interferéncias, como
pelo DMSO ou pelos componentes que constituem as MEs. Devido ao baixo rendimento das
substancias isoladas do extrato e da subfragdo 7, optou-se por realizar o ensaio in vivo com 0
extrato bruto. Além disso, as substancias isoladas ndo apresentaram atividade antiflngica para
a espécie C. albicans, que seria utilizada no ensaio in vivo. Tais resultados indicam
possivelmente um grande efeito sinérgico entre os constituintes do extrato que conferem
atividade a espécie C. albicans, ja que o extrato bruto apresentou atividade e as substancias
isoladas a partir deste, ndo. J& para a espécie C. glabrata, os resultados indicaram forte
atividade de tais substancias isoladas, mas ainda assim o extrato bruto mostrou-se mais
promissor ao apresentar maior atividade, ou seja, menores valores de CIM tanto para a cepa
padrdo ATCC 2001 quanto para a cepa clinica.

Diante disso, 0 extrato também foi incorporado na ME B e submetido ao ensaio in
vitro j& que este também seria utilizado no ensaio in vivo. No entanto, os resultados néo

mostraram diferenca de atividade entre as MEs com e sem Poloxamer®.

5.13. Concentragéo fungicida minima (CFM)

A CFM foi realizada para todas as amostras vegetais. Os pogos das microplacas que
apresentaram auséncia de crescimento (atividade antifangica) foram plaqueados e
posteriormente analisados pelo crescimento das cepas. Enquanto que as substancias isoladas
do extrato apresentaram efeito fungicida para as duas espécies testadas, 0 extrato apresentou
um comportamento diferente de acordo com determinadas concentragdes.

Para a espécie C. albicans e C. glabrata, tanto cepas padrdo como isolados clinicos,

pode-se observar um efeito fungicida do extrato livre apenas até a concentracao de 125 pg/mL
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e, um efeito fungiostatico em concentrag¢des condizentes com os valores de CIM apresentados
para cada cepa [C. albicans ATCC 10231 (15,62 pg/mL); CAV3 (62,5 ug/mL); C. albicans
SC5314 (31,25 pg/mL); C. glabrata ATCC 2001 (0,24 pg/mL) e CAV3 (62,5 pg/mL)], ja
que nestas concentracdes apresentaram auséncia de crescimento nos pocos da microplaca e
presenca de crescimento quando expostos a condi¢des favoraveis de crescimento no agar.

ApoGs incorporagdo do extrato na ME, pode-se observar um efeito fungicida
exatamente na mesma concentracdo dos valores de CIM determinados para cada cepa. Esse
resultado poderia ser explicado possivelmente devido a presenca do colesterol como FOI da
ME que pode ter promovido uma possivel interacdo com a membrana flngica composta de
ergosterol e entdo permitido uma maior entrada da substancia ativa para dentro da célula
fingica (BONIFACIO et al., 2015).

5.14.  Caracterizacao estrutural das microemulsées
A Tabela 19 apresenta os valores das medias e desvio-padrdo dos tamanhos das
particulas e do indice de polidispersidade (IPD) para a MEs (base) e para 0s extratos
incorporados nas MEs. O IPD mede a homogeneidade entre a média dos tamanhos das
particulas em relacdo ao desvio-padrdo, onde quanto menor o IPD, maior a homogeneidade da
amostra apresentada pelas particulas (GOYAL et al., 2012).

Tabela 19. Valores das médias e desvio-padrdo dos tamanhos das particulas e IPD para as MEs base
A e B e para os extratos incorporados na microemulsdo (ME) apds o preparo.

Tamanho das

ME IPD
Particulas (nm)
Base 117,2 + 1,966 0,245 + 0,006
A AUF 146,7 + 1,825 0,255 + 0,010
Base 117,90+ 0,143 0,167 £ 0,015
8 AUF 124,63+ 0,881 0,181 + 0,282

ME: microemulséo; IPD: indice de polidispersidade

Ao analisar os dados de tamanho de particulas para ambas as bases (ME A e ME B),
observa-se um aumento do didmetro medio apo6s a incorporacdo do extrato em ambas as
formulac@es, sendo este um forte indicio de que ocorreu efetivamente a incorporagdo. No que
diz respeito ao IPD, observa-se que os valores tanto das bases quanto das formulacdes
contendo o extrato variaram entre 0,167 + 0,015 e 0,255 + 0,010, esses dados permitem inferir
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que as amostras sdo homogéneas e ainda pode-se afirmar que as formula¢bes B sdo mais
homogéneas do que as formulagcbes A, uma vez que os valores sdo menores quando
comparados (MOGHIMIPOUR, SALIMI e EFTEKHARI, 2013).

5.15. Ensaio de Toxicidade

5.15.1. Determinacao da citotoxicidade em linhagens celulares
Os resultados de 1Cso do extrato livre e incorporado na ME A frente as linhagens

VERO, MRC-5 e HaCaT, bem como os valores de IS estdo sumarizados na Tabela 20.

Tabela 20. Resultados da CIM (ug/mL) frente as cepas de Candida sp, do ICsy (Hg/mL) sobre as
linhagens celulares VERO e MRC-5 e o valor do IS da razéo entre esses dois resultados do extrato
hidroetandlico das folhas de A. urundeuva livre ou na microemulsdo (ME).

|C5o ICSO ICSO
Cepa | Extrato | CIM VERO 1S MRC-5 1S HaCaT IS
Ca Livie | 1562 | 5361 34,32 360 23.04 158 10,12
10231 | \MEA | 1562 | >1000 6402 | 380 2432 110 7.04
Livre | 625 | 5361 858 360 576 158 253
CAV3
+MEA | 625 | >1000 >16,00 | 380 6.08 110 1,76
Ca Livie | 3125 | 5361 17,16 360 11,52 158 506
SC3314 | LMmEA | 3125 | >1000 32,00 380 12.16 110 352
cy Livie | 024 | 5361 223375| 360 150000 | 158 658.33
2001 | MEA | 024 | >1000 416666 | 380 158333 | 110 458,33
Livie | 625 | 5361 858 360 576 158 253
CGV3
+MEA | 625 | >1000 >16,00 | 380 6.08 110 1,76
Doxorrubicina 4.36 1,90 6,79

