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RESUMO

InfecgBes fungicas causadas por leveduras oportunistas de Candida ndo —
albicans (CNA) tém aumentado drasticamente nas ultimas décadas, podendo
estar relacionadas com o elevado numero de pacientes imunocomprometidos,
mais susceptiveis a essas infecgcbes. CNA possuem maior resisténcia aos
antifangicos tradicionais como o fluconazol (FLZ), farmaco de escolha para o
tratamento de infeccbes por Candida spp. A resisténcia antifingica conduz a
falhas na terapia clinica podendo levar ao aumento das taxas de morbidade e
mortalidade. Associacdes entre fArmacos e substancias naturais pode ser uma
alternativa vidvel para superar a resisténcia antifungica em CNA. Acca
sellowiana (O.Berg) Burret, € uma goiabeira pertencente a familia Myrtaceae,
possuindo diversas atividades biol6gicas comprovadas. Assim, o0 objetivo deste
estudo foi determinar a atividade antifingica de fracBes ativas obtidas a partir
do extrato aquoso liofilizado de folhas de A. sellowiana frente a isolados
resistentes de CNA. Como resultado, isolados de Candida glabrata foram os
mais susceptiveis as fracdes ativas quando comparados aos demais isolados.
As fracbes ativas F1, F2 e F3 apresentaram melhor atividade antifungica
comparadas as demais, sendo a fracdo ativa F2, a mais eficaz. Foi
demonstrado efeito sinérgico em 80% dos isolados de C. glabrata entre a
combinacdo de FLZ e a fracdo ativa F2. Na determinacdo de compostos
fendlicos foi identificada a presenca de catequina nas fracdes ativas. A analise
dos espectros no UV dos demais picos cromatograficos encontrados nessas
fracbes indica a presenca de flavonoides e compostos fendlicos,
correlacionando a possivel atividade antifangica dessas fracbes com a
combinacdo dessas substancias. O ensaio do sorbitol indicou que a acao da
fracdo ativa F2 ocorre na parede celular das leveduras, corroborando com o
dano estrutural observado através de microscopia eletrbnica de varredura
(MEV).

1Dissertaqéo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia do
Ambiente, Instituto de Ciéncias Basicas da Salde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (108 p.) Fevereiro, 2015.
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ABSTRACT

Fungal infections caused by opportunistic yeast non - albicans Candida (NAC)
have dramatically increased in recent decades and could be related to the high
number of immunocompromised patients. NAC have greater resistance to
traditional antifungal agents such as fluconazole (FLZ), the drug of choice for
the treatment of infections caused by Candida spp. The antifungal resistance
leads to failures in clinical therapy and may cause an increase in morbidity and
mortality rates. Associations between drugs and natural substances can be a
feasible alternative to overcome antifungal resistance in NAC. Acca sellowiana
(O.Berg) Burret is a guava tree belonging to the Myrtaceae and has several
proven biological activities. Thus, the aim of this study was to evaluate the
antifungal activity of fractions obtained from the freeze-dried aqueous extract of
leaves of A. sellowiana against resistant isolates of NAC. As a result, Candida
glabrata isolates were the most susceptible to active fractions when compared
to the others isolates. The F1, F2 and F3 active fractions showed the better
antifungal activity and the F2 active fraction was the most effective. Synergistic
effect of FLZ with F2 active fraction was demonstrated in 80% of C. glabrata
isolates. The UV spectra analysis of the chromatographic peaks found in these
other fractions indicate the presence of flavonoids and phenolic compounds,
correlating the antifungal activity of these fractions with the combination of these
substances. The sorbitol test indicates that the action of F2 active fraction
possibly occurs in the cell wall of yeasts, confirming structural damage
observed by scanning electron microscopy (SEM).

'Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (108 p.)
February, 2015.
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas vém emergindo processos infecciosos
causados por micro-organismos que antes eram considerados saproéfitos ou
apenas constituintes da microbiota residente do homem e dos animais. Essa
incidéncia tem se tornado um problema de salde publica global, obrigando as
autoridades da area da saude a alterarem suas estratégias terapéuticas,
principalmente nas infeccdes fungicas sistémicas. Como exemplos desses
micro-organismos estdo as leveduras do género Candida, com énfase nas
espécies de Candida ndo - albicans (CNA). Essas leveduras, também sao
conhecidas como leveduras emergentes oportunistas, visto que, na sua maioria
faz parte da microbiota normal da pele e mucosas de humanos. Essas
leveduras ganharam importancia clinica nos ultimos anos principalmente pela
sua crescente incidéncia nos casos de candidiases e candidemias. Individuos
imunocomprometidos € o principal alvo dessas infeccdes, devido ao
oportunismo desses patdogenos na depressdo do sistema imune ou quando na
presenca de doencas cronicas relacionadas. Dessa forma, pacientes
imunocomprometidos como HIV-positivos, pacientes transplantados, diabéticos
e idosos, sdo mais propensos a desenvolverem essas infeccoes.

Uma das maiores preocupacdes envolvidas com as CNA, é o fato de
possuirem maior resisténcia aos agentes antifungicas existentes comparadas a
Candida albicans. Tal fato conduz a uma maior dificuldade de estabelecer um
tratamento correto nas infecgbes causadas por essas leveduras, aumentando
as taxas de morbidade e mortalidade principalmente em individuos

imunodeprimidos. O uso indiscriminado pela populacdo desses farmacos



antifangicos como tratamento profilatico ou por longos periodos de tempo
acarretam em falhas no tratamento clinico. Consequentemente, iSso propicia a
selecdo de isolados de CNA resistentes a certos antifingicos como o
fluconazol, farmaco de escolha no tratamento dessas infec¢des leveduriformes
oportunistas. Além de resisténcia antifangica, longos tratamento com
antifingicos acarretam em altos custos para os pacientes e diversos efeitos
adversos, como a sobrecarga renal e hepatopatias diversas. Dentro desse
contexto, pesquisadores do mundo inteiro prospectam novas substancias que
apresentem eficacia, seguranca e, que consigam burlar a resisténcia
encontrada em leveduras emergentes de Candida.

Considerando o cenario exposto e a necessidade imediata de uma
alternativa resolutiva, varias estratégias de tratamento tém sido realizadas
visando superar essa resisténcia antifingica e promover um tratamento seguro
ao paciente. Como exemplo, associacfes de antimicoticos com mecanismos de
acao distintos, ou antifingico associado a substancias ndo antifungicas estao
sendo constantemente utilizadas na pratica clinica. Além de superar a
resisténcia, esse manejo terapéutico aumenta a eficacia do tratamento e ao
mesmo tempo diminui a dose administrada de cada farmaco, reduzindo seus
efeitos adversos e a chance da tolerancia farmacologica.

Outra emergente alternativa para o tratamento dessas infeccdes
causadas por CNA é o uso de biomoléculas empregadas isoladamente ou
combinadas com antifungicos sintéticos. Diversos estudos tém comprovado a
eficacia do uso de extratos vegetais e de Oleos essenciais, contra essas

leveduras, inclusive em isolados multirresistentes. Em seu estudo, Barros et al.



(2013), verificaram que o extrato de Hypericum carinatum inibiu o crescimento
de todas as leveduras de Candida n&o - albicans testadas, sendo esse efeito
fungicida em 70% dos casos. No estudo de Pippi et al. (2015), o extrato aquoso
de propolis vermelha, demonstrou atividade antifingica contra isolados de C.
glabrata e C. parapsilosis, além de apresentar efeito sinérgico contra essas
leveduras quando combinado ao fluconazol. Segundo Martins et al. (2015), o
extrato hidrometandlico de Eucalyptus globulus (Myrtaceae) apresentou
atividade antifungica contra dezessete isolados de Candida, entre eles, C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, sendo que os isolados de C. glabrata
foram os mais susceptiveis a esse extrato, comparados aos demais.

Pertencente a familia Myrtaceae, a Acca sellowiana (O.Berg) Burret,
também conhecida por Feijoa sellowiana ou goiabeira-serrana, € uma arvore
frutifera que possui frutos semelhantes a goiabas, 0s quais sdo consumidos em
diversos Paises. No Brasil, é encontrada principalmente em éareas de clima
subtropical, como o Rio Grande do Sul. A. sellowiana apresenta diversas
propriedades biolégicas estabelecidas em estudos in vitro, tais como atividade
antifingica, antibacteriana, antioxidante, antiviral, antitumoral e anti-inflamatéria
presentes em extratos de seus frutos e folhas.

Estudos preliminares realizados por pesquisadores da UFCSPA
relataram a presenca de atividade antibacteriana no extrato aquoso das folhas
de A. sellowiana. Diante de tal fato, surgiu o questionamento de fracionar este
extrato e, observar a presenca de possivel atividade antifungica nessas
fracOes. Aléem do que, a escolha do extrato aquoso liofilizado das folhas de A.

sellowiana para realizacdo da pesquisa, foi baseada no fato de que estudos



cientificos envolvendo as fracdes obtidas a partir do extrato aquoso liofilizado
de suas folhas, ainda nao foram realizados.

A presenca de possivel efeito antifungico contra as leveduras de
CNA pode fazer da goiabeira-serrana um substrato promissor na busca de
substancias que sejam eficazes no tratamento de infec¢cfes fungicas causadas

por estes micro-organismos.

1.1 Objetivo geral

Tendo em vista 0 que foi exposto, o objetivo geral deste trabalho foi
determinar a atividade antifingica in vitro de fracdes ativas obtidas a partir do
extrato aquoso liofilizado de folhas de Acca sellowiana frente a isolados de

Candida ndo-albicans resistentes aos antifingicos comerciais.

1.2 Objetivos especificos

a) Obtencao das fracfes ativas a partir do extrato aquoso liofilizado
de folhas de Acca sellowiana.

b) Determinar o teor de compostos das fracdes ativas de A.
sellowiana através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
detector de fotodiodo.

c) Avaliar a atividade antifungica das fracGes obtidas a partir do
extrato aquoso liofilizado frente a isolados de C. glabrata, C. parapsilosis, C.
krusei, C. tropicalis, e C. famata.

d) Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das fragbes

ativas frente aos isolados de Candida n&ao-albicans.



e) Caracterizar o mecanismo de acao antifingico das fracbes ativas
de A. sellowiana através da investigacdo de efeitos na parede celular e
membrana celular fungica.

f) Avaliar a acdo da combinacdo sinérgica entre as fracfes ativas
de A. sellowiana associadas aos antifingicos comerciais como fluconazol e

anidulafungina.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Candida

Candida spp. sdo micro-organismos eucariontes pertencentes ao
reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Blastomycetes, Familia Cryptococcacea.
O g¢género Candida € o principal entre as leveduras patogénicas,
compreendendo aproximadamente 200 espécies (Giolo & Svidzinski, 2010). Os
membros pertencentes ao género Candida sdo biologicamente diversos e
incluem leveduras como ascomicetos (McCullough et al., 1996). Fungos do
género Candida, podem ser definidos como um grupo de leveduras
assexuadas, que, assim como varios géneros anamorficos, caracterizam-se por
possuir membrana celular tipica com bicamada lipidica (Deak, 2006). Espécies
de Candida séo leveduras comensais eucaridticas geralmente inofensivas e,
podem ser encontradas no meio ambiente, e como leveduras comensais em
humanos e animais. Nos mamiferos, as espécies de Candida sdo comumente
encontradas como parte da microbiota comensal normal, na pele e nas
superficies das mucosas do trato gastrointestinal e génito-urinario (McManus &

Coleman, 2014).



Um grupo heterogéneo de micro-organismos faz parte do género
Candida, com mais de 17 espécies diferentes, conhecidas por serem agentes
etiologicos de infeccdes em humanos. Entretanto, mais de 90% das infeccdes
causadas por estes micro-organismos sao ocasionadas por C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei, por serem as principais
espécies de leveduras de interesse clinico (Serefhanoglu et al., 2012). Além
dessas espécies, mas possuindo uma menor relevancia clinica, casos de
candidiase superficial e sistémica envolvendo estirpes de C. guilliermondii, C.
lusitaniae, C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica,
C. norvegensis e C. inconspicua, também foram descritos (Colombo et al.,
2013).

InfecgBes causadas por Candida sédo denominadas Candidiases ou
Candidoses. Essas micoses demonstram um amplo espectro de apresentacdes
clinicas e podem ser classificadas como infeccbes superficiais, cutaneas e
mucosas, e infeccdes profundas generalizadas e de alta severidade, como é o
caso da Candidiase invasiva (Sardi et al., 2013). Esse amplo espectro de
infeccbes que variam em gravidade, desde infec¢do local, podem estar
relacionadas com o excessivo crescimento de Candida da microbiota normal do
hospedeiro (Park et al., 2011).

Espécies de Candida tornam-se patdégenos quando a resisténcia do
hospedeiro a infeccéo é prejudicada, local ou sistemicamente, por fatores como
neutropenia, disfungdo de neutrofilos, rompimento de barreiras mucosas, 0S
quais séo os principais fatores de risco para infeccoes disseminadas (Miceli et

al., 2011).



Durante a patogénese de candidiase superficial, ocorrem etapas
cruciais em que a producdo de enzimas hidroliticas é fundamental, sendo
essas etapas compreendidas por adeséo fungica, colonizacdo e subsequente
penetracdo nos tecidos do hospedeiro (Ramos et al., 2014). Infeccdes
causadas por Candida variam de acordo com as taxas de incidéncia,
distribuicAo de espécies e com a susceptibilidade antifungica, que muda
constantemente (Lockhart, 2014).

Fungos do género Candida podem colonizar e infectar diversos
locais e tecidos do corpo, incluindo a corrente sanguinea, mucosas, pele, bem
como 0s principais 6rgaos internos em casos de infecao sistémica (Holub et al.,
2011). Um maior desenvolvimento de infeccbes como, candidiase mucosa e
sistémica, pode ser explicado pelo aumento do nimero de pacientes em risco e
na possibilidade destas espécies invadirem tecidos normalmente ilesos a
invasdo (Beshey et al., 2013).

Um dos principais tipos de infeccao local causada por Candida é a
Candidiase vulvovaginal, a qual € mais comum em mulheres portadoras do
virus HIV, mas, também acomete mulheres saudaveis. Entretanto, casos de
reinfeccdo e recaida clinica da doenca, se sobrepbem em individuos
imunocomprometidos (Zhang et al.,, 2014). A Candidiase vulvovaginal €
responsavel por cerca de 13 milhdes de casos de vaginite em pacientes
documentados anualmente na América do Norte. Pesquisas revelam que 75%
das mulheres sofrem um episddio de candidiase vaginal durante a idade fértil,
com a estimativa de que 5% dessas mulheres tém episddios recorrentes

(Colombo etal., 2013.)



Candidiase cutédnea € mais comumente causada por C. albicans.
Quando o equilibrio da microbiota que coloniza a pele é perturbado, pode levar
ao desenvolvimento de infecgéo clinica na pele e unhas, podendo ocorrer em
todas as idades do individuo. Porém, episodios recorrentes e cronicos de
candidiase em idosos podem ser um indicador de uma doenca subjacente,
como diabetes, cancer, deficiéncia de vitaminas ou desnutricdo (Varade &
Burkemper, 2013).

Candidiase ungueal ou onicomicose € a infeccdo fangica que se
desenvolve nas unhas dos pés e das maos podendo ser causada por
diferentes fungos, especialmente espécies de Candida (Pakshir et al., 2013).
Mundialmente, a sua incidéncia e prevaléncia variam de 2% a 13%, de acordo
com a localizacdo geogréafica, sendo que pacientes idosos e com doencas
sistémicas como diabetes, doenca vascular periférica e imunosupressao, sao
mais susceptiveis ao seu desenvolvimento (Nathan et al., 2014).

