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Compostos azolicos tém sido amplamente utilizados no controle de fungos
patogénicos e fitopatogénicos, contribuindo para o surgimento de resisténcia e
tornando a disponibilidade do arsenal antifingico cada vez mais escasso. Além disso,
a resisténcia adquirida por estes microrganismos requer doses cada vez mais
elevadas destes agentes antifungicos, o que pode implicar em maior toxicidade ao
organismo hospedeiro. Assim, a prospecc¢ao de novas substancias com propriedades
antifingicas e baixa toxicidade torna-se essencial. Em geral, as plantas constituem
um arsenal valioso para a descoberta de novas substancias, como Tripodanthus
acutifolius (Loranthaceae), planta amplamente distribuida na América do Sul e
extensivamente utilizada na medicina popular com reportada atividade
antimicrobiana, antiinflamatéria, analgésica, antipirética e diurética. Neste contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifingica in vitro do extrato
metandlico bruto (EMB) das folhas de T. acutifolius contra os isolados de Candida,
bem como avaliar seu perfil toxicoldgico e fitoquimico. O EMB foi obtido por extracéo
em Soxhlet e sua atividade antifingica foi avaliada através da determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a capacidade de interacdo com o farmaco
fluconazol (FLC), através do ensaio de checkerboard, contra isolados de Candida
albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis. O perfil toxicoldgico foi
avaliado através da determinacdo da viabilidade celular sobre queratinécitos
humanos, além da determinacdo do grau de irritacdo de mucosa e avaliacdo
histopatoldégica de dano tecidual. Paralelamente aos testes farmacolégicos, foi
realizada Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para identificar os
metabdlitos constituintes deste extrato vegetal. O EMB de T. acutifolius apresentou
atividade antifangica contra as diferentes espécies de Candida com valores de CIM
variando de 16 a 64 ug/mL, onde quatro isolados leveduriformes exibiram valores
mais baixos do que os apresentados pelo FLC. Ao comparar os valores de CIM
apresentados somente pelo FLC com aqueles exibidos apds a combinacao entre FLC
e 0 EMB, observou-se uma diminuicdo destes valores, onde p=0,02744 demonstrou
diferenca significativa entre os tratamentos, sugerindo uma contribuicdo do EMB para
uma melhor eficiéncia da droga sintética. Quanto ao perfil toxicoldgico, o teste de
viabilidade celular apresentou nédo citotoxicidade ou fraca citotoxicidade em
concentragdes que variaram de 1 a 64 pg/mL, valores estes que abrangem a faixa de
concentracdo com atividade anti-Candida. Além disso, a avaliagdo do grau de irritacao
de mucosa e a avaliagao histopatologica ndo indicaram irritacdo e lesdes teciduais
em todas as concentracfes medidas. Através da avaliacao do perfil fitoquimico por
CLAE, foi possivel identificar quatro compostos fendlicos no EMB: acido galico,
catequina, quercetina e rutina, sugerindo a contribuicdo destes compostos para essas
propriedades. Este estudo néo apresenta precedentes e sugere que o EMB das folhas
de T. acutifolius constitui fonte promissora para o desenvolvimento de agentes anti-
Candida.

1 Dissertacéo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (62 p). Marco, 2018.
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Azole compounds have been widely used to control pathogenic and phytopathogenic
fungi, contributing for the rise in the fungi resistance and reducing the availability of
the antifungal arsenal. In addition, the resistance acquired by these microorganisms
require higher doses of these antifungal agents, which may imply in a greater toxicity
in the host’s organism. Therefore, the prospection of a new substance with antifungal
and low toxicity properties becomes essential. In general, plants are a valuable arsenal
for the discovery of new substances, such as Tripodanthus acutifolius (Loranthaceae),
which is widely distributed in South America and extensively used by folk medicine
with reported antimicrobial, anti-inflammatory, analgesic, antipyretic and diuretic
activities. In this context, the present study aimed to evaluate in vitro antifungal activity
of crude methanolic extract of T. acutifolius leaves against Candida isolates, as well to
evaluate the toxicological and phytochemical profile. The crude methanolic extract was
obtained by extracting Soxhlet and its antifungal activity was evaluated by the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the ability to interact with the drug
fluconazole (FLC), through the checkerboard assay, against C. albicans, C. glabrata,
C. krusei, C. parapsilosis and C. tropicalis strains. The toxicological profile was
evaluated through the determination of cell viability on human keratinocytes, as well
as through the determination of the degree of mucosal irritation and histopathological
evaluation on tissue damage. In parallel of pharmacological tests, High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC) was performed to identify the metabolites constituent
of this plant extract. The crude methanolic extract of T. acutifolius presented antifungal
activity against the Candida species, with MIC values ranging from 16 to 64 pg/mL,
where four yeast isolates presented lower values than those presented by FLC. When
comparing the MIC values, presented only by the FLC with those presented after the
combination between FLC and the crude extract, a decrease of these values was
observed, where p = 0.02744 showed a significant difference between the treatments,
suggesting a contribution of the crude extract to a better efficiency of the synthetic
drug. Regarding the toxicological profile, the cell viability assay presented no
cytotoxicity or weak cytotoxicity at concentrations ranging from 1 to 64 ug / mL, same
ranges than those with anti-Candida activity. The assays for evaluation of the degree
of mucosal irritation and the assay to evaluate tissues damage indicated no irritation
and no tissue lesions in all measured concentrations. Through the evaluation of the
phytochemical profile by HPLC, it was possible to identify four phenolic compounds in
the crude methanolic extract: gallic acid, catechin, quercetin and rutin, suggesting their
contribution for these properties. This study is unprecedented and suggests that the
crude methanolic extract of the leaves of T. acutifolius is a promising source for the
development of anti-Candida agents.