Ca: C. albicans; Cg: C. glabrata

Ao analisar os resultados de citotoxicidade frente a linhagem VERO, pode-se observar
que o extrato incorporado na ME A apresentou um ICsy maior (>1000 pug/mL) em relacdo ao
extrato livre (536,1 pug/mL), mas, ambas as amostras ndo apresentaram toxicidade, pois 0s
valores de 1Cso foram 229 e 123 vezes, respectivamente, maior do que o ICs da
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doxorrubicina, farmaco padrdo utilizado na terapia, que é 4,36 pg/mL para esta linhagem
celular. Ja para a linhagem celular MRC-5 (fibroblasto pulmonar), o extrato livre apresentou
um valor de 1Csp menor (360 pg/mL) e ao incorporar o extrato na ME A, observou-se que o
ICso praticamente se manteve (ICsp= 380 pg/mL), ou seja, ambas as amostras apresentaram
uma menor viabilidade celular para esse tipo de célula em relacdo a linhagem anterior, porém,
ndo apresentaram toxicidade ao serem comparadas com a doxorrubicina que tem um ICsq de
1,90 pg/mL frente a MRC-5. Para a linhagem HaCaT, pode-se observar uma maior toxicidade
ao apresentar valores de ICs inferiores em relacdo a linhagem MRC-5, mas, maiores do que o
valor de 1Cs da doxorrubicina em 23 e 16 vezes para 0 extrato livre e incorporado na ME A,
respectivamente. A reducdo da viabilidade celular de uma linhagem para a outra pode estar
relacionada a uma maior sensibilidade das linhagens MRC5 e HaCaT ja que tais se tratam de
linhagens humanas e ndo de primata como a VERO. De acordo com Meyer et al (1982)
amostras de extratos de produtos naturais com ICso > 30 pg/mL sdo consideradas nao toxicas,
portanto, as amostras estudadas neste trabalho ndo apresentaram toxicidade.

Entretanto, para que determinada amostra seja classificada ou ndo como promissora,
também se faz necessario avaliar os resultados de CIM e ICsy em conjunto resultando no
indice de seletividade (1S). O IS ¢é dado pela razdo entre o ICsy e a CIM (ORME, 2001) e as
amostras que apresentarem IS >10 podem ser aplicados na concentracdo de 10 ou mais vezes
acima do valor de CIM sem apresentar citotoxicidade. Ao dividir o 1Csy obtido para linhagem
VERO pelo CIM apresentado por cada cepa de Candida sp, pode-se observar que apés
incorporacdo todos os valores de IS aumentaram significativamente, com destaque frente a
cepa de C. glabrata ATCC 2001, onde apresentou um IS cerca de 2 vezes maior apés a
incorporacdo na ME A. Quando o valor de 1Csy obtido para a linhagem MRCS5 foi dividido
pelo CIM de cada cepa, pode-se observar que o aumento do IS néo foi tdo significativo, ja o

extrato apresentou menor valor de 1Csp, Ou seja, maior toxicidade frente a esta linhagem.

5.15.2. Avaliacdo da toxicidade aguda frente a Artemia salina L.
(Artemiidae)

Os resultados da CLsg do extrato livre, extrato incorporado na ME A e substancias

padrdo de &cido galico, galato de metila e galato de etila frente a Artemia salina L.

(Artemiidae) estdo apresentados na Figura 43. Todas as amostras foram avaliadas nas mesmas

concentragdes, variando de 500 a 3,9 pg/mL.
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Figura 43. Porcentagem de viabilidade de Artemia salina L. em relacdo a concentragdo das amostras
utilizadas.
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Fonte: Autora.

Ao analisar os graficos da Figura 43, pode-se observar que tanto o extrato livre como
incorporado na ME A permitiram a viabilidade de todos os nduplios mesmo quando avaliados
na maior concentracdo (500 pg/mL), ou seja, ndo apresentaram toxicidade em todas as
concentragOes testadas.

Em relacdo aos padrdes das substancias identificadas no extrato de A. urundeuva,
pode-se verificar o acido gélico e o galato de metila permitiram uma menor viabilidade
qguando avaliado em sua maior concentracdo, em torno de 90 e 50%, respectivamente, mas
ainda assim podem ter sua CLs classificada como 500 pg/mL. O mesmo nédo pode ser dito
para o galato de etila, que mostrou um maior grau de toxicidade ao permitir apenas 40% de
viabilidade dos nauplios em sua maior concentracdo e, portanto, sua CLsy pode ser
considerada concentra¢Ges em torno de no minimo 250 pug/mL. Uma observacgéo interessante
ao analisar os graficos é que o grau de toxicidade é maior conforme o aumento do tamanho da
cadeia carbdnica, ou seja, galato de etila apresenta maior toxicidade que o galato de metila e,
este, menor que o &cido galico. Este fato também poderia ser explicado pela relacdo de
estrutura x atividade na qual quanto maior o tamanho da cadeia, maior a interacdo com

determinada linhagem celular, aumentando dessa maneira o grau de toxicidade.
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5.16. Ensaio in vivo
Conforme j& mencionado, o extrato livre e incorporado nas MEs A e B foi selecionado
para ser utilizado no ensaio in vivo. A Tabela 21 apresenta 0 numero de animais infectados e a

média do nimero de UFC dos grupos de animais nos dias 2, 4, 6 e 8 de tratamento.

Tabela 21. Quantificacdo da carga fungica obtida nos grupos.

Carga fungica (UFC/mL) durante o tratamento
Grupos experimentais

Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
Controle negativo de infecgdo 0 0 0 0
Controle positivo de infeccéo 8217 10565 8799 8525
Controle positivo (anfotericina B) 5431 4559 3288 2684
Solvente DMSO 8354 11049 9704 8561
Extrato livre (diluido em DMSO) 3619 1687* 0" 0"
ME base A 7160 8597 6436 5924
Extrato incorporado na ME A 2346 0" 0 0+
ME base B 7067 8642 6491 5715
Extrato incorporado na ME B 1032¢ 0" 0" 0"

*Letras iguais na coluna significam que, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) ao nivel de significancia de
5 % no teste de Tukey; ME: microemulséo

Trés dias apds a inducdo da infeccdo (ap6s 48 horas de incubacdo das placas onde foi
semeado o fluido), os resultados mostraram crescimento fungico em todas as placas onde foi
semeado o fluido, ou seja, todas as ratas haviam sido infectadas. No 4° dia ap0s o inicio do
tratamento, amostras do fluido vaginal foram novamente coletadas para quantificacdo da
carga fangica, e pode-se observar que todos os animais dos grupos infectados mantinham
infeccdo, com excecdo dos grupos tratados com o extrato incorporado nas MEs A e B, que ja
haviam sido curados. Os animais tratados com o extrato livre também ja comecaram a
apresentar reducdo significativa da carga fungica, a qual foi ainda menor que o grupo tratado
com anfotericina B. Ap0s 6 dias de tratamento os animais do grupo tratado com o extrato livre
haviam sido curados, enquanto que anfotericina B ainda ndo havia reduzido por completo a
carga fungica nem mesmo no ultimo dia de tratamento. Os animais dos grupos controle do

solvente do extrato livre - DMSO, da ME A e ME B ainda apresentavam carga flngica
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significativa até ultimo dia de tratamento, garantindo dessa maneira que qualquer atividade
manifestada fosse exclusivamente do extrato vegetal.