Candidiase oral é causada por C. albicans. Em um estudo,
candidiase oral foi evidente em 28,6% dos pacientes HIV-positivos. Também é
observada em pacientes com diabetes mellitus mal controlado, e pacientes que
possuem doencas sistémicas que afetam o estado imunolégico do hospedeiro
(Giannini & Shetty, 2011).

Nos casos de Candidiase esofégica, a maioria ndo compromete a
vida do paciente, porém, leva a uma alta morbidade em pacientes HIV-
positivos, especialmente em estdgios avancados (Gonzalez et al., 2008).

O impacto clinico das infec¢des fungicas tem aumentado muito nos

altimos anos, particularmente devido as leveduras do género Candida sp., as



quais tém emergido como 0s principais patdégenos oportunistas, constituindo a
quarta causa mais comum de infeccdes em unidades de terapia intensiva
(Santos et al., 2011). C. albicans ainda € a espécie mais encontrada na a
maioria dos casos de candidiases e candidemias, entretanto, a incidéncia de
infeccbes causadas por Candida n&o - albicans tem aumentado
progressivamente nos ultimos anos (Serefhanoglu et al., 2012).

2.2 Leveduras emergentes: Candida - ndo - albicans

C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei sao as principais
espécies de CNA de interesse clinico (Chahoud et al., 2013). Mesmo ja
estabelecido o reconhecimento dessas leveduras oportunistas emergentes,
pouco € conhecido sobre suas caracteristicas epidemioldgicas, além do que,
apresentam perfil de susceptibilidade variavel aos farmacos antifingicos, sendo
mais dificil determinar o tratamento ideal contra esses micro-organismos
(Miceli, 2011). Com isso, a relevancia das infec¢des causadas por Candida
nado-albicans esta baseada no fato de que estas espécies possuem resisténcia
mais elevada aos antifuUngicos tradicionais, podendo levar ao fracasso do
tratamento clinico e, a maiores taxas de morbidade e mortalidade
(Serefhanoglu et al., 2012).

A ativacao do sistema imunitario € uma etapa importante na defesa
do hospedeiro contra as infeccbes fangicas. Durante as fases iniciais de
infeccdo, mediadores pré-inflamatdrios estimulam o recrutamento de células de
defesa, como neutréfilos e mondcitos, combatendo o agente infeccioso. De

maneira oposta, no entanto, exacerbada resposta inflamatéria, pode causar
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danos aos tecidos e, aumentar a susceptibilidade aos patdégenos oportunistas
(Barros et al., 2013).

A prevaléncia das espécies de CNA varia conforme localizacdo
geografica. C. tropicalis é a espécie mais prevalente na América Latina,
enquanto que nos Estados Unidos (EUA) existe uma maior incidéncia de C.
glabrata (Morii et al., 2014).

Seguida da C. albicans, C. glabrata é responsavel por cerca de 20%
de todas as infecgbes por Candida, com sua incidéncia aumentando ano apos
ano principalmente em individuos inumocomprometidos. Visto que, em
individuos saudaveis, seu desenvolvimento € limitado, devido a acdo do
sistema imune inato destes individuos (Roetzer et al., 2011). A prevaléncia de
casos de Candidiases orais causadas por CNA no Brasil vém crescendo. As
causas para seu desenvolvimento sdo complexas, envolvendo fatores locais,
como higiene oral do individuo e, a associacdo destes com doencas
sistémicas, como diabetes. Sanita et al. (2013), demonstraram que 93,3% de
isolados de C. glabrata eram resistentes aos antifingicos azdlicos.

Em casos de Candidiase vulvovaginal, isolados de CNA tém sido
relatados frequentemente. No Brasil, em mulheres HIV-positivas foram
identificadas espécies de C. glabrata, C. parapsilosis e C. dubliniensis; ja em
mulheres saudaveis, as Unicas espécies encontradas foram C. albicans e C.
parapsilosis (Oliveira et al., 2011).

Recentemente, dados de hospitais privados que realizam um
grande numero de transplantes de 6rgaos, onde a prética de profilaxia com

fluconazol em pacientes de alto risco parece ser mais comum, indicam que a
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prevaléncia de C. glabrata entre os agentes causadores de fungemia, atinge
mais de 10% dos casos (Colombo et al., 2013). No Brasil, por Guimaraes et al.,
(2012), encontraram que as CNA sdo responsaveis por 61% dos relatos de
candidemias, sendo a Candida tropicalis a espécie mais frequente (24%) dos
casos, e a mais comum em idosos. Candida parapsilosis foi mais encontrada
em pacientes jovens (21%) e Candida glabrata, responsavel por apenas 7%
dos casos. De acordo com The Brasilian Network Candidemia Study, na ultima
década, no Brasil, C. albicans foi responséavel por 40,9% dos casos, seguido de
C. tropicalis (20,9%), C. parapsilosis (20,5%) e C. glabrata (4,9%) (Sardi et al.,
2013).

O aumento de infeccBes como candidiase mucocutanea e sistémica,
pode ser explicado por um elevado numero de pacientes em risco, e pela
possibilidade destas leveduras invadirem tecidos ilesos (Beshey et al., 2013).
Alguns fatores foram relacionados a casos de candidemia por espécies de C.
ndo - albicans, entre eles o contato prévio com os farmacos antifungicos,
pacientes do sexo feminino e 0 uso nutricdo parenteral (Papadimitriou-Olivgeris
et al., 2014).

As infeccBes fangicas invasivas associam-se a altas taxas de
mortalidade e morbidade quando, por exemplo, carecem de um diagndstico
precoce, que resulta no atraso do tratamento adequado (Peméan & Salavert,
2013).

O insucesso do tratamento clinico antifungico pode estar ligado a
fatores relacionados ao hospedeiro (estado imunitario, sitio da infecgéo),

fatores relacionados com o antifungico (dosagem, farmacocinética, interacdes



12

do farmaco com o hospedeiro), e, finalmente, os fatores relacionados ao fungo
patogénico (tamanho do indculo, capacidade de produzir biofilme e resisténcia)
(Dannaoui, 2013).

Casos de Candidemia devido a Candida glabrata, estdo se tornando
cada vez mais comuns e os isolados de C. glabrata cada vez mais resistentes
aos agentes antifungicos azolicos e equinocandinas (Chander, 2013). Grande
parte dos isolados de C. grabrata possui menor susceptibilidade aos agentes
antifingicos azdlicos (Nakayama et al., 2011). Candida parapsilosis é
conhecida como uma das principais causas de candidemias, principalmente
entre recém-nascidos e pacientes imunodeprimidos, estando associada a
infeccbes desenvolvidas por dispositivos intravenosos e nutricdo parenteral.
Esses pacientes sdo considerados de alto risco para doencas invasivas,
provavelmente devido a capacidade de C. parapsilosis de formar biofilmes na
superficie de dispositivos de longa permanéncia e materiais protéticos (Toro et
al., 2011). Candida krusei, a qual é responsavel de 1 - 5% de candidemias e é
intrinsecamente resistente ao fluconazol, tem sido relatada principalmente em
pacientes com cancer e, em particular, em pacientes que receberam terapia

profilatica com antifangicos (Schuster et al., 2013).

2.3 Terapia antifUngica para o tratamento de candidiases e
candidemias

Apesar da intensa pesquisa para 0 desenvolvimento de novas
estratégias de tratamento, existem somente alguns antifUngicos disponiveis

para tratar infeccbes causadas por Candida spp. (Vandeputte et al., 2012).
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Farmacos azolicos como o fluconazol, e farmacos poliénos como anfotericina
B, s@o os agentes antifiungicos mais comuns utilizados na pratica clinica para o
tratamento das candidiases (Barros et al.,, 2013). Entretanto, para casos de
infeccbes mais graves e dificeis de serem tratadas existem antifingicos mais
eficazes, que incluem a classe das equinocandinas, composta por
caspofungina, micafungina, anidulafungina e, os mais novos triazéis de ultima
geracao, voriconazol e posaconazol (Park et al., 2011).

Antifungicos azélicos sdo divididos em imidazodlicos e triazdlicos.
Ambos possuem uma estrutura formada por um anel contendo cinco atomos,
sendo que os imidazélicos possuem dois atomos de nitrogénio e, os triazélicos
trés atomos de nitrogénio em sua estrutura, 0S quais sdo responsaveis pela
atividade farmacolégica destes farmacos (Sahu et al., 2013). O mecanismo de
acao de farmacos azois se da na membrana celular dos fungos, inibindo a
enzima lanosterol 14-a-desmetilase, dependente do citocromo P-450. Como
consequéncia, ocorre inibicdo da biossintese do ergosterol presente na
membrana da célula fungica. Dessa forma, ocorre um acumulo de esterdis
metilados que séo toxicos para o micro-organimo além de deplecdo nos niveis
de ergosterol, inibindo o crescimento das células (DiDomenico et al., 1999).
Esse mecanismo estd relacionado a ligacdo da base nitrogenada do anel
azolico ao ferro contido no grupamento heme, do substrato do citocromo P450
(Shalini et al., 2011). Os principais antifiungicos poliénicos envolvidos no
tratamento de infec¢des por Candida incluem a anfotericina B e a nistatina.

Polienos (anfotericina B e nistatina) sdo antifUngicos macrociclicos

produzidos pela bactéria Streptomyces que possuem em sua molécula
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estruturas hidrofilicas e lipofilicas (Brautaset et al., 2008). Seu mecanismo de
acao ocorre na membrana da célula fingica através de sua complexacdo com
0 ergosterol presente nessa membrana, promovendo 0 aumento na
permeabilidade celular com a formacgéo de canais transmembranares por onde
ocorre 0 extravasamento do conteudo celular, levando a morte do micro-
organismo (Butani et al., 2014). A anfotericina B - desoxilato (AmBD) é
insolivel em agua, devendo ser administrada de forma intravenosa (Tiphine et
al., 1999).

Alilaminas s@o agentes antifungicos utilizados para o tratamento de
infeccbes superficiais causadas por Candida spp. Seu mecanismo de acao,
semelhante aos azéis, age na biossintese de ergosterol, entretanto, inibem a
enzima esqualeno-oxidase, acarretando em acumulo intracelular de esqualeno,
toxico para as células, levando a morte dos micro-organismos (Gimeno-Carpio,
2006).

As equinocandinas séo lipopeptideos semissintéticos sollveis em
agua gue possuem um novo mecanismo de acao antifingico. Ao contrario dos
polienos ou azodis, que atuam sobre a membrana celular fungica, as
equinocandinas agem na parede da célula fungica, sendo menos toxicas para
0os humanos pelo fato de os mamiferos ndo possuirem parede celular em suas
células (Proia, 2006). Essas moléculas agem inibindo a (1,3) B-D-glucana-
sintase, enzima responsavel pela sintese de f-glicano, um importante
componente da parede celular de diversos fungos, tais como Candida spp.,

ocorrendo, dessa forma, o rompimento da parede celular dos fungos,
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resultando em instabilidade osmdética e morte celular (Petrikkos & Skiada et al.,

2007).

2.3.1 Terapia para candidiase superficial e cutanea

O tratamento para candidiases superficiais e cutaneas envolve
antifingicos tépicos como nistatina e, orais, como o0s imidazolicos. A nistatina
possui amplo espectro de acdo e baixa solubilidade em agua, porém, sua
administracdo é somente tépica, sendo utilizada para candidiase local ou
superficial, podendo ser encontrada na forma de cremes, géis e pomadas
(Muzyka & Epifanio, 2013). Sua administracdo oral ndo é recomentada por
possuir alta toxicidade quando administrada de forma sistémica e, baixa
biodisponibilidade (Semis et al., 2011).

Farmacos imidazolicos, conhecidos como clotrimazol, econazol,
cetoconazol e miconazol, apresentam baixa polaridade e pouca
biodisponibilidade oral devido ao seu metabolismo de primeira passagem,
sendo pouco absorvidos sistemicamente e, com isso, usados somente como
tratamento tépico para candidiases superficiais (Bhatnagar et al., 2011).

A terbinafina é a principal alilamina indicada para o tratamento de
infeccbes superficiais causadas por leveduras do género Candida. Quando

administrada por via tépica, é segura e bem tolerada (Gimeno-Carpio, 2006).

2.3.2 Terapia para candidiase mucocutanea

A nistatina € o agente mais utilizado para o tratamento inicial de

Candidiase orofaringea. Apds, havendo necessidade, sdo utilizados
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antifangicos sistémicos como anfotericina B e fluconazol (Epsteint, 2003).
Dessa forma, o fluconazol € o tratamento de escolha para casos recorrentes de
candidiase orofaringea que respondam mal aos tratamentos topicos (Ferreiros
et al., 2012).

Em 1994, o fluconazol foi aprovado para ser utilizado como Unica
dose para administracdo oral para o tratamento de Candidiase vaginal,
orofaringea, esofagica, e peritonites, em pacientes n&o-neutropénicos e
neutropénicos. Com isso, foi considerado o farmaco padrdo ouro para
combater essas infeccfes (Kathiravan et al.,, 2012). Em casos de esofagite
causada por Candida spp., uma taxa de cura de 70 - 90% e excelente
tolerancia, sdo demonstradas pelo fluconazol. Entretanto, a presenca de
isolados resistentes requer o uso de alternativas terapéuticas para essa
infeccdo (Gonzalez et al., 2008).

O tratamento atual para Candidiase vulvovaginal, depende
fortemente de triaz6is como fluconazol, itraconazol e, o novo posaconazol,
embora a resposta do paciente a esses farmacos seja lenta e com alto risco de
reinfeccdo (Zhang et al., 2014).

Infelizmente, a frequente prescricdo do fluconazol por médicos, para
a profilaxia ou tratamento de infec¢cdes causadas por Candida spp. conduziu
na selecdo de isolados resistentes. Dessa forma, o fluconazol vem se tornando

menos eficaz contra esses isolados resistentes (Vandeputte et al., 2012).
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2.3.3 Terapia para candidiase invasiva

Descoberta em 1964, a flucitosina (5 — fluorocitosina: 5-FC) € ativa
contra leveduras de importdncia clinica como Candida spp. A 5-FC é
administrada em associacdo com outros antifUngicos para o tratamento de
Candidiase invasiva em locais onde a penetracdo dos demais antifungicos seja
dificil, como os olhos ou sistema nervoso central. Sendo também indicada, para
o tratamento de infeccGes em que as leveduras sejam resistentes a primeira
linha de agentes antifangicos (Denning & Hope, 2010). Devido as
preocupacdes envolvendo resisténcia antifingica relacionada a monoterapia
com flucitosina (relatada em C. glabrata, por exemplo) e, sua toxicidade
decorrente de altas doses administradas para combater essa resisténcia, a 5-
FC vem sendo pouco utilizada no tratamento de infec¢cdes por Candida spp.
(Steier et al., 2013).

A anfotericina B era o Unico antifungico eficaz no tratamento de
infeccbes fungicas invasivas antes da descoberta dos farmacos azdlicos,
introduzidos comercialmente na década de 1990, acelerando o
desenvolvimento de novos antimicéticos. Antifungicos azdlicos atualmente sdo
os farmacos de escolha no tratamento de Candidiase invasiva. Visto que,
apresentam superioridade as demais classes de antifUngicos devido ao seu
amplo espectro de atividade, toxicidade relativa e perfis de seguranca
aceitaveis (Li et al.,, 2014). O voriconazol, triazélico de segunda geracédo, é
administrado de forma oral ou parenteral para o tratamento primario de

candidiases invasivas em pacientes ndo-neutopénicos (Groll, 2011).
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As equinocandinas podem ser uma alternativa ao tratamento com
anfotericina B ou com triazéis em candidiase invasiva. Essa classe de
antifingicos possui potente atividade fungicida contra espécies de Candida,
incluindo C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei e, até
mesmo, apresentarem uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIMgy) menor
contra C. parapsilosis e C. guilliermondii, também possuindo atividade contra
essas espécies (Gonzalez et al., 2008).