1 Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (62 p). March,
2018.
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1 INTRODUCAO

Compostos azolicos tém sido extensivamente utilizados no controle de doencas
fungicas de véarias plantas e micoses humanas devido a sua eficacia, amplo espectro
e custo relativamente baixo (Ribas e Ribas et al., 2016). Tal fato é considerado um
fator de risco, pois pode levar ao desenvolvimento e/ou a transmisséo de resisténcia
a microrganismos na medicina humana, principalmente as espécies do género
Candida (Muller et al., 2007). Estes microrganismos leveduriformes séo de extrema
importancia clinica devido a alta frequéncia de colonizacdo e infeccdo em seres
humanos, estando também fortemente relacionadas as altas taxas de morbidade e
mortalidade de pacientes imunocomprometidos (Deorukhkar e Saini, 2016).

Atualmente cerca de 150 espécies de Candida ja foram descritas e cerca de
quinze ja foram reportadas por causar infec¢des locais ou sistémicas no homem
(Uppuluri et al.,, 2017), onde mais de 90% destas infec¢cdes sao atribuidas,
basicamente, a apenas cinco espécies: Candida albicans, C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis e C. tropicalis, leveduras patogénicas cada vez mais implicadas em
processos infecciosos humanos (Machado et al., 2016). Mundialmente, C. albicans é
a espécie mais comumente isolada nas infec¢des superficiais ou invasivas, seguida
por C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, sendo crescentes as
infeccbes ocasionadas por espécies ndo-albicans (Colombo et al., 2006; Miceli et al.,
2011).

De modo geral, o tratamento destas infec¢Bes € limitado devido a toxicidade
dos farmacos atualmente utilizados, além da baixa eficiéncia de alguns e o
desenvolvimento de resisténcia intrinseca ou adquirida de algumas destas espécies,
devido, principalmente, ao uso indiscriminado e inadequado desses agentes
antifngicos (Patterson, 2005; Espinel-Ingroff, 2008). Este fato impde um desafio a
industria farmacéutica no que diz respeito a pesquisas por compostos alternativos,
mais seguros e eficientes, com comprovada atividade antifingica e baixa toxicidade
(Dhanasekaran et al., 2008; Marin, 2014).

Neste sentido, as plantas representam importante fonte para obtencdo de
compostos com potencial antifngico, uma vez que muitos dos compostos extraidos
de plantas, principalmente seus metabdlitos secundarios, tém sido descritos como

inibidores de germinacdo de esporos de fungos fitopatogénicos e também tém
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demonstrado potencial capacidade de inibicdo do crescimento de fungos patogénicos
para o homem (Grayer e Harborne, 1994; Harborne e Williams, 2000). Partindo desta
necessidade e reconhecendo que as plantas sdo uma fonte de compostos com
atividade antimicrobiana, observa-se a existéncia de estudos bem-sucedidos com
extratos, fracdes e moléculas isoladas de plantas, sendo estas ja utilizadas
etnofarmacologicamente contra candidiases ou cuja composicdo quimica seja um
indicio desta atividade (Moraes et al., 2015; Correia et al., 2016; Machado et al., 2016;
Salari et al., 2016).

Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pavon) Van Tieghem é uma planta
hemiparasita pertencente a familia Loranthaceae e de ampla distribuicdo na América
do Sul, sendo frequentemente estudada com base em seus usos na medicina popular,
onde alguns trabalhos cientificos ja& foram publicados relatando atividades
antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias, analgésicas, antipiréticas e
diuréticas (Intersimone et al., 2005; Daud et al., 2005; 2006; Soberon et al., 2007,
Soberon et al., 2010a; Soberon et al., 2010b; Soberon et al., 2010c; Silva, 2014; Souza
et al., 2014). Com relacdo a atividade antimicrobiana ja foram descritas atividades
contra cepas Gram-positivas, como Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina
(MRSA) (Souza et al.,, 2014) e cepas Gram-negativas, como Pseudomonas
aeruginosa (Soberén et al.,, 2010c), entre outros, podendo esta atividade estar
relacionada com os principais constituintes quimicos identificados para esta planta,
que incluem, principalmente, compostos polifenélicos, como flavonoides (rutina,
nicotiflorina, hiperésido e isoquercetrina), taninos condensados e catequinas
(catequina, epicatequina e catequina-4--ol), além de um raro composto isolado e
identificado como tripodantosideo (Soberén et al., 2010c; Silva, 2014; Coelho et al.,
2018).