Conforme j& mencionado, uma semana apds o ultimo dia de tratamento, 0s animais
dos grupos tratamento (extrato livre, incorporado nas MEs A e B, e anfotericina B)
continuaram recebendo lavagens didrias para verificar uma possivel recidiva da infecgéo.
Pode-se observar que 0s animais dos grupos tratados com a anfotericina B e com o extrato
livre comecaram novamente a apresentar infeccdo ao apresentar um numero de UFC/mL
significativo em seus fluidos vaginais. Os animais dos grupos tratados com o extrato
incorporado nas MEs A e B permaneceram curados até o final do periodo de recidiva.

Embora os ensaios in vitro tenham mostrado um mesmo valor de CIM tanto para o
extrato livre quanto para o extrato incorporado, no ensaio in vivo foi possivel observar um
melhor comportamento do extrato apds incorporacdo nas MEs A e B, embora ndo tenha
havido diferenca entre as formulages com e sem Poloxamer®. Esse resultado poderia estar
relacionado ao efeito fungicida causado pelo extrato quando esse encontra-se incorporado nas
MEs, conforme foi observado na determinacdo da CFM, o que poderia ter causado uma maior
interacdo com a membrana da célula fangica, permitindo uma melhor entrega dos ativos para
dentro da célula e, como consequéncia, a morte celular.

Diferencas encontradas entre resultados obtidos em ensaios in vitro e in vivo ndo
costumam ser incomuns. Os ensaios in vivo sdo considerados de extrema importancia uma vez
que permitem a presenca de reacdes metabdlicos e fisioldgicas que acontecem somente em
um organismo superior. J& 0s ensaios in vitro, apesar de terem véarias vantagens, apresentam
algumas limitacbes, como por exemplo, o fato de n&o conseguir simular exatamente o
comportamento que determinado ativo ird sofrer como se fosse em um organismo superior, 0

que pode, por consequéncia, apresentar diferentes resultados (BOECKEL, 2011).

Resultados obtidos no Doutorado Sanduiche

5.17. Amostras utilizadas

Diante do baixo rendimento apresentado pela subfracdo mais ativa e substancias
isoladas, e da melhor atividade apresentada pelo extrato contra as duas espéecies de Candida
sp, este foi selecionado como a amostra principal para os experimentos realizados no
doutorado sanduiche. Entretanto, com o objetivo de obter maiores informagdes sobre uma das

substancias identificadas na subfracdo 7 (galato de etila), decidiu-se testar a atividade
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antifingica do padrdo desta substancia [ethyl gallate >96.0 % purity, Sigma-Aldrich®]
juntamente com o extrato frente as cepas de Candida sp. Portanto, as amostras utilizadas no
doutorado sanduiche foram o extrato livre e incorporado na ME A, além do padrédo de galato

de etila, conforme ja mencionado.

5.18.  Eficacia frente colecdo de cepas e isolados clinicos de Candida albicans e
Candida glabrata

A Tabela 22 mostra os resultados da atividade antifingica das amostras (galato de

etila, extrato livre e incorporado) obtida para a colecdo de isolados clinicos de C. albicans

apresentando diferentes niveis de resisténcia ao fluconazol.

Tabela 22. Efeito inibitorio (ug/mL) do galato de etila, extrato livre e incorporado, e o farmaco
convencional fluconazol contras os isolados clinicos de Candida albicans.

ostra Galato de etila Extrato livre Extrato+ME A Fluconazol
Cepa CIMg, ClMgg ClMs, ClMg, CIMg, ClMg CIMgq ClIMg

3034 - - 125 - - - - -

4617 250 i 390  625-125 - i 7,81 -
5106 i i 31,25 62,5 ; ; 7,81 ;
6482 250 i 125 250500 - - 1562-31,25 -
6191 i i 0,07 1,95 i i 31,25 125
2307 500 i 62,5 125 i i >64 >64
4380 i i 3,90 125 - ; >64 >64
412 500 ; 62,5 125 i i 62,5 125
4639 500 i 7,81 31,25 i ; 31,25 125
1691 250 . 3L2o 125 . . - -
62,5
2440 i i 250 ; i i ; ;
3731 i i 500 ; i i 62,5 ;
SC5314 - i 31,25 250 i i 0,25 12

(-) maior que 500 pg/mL

Os resultados mostraram que o padrdo de galato de etila ndo apresentou atividade
contra nenhuma cepa de C. albicans enquanto que o extrato livre apresentou atividade contra
C. albicans SC5314 na concentragdo de 125-250 pg/mL (ClIMgy) e para a maioria dos

isolados clinicos desta espécie testados, incluindo a cepa 6248, considerada um isolado
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clinico com elevada tendéncia de desenvolver resisténcia a diversas drogas antiflngicas
(PIERCE et al., 2015). Destacam-se os resultados obtidos para o isolado 6191 (CIMgy, de 1,95
pg/mL) no qual o extrato livre foi cerca de 64 vezes mais efetivo que o fluconazol (CIMg, de
125 pg/mL). O extrato incorporado ndo apresentou atividade contra nenhuma cepa, incluindo
a SC5314, Acredita-se que a ME tenha degradado durante o transporte Brasil-Estados Unidos
devido a alta temperatura, consequentemente perdeu a eficacia como carreador.

Perea et al. (2001) avaliaram os mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia de
farmacos em isolados clinicos de C. albicans incluindo todos os isolados clinicos utilizados
neste estudo, com excecdo das cepas 6482 e 6191. O estudo envolveu pacientes
imunossuprimidos com HIV que estavam sendo tratados com fluconazol e a resisténcia foi
avaliada através do monitoramento de genes envolvidos com a lanosterol 14a-demetilase
(ERG11) e transportadores de efluxo (MDR1 e CDR).

Foi realizada também a analise microscopica das cepas padréo de C. albicans SC5314
e C. glabrata ATCC 2001 crescidas na presenca (em concentragdes CIMgp) ou auséncia do
extrato livre apos 24 e 48 horas de crescimento (Figuras 44 a 47), que foi realizada em
microscopio Otico invertido e, confirmada a atividade antifingica do extrato livre contra essas
cepas. Uma importante observacdo a ser notada é que o extrato livre também foi capaz de
inibir a filamentacdo de C. albicans (Figura 45 B e D), quando comparado com as cepas
crescidas na auséncia de tratamento (n&o tratado como apresentado na Figura 45 A e C).
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Figura 44. Anélise microscdpica de C. albicans ndo tratada (A e C) ou tratada (B e D) com o extrato
livre na concentracdo de CIMgy, (250 pg/mL) ap6s 24 horas em aumento de 10 (A/B) e 40 (C/D) x,
respectivamente.