Por possuirem baixa biodisponibilidade oral, as equinocandinas
devem ser administradas por via intravenosa (Sganga et al., 2012). Como
exemplo de equinocandina, a anidulafungina (AND) € um antifingico de amplo
espectro indicado para o tratamento de Candidemias e outras formas de
Candidiase invasiva em pacientes adultos ndo-neutropénicos, exibindo potente
atividade fungicida in vitro contra uma ampla variedade de espécies de

Candida, incluindo cepas resistentes ao fluconazol (Mayr et al., 2011).

2.4 Resisténcia aos antifUngicos e mecanismos de resisténcia
em Candida spp.

2.4.1 Aspectos gerais

Através de métodos de referéncia disponiveis atualmente para
realizacdo de ensaios de susceptibilidade antifungica para leveduras, como o
documento M27 - A3, padronizado pelo CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute), a deteccdo da resisténcia in vitro aos farmacos

antifangicos, € possivel (Morace et al., 2014).



19

Apesar da disponibilidade de agentes antifungicos, a incidéncia de
micoses, altas taxas de mortalidade e a complexidade do tratamento podem na
maioria das vezes serem atribuidas ao desenvolvimento de resisténcia a
terapia antifGngica, com uma maior predisposicdo especialmente em pacientes
com a imunidade comprometida, como pacientes de SIDA, idosos e
transplantados (Srinivasan et al., 2014).

Farmacos azolicos, especialmente o fluconazol, sdo amplamente
utilizados contra Candida spp. devido a sua boa tolerabilidade e
biodisponibilidade. Entretanto, o uso aumentado e indiscriminado do fluconazol
para o tratamento de infeccdes mucosas e sistémicas causadas por Candida,
resultou em selecédo de isolados resistentes. A selecdo de isolados resistentes
ocorre principalmente em pacientes com infeccfes disseminadas com risco de
morte, especialmente na presenca de doenca grave subjacente ou
imunodeficiéncia, podendo acarretar em um quadro clinico grave (Tobudic et
al., 2012). Por outro lado, a prevaléncia de isolados de Candida spp. resistentes
aos antifungicos ndo tem sido extensivamente estudada entre individuos
imunocompetentes portadores de infec¢des causadas por Candida (Lyon et al.,
2008).

Resisténcia antifungica pode ser definida em resisténcia
microbiolégica ou clinica, ou como uma mistura de ambas. A resisténcia
conhecida por microbiolégica pode ser subdividida em resisténcia primaria
(intrinseca), em que o fungo j& possui resisténcia antes mesmo da exposicao a
determinado farmaco (por exemplo, C. krusei e C. glabrata ao fluconazol), ou

resisténcia secundaria (adquirida), em que a resisténcia se desenvolve em
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resposta a exposicao ao farmaco (Rogers, 2006). A resisténcia microbioldgica
ocorre quando o crescimento do micro-organismo patogénico € inibido por uma
concentracdo do agente antifingico superior a aquela utilizada para as demais
cepas selvagens, ja a resisténcia clinica, é definida pela situacdo em que o
micro-organismo infectante € inibido por um agente antifangico em uma
concentracdo que esta associada com uma alta probabilidade de falha
terapéutica, levando a persisténcia da infec¢do no paciente (Pfaller, 2012).

As leveduras desenvolvem mecanismos para combater os efeitos
fungicidas ou fungistaticos gerados pelas classes de antifingicos, os quais
estdo baseados em trés mecanismos principais: (a) reducdo no acumulo do
farmaco no interior da célula fungica, (b) diminuicdo da afinidade do farmaco
pelo o seu sitio ativo na célula, (c) modificacbes metabdlicas para
contrabalancar o efeito do farmaco (Vandeputte et al.,, 2012). Mais que um
mecanismo de resisténcia pode estar associado em um isolado resistente, e as
alteracbes que conduzem a resisténcia podem ocorrer em sequéncia

desenvolvendo efeitos aditivos ou levar a resisténcia cruzada (Paffler, 2012).

2.4.2 Mecanismos de resisténcia das espécies de Candida aos
farmacos azois

Historicamente, a preocupacdo com a resisténcia aos azois
comegou em meados dos anos 1980 com o tratamento de Candidiase
orofaringea em pacientes HIV-positivos que utilizavam o fluconazol. Como

consequéncia, o tratamento realizado com posologia inadequada decorrente de
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uma subdosagem aliado ao fato do fluconazol ser fungistatico, contribuiu
largamente para a selecao de isolados clinicos resistentes (Noél, 2012).

Resisténcia adquirida em isolados de Candida spp. ocasionada por
antimicéticos azolicos, € um fendmeno estudado extensivamente em pacientes
portadores de SIDA com relatos de Candidiase mucocutanea recorrente.
Atualmente, com a utilizacdo de terapia antirretroviral mais efetiva, a
prevaléncia de isolados resistentes reduziu, mas continua presente,
especialmente quando o tratamento antifingico € administrado em longo prazo
nesses pacientes (Dannaoui, 2013).

Existem dois principais mecanismos moleculares de resisténcia aos
azOis em leveduras do género Candida. O primeiro mecanismo envolve a
superexpressdao do gene ERG11 e mutacbes. A enzima 14-a-desmetilase
(Ergl1lp), atua como o alvo de acdo dos azois, sendo codificada pelo gene
ERG11. Uma regulacdo positiva poderia resultar em resisténcia, enquanto
mutacBes sequénciais poderiam diminuir a afinidade entre a enzima 14-a-
desmetilase e o farmaco. O segundo mecanismo de resisténcia € a expressao
aumentada de bombas de efluxo, proteinas transmembranares presentes em
todos os organismos vivos. Possuindo fungdes importantes de desintoxicacao,
essas bombas fazem com que o farmaco ndo permaneca no interior da célula
fungica, resultando em falha da acumulacao intracelular do farmaco (Morace et
al.,, 2014). As mutagGes pontuais no gene ERG11 podem resultar em
mudancas conformacionais que afetam a afinidade do farmaco ao sitio alvo,
porém, ndo afetam a funcdo da enzima na biossintese de ergosterol. Um

aumento da expressdo de gene ERG11 contribui para a resisténcia aos
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azolicos porque o aumento da producdo de 14-a-desmetilase pode exceder a
capacidade inibidora destes antifungicos (Ribeiro & Paula, 2007).

A super-regulacdo de bombas de efluxo codificadas por genes MDR
(Multiple Drug Resistance) ou CDR (Candida Drug Resistance) tem sido
associada com a resisténcia aos azoéis em C. albicans (MDR1, CDR1 e CDR2),
em C. glabrata (Cg CDR1 e Cg CDR2), ou C. dubliniensis (Cd MDR, Cd
CDR1), a inducdo de bombas de efluxo codificadas por genes CDR tende a

afetar todos os azéis (Pffaler, 2012).

2.4.3 Mecanismos de resisténcia das espécies de Candida aos
demais farmacos antifungicos

Recentemente, tem sido relatada resisténcia nos isolados de
Candida spp. as equinocandinas. As infeccfes causadas por esses isolados
clinicamente resistentes a essa classe de antifingicos, envolvem mutacdes nos
genes FKS1 e FKS2, que codificam a sintese de B-1,3-D-glucana sintase,
enzima que atua como o alvo de acéo das equinocandinas (Pfaller et al., 2011).
Mutacdes nesses genes foram relatadas em C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei e C. dubliniensis. Estudos cinéticos de inibicao
demonstraram que a sensibilidade da B-1,3-D-glucana sintase, foi reduzida
devido a substituicbes em varios aminoacidos, decorrente de mutacdes
(Espinel-Ingroff & Cantén, 2011).

Casos de resisténcia envolvendo anfotericina B sdo raros. Quando
existentes, estdo relacionados com o bloqueio da biossintese de ergosterol

ocasionados por mutagdo. Além de mutacdes, 0 estabelecimento de uma via
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acessotria para a sintese de outros esterbis de membrana essenciais a
sobrevivéncia da célula fungica, também estaria envolvido. Mutacbes na
enzima D-5,6-desaturase, codificada pelo gene ERG3, foram a fonte de
resisténcia a anfotericina (Dannaoui, 2013).

Foi evidenciado em trabalhos anteriores que isolados de C. albicans
e C. lusitaneae apresentaram resisténcia a flucitosina (5-FC) decorrente de um
defeito na enzima purina-citosina permease (PCP), codificada pelo gene FCY2
e, responsavel pelo transporte de 5-FC para o interior da célula fungica. Como
consequéncia dessa alteracdo, a PCP € incapaz de transportar 5-FC para

dentro da célula em isolados resistentes (Florent et al., 2009).

2.5 Terapia antifUngica mediante a associacdo de farmacos

O arsenal de agentes antifungicos existentes para o tratamento de
infeccbes fungicas € extremamente limitado, aliado a selecdo cada vez maior
de diversos fungos patogénicos resistentes. Superar essa resisténcia pode ser
considerada a chave para melhorar as estratégias terapéuticas para o
tratamento de infec¢Bes fungicas (Srinivasan et al., 2014). Devido a essa
gama limitada de agentes antifingicos disponiveis e, altas taxas de resisténcia,
a opcao pela terapia de combinacdo antifUngica esta sendo explorada para
melhorar as percentagens de cura, para permitir a reducdo da dose, e assim,
diminuir a toxicidade nos pacientes tratados (Ha et al., 2011).

A terapia de combinacédo antifungica € atraente uma vez que oferece
a possibilidade de sinergia ou, pelo menos, aditividade entre os farmacos

utilizados (Ostrosky-Zeichner, 2008). Uma das principais justificativas tedricas
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para a terapia de combinacdo € poder ampliar o tratamento em pacientes
gravemente doentes, com infeccfes mistas buscando superar a emergéncia de
isolados resistentes e mutantes (Alves et al.,, 2012). O sinergismo € definido
como um aumento da eficacia do efeito antifingico em uma magnitude maior
gue a soma dos efeitos de cada antifungico sozinho (Pippi, 2014).

Os mecanismos sinérgicos de interagcbes medicamentosas contra
isolados resistentes podem ocorrer de duas maneiras, superando a resisténcia
destes isolados e por reforcar a atividade antifingica (Liu et al., 2014).

Quando a combinacdo de farmacos apresenta sinergismo, ela pode
ser utilizada para melhorar a eficacia da terapia antifingica em infeccdes
dificeis de tratar, expandindo a atividade antifiungica. Por exemplo, a terapia
combinando anfotericina B + voriconazol, ou dois azdlicos, fluconazol +
itraconazol, a qual tem sido utilizada com boa resposta clinica em pacientes
HIV-positivos (Spader et al., 2013). Paralelo a isso, séo realizados estudos que
avaliam a atividade antifungica de substadncias nado antifingicas, e o
desenvolvimento da terapia de combinacdo antifingica eficaz envolvendo tais
compostos (Nyilasi et al., 2010). Tal fato pode ser observado por Da Silva et al.
(2013) em que a associacdo de fluconazol mais amiodarona, (utilizado para o
tratamento de arritmias) in vitro, obteve efeito sinérgico frente a isolados de C.
tropicalis resistentes ao fluconazol.

A maioria dos estudos clinicos, demostra resultados semelhantes
para a terapia de combinacdo antifingica quando comparados com a

monoterapia, embora o0s endpoints (valores que definem resisténcia ou
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sensibilidade para cada antifangico) demonstrem vantagens para a terapia

combinada (Ostrosky-Zeichner, 2008).

2.6 Alternativas para terapia antifiungica utilizando substancias
de origem vegetal

Tendo em vista 0s problemas expostos anteriormente relacionados a
resisténcia antifingica, efeitos adversos desenvolvidos pelo paciente no
decorrer de tratamentos antifingicos longos e, alto custo para o paciente, tem
se buscado cada vez mais por novas estratégias de tratamento antifingico que
consigam superar esses problemas. Estudos envolvendo 6leos essenciais e
extratos vegetais tém mostrado que derivados de plantas medicinais tém

propriedades antimicrobianas altamente significativas (Ahmad et al., 2013).

2.6.1 Aspectos gerais

Nos ultimos anos, foram realizados esforcos para superar a selecéo
de fungos resistentes utilizando combinacbes de farmacos antifingicos. No
entanto, os altos custos do tratamento para o paciente e diversos efeitos
adversos impuseram limitagcdes sobre essa terapia antifungica, além do que,
resultados contraditérios tanto de acdes sinérgicas ou acdes antagobnicas,
demonstrados por varias combina¢cBes antifungicas, também foram relatados
(Liu et al., 2014).

Considerando o surgimento de adversidades envolvendo a terapia
utilizando farmacos sintéticos, a busca por novas substancias com atividade

antifingica que oferecam eficacia contra leveduras resistentes e perfil de
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seguranca ao paciente, se faz demasiadamente necesséaria. Porém, a
descoberta de um novo farmaco é um processo longo e dispendioso, visto que,
foram necessarios trinta anos desde ao surgimento até a aprovacao pela FDA -
Food and Drug Administration, para que a mais nova classe de agentes
antifingicos, as equinocandinas, fosse liberada para comercializacdo (Butts et
al., 2012). Além disso, a estagnacdo no avanco de novos medicamentos,
aliada a presenca cada vez mais acentuada de isolados resistentes, obriga o
desenvolvimento de uma estratégia complementar as existentes (Faria et al.,
2011).

Devido a vasta biodiversidade de fontes naturais, a variedade de
espécies vegetais encontradas no Brasil com propriedades farmacoldgicas, é
extensa e, vém sendo utilizada com fins profilaticos e curativos em diversos
tipos de infec¢cdes ha muitos anos (Silva, et al., 2012). Extratos e preparacdes
de origem vegetal sdo amplamente utilizados na medicina popular, visto que,
elas representam uma alternativa econbmica, sdo acessiveis e podem ser
aplicaveis a diversas patologias (Sardi et al, 2013).

Substancias de origem vegetal aparecem como uma fonte para o
desenvolvimento de novos compostos com atividade antifingica, utilizadas
isoladamente ou em associacdo no tratamento j4 existente contra infeccdes
causadas por Candida, ou ainda como modelo para o planejamento de novas
moléculas. Consequentemente, muitos extratos vegetais tém sido alvo de
estudos por pesquisadores, principalmente em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, que em sua maioria, dispde de poucos recursos financeiros

(Oliva et al., 2013). O potencial fitoquimico, efeitos sinérgicos e mecanismos de
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acdo de biomoléculas presentes em plantas, estdo sendo avaliados em
diferentes areas do conhecimento (Martins et al., 2015).

Vérios autores tém estudado 6leos essenciais e extratos vegetais, 0
demonstrando que esses derivados vegetais tém propriedades antibioticas
altamente significativas (Rosato et al., 2008). Uma grande variedade de
metabdlitos secundarios ativos produzidos por diferentes espécies vegetais,
como taninos, terpenoides, alcaloides e flavonoides, tém sido relatados devido
as suas propriedades antifungicas testadas in vitro (Arif et al., 2011). Os
flavonoides tém despertado grande interesse por de seus potenciais efeitos
benéficos na saude humana, tais como atividade antiviral, antialérgica, anti-
inflamatoria, antifngica, antioxidante, antibacteriana, contra doencas
cardiovasculares e certos tipos de cancer (Salas et al., 2011).

Alguns 6leos essenciais melhoraram sinergicamente as atividades
de antifingicos como a anfotericina B, cetoconazol e fluconazol. Como
resultado do estudo realizado por Zore et al. (2011), os terpenoides inibiram o
crescimento de C. albicans e também agiram sinergicamente com fluconazol
(FLZ). Em estudo realizado por Han (2007), o aumento das taxas de
sobrevivéncia em ratos € notavel quando os ratos portadores de candidiase
disseminada por C. abicans s&o tratados com anfotericina B em associagao
com um extrato de semente de uva de Vitis vinifera, em comparagdo com o
grupo controle, que recebeu tratamento apenas com a anfotericina B.

