RESSALVA

Atendendo solicitacdo da autora, o texto
completo desta Tese sera disponibilizado
somente a partir de 25/01/2020.



A
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

WA
u nesp ¥ «40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara, UNESP

Programa de P6s-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas

BRUNA VIDAL BONIFACIO

Prospeccado quimico-biolédgica de extratos hidroetanolicos das folhas de

Astronium urundeuva na investigacao do potencial antifungico

ARARAQUARA - SP
2018



BRUNA VIDAL BONIFACIO

Prospeccéo quimico-biologica de extratos hidroetandlicos das folhas de

Astronium urundeuva na investigacao do potencial antifungico

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas, Area de Microbiologia, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, como
parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do Titulo

de Doutora em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Tais Maria Bauab

ARARAQUARA - SP
2018



Ficha Catalogrifica
Elabarada Por Diretoria Técnica de Biblioteca & Documentasbo
Faculdade de Cidncias Farmacduticas

UMESP - Campus de Araraquara

BF15p

Bonifacio, Bruna Widal

Prospeccdo quimico-biokdgica de extratos hidroetandlicos das folhas de Astronium wundeuva
na investigagio do potencial antifiingico f Bruna Vidal Bonifacio. - Araraquara, 2018.

1321, : Il

Tese [Doutbrado) — Universidade Estadual Paulista. *ilio de Mesquita Filho®.
Faculdade de Ciéncias Farmaciuticas. Programa de Pds Graduagao em Ciénclas Farmacéuticas,
Area de Pesguisa e Desenvolvimento de Farmacos e Medicarmentos (Microbiologia).

Orientadora: Tais Maria Bauab.
1. Astromium urundeuwa (Allermaa) Engl. 2. Fitoguimica. 3. Atividade antifingica. 4. Candida sp.

5. Candidiase vulvovaginal. 6. Biofilme. 7. Checkerboard. B. Experimento de passagem seriada.
9. Artermia salina L. 1. Bauab, Tals Maria, orient. I1. Titwlo.

Ficha catalografica elaborada por Maria Irani Coito CRE-5/4.440
CAPES: 40300005




DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais Sandra e Sidinet...

“Ndo acredito que serei capaz de agradecer por tudo que seria
necessdrio...  Simplesmente decidi  direcionar ~meu  primeiro
OBRIGADO a vocés por simplesmente serem meus pais. Afinal, ndo
estaria aqui se ndo fosse pelo desejo, pelos planos e por todo o
esforco que tiveram para que eu estivesse aqui! Meu sonho??? Poder
algum dia retribuir pelo menos um pouco do que vocés fizeram e
fazem até hoje por mim... Amo wvocés!” ... Essas foram minhas
palavras na dedicatéria da minha dissertagdo de mestrado... E hoje,
depois de 4 anos, escrevendo a dedicatéria da tese de doutorado,
vocés continuam sendo minha razdo de estar aqui, me esforcando
para fazer o meu melhor sempre, pois peco a Deus e ainda tenho fé
que irei realizar meu sonho de poder dar TUDO o que vocés merecem
em agradecimento a tudo que fizeram e ainda fazem por mim...
Obrigada por me ensinarem cada dia a ser um ser humano melhor...

Amo voceés!

Bruna Vidal Bonifacio




AGRADECIMENTOS

Meu muito obrigado...

A Deus e Nossa Senhora /flpareciara por sempre me proteger, guiar e
iluminar meu caminho nesta caminhada, pois seu que de joelhos sou muito mais
forte e posso ir além...