Fonte: Autora.

Figura 45. Analise microscopica de C. albicans ndo tratada (A e C) ou tratada (B e D) com o extrato
livre na concentragdo de ClMg, (250 pg/mL) apo6s 48 horas em aumento de 10 (A/B) e 40 (C/D) X,
respectivamente.
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Figura 46. Analise microscopica de C. glabrata ndo tratada (A e C) ou tratada (B e D) com o extrato
livre na concentracdo de ClIMg, (31.25 pug/mL) ap6s 24 horas em aumento de 10 (A/B) e 40 (C/D) x,
respectivamente.

Fonte: Autora.

Figura 47. Analise microscopica de C. glabrata ndo tratada (A e C) ou tratada (B e D) com o extrato
livre na concentracdo de ClMg, (31.25 pg/mL) apos 48 horas em aumento de 10 (A/B) e 40 (C/D) X,
respectivamente.
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A atividade antifungica das amostras também foi avaliada frente a isolados clinicos de
C. albicans que apresentam mecanismos moleculares de resisténcia a azélicos previamente
caracterizados: TW2, TW3 e TW17, os quais representam isolados com diferentes graus de
resisténcia vindos de um dnico paciente com candidiase orofaringea (WHITE, 1997). Além
disso, também foram utilizadas trés cepas geneticamente modificadas com mutacdes de ganho
de funcdo nos genes que codificam os fatores de transcricdo TAC1l, MRR1 e UPC2,

conferindo resisténcia aos azois (Tabela 23).

Tabela 23. Efeito inibitério (ug/mL) do galato de etila, extrato livre e incorporado, e padrdo
antifungico fluconazol em isolados clinicos TW e mutantes de cepas ganhadoras de funcdo de C.
albicans.

ostra Galato de etila Extrato livre Extrato+MEA Fluconazol
Cepa CIMs; ClMg ClMs, ClMygy, CIMgs, ClMg ClMsq ClMgg

TW?2 500 - 62,5 125-250 - - <1 4-16
TW3 500 - 62,5 250 - - <1 62,5-125
TW17 250 - 125 250 - - 31,25-62,5 500
TAC1 - - 125 500 - - 2-4 250-500
MRR1 - - - - - - - -
UPC2 500 - 15,62 500 - - 1 62,5-125
SC5314 500 - 31,25 -62,5 250 - - 0,25 1-2

(-) maior que 500 pg/mL

Como mostrado na Tabela 23, o padrdo de galato de etila também ndo mostrou
atividade contra os mutantes de C. albicans (CIMgy maior que 500 pug/mL). O extrato livre
demonstrou atividade contra todas as cepas de C. albicans, com excegéo para a cepa MRR1
(CIMgp maior que 500 pg/mL), indicando provavelmente uma superexpressdo do principal
transportador Mdrlp, que pode ter ocasionado uma susceptibilidade reduzida do extrato livre.

O extrato livre apresentou a mesma atividade antifungica (CIMgy de 125-250 pg/mL)
contra todas as cepas isogénicas TW, 0 que é muito interessante uma vez que apresentam
diferentes niveis de resisténcia aos azois. Tais cepas foram coletadas do mesmo paciente com
candidiase orofaringea durante o periodo de tratamento com fluconazol, sendo que a cepa
TW1 é considerada a mais suscetivel e, a cepa TW17, a mais resistente (WHITE, 1997). O
extrato incorporado ndo apresentou atividade nas concentragdes testadas (CIMgo maior do que
500 pg/mL).
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Hoehamer et al. (2009) estudaram o fator de transcricdo Upc2P em isolados clinicos
de C. albicans que superexpressam ERG11 e compararam a cepa susceptivel. Upc2P é
considerado um importante fator de transcri¢do associada a expressdo de ERG11, responsavel
pela biossintese de ergosterol na levedura. O fluconazol, considerada a droga antifingica mais
comumente utilizada para tratar essas infeccOes, se liga a essa enzima e previne a sintese de
ergosterol.

Outro importante fator de transcricdo € o MRR1 que é envolvido no controle de
MDR1, um gene resisténcia multidroga, enquanto que o TAC1 controla a expressdo de genes
CDR pertencentes a diferentes tipos de bombas de efluxo, como os transportadores ABC.
Lohberger et al. (2014) avaliou as diferentes abordagens desses 3 fatores de transcrigdo
(TAC1, MRR1 e UPC2) na viruléncia da levedura C. albicans. Neste estudo, 0s autores
estudaram o efeito da viruléncia das mutacGes ganhadoras de funcdo em cepas de C. albicans
geneticamente idénticas, nas quais foram introduzidos diferentes alelos hiperativos. Os
resultados mostraram que desses fatores de transcrigdo envolvidos na resistancia aos azois, a
presenca de alelos hiperativos UPC2 apresentou o efeito negativo mais significante na
viruléncia de C. albicans. Morio e co-autores (2013) também avaliaram e confirmaram
através de bases moleculares que os fatores de transcricdo TAC1, MRR1 e UPC2 estdo
frequentemente envolvidos na resisténcia ao fluconazol ap6s periodos de exposicdo
prolongada a este farmaco.

A Tabela 24 apresenta os resultados referentes a atividade antifungica do galato de
etila, extrato livre e incorporado e padrdes antifingicos fluconazol e equinocandina contra

isolados clinicos de C. glabrata.
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Tabela 24. Efeito inibitério (ug/mL) do galato de etila, extrato livre e incorporado e padrdes
antifangicos fluconazol e equinocandina contra isolados clinicos de C. glabrata.

mostra Galato de etila Extrato livre Extrato+MEA FouE
Cepa ClIMsq ClMg, ClMg, ClMyg, CIMs; CIMg, ClMsg ClMg,

CgSM1

1,95 15,62 0,97 1,95 - - 4-8 8
(sens.a F)
CgSM3
i 7,81 15,62 0,97 1,95 - - 62,5-125 125
(resist.a F)
14-1829
) 7,81 31,25 <0,97 1,95-3,90 - - >128 >128
(resist.a F)
14-2266 15,62-
) 7,81 <0,97 1,95-3,90 - - 64 128
(resist.a F) 31,25
14-2933
] 7,81-15,62 31,25 <0,97 1,95-3,90 - - >128 >128
(resist.a F)
14-3057
] 15,62 31,25 <0,97 1,95-3,90 - - >128 >128
(resist.a F)
14-3467
) 7,81 31,25 <0,97 1,95-3,90 - - 128 >128
(resist.a F)
05-62
o 7,81-15,62 62,5 0,97-1,95 3,90-7,81 - - 4 >4
(resist.a E)
03-1498
o 7,81-15,62 31,25-62,5 0,97-1,95 3,90-7,81 - - >4 >4
(resist.a E)
04-1748
] 7,81-15,62 31,25 0,97-1,95 1,95 - - >4 >4
(resist.a E)
04-2031
] 3,90 7,81-15,62 0,48-0,97 0,97 - - 2-4 4
(resist.a E)
05-416
7,81 31,25 0,48-0,97 1,95 - - 2-4 4
(resist.a E)
31,25-
Cg 2001 31,25 62,5 1,95 31,25 - - 125 (F)
62,5(F)

sens.: sensivel; resist.: resistente; Cg: C. glabrata; F: fluconazol; E: equinocandina