A baicaleina é um flavonoide originalmente isolado a partir das
raizes da planta medicinal chinesa Scutellaria baicalensis. Em estudo realizado

por Serpa et al. (2012), a avaliacdo da atividade antifingica da baicaleina,
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demonstrou que isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis s&o
susceptiveis a mesma, apresentando valores de concentracdo inibitoria minima
entre 13 — 104 ug/mL contra essas leveduras.

A eficacia de extracdo de metabolitos secundarios a partir de
materiais vegetais depende da natureza quimica dos solventes utilizados
(Aradjo et al., 2014). Este estudo observou que o0 extrato acetona-agua de
folhas de Psidium guajava (Myrtaceae), contendo taninos e acido galico em sua
composicao, apresentou atividade antimicrobiana contra diferentes espécies de
bactérias Gram - positivas e Gram - negativas. Segundo Pippi et al. (2015) foi
apresentado efeito sinérgico entre a propolis vermelha Brasileira e o FLZ para a
maioria dos isolados de C. glabrata e C. parapsilosis testados, sendo em sua
maioria, isolados resistentes ao FLZ. A analise do dano celular permitiu
verificar que a combinacdo foi significativamente mais eficaz para todos
isolados comparada as substancias avaliadas isoladamente (p <0,05). Além de
atividade antifangica contra leveduras do género Candida, compostos naturais
também demonstram ser eficazes contra fungos filamentosos. Em seu estudo,
Danielli et al. (2013), avaliaram a atividade do Oleo essencial de
Stenachaenium megapotamicum puro em forma de nanoemulséo, frente a
isolados de fungos dermatdfitos, demonstrando que o Oleo volatil apresentou
atividade antifangica contra estes fungos e a nanoemulsdo melhorou o efeito
do 6leo volatil.

Hoje em dia, 25% dos medicamentos prescritos em todo o mundo

sdo originarios de plantas e, duzentos e cinquenta e dois deles, séo
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considerados basicos e essenciais pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

(Mohammadi et al., 2014).

2.6.2 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae esta presente na Austrélia, sudeste da Asia e na
Ameérica do Sul, representando aproximadamente cento e cinquenta géneros e
cerca de trés mil e quinhentas espécies de plantas dicotiledéneas lenhosas e
verdes, conhecidas por produzir uma gama 0leos essenciais. Como exemplo
de espécies pertencentes a familia Myrtaceae, estdo o género Corymbia,
Eucalyptus e Syzygium, o0s quais sdo comuns em regides tropicais e
temperadas do hemisfério sul (Cheewangkoon et al., 2009). A predominancia
da familia Myrtaceae, se da em regides tropicais e subtropicais do mundo.

No Brasil, fazem parte da maioria da flora Brasileira, sendo
representadas por vinte e trés géneros e mil espécies de plantas (Zoghbi et al,
2011). Acca sellowiana € uma espécie de planta que também faz parte da
familia Myrtaceae, € um arbusto espesso com frutos comestiveis ou
ornamentais, nativo da América do Sul, mas que tem sido cultivado em muitas
areas subtropicais.

Apesar de poucos relatos existentes na literatura, a A. sellowiana
tem chamado atencéo de pesquisadores por possuir substancias quimicas em
sua estrutura que apresentam diversas atividades biologicas (LapCik et al.,

2005).
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2.6.2.1 Propriedades bioldgicas de compostos pertencentes a
familia Myrtaceae

Devido a uma das principais caracteristicas presentes na familia
Myrtaceae, serem a presenca, em seus 6rgaos vegetativos e reprodutivos, de
estruturas secretoras de 0Oleos essenciais, existe 0 interesse de realizar
pesquisas descobrindo as caracteristicas de seus 6leos essenciais e extratos
(Donato & Morretes, 2007). Adebajo et al. (1989), encontrou atividade
antibacteriana e antifungica em 6leo essencial de Eugenia uniflora. Nas folhas
de E. uniflora, foram identificados compostos fendlicos, entre eles, flavonoides.
O género Eugenia, conta com um grande grupo espécies com aplicacbes
terapéuticas. Algumas de suas propriedades sdo: antirreumaticas, antipiréticas,
anti - inflamatorias, antifangicas, antibacterianas e antinociceptivas. Compostos
incluindo flavonoides, taninos e Oleos essenciais que sao constituidos
principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos, ja foram isolados em
espécies do género (Ferreira et al., 2014). Outro exemplo sdo os Oleos
esséncias obtidos das espécies de Eucalyptus, por apresentarem uma vasta
gama de atividades biologicas, incluindo a atividade antimicrobiana, fungicida,

repelente de insetos, pesticidas e atividade acaricida (Singh et al., 2012).

2.6.3 Acca sellowiana

Acca sellowiana, conhecida como Feijoa sellowiana ou goiabeira-
serrana, € uma Myrtaceae endémica da Mata Atlantica do sul do Brasil, sendo
cultivada em varios paises, como Colédmbia, Nova Zelandia, Brasil e Turquia,

pois 0 sabor Unico do seu fruto e, alto valor de mercado, a tornou uma arvore
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frutifera potencialmente atraente (Fraga et al., 2013). Na bacia do
Mediterraneo, esta espécie foi introduzida no final do século dezenove,
inicialmente como planta ornamental, posteriormente, as plantacbes de
goiabeira serrana foram estabelecidas na Africa do Norte, Espanha, Franca,
Portugal, Italia, e na regido do Caucaso do sul da Russia, também foram
relatadas (Ruberto & Tringali, 2004). A planta cresce como um arbusto verde
de 5-8 m de altura, com flores brancas e vermelhas, folhas cheirosas, e seu
fruto amadurecendo no outono, pesando de 20 a 30 g (Vuotto et al., 2000). O
fruto fresco de A. sellowiana é apreciado pelo seu sabor caracteristico e aroma,
gue sao semelhantes com os de goiaba, por esta razéo, é também chamada de
goiabeira-serrana. Além disso, existe uma grande variedade de produtos
industrializados do seu fruto, em particular na area da Australia, na forma de
geleias, xarope, licor e frutas cristalizadas (Ruberto & Tringali, 2004). No Rio
Grande do Sul, especialmente na regido serrana do estado, a A. sellowiana é

considerada pioneira em todas as formacdes florestais (Sausen et al., 2009).

2.6.3.1 Propriedades bioldgicas da A. sellowiana

Em muitos paises em desenvolvimento, cerca de 80% dos
medicamentos disponiveis provém de plantas medicinais, ao passo que, em
paises industrializados isso ocorre de forma menos significativa (Bontempo et
al, 2007). O fruto de A. sellowiana contém muitos compostos volateis, incluindo
terpenos, taninos, quinonas, saponinas esteroides, flavonoides e, metil e etil -
benzoato, responsaveis pelo sabor caracteristico da fruta. Além do que, como

todos os frutos exoticos, o fruto de A. sellowiana contém grandes quantidades
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de acido ascorbico (vitamina C), hidrocarbonetos e minerais (Vuotto et al.,
2000). A. sellowiana também contém quantidades elevadas de bioflavonoides
ou vitamina P, polifendis-ativos, tais como catequinas, flavondis,
leucoantocianinas, proantocianidinas e naftoquinonas (Bontempo et al.,
2007).

Em estudo realizado por Vuotto et al. (2000), o extrato acetbnico
de frutos de algumas plantas tropicais, incluindo A. sellowiana, demonstrou
atividade antibidtica contra bactérias Gram - positivas e Gram - negativas, com
maior énfase aos frutos de A. sellowiana, que apresentaram a maior atividade
inibitoria entre as espécies de plantas testadas contra esses micro-organismos.
Basile et al. (1997) descreveram um estudo da atividade antibacteriana de
varios extratos de todas as partes da goiabeira-serrana. Todos os extratos
foram ativos contra as cepas bacterianas, sendo que, a atividade estava mais
pronunciada nas sementes, seguidas do fruto e por Uultimo, as partes
vegetativas. O Oleo essencial dos frutos de A. sellowiana, demonstrou amplo
espectro e atividade antimicrobiana, especialmente contra fungos. Os
componentes principais encontrados no 6leo essencial foram limoneno (29%),
B-cariofileno (27%), B-pineno (9%), B-pinene (3%) e estragol (1,5%), como
descrito por Weston, (2010).

Os frutos também apresentam atividade antioxidante (Motohashi et
al., 2000) e anticancerigena (Nakashima, 2001). Além de atividade
anticancerigena, o estudo realizado por Nakashima (2001), demonstraram que
duas fracBes ativas do extrato acetdnico e extrato metandlico de cascas dos

frutos da goiabeira-serrana, demonstrou potente atividade inibitéria contra
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bactérias como Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosas e fungos do género Candida (C. albicans e C. glabrata). Além
disso, também foi verificado o potencial da A. sellowiana, especialmente
relacionado ao sistema digestorio (Santos et al., 2009).

LapCik et al. (2005) identificaram isoflavonas no extrato
hidroetandlico das folhas de A. sellowiana. Entretanto, estudos futuros séo
necessarios para elucidarem o papel das isoflavonas presentes. Até o presente
momento ndo existem relatos na literatura sobre atividades antimicrobianas,
antioxidantes e, antitumorais de extratos brutos das folhas de A. sellowiana, ou

de fracOes obtidas a partir de tais extratos.

3. METODOLOGIA

3.1 Locais darealizagcédo da pesquisa

Os ensaios descritos a seguir para o desenvolvimento da pesquisa
foram realizados na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e na
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA). Os
experimentos referentes a extracdo e analise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia da amostra foram realizados nos laboratérios 301 e na Central
Analitica da UFCSPA. Os ensaios de avaliacdo microbiol6gica foram
executados no laboratério de Micologia Aplicada da Faculdade de Farmécia

UFRGS.
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3.2 Selecdo e coleta da amostra para realizacao da pesquisa

A partir do que foi apresentado sobre o potencial benéfico da A.
sellowiana, aliado ao fato de n&o haver estudos na literatura avaliando a
possivel atividade antifUngica do extrato aquoso de suas folhas, surgiu o
interesse de fracionar este extrato determinando o potencial antifungico de
suas fracOes obtidas.

As folhas foram coletadas no municipio de Caxias do Sul, Rio
Grande do Sul, Brasil, em Julho de 2012. A identificacao foi realizada pelo Dr.
Ronaldo A. Wasum (UCS, RS). As espécimes testemunhas estdo depositadas

no herbario da Universidade de Caxias do Sul (ICN).

3.3 Selecdo dos micro-organismos de interesse

Os micro-organismos selecionados para serem utilizados na
pesquisa sao leveduras pertencentes ao género Candida. Um total de
dezenove isolados de cinco espécies de CNA foram testados neste estudo: C.
famata (RL 23), C. glabrata (RL 02S , RL 03S , RL 12m, RL 12S, RL 22, RL
24, RL 34m, RL 34S , 37m, e 37S), C. krusei (CK 01), C. parapsilosis (RL 11m,
RL 13m, RL 37m), C. tropicalis (17A , 57A , 94P) e como cepa padrao C.
glabrata ATCC 40039. Alguns desses isolados sao resistentes ao fluconazol e
outros sensiveis. Todos os isolados séo provenientes da micoteca de leveduras
do Grupo de Pesquisa em Micologia Aplicada da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul e, foram identificados fenotipicamente através do sistema

automatizado Vitek Yeast Biochemical Card (BioMerieux Vitek).
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3.4 Obtencado das fracdes ativas a partir do extrato liofilizado
das folhas de A. sellowiana

As fragcOes foram obtidas a partir do extrato aquoso liofilizado de A.
sellowiana. O extrato aquoso foi obtido a partir de infusdo das folhas de A.
sellowiana, empregando como solvente agua aquecida a ebulicdo. Durante a
infusdo, a droga vegetal e o solvente foram mantidos em contato por 15
minutos. O fracionamento do extrato foi realizado através de cromatografia em
coluna, em que 1 g do extrato, foi adicionado na coluna contendo 50 g de Silica
gel 60 Macherey - Nagel® (Duren, Alemanha) empregando acetona Sigma®
(St. Louis, EUA), etanol Sigma® (St. Louis, EUA) e agua destilada para compor

a fase movel. O gradiente de solventes seguiu conforme o quadro a seguir:

F1: acetona (300 mL)

F2: acetona : etanol (50:50) — 150 mL

F3: etanol (300 mL)

F4: etanol : etanol e agua (70:30) — 150 mL

F5: etanol : agua (70:30) — 150 mL

F6: etanol e agua (70:30) : etanol e agua (50:50) — 150 mL
F7: etanol e agua (50:50) — 150 mL

As fracdes obtidas foram concentradas em evaporador rotatério
(Fisatom®), mantendo a temperatura de 45° + 10°C. Logo em seguida, as
fracBes foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD).

As fragOes foram solubilizadas em caldo RPMI 1640 Gibco® (Gran
Island, EUA) para que as concentracdes atingissem 1 mg/mL e 6 mg/mL. Logo
apos, foram preparadas aliquotas que foram mantidas a - 15°C e ao abrigo da

luz. Em cada experimento realizado, as amostras das fracbes eram
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descongeladas e diluidas em RPMI 1640, para alcancarem as concentracfes
desejadas, as quais eram as solucdes de trabalho utilizadas no ensaio em

guestéo.

3.5 Anadlise das fracbes obtidas a partir do extrato aguoso

liofilizado de A. sellowiana por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Todas as fragbes de A. sellowiana resultantes da extragdo em
cromatografia em coluna foram submetidas a avaliacao prévia por CCD.

As substancias de referéncias (SR) utilizadas foram pirogalol, acido
galico, catequina, vitexina, acido cafeico, luteolina, rutina e acido clorogénico,
todas marca Sigma® (St. Louis, EUA). Como fase estacionéria, foi utilizada
placa pré-fabricada de Silica gel G/UVa4, Macherey-Nagel® (Diren,
Alemanha). Foram preparadas a fase moével 1: tolueno, acetato de etila e 4cido
férmico (7:10:3 viviv) e 2: acetato de etila, acido formico e agua destilada
(18:1:1 v/viv). Todos solventes possuem marca Vetec® (Xerém, Brasil). Apos
a migracdo na fase 1 as placas foram reveladas com Reagente Natural A
(difenilborato de aminoetanol 1% em etanol), e solucdo de polietineloglicol, com
posterior visualizagdo em camara com lampada ultravioleta. Posteriormente a
eluicdo da fase movel 2, as placas foram nebulizadas com revelador vanila
sulfirica 1% seguido de secagem em estufa a 100°C por 10 minutos. A

metodologia seguiu o proposto por Wagner & Bladt (1996).
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3.6 Analise de compostos fendlicos em fracdes ativas de A.

sellowiana por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE - PDA)

3.6.1 Condi¢cbes cromatogréficas

A identificacdo e determinagdo do teor de catequina nas fracdes
ativas de A. sellowiana foi realizada em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
da marca Shimadzu® modelo UPLC CBA - 20A, injetor automatico SIL - 20A,
acoplado a detector com arranjo fotodiodo (PDA) SPD - M 20A, pré-coluna
Ultra C18 4,6 mm, Phenomenex®, e coluna 5y C18 100A (250 X 4,6 mm)
Phenomenex®.

A fase mdvel constituiu de sistema gradiente: acido fosforico 0,05%
(solucdo A) e acetonitrila (solugcdo B). O acido fosforico e a acetonitrila
empregados foram grau HPCL Tedia® (Fairfield, EUA). O gradiente de
misturas empregado foi: 95% de A e 5% de B em 10 minutos; 88% de A e 12%
de B em 25 minutos; 80% de A e 20% de B em 40 minutos; 70% de A e 30%
de B em 50 minutos; 80% de A e 20% de B em 55 minutos e, por fim, 95% de A
e 5% de B em 58 minutos. Os componentes da fase mével foram filtrados
através de membrana para filtracdo (0,45 um - Unifil®), e sonicados, por 20
minutos. A vaz&o empregada foi de 0,7 mL/min e o volume de inje¢&o foi de 20
pL. O comprimento de onda utilizado para analise foi de 280 nm. A temperatura

ambiente foi mantida em 20 + 2°C.