Tal fato estimula a busca por novas propriedades dos extratos e fracdes obtidos
a partir de T. acutifolius, principalmente frente as cepas de Candida, uma vez que nas
principais bases de dados de pesquisa da literatura cientifica (Google Scholar,
Periddicos da Capes, Science Direct, Scielo e PubMed) ainda n&o foram encontrados

relatos relacionando T. acutifolius com propriedades anti-Candida.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a atividade antifingica in vitro e as propriedades toxicolégicas do
extrato vegetal bruto obtido a partir das folhas de Tripodanthus acutifolius, sobre

isolados do género Candida.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Obter o extrato metandlico bruto (EMB) a partir das folhas de T.
acutifolius;

2.2.2 Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) do EMB de T.
acutifolius frente as espécies de Candida spp.;

2.2.3 Determinar o tipo de interacdo entre 0 EMB e o agente antifungico
sintético (fluconazol);

2.2.4 Avaliar a toxicidade do EMB, através de ensaios de viabilidade celular,
grau de irritacdo de mucosas e avaliacdo histopatologica de dano tecidual;

2.2.5 Avaliar o perfil fitoquimico do EMB.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aspectos gerais do género Candida

O género Candida, pertencente a familia Saccharomycetaceae da ordem
Saccharomycetales, compreende cerca de 150 espécies conhecidas, podendo ser
encontradas no solo, agua, vegetais, animais, alimentos, no homem e em ambientes
hospitalares (Diezmann et al., 2004; Cooper Jr, 2011; Uppuluri et al., 2017).

Sao organismos eucariéticos, de fina parede celular e reproducéo assexuada
por brotamento (Cooper Jr, 2011). Podem apresentar trés tipos de morfologia celular:
levedura (célula individual ovoide), pseudo-hifa (células em forma de elipse, com
constricdes no local dos septos e sem poro de comunicagdo entre as células) e hifa
(células de largura uniforme, com septos verdadeiros e poros localizados na regido

do septo para comunicacao entre as células) (Figura 1).

g8 W L=

Levedura Pseudo-hifa Hifa

Figura 1. Diferentes morfologias que podem ser apresentadas por algumas espécies do
género Candida. Imagens de C. albicans obtidas por microscopia de contraste por
interferéncia diferencial (barra = 10um). Fonte: Thompson et al., 2011.

Estes trés tipos de morfologia possibilitam distintos habitats e potencial de
viruléncia, onde a forma de levedura facilita a disseminacao e a forma de hifa confere
uma caracteristica mais invasiva e consequentemente mais patogénica as especies
(Thompson et al., 2011).

Outro mecanismo de viruléncia apresentado por algumas espécies de Candida

spp. € a habilidade de formacéo de biofilme, estabelecendo-se tanto em superficies
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bidticas (como em plantas e em tecidos de animais), quanto em superficies abioticas
(como em catéteres, proteses e biomateriais) (Sardi et al., 2013; Gulati e Nobile,
2016). Este biofilme consiste de um amontoado de células microbianas aderidas a
uma superficie, estando estas incorporadas em uma matriz extracelular constituida
de polissacarideos, proteinas, lipidios e acidos nucleicos. A formacéao de biofilme por
espécies de Candida spp. segue, resumidamente, o seguinte fluxo: células
leveduriformes livres aderem-se a uma superficie e estabilizam-se, iniciando a
proliferacdo e filamentagdo de algumas células. Segue-se entdo a maturacdo do
biofilme, resultando em uma rede complexa de varias camadas de células
polimorficas (incluindo células em hifas, células em pseudo-hifas e células em forma
de levedura), todas envoltas em uma matriz extracelular, dando ao biofilme uma
aparéncia espessa e estruturada, fornecendo protecdo contra lesdes fisicas e
quimicas. Finalizando o desenvolvimento do biofilme, ocorre o desprendimento e
dispersdo de algumas células leveduriformes, que aderem-se em novas superficies,
reiniciando o ciclo (Gulati e Nobile, 2016) (Figura 2).

Muitas destas espécies relacionam-se comensalmente com o homem,
como habitantes normais do trato gastrointestinal, tecido muco cutaneos e pele
(Cooper Jr, 2011). Entretanto, sendo estes microrganismos oportunistas, distarbios
no equilibrio resultantes, por exemplo, de variacbes no ambiente local (mudancas de
pH ou mudancas nutricionais) e o uso de antibiéticos ou alterac6es no sistema
imunoldgico (causadas por uma infeccdo ou terapia imunossupressora), podem
permitir sua a rapida proliferacdo, ocasionando problemas de saude (Cooper Jr, 2011,
Gulati e Nobile, 2016; Uppuluri et al., 2017)

Das 150 espécies conhecidas, apenas quinze séo reportadas por causar
infeccdes locais ou sistémicas no homem, uma vez que cerca de 65% das espécies
de Candida spp. ndo conseguem crescer a uma temperatura de 37 °C, sendo elas:
Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C.
guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. pelliculosa, C. kefyr, C. lipolytica, C.
famata, C. inconspicua, C. rugosa e C. norvegensis (Cooper Jr, 2011; Uppuluri et al.,
2017). Entretanto, 95-97% das infeccbes fungicas invasivas sdo atribuidas,
basicamente, a apenas cinco espécies: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.

parapsilosis e C. tropicalis (Giolo e Svidzinski, 2010; Machado et al., 2016.)