(-) maior que 500 pg/mL

Como mostrado na Tabela 24, o padrdo de galato de etila mostrou a mesma atividade
antifangica (CIMgy de 15,62 pg/mL) contra as cepas de C. glabrata que sdo sensiveis

(CgSML1) e resistente (CgSM3) aos azdis. Este resultado se torna muito interessante uma vez
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que ndo houve diferenca na atividade mesmo quando testado contra a cepa mais resistente, a
qual foi comprovada apos ser testada com o controle fluconazol (valores de CIMg, de 8 e 125
pug/mL contra CgSM1 e CgSM3, respectivamente). Quando avaliado contra as outras cepas
consideradas resistentes aos azois, o padrdo de galato de etila também foi mais efetivo em
comparacéo ao fluconazol, uma vez que o controle apresentou valores de CIM maiores do que
128 pg/mL frente todas as cepas, exceto para 14-2266 (ClMgy de 128 pug/mL), concentracéo
também considerada resistente, uma vez que valores de CIM iguais ou maiores que 64 pug/mL
representam resisténcia a este farmaco, segundo Pham et al. (2014).

As cepas consideradas resistentes a equinocandina foram novamente avaliadas para
confirmar tal resisténcia e mostraram valores de CIMg, iguais ou maiores que 4 pg/mL,
considerados maiores do que aquele que representa resisténcia a este farmaco (igual ou maior
que 0,5 pg/mL) (PHAM et al., 2014). O padrdo de galato de etila apresentou atividade
antifungica contra todas as cepas, com destaque para 04-2031 (CIMg, de 7,81-15,62 pg/mL).
Da mesma forma, o extrato livre apresentou boa atividade contra todos os isolados de C.
glabrata testados, incluindo aqueles resistentes ao fluconazol e/ou caspofungina, com valores
de CIM ainda menores que o composto isolado. Os resultados indicam que o galato de etila
provavelmente ndo represente o Unico componente no extrato responsavel pela atividade
contra esta espécie de Candida sp, o que pode ser confirmado através dos outros sinais
encontrados nos espectros de RMN de *H e **C, além da analise de pureza do pico (74,5 %)

da subfracdo 7.

5.19. Atividade contra biofilmes
A Tabela 25 apresenta os resultados obtidos para as amostras contra os biofilmes de C.
albicans e C. glabrata, sob duas diferentes modalidades de tratamento (atividade contra

biofilmes pré-formados e inibigdo contra a formag&o de biofilme).
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Tabela 25. Efeito (nug/mL) do galato de etila, extrato livre e incorporado na inibicéo da formagéo e em
biofilmes pré-formados de C. albicans and C. glabrata.

c Amostra Galato de etila Extrato livre Extrato + ME A
epa )
Ensaio ClIMg, ClMg, ClIMg, ClMg, ClIMg, ClIMg,

C. albicans Pré-formado >1000 >1000 1000 >1000 >1000 >1000

SC5314 Inibicdo >500 >500 62,5 125-250 >500 >500
C. glabrata Pré-formado 1000 >2000 1000 >2000 >1000 >1000
ATCC 2001 Inibicdo 500 >2000 250 500 >500 >500

O extrato livre foi capaz de inibir a formacéo de biofilme de C. albicans SC5314 na
mesma concentracdo (CIMgy de 125-250 pg/mL) capaz de inibir as células planctdnicas,
conforme mostrado na Figura 48. Entretanto, os biofilmes pré-formados de C. albicans
apresentaram maior resisténcia ao extrato livre (CIMso de 1000 pg/mL). Como esperado, 0
padréo de galato de etila ndo apresentou atividade anti-biofilme, uma vez que ndo apresentou

atividade contra as células planctdnicas desta espécie de Candida sp.

Figura 48. Ensaio anti-biofilme revelado com XTT para a levedura C. albicans SC5314, onde o0s
pogos que permaneceram incolores apresentam auséncia de viabilidade celular e, os que alteraram sua
coloragdo para o laranja, presenca de viabilidade celular.

Fonte: Autora.

Observagdes similares foram obtidas para C. glabrata, onde o extrato foi mais efetivo
para prevenir a formacao de biofilme do que para biofilmes pré-formados. Entretanto, o galato
de etila apresentou atividade reduzida contra os biofilmes quando comparado contra as células
planctonicas de C. glabrata.

A maioria dos micro-organismos apresenta a habilidade de se desenvolver na forma de
biofilmes, que podem ser definidos como comunidades aderidas a superficies bioticas ou

abioticas e, embebidas dentro de uma matriz polimérica de protecdo. Diante dos inUmeros
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casos de resisténcia aos antifingicos mais clinicamente utilizados, além do fato de que o
género Candida sp representam o0s principais organismos associados a infec¢fes causadas por
biofilmes, decidimos testar a atividade das nossas amostras contra esta estrutura de protecéo.

N&o existem relatos na literatura que abordam a atividade anti-biofilme do A.
urundeuva contra espécies de C. albicans e C. glabrata, mas existem alguns estudos que
propde esta planta como um forte inibidor de biofilmes bacterianos. Gaetti-Jardim Janior et al.
(2011) avaliaram a atividade antimicrobiana de seis plantas brasileiras, incluindo o A.
urundeuva contra bactérias periodontais: Fusobacterium nucleatum ATCC 25586,
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Prevotella intermedia ATCC 2564, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 33384, alem de dez isolados clinicos de P. gingivalis e dez F.
nucleatum de pacientes com periodontite cronica. Além de avaliar a CIM, foram realizados
ensaio anti-biofilme contra a bactéria F. nucleatum devido a sua habilidade em se aderir a
superficies de poliestireno. Os resultados mostraram que dentre os extratos de plantas
testadas, o extrato aquoso e etandlico do A. urundeuva apresentou boa atividade
antibacteriana tanto em células planctdnicas quanto em biofilmes.