Aos meus pais, Sandra e Sidinei, que sempre acreditaram na minha
capacidade e me incentivaram a estar aqui desde o principio;

A Profa. Dra. Tais Maria Bauab, minha orientadora... Serei eternamente
grata por acreditar em mim desde o dia em que fui me apresentar. Obrigada por
ter me recebido em seu laboratério com tanto carinho e sempre disposta a nos
ensinar com essa dedicagdo inigualdvel. Agradeco também por toda protecdo que
vocé sempre teve conosco, cuidando de todos os alunos com tanto amor e carinho
como se fossem filhos. Obrigada pela oportunidade concedida que me levarei para
o resto de minha vida;

A minha co-orientadora Profa. Dra. Janaina Sardi por todo carinho e
aprendizado. Agradeco muito por ter feito parte deste trabalho e por ter confiado
em mim e me indicado para realizar o sanduiche com o Dr. Lopez. Se ndo fosse
vocé jamais iria ter tido essa oportunidade que foi tdo importante em minha vida.
Obrigada pelos conselhos e por estar sempre disposta a me ajudar;

Ao Prof. Dr. José Luis Lopez-Ribot por ter me aceitado em seu laboratirio
e com tanto amot, dedica¢do e paciéncia ter me proporcionado esse periodo que
considero essencial em minha vida. Tdo quanto o crescimento profissional, esta
oportunidade me fez crescer pessoalmente e serei eternamente grata a cada gesto
seu para que eu pudesse me sentir em casa mesmo estando tdo longe da minha
familia e amigos. Obrigada por ser esse ser humano incrivel que cativa a todos;

Ao Prof. André Gonzaga dos Santos pela grande parceria juntos. Vocé foi
essencial para a realizacdo deste trabalho. Agradeco pelo carinho e paciéncia que
sempre teve para poder me ensinar assuntos que jamais havia aprendido na drea.
Obrigada por me aconselhar para que tudo pudesse sair da melhor forma possivel
e também pode ter me recebido tdo bem em seu laboratorio.

Bruna Vidal Bonifacio




AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Marlus Chorilli, pela colaboragdo nos ensaios
nanotecnoldgicos, parceria, amizade, incentivos, oportunidades oferecidas;

Ao Prof. Dr. Wagner Vilegas e ao aluno Leonardo Perez de Souza por
fornecer os extratos de Astronium sp, pela amizade e por estarem sempre
dispostos a me ajudar com todas as informagdes necessdrias para a realizacdo
deste trabalho;

A Profa. Dra. Cdssia Regina Primila Cardoso da Universidade Federal do
Mato Grosso (UFMT) pela atengdo e disposicdo concedida em relacdo ao
processo de documentagdo de registro genético dos extratos de Astronium sp;

Ao Prof. Dr. Jorge Tamashiro pela coleta e identificacdo de Astronium
urundeuva;

Aos professores doutores Daniel Rinaldo (UNESP Bauru) e Flivia
Rezende (Universidade de Araraquara — UNIARA) pela amizade e por terem
feito parte da minha banca de exame de qualificacio de doutorado, cujas
contribuices foram essenciais para que este trabalho pudesse ser finalizado;

Aos professores doutores, Elfriede Marianne Bacchi (Universidade de Sio
Paulo — USP), Margarete Gotardo de Almeida (Faculdade de Medicina de Sdo
José do Rio Preto — FAMERP), Ana Helena Janudrio (Universidade de Franca
— UNIFRAN) e Flavia Rezende (Universidade de Araraquara — UNIARA) por
aceitarem participar da minha banca de defesa de doutorado... Tenho certeza que
as contribuicdes serdo extremamente valiosas;

Ao Prof. Dr. Fernando Rogério Pavan e a pos doutoranda Isabel Silva
pela parceria nos ensaios de citotoxicidade. Agradeco também pela amizade e
também por estarem sempre disponiveis a contribuir com nossos projetos;

A Profa. Dra. Lourdes C. dos Santos do laboratério de Fitoquimica por
sempre me teceber com carinho em seu laboratério e permitir a realizacdo de

diversas andlises que foram de extrema importdncia para este projeto;

A Coordenadora da Pés-graduagdo e amiga Profa. Dra. Rosemeire Cristina
Linhari Rodrigues Pietro pela amizade e incentivos;

Bruna Vidal Bonifacio




AGRADECIMENTOS

A secretdria do Departamento de Ciéncias Biologicas, Margarete Rossi
pela disposicdo e atengdo;