( é) Desprendimento e disperssio (b) Proliferacéo e filamentag&o

de novas céulas

(c) Maturagdo

Figura 2. Ciclo de formacéo de biofilme em C. albicans: (a) Aderéncia e estabilizacdo de
células leveduriformes em uma superficie; (b) Proliferacdo, para a formac¢@o de uma
camada basal de aderéncia, e filamentagdo de algumas células; (c) Maturacédo, onde ha
o desenvolvimento das células e o desenvolvimento da matriz extracelular; e (d)
Desprendimento e disperséo, onde células leveduriformes desprendem-se e aderem-se
a novas superficies. Fonte: Gulati e Nobile, 2016.

3.1.1 Candida albicans

Esta espécie pode apresentar relacdo comensal com seu hospedeiro por um
longo periodo, habitando pele, orofaringe, trato respiratorio inferior, trato
gastrointestinal e sistema geniturinrio de pessoas saudaveis (Duhring et al., 2015).
Entretanto € o seu potencial patogénico que a torna mais conhecida, estando
predominantemente envolvida em infecgdes fungicas invasivas, representando assim
um sério problema de saude devido as altas taxas de morbidade e mortalidade, além
de importancia econdmica devido ao aumento dos custos de cuidados e duracéo das
internagdes hospitalares (Cooper Jr, 2011; Sardi et al., 2013). Seu elevado potencial
patogénico pode ser atribuido, entre outras caracteristicas, as suas variadas formas

morfologicas, que transitam da forma leveduriforme a forma de pseudo-hifas e hifa



verdadeira (dimorfismo), além da formacédo de clamiddsporos, tornando-as mais
resistentes (Staib e Morschhauser, 2006; Cooper Jr, 2011; Thompson et al., 2011).
Clamidésporos sdo células grandes, esféricas e de paredes grossas, que sao
normalmente produzidas nas extremidades das hifas em resposta a condi¢cdes
precarias de nutrientes (Staib e Morschhéauser, 2006; Thompson et al., 2011).

Além destas caracteristicas, C. albicans mostra grande habilidade na formacao
de biofilme, implicando em sua elevada viruléncia e patogenicidade, onde evidéncias
sugerem que a maioria das infeccbes causadas por esta espécie estdo associadas
com a formacao de biofilme (Ramage et al., 2005; Gulati e Nobile, 2016).

3.1.2 Candida glabrata

Diferentemente de C. albicans, esta espécie ndo é polimérfica, crescendo
apenas em forma de levedura, embora alguns estudos também tenham atribuido
caracteristica de pseudo-hifa (Thompson et al., 2011; Silva et al., 2012).

Originalmente foi classificada no género Torulopsis, devido a ndo formacao de
pseudo-hifa. No entanto, esta caracteristica ndo foi considerada um fator distintivo
confiavel para os membros do género Candida spp. e propds-se, ap0s observacdes
moleculares e fenotipicas, que Torulopsis glabrata pudesse ser classificado no género
Candida. Além disso, sua forte associacdo com infeccdées humanas, assim como
demais espécies do género, foi fator decisivo para sua reclassificagdo (Cooper Jr,
2011; Silva et al., 2012; Rodrigues et al., 2014).

Sao microrganismos constituintes da flora normal de individuos saudaveis,
podendo colonizar a superficie da boca, esdfago, intestino e mucosa da vagina
(Rodrigues et al., 2014). No entanto, sugere-se que 0 uso generalizado de terapias
imunossupressoras, juntamente com o tratamento com antibiéticos de amplo
espectro, fez aumentar a frequéncia de infec¢des locais e sistémicas causadas por C.
glabrata (Silva et al., 2012).

Relatos apontam C. glabrata colonizando tecidos de hospedeiros, bem como
as superficies abidticas, através da formacédo de biofilme, onde esta habilidade
confere vantagem ecoldgica, ajudando na sobrevivéncia como comensais e agentes
patogénicos dos seres humanos, bem como resistindo ao tratamento antifingico e a
pressdo competitiva de outros microrganismos (Silva et al., 2012; Thompson et al.,
2011; Rodrigues et al., 2014).



3.1.3 Candida krusei

Em contraste com a maioria das outras espécies do género, esta espécie
apresenta forma mais alongada, com aparéncia de "longos gréos de arroz" e
geralmente é encontrada em duas formas morfologicas, como leveduras e pseudo-
hifas, sendo isolada de uma grande variedade de habitats naturais, incluindo a
atmosfera, frutas, alimentos (como carnes e derivados lacteos) esgoto, solo, vinho e
cerveja (Samaranayake e Samaranayake, 1994; Reichart et al., 2002).