Trentin et al. (2013) avaliaram a atividade antibacteriana dos taninos presentes de
determinadas plantas medicinais, entre elas o A. urundeuva. Dentre os ensaios biol6gicos
realizados, os autores investigaram a eficacia dos taninos encontrados contra a bactéria
Pseudomonas aeruginosa e concluiram dentre os 45 extratos de plantas estudadas, 0s
melhores resultados foram obtidos do A. urundeuva. Os autores acreditam que essa classe de
substancias sdo capazes de inibir a formacdo de biofilmes através do dano causado a

membrana bacteriana e além de dificultar a produgdo da matrix exopolimérica.

5.20. Estudos de combinagcdo da amostra vegetal com os antifiingicos
convencionais

As Tabelas 26 e 27 mostram os resultados obtidos para a combinacdo das amostras

com as drogas convencionais (anfotericina B, fluconazol e equinocandina) contra C. albicans

SC5314 e C. glabrata ATCC 2001 (os valores de ICIF estdo apresentados entre parénteses).

As Figuras 49-52 representam 0 mapa de cores dos resultados referentes ao ensaio

checkerboard para avaliar a eficacia de algumas combinacGes, com cores variando desde o

azul claro (baixa inibicdo) até o azul escuro (alta inibicao).
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Tabela 26. Efeito inibitorio do galato de etila, extrato livre e incorporado em combinacdo com a
anfotericina B, fluconazol e equinocandina em C. albicans SC5314. Numeros dados em parénteses
indicam ICIF para combinag6es que representam sinergismo.

Farmaco . )
Anfotericina B Fluconazol Caspofungina
Amostra
Galato de etila Indiferenca Indiferenca Indiferenca
Extrato livre Sinergismo (0,28) Sinergismo (0,14) Indiferenca
Extrato incorporado Indiferenca Indiferenca Indiferenca

Tabela 27. Efeito inibitorio do galato de etila, extrato livre e incorporado em combinagdo com a
anfotericina B, fluconazol e equinocandina em C. glabrata ATCC 2001. Ndmeros dados em
parénteses indicam ICIF para combinacgdes que representam sinergismo.

Farmaco o )
Anfotericina B Fluconazol Caspofungina
Amostra
Galato de etila Sinergismo (0,26) Indiferenca Indiferenca
Extrato livre Indiferenca Sinergismo (0,05) Indiferenca
Extrato incorporado Indiferenca Indiferenca Indiferenca

O padréo de galato de etila ndo apresentou atividade contra C. albicans mesmo em
combinacdo com anfotericina B, fluconazol e caspofungina, mas em combinacdo com
anfotericina B apresentou sinergismo quando avaliado contra C. glabrata (Figura 49).
Destacam-se 0s resultados obtidos do extrato livre em combinagdo com anfotericina B contra
C. albicans (Figura 50) e em combinagdo com fluconazol contra as duas cepas de Candida
(Figuras 51 e 52), uma vez que foram calculados valores de ICIF menores que 0,5, indicando
sinergismo. O extrato incorporado ndo apresentou atividade tanto contra C. albicans como C.
glabrata mesmo em combinagdo com outros antifungicos.

Figura 49. Mapa de cores do galato de etila em combinagdo com anfotericina B em Candida glabrata
ATCC 2001.

1,00
0,50
0,25
0,13
0,06
0,03
0,02

0
62,50 31,25 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 v

Anfotericina B

Etil galato
Fonte: Autora.
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Figura 50. Mapa de cores do extrato livre em combinagéo com a anfotericina B em Candida albicans

SC5314.
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Fonte: Autora.

Figura 51. Mapa de cores do extrato livre em combinacdo com fluconazole em Candida albicans
SC5314.
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A J
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Fonte: Autora.

Figura 52. Mapa de cores do extrato livre em combinagdo com fluconazol em Candida glabrata

ATCC 2001.

256
128
64
32
16
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4

0 ¥

Fluconazol

62,5 31,25 15,625 7,8125  3,90625 1,953125

v
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Fonte: Autora.

Acredita-se que as combinagdes entre o fluconazol e o extrato livre ou até mesmo o
padrdo de galato de etila poderia representar novas alternativas promissoras para combater
infeccbes causadas por C. albicans ou C. glabrata, em particular aquelas resistentes aos
tratamentos antifungicos convencionais.

Né&o foram encontrados estudos na literatura que avaliem a combinacao entre o extrato
de A. urundeuva em combinagdo com os antifingicos mais convencionalmente utilizados
direcionados para a atividade antifungica contra cepas de Candida sp., destacando mais uma

vez a significancia e inovacao de nossos resultados.
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5.21.  Andlise do potencial do desenvolvimento de resisténcia
Como ja mencionado anteriormente, este ensaio foi iniciado com uma concentracao
correspondente a metade da CIMsy na primeira semana (Tabela 28). A partir da segunda
semana, as cepas foram expostas ao CIMs e esta concentracdo foi mantida até o final do

experimento.

Tabela 28. ConcentracBes (pg/mL) estabelecidas para o extrato livre e fluconazol frente as cepas de
C.albicans SC5314 e C. glabrata ATCC 2001 utilizadas no ensaio de desenvolvimento da resisténcia.

Extrato livre Fluconazol
Cepa . Concentracdo Concentracio CIM,, Concentragdo Concentracéo
Semana 1 Semanas 2-8 Semana 1 Semanas 2-8
Cab5314 31,25 15,62 31,25 0,25 0,125 0,25
Cg 2001 1,95 0,97 1,95 32 16 32

Ca: C. albicans; Cg: C. glabrata

Os resultados mostraram que as duas espécies testadas, tanto C. albicans quanto C.
glabrata, ndo desenvolveram resisténcia ao extrato livre mesmo ap0s serem expostas
repetidamente durante todo o experimento, onde os valores de CIMg, foram mantidos em 250
e 31,25 pg/mL, respectivamente, da 12 a 82 semana. O mesmo nédo pode ser observado ap6s
exposicdo das cepas ao fluconazol, j& que as ambas as espécies desenvolveram resisténcia ao
apresentarem valores de CIM maior que 128 pg/mL logo apds a 32 (C. albicans) e 4% semana
(C. glabrata) de exposicéo.

O experimento de passagem seriada (serial passage) permite simular uma possivel
alteracdo no grau de susceptibilidade de determinada cepa quando exposta a determinado
ativo por um certo periodo de tempo. Este ensaio é considerado de extrema importancia, uma
vez que uma série de tratamentos antifungicos demandam a exposicdo ao farmaco utilizado
por um periodo de tempo relativamente longo, o que facilitaria o desenvolvimento da
resisténcia da cepa causadora de infeccdo (PIERCE et al., 2015). Caso tivesse sido detectado
algum tipo de resisténcia desenvolvido pelas cepas de Candida sp. novos estudos poderiam
ser utilizados para investigar o tipo de resisténcia desenvolvida. Os resultados obtidos
mostram-se muito promissores uma vez que o surgimento de cepas cada vez mais resistentes

aos farmacos convencionais dificulta ainda mais o sucesso no tratamento antiflngico.
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5.22.  Eficacia contra cepas de Cryptococcus sp
A Tabela 29 mostra os resultados obtidos para o galato de etila, extrato livre e

incorporado contra cepas de C. neoformans e C. gattii.