3.6.2 Preparacdo das substancias referéncias e das fracdes

ativas
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Para realizar a analise das fracbes ativas de A. sellowiana, e
identificacdo preliminar dos compostos presentes nas amostras, foram
empregadas as substancias de referéncia (SR): acido galico, catequina,
epigalocatequina, epigalocatequinagalato, pirogalol, acido cafeico e acido
clorogénico. Todas da marca Sigma® (St. Louis, EUA). Foram pesados 2,5 mg
de cada SR e 25 mg das fracOes ativas F1 (fracdo acetbnica), F2 (fracéo
acetona : etanol) e F3 (fracdo etandlica), sendo transferidas respectivamente
para baldes volumétricos de 10 mL. As amostras foram dissolvidas em uma
mistura 30:70 (acetonitrila : agua purificada) e posteriormente diluidas até
concentracdo final de 25 pg/mL para as SR e, 250 pug/mL para as fracdes
ativas. As amostras foram filtradas através de filtros seringa (Chromafil® Xtra -
PA 45-25 - 0,4um) e colocadas em vials.

Para as SR e para os picos detectados nas amostras foram obtidos

espectros de absorcdo empregando o detector de arranjo de fotodiodo.

3.6.3 Preparacao da curva padrdo e amostras

Uma curva padrao de catequina foi preparada nas concentracdes de
10,0 pg, 20,0 ug, 25,0 pg, 30,0 ug, 40,0 pg e 50,0 pug/mL, em triplicata. As
fracOes ativas de A. sellowiana foram avaliadas na concentracdo de: 1000
pg/mL, em triplicata. As amostras foram solubilizadas em mistura 30:70
(acetonitrila - &gua purificada) e analisadas por CLAE empregando as

condi¢des cromatograficas apresentadas anteriormente.
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3.7 Avaliacédo da atividade antifungica - Screening

Para a avaliagdo da atividade antifingica contra isolados de
leveduras oportunistas das fracdes obtidas a partir do extrato aquoso liofilizado
das folhas de A. sellowiana foi realizado o Screening Antifingico. As sete
fracOes obtidas foram solubilizadas em caldo RPMI 1640 Gibco® (Gran Island,
EUA) de modo que as suas concentracfes atingissem (1000 pg/mL). Foram
utilizadas microplacas de 96 pocos estéreis, em que foram adicionados 100 uL
de indculo fungico (1 a 5 x 10%) juntamente com 100 pL de cada fragéo a ser
avaliada. O ensaio foi realizado em triplicata. O in6culo fungico foi preparado
em salina estéril e a transmitancia lida em espectrofotbmetro com comprimento
de onda de 530 nm. A transmitancia foi de 90%, que € equivalente a 0,5 na
escala de Mcfarland, contendo de 1 a 5 x 10° células/mL. Em seguida, foi
realizada uma diluicdo 1:50 também em salina estéril e, a partir desta, a
diluicao final 1:20 em caldo RPMI 1640 Gibco® (Gran Island, EUA). Esse ultimo
indculo, contendo 1 a 5 x 10° células/mL foi entdo utilizado para avaliar a

atividade antifingica.

3.8 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) das
fracBes ativas de A. sellowiana

O teste de susceptibilidade antifungica foi realizado através da
técnica de microdiluicdo em caldo, em placas de microdiluicdo estéreis, com 96
pocos, conforme o padronizado pelo CLSI no documento M27-A3 (CLSI,
2008). No primeiro po¢o de cada fileira horizontal da placa, foram colocados

200 pL da fracdo ativa a ser avaliada. Do segundo ao décimo primeiro pogo
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100 pL de caldo RPMI 1640 Gibco® (Gran Island, EUA). Foi retirado 100 uL da
fracdo ativa do primeiro poco para efetuar a microdiluicdo seriada até o décimo
poco, sendo descartados os 100 pL restantes. No décimo primeiro pocos foram
colocados 100 pL de caldo RPMI e 100 uL de in6culo fungico de cada isolado a
ser testado, como controle positivo, e no décimo segundo poco colocam-se 200
ML caldo RPMI, como controle negativo do ensaio. Os testes foram realizados
em duplicata, para cada isolado de levedura testada. A preparacdo do inéculo
fungico e das fracfes ativas foi realizada da mesma forma que a metodologia
para Avaliacdo da Atividade Antifungica - Screening, citada no item 3.7. As
microplacas foram encubadas a 35°C por 48 h, para posteriormente ser
determinada a Concentracédo Inibitéria Minima (CIM). A Concentracao Inibitoria
Minima é definida como a menor concentracdo da substancia na qual o micro-
organismo testado ndo demonstra crescimento visivel pelo método visual,
observado através da formagao ou ndo de um “botdo” no fundo do pogo da

placa. O procedimento seguiu o padrdo proposto e padronizado pelo CLSI, no

documento M27-S4 (CLSI, 2012).

3.9 Preparo das solucdes de farmacos antifungicos utilizados

As solucdes de agentes antifungicos utilizadas durante o decorrer da
pesquisa foram: solucao de fluconazol (Cristalia®), anfotericina B (Cristalia®), e
anidulafungina (Pfizer®). A solucdo estoque de fluconazol foi preparada com
agua destilada estéril, na concentracdo de 1024 pg/mL. A solucdo estoque de
anfotericina B e de anidulafungina foram preparadas em DMSO, obtendo-se

uma concentracao de 12,8 mg/mL e 3,3 mg/mL, respectivamente. As solucdes
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de trabalho utilizadas nos experimentos foram preparadas a partir dessas
solucdes estoques no momento do uso e, diluidas em caldo RPMI com tampé&o

MOPS, em pH 7.

3.10 Ensaio de sinergismo - método de checkerboard

O efeito da associacdo entre a fragao ativa F2 de A. sellowiana e os
antifangicos comerciais foi determinado a partir da técnica de microdiluicédo-
checkerboard (Johnson et al., 2004). Foram utilizadas solu¢cdes das
substancias testadas em concentracfes determinadas a partir de suas
respectivas CIM.

Para a realizacdo do teste, foram adicionadas nos pocos do
quadrado central das microplacas 100 pyL de caldo RPMI 1640 Gibco® (Gran
Island, EUA). Posteriormente, no sentido horizontal do quadrado central das
microplacas foram adicionadas aliquotas de 50 pL da substancia a ser testada
(fracdo ativa F2), em valores até oito vezes maiores e menores que as
Concentragdes Inibitérias Minimas para cada isolado de C. glabrata: CIM / 8,
CIM/4,CIM/ 2, CIM, CIM X 2, CIM X 4 e CIM X 8. No sentido vertical do
quadrado central das microplacas foram adicionados 50 puL das concentracdes
desejadas do farmaco (fluconazol - FLZ ou anidulafungina - AND) em cada
poco. Em seguida foram adicionados 100 pL do in6culo também em cada poco
da microplaca, resultando num volume final de 200 pL. Nas extremidades
verticais e horizontais das microplacas foram determinadas a CIM do farmaco
(fluconazol - FLZ ou anidulafungina - AND), e da fracao ativa F2 isoladamente,

respectivamente. As solugbes do farmaco e da fracdo ativa F2 foram
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provenientes de solucdes quatro vezes maiores da concentracdo desejada.
Assim, em cada poc¢o, ha uma combinacdo Unica de concentracdes entre o
farmaco testado e a fracao ativa F2. As microplacas foram incubadas a 35°C
por 24 e 48 h.

Apés a leitura visual das microplacas pelo método de Checkerboard
foi verificado o dano celular das associacdes. As células vidveis de Candida
remanescentes nas microplacas foram entdo coradas com MTT, sal tetrazolium
[3 - (4,5-dimetiltiazol-2-i) - 2,5 difenil-tetrazdlio brometo] Sigma® (St. Louis,
EUA). Primeiramente, o sobrenadante foi descartado e as leveduras foram
incubadas durante 3 h a 35°C em uma solucdo de MTT (0,5 mg/mL). O
mecanismo de acdo do MTT ocorre através de sua reducdo por enzimas
desidrogenases presente ha mitocdndria da célula fungica, formando cristais de
formazan roxos solaveis em alcool. A solucdo de MTT foi retirada das
microplacas e as leveduras coradas permaneceram no fundo de cada poco da
microplaca. Os cristais de formazan de MTT foram homogenizados com 150 uL
de éalcool isopropilico Vetec® (Xerém, Brasil) e posteriormente, 150 yL da cada
poco foram transferidos para uma nova microplaca para entéo ser realizada a
leitura das absorbancias. As absorbéancias foram medidas em leitor de
microplaca (Spectramax M2- Molecular Devices®) em dois comprimentos de
onda: 570 nm e 690 nm (Chiou et al., 2001).

A partir disso, a porcentagem de dano celular foi calculada para as
quadruplicatas de cada combinacdo da fracdo ativa de A. sellowiana com os

antifangicos FLZ e AND e a média dos danos celulares foi utilizada para
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assumir o dano da combinacdo. O dano celular foi calculado pela seguinte

equacao:

Dano celular% = 1- (ABS 570 - ABS 690 com antifingico) X100
(ABS 570 - ABS 690 sem antifungico)

A analise da interagdo entre os antifingicos foi determinada através
do ICIF (indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada). Esse indice foi
calculado através da soma das Concentragdes Inibitérias Fracionadas (CIF),
onde CIF* = CIM do Antifingico A em combinacdo com Antifingico B / CIM
Antifingico A sozinho; e CIF® = CIM do Antifingico B em combinacdo com

Antifungico A / CIM Antifungico B sozinho:

ICIF = CIF” + CIF®

ICIF= CIM A emcomb. ComB + CIM B em comb. Com A
CIM A sozinho CIM B sozinho

Os resultados foram interpretados conforme o valor do ICIF:
interacdo sinérgica (ICIF < 0,5), interacdo aditiva (0,5 < ICIF < 1), interacdo
indiferente (1 < ICIF < 4) ou interagdo antagonista (ICIF = 4) (Lewis et al.,

2002).

3.11 Ensaio de protecédo do sorbitol
A anadlise da acédo da fracdo ativa F2 de A. sellowiana sobre a

integridade da parede celular fungica foi realizada pelo Ensaio de Protecdo do



44

Sorbitol segundo Escalante et al. (2008). Nesse ensaio, a determinacdo dos
valores de CIM foi conduzida, paralelamente, com a adi¢do de Sorbitol Sigma®
(St. Louis, EUA) na concentracdo de 1,6 mol/L e sem adicdo de Sorbitol. O
Sorbitol atua como protetor osmaotico da parede celular fungica, impedindo a
lise das células. Dessa forma, se a fracdo ativa F2 de A. sellowiana agir na
parede celular, sua CIM, assim como a de um composto que causa danos a
parede celular fungica, adquire um valor muito mais elevado quando
comparada a CIM sem a presenca de sorbitol. A metodologia utilizada para
determinar a CIM, foi a mesma proposta no documento M27 - A3 presente no
CLSI, adicionando sorbitol 1,6 mol/L quando necessario. Como controle, a
técnica foi realizada do mesmo modo utilizando o farmaco anidulafungina, com

e sem adicao de sorbitol 1,6 mol/L.

3.12 Efeito sobre o ergosterol exdgeno

Para avaliar se a fracdo ativa F2 possui efeito na membrana de
espécies de Candida, a CIM foi determinada para os isolados de C glabrata na
presenca e na auséncia de ergosterol exdégeno. Essa metodologia foi realizada
do mesmo modo que a determinacdo de CIM descrita pelo documento M27 -
A3 do CLSI. Entretanto, com adicdo de concentracbes crescentes (50, 100,
150, 200 e 250 ug/mL) de ergosterol comercial Sigma® (St. Louis, EUA)
dissolvido em dimetilformamida Sigma® (St. Louis, EUA) e, diluido em meio
RPMI 1640, de forma que a concentragao final do solvente ndo ultrapassasse

0,1%. A anfotericina B, foi testada em paralelo nas mesmas condi¢des, como
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controle positivo do método, numa faixa de concentracéao de 0,031 a 16 ug/mL.

A leitura visual foi realizada em 48 h (Escalante et al., 2008).

3.13 Microscopia eletronica de varredura

Para analisar possiveis irregularidades na morfologia da parede
celular dos isolados de C. glabrata, foram analisadas fotomicrografias obtidas
em Microscopio Eletronico de Varredura (JEOL 6060). Primeiramente, foi
realizada a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) da fracdo
ativa F2 contra os 10 isolados de C. glabrata além do controle positivo. Apés 48
h, realizada a leitura visual, foram retirados 10 pL (poco que continha 50% de
crescimento comparado ao controle positivo) e pipetado em placas de Petri
contendo agar Sabouraud dextrose (ASD) Sigma® (St. Louis, EUA). A placa foi
incubada por 24 h a 35°C e, por ultimo, as laminulas contendo as leveduras
foram retiradas e mantidas em solucdo tampao 0,1M de cacodilato de sédio
(pH 7,2) contendo glutaraldeido 2% e paraformaldeido 2% a 4°C por uma noite
(Moraes et al., 2015).

Por fim, as células foram lavadas com o mesmo tampao,
desidratadas em uma série de 30 a 100% de solucédo de acetona, secas em
ponto critico de CO; e, revestidas com ouro em Sputter Coater. As andlises
foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul (CME/UFRGS).

4. RESULTADOS
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4.1 Ensaio de Susceptibilidade Antifungica

As fracOes obtidas a partir do extrato aquoso liofilizado das folhas de
A. sellowiana foram testadas em 500 pg/mL contra cinco isolados de Candida
nao-albicans (CF RL 23, CG RL 37m, CK CK 01, CP RL 27m e CT 94P) para
realizacdo do ensaio de screening antifingico. Com excecao do isolado de C.
famata (RL 23) e C. tropicalis (CT 94P), as demais cepas testadas
apresentaram sensibilidade frente a pelo menos, uma ou duas das fracdes de

A. sellowiana, como apresentado na Tabela 1.

TABELA 1: Screening da atividade antifangica de fracdes obtidas do
extrato aquoso liofilizado de A. sellowiana frente a isolados resistentes de
Candida néo — albicans.

Isolados Fracdes (500 pug/mL)

FIL F2 F3 F4 F5 F6 F7

CFRL 23 R S R R R R R

CGRL 37m S S S R R R R
CKCKO01 S R R R R R R

CPRL 27m S S R S R S R
CT 94P R R R R R R R

F1: fracdo acetbnica; F2: fracdo acetona : etanol (1:1); F3: fracdo etandlica; F4:
fracdo etanol : etanol e 4gua (7:3); F5: etanol : agua (7:3); F6: etanol e 4gua
(7:3) : etanol e dgua (1:1); F7: etanol e 4gua (1:1). R: isolados resistentes em
concentracbes = 500 pg/mL; S: isolados sensiveis a concentracbes = 500
png/mL. CF: Candida famata; CG: Candida glabrata; CK: Candida krusei; CP: C.
parapsilosis; CT: Candida tropicalis.
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Para a determinacdo da CIM, foram testadas as fracbes que
apresentaram atividade pelo ensaio de Screening (F1, F2, F3, F4, e F6),
contra onze isolados de Candida ndo—albicans resistentes ao fluconazol
(CIM = 64 pg/mL para C. glabrata; CIM = 8 ug/mL para C. parapsilosis e C.
tropicalis). Nao foi observada inibicdo de crescimento fangico para os
isolados de C. tropicalis. testados. Para C. parapsilosis, o isolado CP RL
11m ndo se mostrou sensivel a nenhuma das fracdes ativas. Somente as
fracbes F1, F2 e F3 apresentaram atividade antifGngica em concentracfes
menores que 500 pug/mL, o que esta evidenciado nos isolados de C. glabrata
(CG RL 37m, CG RL 12m e CG RL 34m), C. famata (RL 23), e C.
parapsilosis (RL 13 m) (Tabela 2).