Pode ser considerado um microrganismo comensal do homem, ndo sendo
muito frequente o seu isolamento a partir de mucosa de individuos sadios
(Samaranayake e Samaranayake, 1994). Embora represente uma menor
porcentagem dos isolados em infecg¢des invasivas, C. krusei representa importante
agente patogénico para pacientes imunocomprometidos, uma vez que apresenta

resisténcia intrinseca a alguns agentes antifingicos (Fleischmann et al., 2017).

3.1.4 Candida parapsilosis

Esta espécie ndo produz hifas verdadeiras, mas pode gerar pseudo-hifas que
sdo caracteristicamente grandes e curvas, sendo muitas vezes chamadas como
"células gigantes” (Silva et al., 2012). Em comparagdo com as demais espécies do
género, C. parapsilosis apresenta ampla distribuicdo na natureza, sendo isolada de
animais domésticos, insetos, solo, plantas e ambientes marinhos (Trofa et al., 2008;
van Asbeck et al., 2009).

Os primeiros relatos descreviam esta espécie como organismo relativamente
nao patogénico, componente das superficies mucosas, pele e unhas de individuos
saudaveis (van Asbeck et al., 2009). Entretanto, tratando-se de um microrganismo
oportunista, alguns fatores acabaram levando a um aumento de sua incidéncia e
consequentemente a um aumento das infecgfes, taxas de morbidade e mortalidade,
principalmente de pacientes imunocomprometidos (Trofa et al., 2008; van Asbeck et
al., 2009; Silva et al., 2012; Deorukhkar e Saini, 2016). Um importante fator de
viruléncia desta espécie € a formacdo de biofilme, apresentando alta afinidade por
superficies protéticas, catéteres venosos e equipamentos de nutricdo parenteral,
tornando C. parapsilosis umas das causas mais comuns de infeccdo em pacientes
hospitalizados (Trofa et al., 2008; Cooper Jr, 2011).



3.1.5 Candida tropicalis

Morfologicamente C. tropicalis pode apresentar a forma de levedura, pseudo-
hifa e até mesmo hifa verdadeiras (Silva et al., 2012). E considerada uma espécie
cosmopolita, podendo ser isolada de diferentes substratos como cascas, raizes,
folhas, lama, agua e ambientes marinhos, sendo este ultimo substrato fonte de cepas
com potencial aplicacdo na agricultura, fermentacao industrial e na industria quimica
(Yan et al., 2010).

Embora apresente beneficios no ramo da biotecnologia, C. tropicalis ganha
destaque devido a sua alta associacdo com infeccdes fungicas invasivas, sendo
considerada a primeira ou segunda espécie de Candida ndo-albicans mais
frequentemente isolada da corrente sanguinea e do trato urinario (Trofa et al., 2008;
Silva et al., 2012). Este fato pode estar relacionado a alguns fatores de viruléncia
apresentados por esta espécie, como formacao de biofilme, secrecdo de proteinases

e dismorfismo (Silva et al., 2012).

3.2 Epidemiologia das espécies

Fungos e outras espécies microbianas podem ser amplamente encontrados no
meio ambiente e também vivendo em relacdo comensal com o homem (Matrtins et al.,
2015). Entretanto, nas dudltimas duas décadas tém-se observado um aumento
consideravel na incidéncia de infec¢des fungicas nao somente em hospitais, o que ja
compromete ainda mais a saude de pacientes imunocomprometidos, mas também no
resto da populacdo (Martins et al., 2015.)

De modo geral, as leveduras do género Candida tém grande importancia pela
alta frequéncia com que colonizam e infectam o hospedeiro humano, tornando-se
altamente patogénicas, caso ocorram alteracdes nos mecanismos de defesa do
hospedeiro ou comprometimento de barreiras anatémicas, podendo levar a infeccdes
superficiais ou invasivas, como infecgdes mucocutaneas e infeccbes mais agressivas
como endocardite, meningite e peritonite (Colombo e Guimaraes, 2003; Martins et al.,
2015).

Entre as infec¢gbes invasivas causadas por espécies do género Candida,
destaca-se os casos de infec¢@o de corrente sanguinea, complicagdo conhecida como
candidemia, sendo umas das principais causas de morbidade e mortalidade de

pacientes hospitalizados (Colombo e Guimaraes, 2003; Deorukhkar e Saini, 2016).



Essas infec¢cBes de corrente sanguinea séo consideradas a quarta causa de infeccéo
nos Estados Unidos da América (EUA) e classificadas entre a quarta e a sétima causa
na Europa (Sifuentes-Osornio et al.,, 2012). No Brasil, 6% de todas as infec¢cbes
sanguineas nosocomiais sdo ocasionadas por espécies do género Candida (Marra et
al., 2011).