Tabela 29. Efeito inibitério (ug/mL) do galato de etila, extrato livre e incorporado contra
Cryptococcus neoformans (H99, WSA and R4247) e Cryptococcus gattii (R265).

Amostra Galato de etila Extrato livre Extrato + ME A

Cepa ClIMs ClIMyg ClIMs, ClMg ClIMs ClIMyg

C. neoformans H99 - - - - R .

C. neoformans WSA - - 0,97 1,95 - -
C. gattii R265 500 - 15,62 31,25 - -
C. neoformans R4247 - - 1,95 3,90 - -

(-) maior que 500 pg/mL

O extrato livre foi o Unico que apresentou atividade contra as cepas de Cryptococcus
sp, com excecdo para a espécie de C. neoformans H99. O C. neoformans H99 (sorotipo A,
Mat o) ¢ considerado uma das cepas mais estudadas do género. A cepa WSA também ¢
considerada um sorotipo da espécie C. neoformans e foi considerada a cepa mais sensivel
dentre os resultados obtidos uma vez que o extrato livre exibiu o menor valor de CIMg, (1,95
pg/mL). A cepa R4247 (espécie C. neoformans - sorotipo D) também se mostrou sensivel
quando exposta ao extrato livre (CIMgo de 3,90 pg/mL).

Ja em relacdo a cepa R265, que representa a espécie C. gattii, &€ considerada um
membro do gendtipo VGlla mais virulento. Os resultados mostraram que o0 extrato livre
apresentou valor de CIMg de 31,25 pg/mL contra esta espécie, a qual foi considerada a cepa
mais resistente para esta amostra. Assim como para as especies de Candida sp. 0 extrato
incorporado ndo apresentou-se efetivo contra as espécies de Crytococcus testadas, bem como
0 padréo comercial de galato de etila.

Né&o existem estudos na literatura que reportem a atividade antifungica do extrato de A.
urundeuva contra cepas de Cryptococcus, a qual destaca a significancia dos resultados

apresentados neste estudo.
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5.23.  Espectro de ac¢ao contra multiplas espécies fungicas

Por apresentar uma melhor atividade contra as espécies de Candida sp. testadas, o

extrato livre foi selecionado para ser avaliado contra outras espécies deste mesmo género,

além de fungos filamentosos. Os resultados referentes ao ensaio contra multiplas espécies

fangicas estdo sumarizados na Tabela 30.

Tabela 30. Concentragdo do extrato livre (ug/mL) contra maltiplas espécies fungicas para inibir 50%
e 100% viabilidade celular.

Espécie Isolado Extrato livre Flu Vor Pos Cas
50% 100% 50% 100% | 100% 50%
C. parapsilosis QC | ATCC 22019 1 4 0,5 - - -
C. krusei QC ATCC 6258 1 4 16 - - -
ATCC 90028 2 4 <0,125 - - -
C. albicans SC5314 4 8 <0,125 - - -
14-62 4 8 >64 - - -
14-1829 0,25 2 - - - 1
C. glabrata 14-2266 0,25 2 - - - 0,25
14-2933 0,125 2 - - - 0,25
15-3050 4 >32 8 - - -
C. neoformans 15-1254 2 >32 32 - - -
14-2766 2 32 32 - - -
R arrhizus 14-619 8 >32 - - 0,5 -
15-3715 8 >32 - - 0,25 -
AF293 >32 >32 - 0,5 - -
A. fumigatus 14-1771 >32 >32 - 2 - -
14-3728 >32 32 - 0,25 - -
15-2281 >32 >32 - 4 - -
Fusarium sp. 15-3163 >32 >32 - 4 - -
15-3499 >32 >32 - >16 - -
15-829 >32 >32 - 2 - -
15-957 >32 >32 - 1 - -
Scedosporium sp. 13-1000 >32 >32 - >16 - -
14-3780 >32 >32 - >16 - -
15-106 >32 >32 - >16 - -

(-) sem atividade; Flu: fluconazol; Vor: voriconazol; Pos: posoconazol; Cas: caspofungina
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Ao analisar os resultados, pode-se observar que para as espécies de Candida sp., 0
extrato apresentou-se bastante promissor, ao exibir valores de CIM ainda inferiores aos
valores que ja havia apresentado nos ensaios anteriores, como por exemplo para a espécie C.
albicans SC5314, na qual o extrato havia apresentado um valor de CIMgo de 31,25 pg/mL e
foi capaz de inibir 100% do crescimento desta mesma espécie com uma concentracdo de 8
png/mL. Nesta mesma concentragdo o extrato foi capaz de inibir 100% do crescimento de
outra espécie de C. albicans (14-62), além de também inibir o crescimento da espécie ATCC
90028 em uma concentragdo ainda menor (4 pg/mL).

Além desta espécie, 0 extrato livre também foi capaz de inibir o 100% do crescimento
das espécies de C. parapsilosis QC e C. krusei na concentracao de 4 pg/mL. Destacam-se 0s
resultados obtidos para C. glabrata onde o extrato livre foi capaz de inibir 100% do seu
crescimento na concentracdo de 2 pg/mL frente a todos os isolados desta espécie, o que
confirma os resultados que haviam sido obtidos ao mostrar que o extrato demonstra melhor
atividade contra a espécie de C. glabrata do que para C. albicans.

Os resultados mostraram moderada atividade do extrato para os isolados de C.
neoformans, o qual apresentou efeito inibitério de 50% do crescimento com concentragdes
entre 2-4 pg/mL, mas maior que 32 pug/mL para ser capaz de inibir 100%, com exce¢édo para o
isolado 14-2766 ao apresentar-se 100% sensivel quando exposto a concentragdo de 32 pg/mL do
extrato. Em relacdo aos fungos filamentosos, o extrato ndo demonstrou atividade, com excec¢édo
para Rhizopus arrhizus, no qual apresentou efeito inibitério de 50% contra os dois isolados
testados na concentracéo de 8 pg/mL.

Alves et al. (2008) estudaram a atividade antimicrobiana de determinadas plantas
medicinais brasileiras, incluindo a planta estudada neste estudo, contra micro-organismos
comumente envolvidos nos quadros de candidose bucal. Dentre as plantas medicinais
estudadas, 0 A. urundeuva apresentou atividade antifungica contra as trés espécies de Candida
sp avaliadas: C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, com valores de CIM de 8, 16 e 16 mg/mL,
respectivamente, o que comprova 0s resultados apresentados em neste estudo, 0s quais
apresentaram ainda mais atividade contra estas espécies uma vez que apresentaram valores de
CIM inferiores ao encontrado por Alves.