As técnicas do laboratirio de Microbiologia Néia, Débora e Silvia por todo
apoio técnico e por sempre estarem dispostas a ajudar e dividir conosco seus anos
de experiéncia no laboratdrio;

Aos meus amigos do laboratério de Fisiologia de Microrganismos meu
agradecimento especial a Luciani Toledo, Felipe Hildrio, Matheus Ramos e
Anderson Noronha pelo companheirismo e amizade. Agradeco por fazerem meus
dias mais felizes e por estarem sempre ao meu lado em todos os momentos. Vocés
sdo os melhores companheiros que qualquer pessoa poderia ter... Amo vocés!
Agradeco também as alunas de Iniciagdo Cientifica, Laura Caminitti, Veridiana
Gomes e Jéssica Degrandi por estarem sempre dispostas a nos ajudar e aprender...

Um agradecimento mais que especial a minha amiga Patricia Bento, que
tem todo o meu respeito, carinho e admiracdo. A considero muito mais que uma
amiga que faz o impossivel para me ver bem tanto profissionalmente quanto
pessoalmente. Agradeco por toda ajuda proporcionada em todos os sentidos e por
estar sempre ao meu lado pro que der e vier. Ndo consequiria expressar com
palavras o tamanho do meu carinho e gratiddo, amiga!

Aos amigos do laboratério de Farmacognosia Flivio Carvalho, Luiza
Mota, Fernando Oda, Célia Martin e Caio Perego por estarem sempre dispostos a
me ajudar no que fosse preciso. Obrigada também pela amizade e pelos momentos
divertidos que passamos juntos;

Aos amigos do laboratério Candida’s lab da UISA (Estados Unidos)
Taissa Vila, Semanti Sarkar, Gina Wall, Daniel Montelongo e Jesus Romo que
me acolheram da melhor forma possivel e tornaram esse momento mais que
especial em minha vida. Agradeco por todos os ensinamentos, paciéncia e
dedicagdo e principalmente pela amizade;

A minha amiga Katia Wilson que foi a melhor professora de inglés que eu
poderia ter em San _Antonio, TX durante a realiza¢do do doutorado sanduiche;

Bruna Vidal Bonifacio




AGRADECIMENTOS

A minha amiga Laryssa Dietrich que em tdo pouco tempo se tornou mais
que especial em minha vida sempre me motivando a ser uma pessoa melhor em
todos os sentidos e que mesmo longe, estd sempre disposta a me ajudar,
aconselhar e incentivar;

Aos amigos do laboratorio de Micobacteriologia: Isabel Silva, Débora
Leite e Camila Maringolo pela amizade e companheirismo;

As amigas Célia Casado, Laize Juvenal e Gabi Romdo, minhas
companheiras de casa, agradeco simplesmente pelo nosso convivio, sempre me
proporcionando dias de muita alegria e me aconselhando em tudo que precisei;

Ao amigo Henrique Mesquita que esteve disposto a me ajudar em tudo o
que precisasse sempre com a maior boa vontade e educa¢do que uma pessoa
poderia ter;

As funciondrias da Secdo de Pos-graduacdo da Faculdade de (Ciéncias
Farmacéuticas, Cldudia Molina, Daniela Tita, Aniele Vilella, Christiane Calife
pela atengdo, cordialidade e amizade;

A Irani e demais funciondrias da ®Biblioteca da F(CFar, por toda
prestatividade e correcdo das referéncias deste trabalho;

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP):
- bolsas de doutorado no pais (Processo 2013/25121-5) e exterior BEPE
(2015/19011-8);
- aos projetos regulares processos nimero 2013/25432-0 e 2016/08559-5;
- projetos temdticos Biota processos niimero 02/05503-6 e 2009/52237-9;

A The University of Texas at San Antonio (UTSA) pela realizacdo do
doutorado sanduiche;

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNES®P, Araraquara.

Bruna Vidal Bonifacio




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
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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).
26



REVISAO DA LITERATURA

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).

31



REVISAO DA LITERATURA

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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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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