Historicamente, Candida albicans tem sido o isolado mais comum em
candidemias, no entanto, hd um aumento na incidéncia de espécies ndo-albicans (da
Costa et al., 2014), onde o cenério de distribuicdo das espécies varia de acordo com
area e sistema de saude (Deorukhkar e Saini, 2016). Nos EUA, por exemplo, C.
glabrata é a segunda espécie mais comumente isolada de infeccfes invasivas, sendo
menos frequentemente isolada em outros paises (Miceli et al., 2011). Ja no Brasil, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei representam a segunda, terceira,
quinta e sexta espécies mais comumente isoladas de infec¢cdes sanguineas
nosocomiais, respectivamente (Marra et al., 2011). Na Australia, C. parapsilosis e C.
glabrata correspondem a segunda e a terceira colocacéao, respectivamente (Chen et
al., 2006).

Antes considerada como um saprofito de baixa viruléncia, C. glabrata
emergiu como um importante patégeno de ambiente hospitalar, sendo associada as
altas taxas de morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos e
hospitalizados, uma vez que os longos periodos de internacéo e a ampla utilizacao de
antibiéticos nestes ambientes tornam-se fatores de risco para colonizacdo desta
espécie (Fidel Jr et al., 1999; Deorukhkar e Saini, 2016). Atualmente, C. glabrata vem
sendo responsavel pelas infeccfes de mucosa e associada a cerca de 15% das
infec¢des de corrente sanguinea ocasionadas pelo género (Rodrigues et al., 2014).

C. tropicalis é geralmente isolada de pacientes neutropénicos e outros
pacientes imunocomprometidos, muito provavelmente devido ao uso extensivo de
antibioticos com finalidade profilatica (Sifuentes-Osornio et al., 2012). Alguns estudos
apontam C. tropicalis responsavel por uma maior taxa de mortalidade do que outras
especies nao-albicans, e até mesmo C. albicans, devido ao seu alto potencial de
viruléncia (Silva et al., 2011).

Inicialmente considerada como um microrganismo nao patogénico, C.
parapsilosis aumentou dramaticamente sua significancia e prevaléncia nas ultimas

duas décadas, tornando-se uma das principais causas de infeccOes fungicas
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invasivas, uma vez que facilmente coloniza catéteres e proteses devido a sua
capacidade de formac&o de biofilme (Trofa et al., 2008). E comumente isolada de
unidades neonatais de terapia intensiva, estando muitas vezes associada as taxas de
mortalidades destes neonatos (Deorukhkar e Saini, 2016).

Nos ultimos anos, C. krusei surgiu como importante patdogeno causador de
um amplo espectro de manifestacbes clinicas em pacientes hospitalizados
(Samranayake e Samaranayake, 1994). O advento do HIV/AIDS levou a um uso
generalizado de azois, especialmente fluconazol, na prevencdo e tratamento de
infeccbes fangicas desses pacientes, contribuindo para o aumento da incidéncia de
infeccdes por C. krusei (Deorukhkar e Saini, 2016).

Além de importantes patégenos humanos, espécies deste género também
vém sendo encontradas no leite de vacas diagnosticadas com mastite fungica
(Crawshaw et al., 2005). Dworecka-Kaszak e colaboradores (2012) avaliaram 66
amostras de leite coletadas de 44 vacas com mastite clinica, identificando a presenca
de C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae, C. famata, C. guilliermondii, C. tropicalis e
C. albicans. Outro estudo avaliou a presenca de espécies do género Candida em
amostras de queijo artesanal produzido a partir de leite de vaca in natura, encontrando
C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. albicans, C. parapsilosis, C. guilliermondi, C.
dubliniensis, C. kefyr e C. lusitaniae (Wanderley et al., 2013)

A presenca destes patdgenos nestes animais, e consequentemente nos
produtos derivados destes, pode implicar na circulacdo de cepas resistentes fora do
ambiente hospitalar, além da ocorréncia de infec¢des fungicas através dos alimentos

(Maroszynska et al., 2013).

3.3 Resisténcia microbiana

Os medicamentos antimicrobianos sdo compostos que sao ativos contra uma
série de infeccbes, como as causadas por bactérias (antibioticos), virus (antivirais),
fungos (antifingicos) e parasitas (incluindo antimalaricos). Foi a descoberta da
penicilina, em 1928, por Alexander Fleming, que marcou o inicio da era dourada dos
antibioticos, que seguiu e ganhou grande destaque nas décadas de 1960 e 1970
devido a derrota da variola e da poliomielite (O’Neill, 2016; Venter et al., 2017).
Entretanto, cerca de 50 anos depois, a Organizacdo Mundial da Saude alerta que o
uso indiscriminado e excessivo destes antibioticos pode tornar fatais pequenas

infecgdes, devido a resisténcia adquirida pelos microrganismos (OMS, 2014).
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A resisténcia microbiana surge quando 0 microrganismo que causa infeccao
sobrevive a exposicdo de um determinado medicamento que normalmente o mataria
ou desaceleraria seu crescimento, permitindo que este cresca e se dissemine mais
facilmente devido a falta de concorréncia, transmitindo assim a caracteristica de
resisténcia (O’Neill, 2016). Esta caracteristica € um processo natural observado desde
gue os primeiros antibidticos foram descobertos. No entanto torna-se cada vez mais
um problema, uma vez que o uso excessivo de antibidticos acelera este processo,
tornando o arsenal antimicrobiano existente atualmente quase ineficiente ou esgotado
(O’Neill, 2014).