Sa et al. (2009) investigaram algumas propriedades biologicas apresentadas por

metabdlitos secundarios do caule de A. urundeuva, dentre elas a atividade antifingica. Os
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autores observaram que tanto o extrato salina quanto o metandlico desta planta medicinal
apresentaram atividade contra diversas espécies de Fusarium sp.
N&o séo reportados na literatura estudos que avaliem a atividade antifingica do A.

urundeuva contra as espécies fungicas R. arrhizus, A. fumigatus e Scedosporium sp.
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6. CONCLUSOES
Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

As substancias acido galico, galato de metila e galato de etila foram identificadas no extrato
das folhas de A. urundeuva;

A substancia PGG, inicialmente identificada no extrato em outro estudo, ndo foi mais
encontrada quando o mesmo foi analisado novamente ap6s um determinado periodo de
tempo, indicando que esta provavelmente foi degradada;

N&o é possivel afirmar se a presenca das substancias galato de metila e galato de etila no
extrato pode ser consequéncia do processo de degradacdo (metandlise e etandlise,
respectivamente) a partir do PGG, ou se podem ser consideradas um metabdlito secundario da
planta;

Pode-se verificar que as substancias galato de metila e galato de etila sdo as responsaveis por
grande parte da atividade antifingica do extrato contra a espécie C. glabrata, mas que ainda
assim, existe a acdo sinérgica de outros componentes do extrato que permitem uma maior
atividade antifingica, uma vez que este apresentou um menor valor de CIM,;

A atividade antifungica contra a espécie C. albicans se da provavelmente devido a um
sinergismo entre as substancias identificadas com outras substancias minoritarias néo
identificadas no extrato, ou até mesmo devido a estas substancias ndo identificadas;

A quantificacdo das substancias identificadas no extrato mostrou que o extrato encontra-se em
processo de degradacdo uma vez que foi observado reducdo do teor das substancias
identificadas em relagdo ao estudo anterior realizado por Perez (2012). Ainda assim, a
substancia galato de etila foi identificada como a de maior teor no extrato;

O ensaio de combinacdo através do método Checkerboard entre as substancias identificadas
confirmou a importancia dos componentes minoritarios para a atividade contra as espécies
Candida sp., principalmente para a espécie C. albicans j& que nem a combinacdo das
substancias identificadas entre si foi capaz de ser efetiva contra esta especie;

Apesar de o extrato incorporado na ME ter apresentado um mesmo valor de CIM na
determinacdo da atividade antifungica, este foi capaz de apresentar um efeito fungicida na
mesma concentracdo apresentada, enquanto que o extrato livre mostrou um efeito
fungiostatico nesta mesma concentracao;

Os ensaios in vitro de citotoxicidade mostraram que 0 extrato ndo se apresenta citotoxico para

as linhagens VERO e MRCS5, apresentando-se ainda mais seletivo para as células de interesse
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principalmente apds a incorporacdo (linhagem VERO). O mesmo ndo foi observado para a
linhagem HaCaT, na qual o extrato além de apresentar-se citotoxico, mostrou-se menos
seletivo para as células de interesse ap0s a incorporacao;

O ensaio de citotoxicidade utilizando o modelo alternativo de Artemia salina L. mostrou
resultados bastante promissores para o extrato livre e incorporado ao garantir 100% da
viabilidade dos nauplios mesmo quando expostos a maior concentragdo. Tal viabilidade foi
um pouco reduzida quando os mesmos foram tratados com o padrdo de &cido galico. Para o
padrdo de galato de metila, o grau de toxicidade foi aumentado e, ainda mais para o galato de
etila, quando utilizados na maior concentragéo;

No ensaio in vivo de CVV, os animais tratados com o extrato incorporado nas MEs A e B
foram curados mais rapidamente em relacdo os tratados apenas com o extrato livre e com o
controle positivo (anfotericina B), sendo que adicdo do Poloxamer® 407 na ME B na
concentracdo utilizada (0,5 %) néo apresentou diferenca significativa na reducdo da carga
fangica dos animais em relagdo aos tratados com a ME sem poloxamer (ME A). Além disso,
0s animais tratados com o extrato incorporado nas MEs A e B foram os Unicos que
permaneceram curados até o final do periodo de recidiva;

O extrato livre apresentou forte atividade in vitro contra os isolados clinicos de C. albicans e
C. glabrata, mesmo contra aquelas consideradas resistentes aos fa&rmacos mais comumente
utilizados no tratamento, como fluconazol, anfotericina B e caspofungina;

O ensaio de combinacdo entre o extrato e os farmacos convencionalmente utilizados mostrou
acao sinérgica quando o extrato foi combinado com anfotericina e fluconazol para C. albicans
e com fluconazol para C. glabrata. Além disso, o efeito singérgico também foi observado
quando o padréo de galato de etila foi combinado com anfotericina para C. glabrata;

O extrato livre foi capaz de inibir a formacdo de biofilme de C. albicans na mesma
concentracdo utilizada para as células planctonicas, porém necessitou de uma maior
concentracdo para inibir o biofilme de C. glabrata. Em contrapartida, o extrato nao foi efetivo
em biofilmes pré-formados das duas espécies de Candida sp.;

O ensaio de desenvolvimento de resisténcia mostrou que em contraste ao fluconazol, no qual
foi observado desenvolvimento de resisténcia durante a exposicdo, as cepas ndo se tornaram
resistentes ap0s serem expostas ao extrato livre ao manterem seus valores de CIM do inicio ao

fim do experimento;
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v" Além de apresentar atividade antifingica contra as espécies de Candida sp, o extrato livre
também mostrou-se promissor contra as cepas de C. neoformans (WSA e R4247) e C. gattii
R265 ao apresentar valores de CIM significativos;

v Ao contréario do ocorrido para as leveduras, o extrato ndo demonstrou atividade para fungos
filamentosos, exceto para Rhizopus arrhizus, confirmando sua maior seletividade para as

leveduras, principalmente para as espécies de Candida sp.

De uma maneira geral, pode-se concluir que o extrato das folhas de A urundeuva
apresenta-se extremamente promissor como uma fonte alternativa de tratamento para a
candidiase uma vez que necessita de concentragdes extremamente baixas para ser efetivo
contras as cepas de Candida sp, incluindo até mesmo isolados clinicos resistentes aos
farmacos convencionais, além de mostrar-se seletivo para as células de interesse, 0 que

poderia apresentar reducdo significativa dos efeitos colaterais.
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