As fracBes ativas F1, F2 e F3 foram as mais eficazes para inibir o
crescimento dos isolados em teste. Com isso, essas fracdes, juntamente com a
espécie de C. glabrata, foram selecionadas para o0 prosseguimento da

pesquisa.
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TABELA 2: Valores de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) expressa em
pg/mL de fragcOes ativas de A. sellowiana frente a isolados resistentes de
Candida néo-albicans.

Isolados/Fragdes F1 F2 F3 F4 F6
CFRL 23 250 500
CG RL 12m 31,25 250 125
CG RL 34m 250 125 62,5
CG RL 37m 500 62,5 500
CK CK 01 500 500
CPRL 11m
CP RL 13m 250
CPRL 27m 500 500
CT 17A
CT57A --- --- -—- -
CT 94A

F1: fracdo acetbnica; F2: fracdo acetona/etanol; F3: fracdo etandlica; F4: fragcao etanol / 70:30
etanol e agua; F5: 70/30 etanol e agua; F6: 70:30 etanol e agua / 50:50 etanol e agua. (----)
Isolados resistentes a concentragdes = 500 pg/mL. CG: Candida glabrata; CK: Candida krusei;

CP: Candida parapsilosis; CT: Candida tropicalis.

Neste prosseguimento foram selecionados dez isolados de C.
glabrata entre sensiveis (GC RL 02S, CG RL 03S, CG RL 12S, CG RL 34S e
CG RL 37S) e resistentes (CG RL 12m, CG RL 22, CG RL 24, CG RL 34m e
CG RL 37m) ao fluconazol, avaliando as suas susceptibilidades frente as

fracOes ativas F1, F2 e F3. Os resultados demonstrados na Tabela 3.
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TABELA 3: Valores de CIM (ug/mL) em 24 e 48 h para as fracdes ativas F1,
F2 e F3, frente a isolados de C. glabrata sensiveis e resistentes ao
fluconazol.

Isolados F1 F2 F3
24h 48h 24h 48h 24h 48h
CG RL 02S 7,81 62,5 7,81 62,5 62,5 500
CG RL 03S 7,81 62,5 7,81 31,25 125 R
CGRL 12S 15,62 250 15,62 31,25 R R
CGRL 34S R R 7,81 31,25 R 62,5

CG RL 37S 62,5 250 15,62 500 31,25 125

CGRL 12m 62,5 31,25 3,90 250 15,62 125
CGRL 22 R R R R R R
CGRL 24 15,62 125 31,25 125 250 R

CG RL 34m 15,62 250 15,62 125 31,25 62,5

CGRL 37m 62,5 R 3,90 62,5 62,5 500

R: Isolados resistentes a concentracdes = 500 pg/mL. CG: Candida glabrata.

O isolado CG RL 22 mostrou ser resistente as trés fracfes testadas
(CIM = 500 pg/mL). Além do que, este foi o Unico entre os isolados resistentes
ao fluconazol testados que néo apresentou sensibilidade as frac6es. Os demais
isolados se mostraram sensiveis pelo menos a duas fracdes utilizadas, com
valores de CIM entre (3,90 - 500 pg/mL). Além do que, pode ser observado que
entre as trés fragdes, as menores CIM, foram encontradas com a fragdo ativa
F2, na maioria dos isolados. A fracdo ativa F2 apresentou maior eficacia
antifngica contra isolados de C. glabrata, sendo a Unica fracdo utilizada para

dar seguimento a metodologia proposta.
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Tendo em vista os resultados apresentados, as fracfes F1, F2 e F3,
foram analisadas por CLAE com o intuito de verificar a presenca e determinar o
teor de compostos fendlicos e avaliar o perfil cromatografico buscando
correlacionar o perfil cromatografico com a atividade biolégica apresentada

pelas fracoes.

4.2 Andlise das fracdes ativas de A. sellowiana por (CCD)
Apos a visualizacdo das placas cromatogréaficas, e andlise das
amostras e SR, foi possivel verificar a presenca de catequina e pirogalol nas

fracOes acetdnicas e acetona — etanol.

4.3 Andlise das fracdes ativas de A. sellowiana por CLAE

Apoés analisar o perfil cromatografico e espectros de absorcdo de
picos, nas fracdes ativas, e compara-los com aqueles obtidos na anélise das
SR, foi possivel observar a presenca de catequina nos cromatogramas
referentes as fragcbes F1, F2, F3. Na figura 1, tem-se o cromatograma
catequina (SR), e do seu espectro de absor¢céo no ultravioleta (UV). Nas figuras
2, 3 e 4, podem ser observados os cromatogramas referentes as fracdes F1,
F2 e F3, respectivamente, juntamente aos seus espectros de absorbancia no

uVv.
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FIGURA 1: Cromatograma e espectro de absorcdo Substancia de Referéncia
Catequina por andlise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
detector de arranjo de fotodiodo (PDA). Comprimento de onda utilizado: 280
nm. Pré-coluna Ultra C18 4,6 mm. Coluna 5u C18 100A (250 X 4,6 mm). Fase
movel 0,05% &cido fosférico (solucdo A) e acetonitrila (solucdo B). Vazao: 0,7
mL/min. Volume de injecdo: 20 uL. Tempo de retencéo da Catequina: 19.744.
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FIGURA 2: Cromatograma e espectros de absorcdo dos picos majoritarios (picos 1, 2 e 3)
detectados na fracdo F1 (1000 pg/mL), por analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de fotodiodo (PDA). Comprimento de onda utilizado: 280 nm.
Pré-coluna Ultra C18 4,6 mm. Coluna 5u C18 100A (250 X 4,6 mm). Fase mével 0,05% acido
fosfarico (solugao A) e acetonitrila (solugdo B). Vazéo: 0,7 mL/min. Volume de injecdo: 20 pL.
Pico 1: catequina (tr:19,699).
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FIGURA 3: Cromatograma e espectros de absor¢do dos picos majoritarios (picos 1 e 2)
detectados na fracdo F2 (1000 pg/mL), por andlise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de fotodiodo (PDA). Comprimento de onda utilizado: 280 nm.
Pré-coluna Ultra C18 4,6 mm. Coluna 5u C18 100A (250 X 4,6 mm). Fase movel 0,05% &cido
fosférico (solugdo A) e acetonitrila (solu¢éo B). Vazdo: 0,7 mL/min. Volume de inje¢do: 20 pL.
PicDo catequina (tr: 19.073).
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FIGURA 4: Cromatograma e espectros de absor¢do dos picos majoritarios (picos 1 e 2)
detectados na fracdo F3 (1000 pg/mL), por analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de fotodiodo (PDA). Comprimento de onda utilizado: 280 nm.
Pré-coluna Ultra C18 4,6 mm. Coluna 5y C18 100A (250 X 4,6 mm). Fase mdvel 0,05% &cido
fosfarico (solugao A) e acetonitrila (solucdo B). Vazéo: 0,7 mL/min. Volume de injecédo: 20 pL.
Pico da catequina (tr: 19.764).
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4.3.1 Curva padrdo da catequina e sua concentracdo nas
fracOes ativas

Apoés a identificacdo da presenca de catequina nas fracdes ativas
F1, F2 e F3, foi realizada a analise de regressédo e obteve-se a equacdo da

reta, e o valor de R? (Figura 5).

Area do
pico (mAU)
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15,00 o
10,00 e y = 0,6214x - 0,5595
5,00 o R2 = 0,9851
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Concentracéo (ug/mL)
FIGURA 5: Curva padrao de catequina

Entre as trés fragOes analisadas, a fracao ativa F1 apresentou maior
concentracdo de catequina (7,82 pg/mL), seguida da fracdo F2 (1,38 pg/mL) e

F3 (1,30 pg/mL), respectivamente. Resultados demonstrados na Tabela 4.

TABELA 4: Concentracdo de Catequina presente nas fragcfes ativas F1,
F2, e F3 ap6s obtencdo da curva padrdo de catequina e analise de
regressao.

Fracao Concentracao de catequina
(Hg/mL)
F1 7,82
F2 1,38
F3 1,30

F1. fragcdo acetbnica; F2: fracdo acetona : etanol; F3: fracdo etandlica.
Concentragao das fragdes: 1000 (ug/mL)
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4.4 Avaliacao de possivel efeito sinérgico entre a fracdo ativa F2 com FLZ
e AND através do método de checkerboard.

O ensaio de Checkerboard é um dos principais métodos para
avaliacdo de efeitos sinérgicos, aditivos, indiferentes ou antagonistas entre
farmacos e diversas substancias. Em nosso estudo, este método foi realizado
entre a fracdo ativa F2 em associacdo com o FLZ e AND (anidulafungina).
Posteriormente, foi realizada a leitura com o corante MTT para verificar a
viabilidade celular e, como consequéncia, possivel dano celular gerado por
essas combinacdes nas células de leveduras. A porcentagem de dano celular
foi calculada em cada combinacdo existente na microplaca, de cada isolado
(dados n&o mostrados). Através do dano celular foi calculado o ICIF (indice de
Concentracdo Inibitoria Fracionada), em que podemos avaliar o tipo de

interacdo desenvolvida entre as substancias associadas.

4.4.1 Interacédo da fracéo ativa F2 com o FLZ

Para avaliar o dano celular entre a fracéo ativa F2 e o FLZ, ap0s 48
h de incubacdo as microplacas foram coradas com o corante vital MTT e
realizada leitura para avaliacdo de possivel dano celular. O ICIF foi calculado
quando o dano celular do FLZ era 50%, e da fracdo ativa F2, 80%. Como
resultado, oito entre dez isolados demonstraram atividade sinérgica. O isolado
CG RL 12m possuia a maior CIM (256 pug/mL) para o FLZ em comparagcdo com
os demais isolados quando este era avaliado sozinho, quando combinado com
a fracdo ativa F2, sua CIM reduziu a 64 pg/mL. A associacéo entre o FLZ e a

fracdo ativa F2 para o isolado CG RL 12 m, foi sinérgica. Como resultado da
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interacdo entre o FLZ e a fracdo ativa F2, a CIM do isolado CG RL 22, teve
uma reducao de oito vezes, passando a ser 31,25 ug/mL. Em todos isolados
houve reducdo da CIM tanto para o FLZ quanto para fracdo ativa F2 quando
avaliados em associacdo. Na Tabela 4, é possivel observar os valores
encontrados para a CIM da combinacdo entre a fracao ativa F2 e o FLZ, e as

interacdes resultantes entre eles.

TABELA 5: Avaliacdo da interacdo entre a fracdo ativa F2 e o fluconazol
(FLZ) contra isolados de C. glabrata através do método de checkerboard.

Isolado CIM (ng/mL)  CIM Associagéo szur}gr ICIF  Interagé&o
F2 FLZ F2 FLZ

CG RL 025 62,5 8 7,81 4 68,8 0,63 Aditividade
CG RL 03S 31,25 32 15,62 8 86,0 0,31 Sinergismo
CGRL 12m 250 256 31,25 64 89,9 0,38 Sinergismo
CGRL 12S 31,25 4 7,81 1 66,1 0,5 Sinergismo
CGRL 22 1000 128 125 16 92,1 0,25 Sinergismo
CGRL 24 125 64 31,25 16 63,4 0,5 Sinergismo
CGRL 34m 125 64 7,81 16 91,7 0,31 Sinergismo

CGRL 34S 31,25 64 15,62 16 93,1 0,75 Aditividade
CG RL 37m 62,5 64 15,62 16 94,6 0,38 Sinergismo

CGRL 37S 500 16 62,5 4 77,0 0,38 Sinergismo

CIM: pg/mL; CIM Associacdo: pg/mL; Dano celular: (%); ICIF: indice de
Concentracgao Inibitoria Fracionada. F2: fracdo ativa acetona : etanol.

Os graficos a seguir representam a percentagem de dano celular
encontrada nas quatro melhores combinacdes entre a interacdo da fragcéo ativa

F2 e o FLZ para os dez isolados de C. glabrata.
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Legenda:

- Fracao ativa F2 - Fluconazol (FLZ) Fracdo ativa F2 + FLZ

(*) Percentagem de dano celular utilizada para o calculo do ICIF.
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FIGURA 6: Percentagem de dano celular encontrada em quatro combinacgdes
mais eficazes entre a interacdo da fracao ativa F2 com o fluconazol (F2 + FLZ).
Eixo horizontal: Percentagem de dano celular da fracdo ativa F2 quando
avaliada isoladamente, em duas concentracdes inibitérias minimas diferentes.
Eixo de profundidade: Percentagem de dano celular do fluconazol (FLZ)
quando avaliado isoladamente em duas concentracdes inibitérias minimas
diferentes. Eixo vertical: Percentagem de dano celular resultante da interacéo
entre a fracdo ativa F2 e o fluconazol (FLZ) em concentracdes inibitérias
minimas diferentes, representando as quatro combinacdes mais eficazes entre
a fracdo ativa F2 e 0 FLZ. a) CG RL 02S; b) CG RL 03S; ¢) CG RL 12m; d) CG
RL12S; e) CG RL 22; f) CG RL 24; g) CG RL 34m; h) CG RL 34S; i) CG RL
37m; j) CG RL 37S.

4.4.2 Interagcéo da fracao ativa F2 com a AND
Em paralelo, também foi realizado o Método de Checkerboard e a
leitura do dano celular através do corante MTT para avaliar a interacdo

existente entre a fragdo ativa F2 e a AND (anidulafungina). O procedimento foi
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realizado da mesma maneira como a combinacdo de F2 e FLZ, entretanto,
microplacas foram incubadas por 24 h (CLSI, 2008) para a leitura da AND.
Posteriormente foi realizada a leitura com MTT. Para o calculo do ICIF, o dano
celular considerado para AND e para a F2, foi 50%. Como ndo ocorreu acao
sinérgica entre essa combinac¢éo, o maior dano celular encontrado foi 67,4% no
isolado (CG RL 34m), resultando em uma acdo indiferente entre as

substancias. Resultados expressos na Tabela 6.

TABELA 6: Avaliacdo da interacdo entre a fracdo ativa F2 e a AND
(anidulafungina) contra isolados de C. glabrata através do método de
checkerboard.

Dano

Isolado CIM (ug/mL) CIM Associacao celular

ICIF Interacédo

F2 AND F2 AND

CG RL 02S 62,5 0,007 31,25 0,015 66,8 0,69 Adi

CG RL 03s 31,25 0,031 15,62 0,007 64,2 0,97 Adi

CGRL 12m 250 0,031 31,25 0,062 52,3 2,13 Ind
CG RL 12S 31,25 0,031 15,62 0,062 48,0 2,49 Ind
CGRL 22 1000 0,003 500 0,003 65,5 15 Ind
CGRL 24 125 0,015 62,5 0,031 53,6 2,55 Ind
CG RL 34m 125 0,007 7,81 0,015 67,4 1,99 Ind

CG RL 34S 31,25 0,031 15,62 0,007 62,4 0,75 Adi
CGRL 37m 62,5 0,015 31,25 0,007 47,1 1,02 Ind

CGRL 37S 500 0,015 250 0,007 59,0 1,02 Ind

CIM: pg/mL; CIM Associa¢do: pg/mL; Dano celular: (%); ICIF: indice de
Concentragdo Inibitéria Fracionada. CG: Candida glabrata Interacéo:
Sinergismo (Sin); Aditividade (Adi); Indiferenca (Ind); Antagonismo (Ant). F2:
fracdo ativa acetona : etanol.
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4.5 Avaliacdo do efeito de protecdo da parede celular pelo
sorbitol.