Além de muito utilizados na clinica médica, antimicrobianos também séo
extensivamente utilizados no campo, estimando que sua utilizagdo na agricultura, em
uma escala global, varie de cerca de 63 mil toneladas a mais de 240 mil toneladas por
ano (O’Neill, 2014; 2015). No campo, embora sejam utilizados terapeuticamente em
animais para tratar doencas clinicas, também séo aplicados de forma profilatica para
prevenir surtos de doencas comuns e sub-terapeuticamente para 0 crescimento
animal (Venter et al., 2017).

De modo geral, esse uso excessivo e indiscriminado dos antibiticos nas
diferentes areas aumenta a pressao seletiva, favorecendo assim o surgimento,
multiplicacédo e disseminacao de cepas resistente (Kndppel et al., 2017). Além disso,
sua ampla utilizagéo pode tornar a presenca destes medicamentos no meio ambiente
um processo ciclico, uma vez que atraves de residuos humanos, animais e industriais,
contaminam o solo, culturas e fontes de agua, também incentivando o
desenvolvimento da resisténcia entre os patdgenos com 0S quais estes meios
interagem (OMS, 2014; O’Neill, 2015; Venter et al., 2017).

Atualmente, existem cinco classes principais de agentes antifungicos
amplamente utilizados contra os principais patdgenos fungicos, incluindo espécies de
Candida, sendo eles: polienos, azéis, alilaminas/tiocarbamatos, fluoropirimidina e
equinocandinas (Maurya et al., 2013). Destes, o0 grupo dos azois € muito utilizado na
agricultura e na viticultura para o controle do crescimento de fungos em plantas e
frutas, além de serem considerados antifungicos de primeira linha para o tratamento
de micoses submucosas e invasivas humanas (Mdller et al., 2007). Estes incluem os
derivados imidazolicos (miconazol e cetoconazol), os triazéis de 12 geracao

(itraconazol e fluconazol) e os de 22 geracdo (voriconazol, posaconazol e
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ravuconazol). Devido a eficiéncia e baixo custo, o fluconazol é o antifangico mais
utilizado (Pfaller e Diekema, 2010; Kathiravan et al., 2012). Este composto atua de
forma a inibir a biossintese do ergosterol através do bloqueio da acdo da enzima
lanosterol-14-a-desmetilase, codificada pelo gene ERG11, que converte por
desmetilacdo o lanosterol em ergosterol. Como consequéncia da inibicdo desta
enzima, ha acumulo de precursores metilados toxicos gerados no processo de
biossintese do ergosterol, levando a inibicdo do crescimento celular e conferindo
assim uma acao fungistatica aos azois, principalmente frente a Candida spp. (Alencar,
2015).

No meio ambiente, fungicidas azllicos sdo amplamente utilizados na
agricultura e na horticultura para reduzir a degradacéo ocasionada pelos fungos em
plantas. A Holanda, por exemplo, usa uma grande quantidade de fungicidas na
producdo de tulipas, mergulhando o bulbo da flor em fungicida antes desta ser
plantada. Nao surpreendentemente, este pais possui uma das mais altas taxas de
resisténcia antifungica aos azo6is em cepas de Aspergillus fumigatus (O’Neill, 2015).
Outro estudo demonstra o perfil de resisténcia apresentado por espécies do género
Candida quando utilizados compostos azélicos na agricultura, onde o fluconazol
apresentou concentracao inibitéria minima superior sobre os isolados obtidos de frutas
de fazenda ndo-organicas, em comparacdo com aqueles obtidos de frutas de
fazendas organicas (Arendrup, 2013).

Miiller e colaboradores (2007) destacam que o uso de grandes quantidades de
fungicidas azélicos na protecéo de plantas é um fator de risco para o desenvolvimento
e/ou transmisséao de resisténcia a demais microrganismos de importancia na medicina
humana. Este fato merece devida atencdo, uma vez que, em comparacdo com O
arsenal antifangico utilizado no controle de doencas em plantas, o campo da medicina
apresenta limitacdes, principalmente devido a problemas relacionados com a eficacia
e toxicidade da droga (Ribas e Ribas et al., 2016). Na area da medicina, os derivados
azolicos sdo a maior classe de drogas antifungicas de uso clinico e primeira escolha
no tratamento de infec¢gbes fungicas, especialmente as causadas por Candida spp.
(Mdller et al., 2007).

Como citado anteriormente, a ampla utilizacdo destes antifungicos, tanto na
agricultura quando na medicina, resulta na selecdo ou na emergéncia de cepas

resistentes, onde os principais mecanismos de resisténcia aos azois incluem (i)
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mudancas na parede celular ou membrana plasmatica, que levam a diminuicdo da
absorcdo do antifungico; (ii) alteragcdes no gene ERG11, que codifica a enzima alvo,
interferindo na afinidade da droga com seu alvo; e, (iii) o efluxo de drogas mediado
por proteinas de transporte de membrana, codificadas pelos genes CDR1 e CDR2 ou
efluxo da droga mediado por proteinas facilitadoras, codificadas pelos genes MDR1 e
FLU1 (Sanguinetti et al., 2005).