Possivel dano na parede celular das leveduras de C. glabrata foi
realizado com o ensaio de protecdo de Sorbitol. Os isolados escolhidos foram:
CG RL 02S, CG RL 03S, CG RL 12S, CG RL 12m, CG RL 34S e, a cepa
controle C. glabrata ATCC 40039. Como resultado, pode ser observado que em
todos isolados, o aumento na CIM da fracéo ativa F2 e da AND na presenca de
sorbitol, quando comparadas a CIM da F2 e AND sem adicao de sorbitol. Isso
demonstra que a F2 possivelmente atue na parede celular das leveduras,

assim como a AND. Resultados demonstrados na Tabela 7.

TABELA 7: Valores da CIM (ug/mL) referentes a fracdo ativa F2 e
anidulafungina (AND) para isolados de C. glabrata na presenca e na
auséncia de sorbitol apds sete dias.

CIM (ug/mL)
+ +
Isolados F2 AND F2 AND
Sorbitol Sorbitol
CG RL 02S 62,5 0,015 500 0,031
CG RL 03Ss 31,25 0,125 125 0,500
CGRL 12S 62,5 0,015 1000 0,062
CGRL 12m 500 0,007 1000 0,031
CG RL 34S 62,5 0,003 1000 0,015
ATTC 40039 250 0,015 1000 0,062

CG: Candida glabrata. F2: frag&o ativa acetona : etanol.
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4.6 Efeito sobre o Ergosterol exdgeno na membrana celular

A anfotericina B (ANF) exerce seu mecanismo de acdo na
membrana celular ao formar complexos com o ergosterol presente nessas
membranas. Como consequéncia, isso leva a formacao de canais que facilitam
a saida do conteudo citoplasmatico, levando a morte do micro-organismo
(Laniado-Laborin & Cabrales-Vargas, 2009). Na presenca de ergosterol
exdgeno, a ANF forma complexo com o ergosterol exdgeno. Dessa forma, o
ergosterol enddgeno presente nas células, ndo é afetado e, com isso, a CIM da
ANF aumenta.

Neste estudo, ndo foi observado aumento na CIM da fracdo ativa F2
na presenca de ergosterol exdgeno. Os valores de CIM se mantiveram
constantes, tanto na adicAo como na auséncia de ergosterol exdgeno, em
todos isolados testados. Dessa forma, a fracdo ativa F2 n&o interagiu com o
ergosterol exdégeno. Tal fato pode indicar que, provavelmente, esta fracdo néo
atue na membrana celular das leveduras e, seu possivel mecanismo de acéo,
seja em outro componente da célula (Tabela 8).

Na presenca de ergosterol exdgeno, houve aumento da CIM da ANF
comparada aos valores encontrados na auséncia de ergosterol exdgeno, em
todos isolados testados. Isso comprova que a ANF age na membrana celular
fungica, ligando-se ao ergosterol exdgeno. Estes resultados podem ser

evidenciados pela Tabela 9.
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TABELA 8: Avaliacdo da CIM (ug/mL) para a fracdo ativa F2 em

isolados de C. glabrata na auséncia e na presenca de Ergosterol
exdgeno.

Concentracdes de Ergosterol

Isolados .
exogeno (mg)

ausente 50mg 100mg 150mg 200mg 250mg

CIM (pg/mL)

CGRL 12S 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25

CG RL 34m 125 125 125 125 125 125
CG RL 37m 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5
ATCC 40039 250 250 250 250 250 250

Maior concentrado de F2 utilizada: 1000 mg/mL. CG: Candida glabrata.

TABELA 9: Avaliacdo da CIM (ug/mL) para a anfotericina B em

isolados de C. glabrata na auséncia e na presenca de Ergosterol
exogeno.

Concentracdes de Ergosterol

Isolados .
exégeno (mgQ)
ausente 50mg 100mg 150mg 200mg 250mg

CIM (pg/mL)
CGRL 12S 8 > 32 > 32 > 32 > 32 > 32
CG RL 34m 32 > 32 > 32 > 32 > 32 > 32
CGRL 37m 16 > 32 > 32 > 32 > 32 > 32
ATCC 40039 32 > 32 > 32 > 32 > 32 > 32

Maior concentracdo testada de anfotericina B: 32 pg/mL. CG: Candida glabrata.
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4.7 Avaliagdo de dano celular através de Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV)
Como foi verificado pelo ensaio de protecéo do sorbitol que a fracao

ativa F2 possivelmente exerca seu mecanismo de agdo antifingico na parede
celular das leveduras de C. glabrata, houve a necessidade de comprovar esse
efeito com a visualizacdo da morfologia celular dos isolados de C. Glabrata
através de Microscopia Eletrénica de Varredura.

Uma nova determinagdo da CIM para os isolados em teste foi
realizada e, para andlise em microscoépio eletronico de varredura, foi utilizada a
CIM a qual era possivel visualizar aproximadamente 50% de crescimento
fungico, comparado ao controle positivo. Assim, para cada isolado, uma
concentragéo diferente de fragéo ativa F2 foi analisada. Todos os dez isolados
de C. glabrata juntamente com a cepa ATCC 40039 foram analisados, porém,
em algumas amostras foi impossivel identificar a presenca da levedura ou de
possivel dano & parede das células, isso provavelmente devido a contaminacao
das amostras. E possivel observar entre os seis isolados a seguir, imperfeicdes
na superficie da parede celular fungica, desde o surgimento de “cavidades” na
superficie de suas paredes, até mudancas morfolégicas como o tamanho e
formato das células, quando comparadas ao controle positivo (cepa ATCC
40039, cultivada apenas em meio de cultura isento da fragéo ativa F2). Esses

resultados sédo mostrados na Figura 7.
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FIGURA 7: Fotomicrografias referentes a visualizacdo dos isolados de C.
glabrata em microscopio eletrénico de varredura (MEV). a) CG RL 02S (5000
X); b) CG RL 02S (10000 x); ¢) CG RL 34m (15000 x); d) CG RL 12S (10000 x);
e) CG RL 24 (5500 x); f) ATCC 40039 (4500 x); g) CG RL 37m (10000 x); h)
Cepa Controle ATCC 40039 isenta de F2 (10000 x). Corrente elétrica utilizada:
5kv.
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5. DISCUSSAO

O aumento da taxa de morbidade e mortalidade em pacientes
imunocomprometidos devido a infec¢cdes causadas por CNA tem se tornado
uma das maiores preocupac¢des na clinica médica. O FLZ em particular, é o
farmaco de escolha contra a maioria dessas infec¢cdes, sendo amplamente
utilizado devido a sua boa tolerabilidade e baixo custo de tratamento. No
entanto, a prescricdo e a propria automedicacdo descontrolada desse
antifangico resultou na selecdo e no surgimento de isolados resistentes
(Tobudic et al., 2012). Desde o surgimento do fluconazol durante a década de
1990 e sua introducdo como tratamento para candidiases, a terapia antifangica
vem sendo conduzida com receio a C. glabrata e C. krusei, visto que, suas
baixas sensibilidades a esse farmaco e resisténcia cruzada com outros
azolicos, sdo bem conhecidas (Pffaler, 2012). Tendo em vista esse cenario,
nosso estudo buscou encontrar uma nova fonte alternativa terapéutica para
combater a resisténcia antifingica presente em isolados de CNA e, que possua
eficacia contra essas leveduras.

Na avaliacdo da atividade antifUngica das fracbes provenientes do
extrato aquoso liofilizado das folhas de A. sellowiana, 0 nosso estudo mostrou
acdo inédita dessas fracdes frente a isolados resistentes de C. parapsilosis, C.
famata, C. glabrata e C. krusei. Em estudo realizado por Basile et al. (2010),
porém, com o extrato acetonico dos frutos de A. sellowiana, foi observada
atividade antifungica contra isolados de C. albicans (CIM = 250 pg/mL) e

fungos filamentosos.
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Quando determinada a CIM das fracfes frente aos 10 isolados de
CNA, as fracdes ativas F1, F2 e F3 demonstraram serem as fracbes mais
eficazes, pois conseguiram inibir o crescimento fungico na maioria dos
isolados. A espécie C. glabrata mostrou ser a mais sensivel as fragdes, visto
que, apresentou as menores concentracdes inibitérias minimas entre as
espécies de CNA testadas. A maior eficacia dessas fracbes pode ser devida a
presenca de substancias que poderiam estar ausentes ou em menores
concentracfes nas demais fracoes.

Pertencente a familia Myrtaceae, segundo Ferreira et al (2014),
fracbes hexanicas do extrato etandlico das folhas de Eugenia calycina,
demonstraram atividade antifingica contra isolados de C. parapsilosis. Em
nosso estudo, também foi evidenciada atividade antifingica nessa espécie.
Segundo Diniz et al. (2010), os extratos hidroalcodlicos de folhas de Plinia
cauliflora (Myrtaceae) exibiram atividade antifungica in vitro contra cepas de C.
albicans e C. krusei. Fracdes hexanicas do extrato bruto das folhas de
Calycorectes psidiiflorus (Myrtaceae), segundo Domingues et al. (2010),
também apresentaram atividade antifiangica frente as CNA como, C.
parapsilosis e C. tropicalis. Como encontrado no estudo de Correa-Royero et
al. (2010), o extrato de Myrcia cucullata (Myrtaceae), apresentou uma forte
atividade antifingica contra 10 isolados C. krusei (CIM = 31,25 ug/mL), a
atividade foi semelhante ou superior ao FLZ, quando avaliado em todos
isolados clinicos de C. krusei. Entretanto, como se pode observar, 0s

resultados achados por esses autores ndo demonstram concentragdes
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inibitérias minimas tdo baixas, nem uma capacidade de reversdo da resisténcia
a algum antifungico associado.

Desempenhando um papel fundamental na qualidade sensorial e
nutricional de frutas, legumes e outras plantas, os compostos fendlicos sao
metabdlitos secundarios derivados de espécies vegetais (Moreno-Montoro et
al.,, 2014). Esses compostos fendlicos compreendem fendis simples,
cumarinas, ligninas, taninos condensados e hidrolisaveis, acidos fendlicos e
flavonoides (Khoddami et al., 2013). Nos ultimos anos os flavonoides tém
despertado grande interesse devido aos seus potenciais efeitos benéficos para
saude humana, tais como atividade antiviral, antimicrobiana, anti-inflamatoria, e
antioxidante, além de protecéo contra doencas cardiovasculares e alguns tipos
de cancer (Tripoli et al.,, 2007; Gonzalez-Molina et al., 2010; Ahmed et al.,
2012).

Com a andlise das fracfes ativas F1, F2 e F3 por CLAE-PDA foi
possivel determinar a presenca de catequina. Quando analisadas na
concentracdo de 1000 pg/mL, obteve-se para as fracdes F1, F2 e F3, as
concentracbes de 7,82 pg/mL, 1,38 pg/mL, e 1,30 pg/mL de catequina,
respectivamente. Analisando os espectros de absorcdo dos demais picos
cromatograficos majoritarios presentes nessas fracfes, podemos sugerir que
sdo caracteristicos de compostos fendlicos e flavonoides, que nao foram
elucidados neste estudo.

A eficacia das fragBes ativas contra os isolados testados, ndo foi
proporcional a concentracdo de catequina encontrada nas fragbes. Mesmo a

fracdo ativa F1 possuindo maior concentracdo de catequina que a fragao ativa
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F2, nossa pesquisa seguiu utilizando a fracdo ativa F2 para os demais ensaios,
visto que, nessa fracdo ativa, encontramos 0s menores valores de
concentracéo inibitéria minima (CIM) para os isolados de C. glabrata testados.
Além do pico referente a catequina, foram encontrados mais dois picos
majoritarios na fracao ativa F1, sendo que o maior pico encontrado, com tempo
de retencédo de 25.4, e 0 segundo maior pico com tempo de retencédo de 22.9,
que nado foram detectados na fracdo ativa F2. Essas substancias ndo foram
identificadas neste estudo, mas, seus espectros de absor¢cdo no UV sao
caracteristicos de compostos fendlicos derivados de catequina, que
provavelmente possam interagir com a catequina, reduzindo o seu possivel
efeito bioldgico e sua expressao.

Os demais picos cromatograficos majoritarios visualizados na fracéao
F2, como, por exemplo, em 33.3 minutos, provavelmente seja indicativo de
flavonoide, pois, seu espectro de absorcdo no UV apresenta perfil
caracteristico desse composto. A presenca dessa substancia juntamente com a
catequina poderia explicar a maior eficacia da fracdo ativa F2 frente as
leveduras testadas, quando comparada as demais fracbes. Além disso, o0 pico
aos 33.3 minutos, caracteristico de flavonoide, ndo esta presente na fracdo F1.

Em menores quantidades comparados a fracdo ativa F2, flavonoides
também estariam presentes nos demais picos encontrados na fracdo F3, com
tempo de retencdo de 35.3 e 39.4 minutos, jA que seus espectros apresentam
duas bandas de absorcdo no UV, a primeira aproximadamente em 255 nm, e a
segunda, em cerca de 360 nm. Segundo Gaitén et al. (2010), flavonoides,

principalmente flavonas e flavonois, possuem duas bandas de absor¢do no
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UV/VIS, a banda 1, representa o anel A e esses compostos sdo evidenciados
em uma faixa de 320-385 nm, a banda 2, corresponde ao anel B, visualizados
na faixa de 250- 285 nm.

Neste estudo, a fracdo F1, também inibiu o crescimento dos isolados
de C. glabrata, porém, suas CIM foram mais elevadas e com isso menos
satisfatoria que fracdo ativa F2. Saito et al. (2013), observou que a catequina
inibe o dimorfismo de C. albicans, inibindo a formacao de hifas por reduzir os
niveis de genes especificos de expressao de hifas no RNAm. Catequinas sdo
também capazes de inibir o crescimento de muitas cepas de Staphylococcus
aures meticilina resistente (MRSA) (Stapleton et al., 2004). Park et al. (2006),
encontram em seu estudo que a epigalocatequinagalato (EGCg), derivado de
catequina, a qual € o principal constituinte do cha verde, obteve menores
valores de CIM comparados aos valores encontrados para o FLZ e a ANF entre
as 7 espécies de Candida testadas. Entre os isolados testados, os isolados de
C. glabrata foram os mais susceptiveis a EGCg, demonstrando menores CIM
comparadas ao FLZ. Essa mesma relacdo também foi evidenciada no presente
estudo, demonstrando a atividade antifungica das fracdes F1, F2 de F3
contendo catequina, contra os isolados de C. glabrata testados. Catequina e os
seus derivados, quando testados por Veluri et al. (2004), apresentaram
atividade antifungica contra fungos filamentosos, como Fusarium oxysporum, e
fungos anemodfilos, Aspergillus niger e Penicillium sp., sendo eficaz contra
todos os isolados testados.

A solubilidade de catequinas depende da temperatura de extracao,

do tempo e o tipo de solvente utilizado. Sendo o tempo de extracdo e a
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temperatura, os fatores chaves para extrair maiores quantidades de catequinas
(Gadkari & Balaraman, 2015). No presente estudo, a fracdo ativa F1, obtida
com acetona, apresentou a maior quantidade de catequina comparada as
demais fracdes analisadas por CLAE-PDA, demonstrando que a acetona é um
solvente apropriado para extrair maiores quantidades de catequina.

A proporgdo de C. glabrata € mais comum nos EUA (22%) do que
em outros paises (8 a 12%). Alguns autores relacionam o uso do fluconazol
com a selecdo de isolados resistentes de C. glabrata, especialmente em
centros oncolégicos (Quindos, 2014). Esta espécie é responsavel por 30% das
Candidemias relatadas em hospitais Brasileiros devido ao uso abusivo de
fluconazol nesses centros (Da Costa et al., 2014). No Brasil, C. glabrata é
responsavel por 15% dos casos de Candidiase vulvo-vaginal, seguida por 9%
nos casos de candiduria (Candidiase na urina) (Colombo et al., 2013).

Produtos naturais s@o atualmente considerados uma alternativa
interessante aos antifungicos sintéticos para o controle leveduras resistentes,
devido a eficacia, maior segura e, baixos custos oferecidos a populacéo
(Hirasawa & Takada, 2004; Rosato et al., 2008; Shokri et al., 2011; Pippi et al.,
2015).

Pesquisas envolvendo associacfes de farmacos sintéticos com
substancias vegetais, tém se estabelecido como uma atividade fundamental
nos ultimos anos. Os efeitos sinérgicos entre duas substancias podem ser
produzidos, por exemplo, se as substancias em questdo afetam diferentes
alvos (Wagner & Ulrich-Merzenich, 2009). A avaliacdo do dano celular apos

realizacdo do método de checkerboard demonstrou que 80% dos isolados de
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C. glabrata apresentaram atividade sinérgica entre a fracdo ativa F2 e o FLZ.
Esses resultados comprovam que a associacéo entre a fracdo ativa F2 e o FLZ
foi mais eficaz contra os isolados de C. glabrata testados, do que quando
avaliados sozinhos, visto que, suas CIM foram menores entre suas interacoes.
Com isso, antifungicos como o FLZ, que demonstram falhas na sua efetividade
quando utilizados como monoterapia contra esses isolados, podem
desenvolver uma melhora em sua acdo quando em combinacdo com uma
formulacéo contendo fragcfes ativas de A. sellowiana.

Neste estudo, todos isolados resistentes (CG RL 12m, CG RL 22,
CG RL 24, CG RL 34m e CG RL 37m) mostraram serem susceptiveis as
interacbes entre a fracdo ativa F2 e o FLZ, ja entre os isolados sensiveis,
apenas 60% (CG RL 03S, CG RL 12S, CG RL 37S), apresentaram
susceptibilidade com efeito sinérgico decorrente dessa combinacéo. O isolado
CG RL 37m, resistente ao FLZ, apresentou a maior porcentagem de dano
celular (94,6%) comparado aos demais isolados, reduzindo sua CIM para o
FLZ e para fracdo ativa F2 quatro vezes (MIC/4). Porém, a combina¢do mais
efetiva foi encontrada no isolado CG RL 22, resistente ao fluconazol, pois a
associacao entre o FLZ e a fracdo ativa F2 apresentou 92,1% de dano celular e
o menor ICIF encontrado (0,25), indicando forte interacdo entre as substancias.
Canton et al. (2005), também relataram a presenca desse fenébmeno, em que
isolados resistentes de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis com CIM = 64
pug/mL para o fluconazol, apresentaram acao sinérgica entre a interagdo de FLZ

com o antifungico terbinafina.
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Provavelmente a agcdo sinérgica entre nossas substancias ocorreu
devido a fracdo ativa F2 e o FLZ possuirem mecanismos de acao diferentes,
potencializando seus efeitos antifiungicos. N&o existem relatos na literatura
avaliando a interacdo entre fracdes ativas obtidas de extrato aquoso liofilizado
de A. sellowiana e antifungicos comerciais. Porém, estudos anteriores
relacionados com extratos e fracdes pertencentes a familia Myrtaceae tém sido
satisfatorios quanto as atividades antimicrobianas. Segundo Saraiva (2012),
ocorreu sinergismo entre a combinagdo do extrato de Syzginum aromaticum
(cravo) - Myrtaceae com antibioticos, contra P. aeruginosa resistente a
ampicilina.

Para Baddley & Pappas (2005), interacGes entre substancias podem
resultar em efeitos sinérgicos de trés formas: (a) a substancia que age na
membrana celular pode aumentar a penetracdo de substancias com acdo no
DNA ou na sintese proteica - ANF ou azo6is combinados a flucitosina (5-FC); (b)
interacdo de agentes que inibam diferentes etapas na via bioquimica —
terbinafina e azois; (c) substancia com acdo na parede celular combinada com
substancia com acdo na membrana celular — equinocandinas com azoéis ou
ANF.

Para Hirasawa & Takada (2004), a associacdo entre anfotericina B
(ANF) e catequina apresentou forte efeito sinérgico contra isolados de C.
albicans, sugerindo que a combinagéo pode estimular a captacdo de catequina
para dentro da célula por acéo da anfotericina B e a catequina intracelular pode
atuar como um agente antifingico. Também nesse estudo, a avaliagdo da

combinacéo entre EGCg e FLZ, foi sinérgica mesmo contra isolados resistentes
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de C. albicans ao FLZ. Esses resultados vao ao encontro do que foi
evidenciado em nosso estudo com isolados de CNA. Porém o provavel
mecanismo de acdo decorrente da interacdo do FLZ com a fracdo ativa F2
contendo catequina e possivelmente flavonoides, ainda é desconhecido.

Para Da Silva et al. (2014), foi observada interacao sinérgica entre a
combinagdo de flavonoides com o fluconazol contra todas cepas de C.
tropicalis resistentes ao fluconazol, promovendo dano ao DNA e apoptose
celular. Alteracdes morfolégicas como o tamanho/granularidade das células de
C. tropicalis foram observadas através de Citometria de Fluxo apés 24 h de
exposicdo para a combinacdo entre flavonoides e fluconazol. Isso vai ao
encontro do presente estudo, em que, a reversao da resisténcia antifungica dos
isolados de C. glabrata, resultante da associacédo da fracdo ativa F2 com o
FLZ, poderia ser explicada devido a possivel presenca de flavonoides na fracao
ativa F2, juntamente com a catequina.

Quando avaliada a interacdo entre a fracdo ativa F2 e a AND, néo
houve efeito sinérgico em nenhum dos isolados testados. Esse fato
provavelmente ocorreu devido a fracdo ativa F2 e a AND possuirem
mecanismos de a¢do, semelhantes e, com isso, possivelmente um mecanismo
dificultaria o efeito do outro, gerando uma relacao indiferente entre ambas as
substancias (1 < ICIF < 4).

Na avaliacdo de possivel mecanismo de agéo antifingico através do
ensaio de protecdo do sorbitol, os seis isolados testados apresentaram
mudancas em seus valores de CIM, ocasionando em resultados satisfatorios. A

AND inibe a acdo da enzima f-1,3-D-glucana sintase, responsavel pela
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biossintese de componentes essenciais presentes na parede celular fungica,
levando a morte celular. Utilizada como controle do método, demonstrou
maiores CIM com a presenca de sorbitol, evidenciando seu efeito na parede
celular. As alteracbes ocorreram tanto nos valores de CIM da AND, como nos
valores da fracdo ativa F2, quando o sorbitol foi adicionado ao método,
comparadas aos valores de CIM na auséncia de sorbitol. Tal fato acarretou em
um aumento das CIM dos isolados, indicando que a presenca de sorbitol,
protege as leveduras, em razdo de o sorbitol atuar como protetor da parede
celular fungica. Como consequéncia, € possivel que a fracdo ativa F2 exerca
seu mecanismo de acdo na parede celular das células de C. glabrata. Além
disso, essa acdo na parede celular poderia facilitar a penetracdo de FLZ no
meio intracelular das células, fazendo com que o FLZ aprimore seu efeito,
permitindo uma melhor resposta antifungica. Por agir na parede celular das
leveduras de C. glabrata, podemos sugerir que a fracdo ativa F2 quando
combinada ao FLZ, facilita a penetracdo deste na membrana celular fungica,
acarretando em um efeito sinérgico e reversao da resisténcia desses isolados.

Pippi et al. (2015), demonstraram que o extrato de propolis
vermelha, também indicou agir na parede celular das leveduras de C. glabrata
e C. parapsilosis, além do que, esta acdo, facilitaria a penetracdo do FLZ
através da parede celular fungica, aumentando a concentragao intracelular do
FLZ e, aprimorando a sua resposta antifangica.

Nos resultados obtidos através da metodologia que avaliou o
possivel mecanismo de acdo ocasionado pelo efeito do ergosterol exdgeno,

nao foi observado aumento da CIM da fracdo ativa F2 na presenca de



74

ergosterol exdgeno, em nenhuma das concentracdes testadas (50 a 250
mg/mL). Apenas a CIM da ANF aumentaram de valor, confirmando seu
mecanismo de acdo na membrana celular das leveduras testadas, formando
complexos com o ergosterol presente nessa membrana (enddégeno). Dessa
forma, a fracdo ativa F2 provavelmente ndo atue na membrana celular fingica,
nao havendo complexacao de substancias presentes na fracdo ativa F2 com o
ergosterol exdgeno adicionado.

Vérios estudos relatam atividade antifungica de fracdes e extratos de
plantas, entretanto, poucos observam a possivel acdo desse efeito na
morfologia celular de leveduras. Apés termos o indicio de que a fracédo ativa F2
contendo catequina e flavonoides possa atuar na parede celular das leveduras,
nosso estudo, buscou elucidar as possiveis alteracdes decorrentes desse
efeito, na morfologia dos isolados de C. glabrata.

Estruturalmente, a parede da célula fungica é composta por uma
rede complexa de proteinas e polissacarideos, que variam sua composicao
dependendo da espécie fungica. A interrupcdo desta matriz pode resultar em
uma parede celular defeituosa, tornando-a susceptivel a lise osmética (Yen &
Chang, 2008). Segundo De Groot et al. (2008), a parede celular de C. glabrata
contém 6% de proteina (mananas e glucanas), e 1,3 % de quitina, possuindo
0S mesmo constituintes basicos da parede celular de C. albicans e S.
cerevisiae, porém, em quantidades diferentes. Por conter 6% de proteinas, a
parede celular de C. glabrata € 50 % mais espessa do que a parede de C.
albicans e S. cerevisiae. Tal fato poderia dificultar a penetracéo intracelular de

farmacos antifingicos.
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A analise em microscopio eletrénico de varredura (MEV), realizada
em nosso trabalho, comprovou que a fracdo ativa F2, exerce sua agcao sobre a
parede celular dos isolados de C. grabrata testados. Entre os isolados que
puderam ser observados microscopicamente, cinco demonstraram
deformacbes em suas paredes celulares, formando cavidades em sua
superficie, e, alteracbes em sua morfologia, quando comparados ao formado
apresentado pela cepa controle ATCC 40039. A cepa ATCC 40039 também foi
avaliada quanto ao efeito da fracdo ativa F2, ndo apresentando deformacdes
em sua parede celular, porém, foi observada a presenca de varias cicatrizes de
reproducdo, indicando que a cepa estaria com altas taxas de reproducao,
tentando sobreviver. As concentracdes utilizadas de fracdo ativa F2 para
analise em MEV variaram entre (3,91 - 62,5 ug/mL), visto que cada isolado
apresentou um valor para a CIMsy. Esse efeito, como visto anteriormente,
possivelmente é decorrente da combinacdo de substancias que estariam
presentes na fracdo ativa F2, como a catequina e flavonoides.

O mecanismo exato de acdo da fracdo ativa F2 que acarreta em

desestabilizacdo da parede celular em alguns isolados, ainda néo foi elucidado.

6. CONCLUSOES

A partir dos resultados avaliados podemos concluir que:
v. A andlise de compostos fendlicos nas fragcbes F1l, F2 e F3,
juntamente com as substancias de referéncias, demonstrou a presenca de

catequina na composigédo das mesmas.
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v Na avaliacao dos demais picos cromatograficos das fracbes F1, F2 e
F3 através dos seus espectros de absorcdo no UV, foi observada a possivel
presenca de compostos fendlicos e flavonoides, porém, esses compostos néo
foram elucidados neste estudo.

v'  Sao necessarios estudos mais aprofundados que possam
determinar a identidade dos demais picos cromatograficos presentes nas
fracbes F1, F2 e F3.

v As fracBes F1, F2, F3, F4 e F6, demonstraram serem ativas contra
0s isolados resistentes de CNA.

v As fracdes ativas F1, F2 e F3, comparadas as demais, possuiram
maior eficacia frente a todas as espécies testadas.

v' A fracdo ativa F2 indicou ser a fracdo mais eficaz comparada a
fracdo F1 e F3, destacando valores baixos e satisfatorios para a sua CIM, tanto
para isolados sensiveis como para isolados resistentes de C. glabrata.

v Candida glabrata foi a espécie mais susceptivel as fragdes,
apresentando os menores valores de CIM.

v' A atividade antifungica das fracfes ativas F1, F2 e F3 possivelmente
€ devida a interacdo de substancias presentes nessas fracdes, como
catequina, flavonoides e compostos fendlicos.

v A interacdo entre a fracdo ativa F2 e o FLZ apresentou atividade
sinérgica satisfatoria em 80 % dos isolados de C. glabrata testados. Com isso,
foi possivel comprovar que quando duas substancias sdo combinadas, seus

efeitos podem ser potencializados.
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v A presenca de catequina e possivelmente de flavonoides na fracao
ativa F2, poderia facilitar a penetracdo do FLZ no interior da célula fungica,
aprimorando seu efeito sobre os isolados testados.

v Nao foram observados efeitos sinérgicos na combinacao da fracédo
ativa F2 e AND.

v O possivel mecanismo de acdo da fracdo ativa F2 ocorre na parede
celular dos isolados de C. glabrata, comprovado através de alteracdes
morfologicas visualizadas na parede celular desses isolados, observadas em

MEV.

7. PERSPECTIVAS

Ha uma necessidade atualmente em descobrir novas substancias
que possuam eficacia antifUngica contra leveduras emergentes oportunistas
(CNA), responsaveis pelo elevado indice de infecgcbes como candidiases e
candidemias, principalmente em individuos imunocomprometidos. As CNA séo
de extrema importancia clinica, pois apresentam maior resisténcia a terapia
antifangica convencional. A prospeccao de novas biomoléculas se torna de
imensa relevancia com o intuito de superar o desenvolvimento dessa
resisténcia. No presente estudo, as fracbes obtidas a partir do extrato aquoso
liofilizado de A. sellowiana, demonstraram atividade antifiungica contra isolados
resistentes de CNA. A fracdo ativa F2, além de possuir maior eficicia
antifangica, interagiu de maneira sinérgica quando combinada ao FLZ. Como

consequéncia, formulacdes desenvolvidas a parir de derivados de A.
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sellowiana, podem se tornar promissoras quando utilizadas isoladamente ou
em associacao com antifingicos sintéticos.

A partir dos resultados de nosso trabalho, diversos outros estudos
podem ser realizados:

Avaliacdo da viabilidade celular e citotoxicidade da fracdo ativa F2
contendo catequina, através do Ensaio Cometa verificando o possivel dano
causado ao DNA das células, e toxicidade desta fracéo ativa.

Investigar a susceptibilidade da fracdo ativa F2 contendo
substancias como catequina e flavonoides a outras espécies de CNA. Essa
investigacdo sendo satisfatéria poderia aumentar o espectro de acdo de uma
possivel formulacédo contendo a fracao ativa F2.

Caracterizar os demais picos cromatograficos identificados nas
fracOes ativas F1, F2 e F3, investigando suas possiveis funcdes biologicas.

Caracterizar o0 mecanismo exato de acdo da fracdo ativa F2 na
parede celular das leveduras de CNA, identificando seu alvo especifico de acao
e também outros possiveis mecanismos envolvidos na inibicdo do crescimento
dessas leveduras, utilizando ensaios com enzimas especificas.

Determinacdo da interacdo da fracdo ativa F2, com antifingicos
pertencentes a outras classes como a 5-FC, e ANF, que também séo utilizados
para o tratamento de infec¢des fungicas causadas por Candida spp.

Avaliar se a combinagdo da fracdo ativa F2 com o FLZ também

demonstra efeitos sinérgicos em ensaios in vivo.
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