O desenvolvimento destes mecanismos de resisténcia pelos microrganismos
é rapido, tornando fundamental e continua a busca por novos agentes antifungicos
(Treméa, 2015). Neste sentido as plantas representam importante fonte para obtencao
de compostos biologicamente ativos, sendo frequentemente alvos de investigacao
cientifica, seja pelas inUmeras espécies vegetais ainda ndo estudadas, seja pelo
comprovado espectro da atividade inibitéria sobre alguns microrganismos que
algumas espécies vegetais possuem, propriedades estas apoiadas na medicina
popular (Souza et al., 2014; Silva, 2014)

3.4 Plantas medicinais

Durante muitos séculos as plantas constituiram principal fonte de agentes
terapéuticos, correspondendo a Unica fonte de tratamento e cura de doencas de
muitos grupos culturais (Rishton, 2008; Giordani et al., 2015). Atualmente, mesmo
com 0s avan¢os na medicina, as plantas ainda constituem fonte para obtencao de
compostos biologicamente ativos (Treméa, 2015; Silva, 2014).

Reconhecendo que as plantas sdo uma fonte de compostos com atividade
antimicrobiana, observa-se a existéncia de estudos bem-sucedidos com extratos,
fracbes e moléculas isoladas de plantas, sendo estas ja utilizadas
etnofarmacologicamente contra infeccdes ocasionadas por espécies do género
Candida, ou cuja composi¢cdo quimica seja um indicio desta atividade, como por
exemplo, Moraes e colaboradores (2015) encontraram significativa atividade
antifingica sobre espécies nao-albicans, em composto isolado de Uncaria tomentosa
(unha-de-gato). Outro estudo, realizado por Salari e colaboradores (2016),
demonstrou atividade antifiungica do extrato de Salvia rhytidea sobre as espécies C.
tropicalis, C. krusei e C. albicans. Outras espécies vegetais que demonstram atividade
antifingica contra espécies de Candida spp. foram Eugenia dysenterica e Pouteria

ramiflora, onde em seus extratos foram identificados compostos polifenolicos
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(flavonoides e catequinas), substancias quimicas com importante atividade

antifangica (Correia et al., 2016).

3.5 O género Tripodanthus

O género Tripodanthus pertence a familia Loranthaceae, sendo essa a maior
familia da ordem Santalales, formada por 76 géneros e 1042 espécies hemiparasitas,
ou seja, espécies parasitas que realizam fotossintese pelo menos durante um estagio
do ciclo de vida, mas que obtém agua e nutrientes do xilema da planta hospedeira
(Nickrent et al., 2010; 2017). Esse mecanismo para obtencdo de agua e nutrientes se
da através da formacao de estruturas especializadas, os haustorios, que conectam o
sistema vascular do parasita ao hospedeiro (Kuijt, 1969).

A presenca de clorofila e a realizacdo de fotossintese faz com que a planta
metabolize seus proprios compostos organicos, e essa caracteristica aliada ao
hemiparasitismo contribui para a grande capacidade de proliferacdo das espécies
deste género (Rotta et al., 2005), que podem ser encontradas parasitando as raizes e
principalmente os caules de diversos grupos, como arbustos, plantas lenhosas de
floresta, arvores frutiferas, ornamentais, de ambiente urbano, entre outros (Nickert et
al., 2010; Silva, 2014).

Popularmente as plantas desta familia sdo conhecidas como erva-de-
passarinho, pois grande parte de suas espécies dependem dos passaros para
dispersédo e germinacdo de suas sementes, uma vez que estes, apds consumirem
seus frutos, regurgitam e/ou defecam, liberando estas sementes, que aderem-se as
plantas hospedeiras por possuirem uma camada de substancia mucilaginosa (Leal et
al., 2006; Dettke e Waechter, 2014).

Tripodanthus é composto por apenas trés espécies, apresentando ocorréncia
predominantemente na América do Sul: Tripodanthus belmirensis Roldan & Kuijt,
endémica da Colémbia; Tripodanthus flagellaris (Cham. & Schitdl.) Tiegh, Uruguai e
Argentina; e, Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pav.) Tiegh, espécie com distribuicéo
mais ampla, ocorrendo desde a Venezuela até a regido central da Argentina, de onde
se estende para o Uruguai, Sul do Brasil e para o norte até a Bahia (Dettke e Waechter,
2014; Nickrent, 2017).
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3.5.1 Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pav.) Tiegh

No Brasil, Tripodanthus acutifolius, cujas sinonimias sdo T. eugenioides
(Kunth) Tiegh., Phrygilanthus acutifolius (Ruiz & Pav.) Eichler, P. eugenioides (Kunth)
Eichler e Loranthus acutifolius Ruiz & Pav., é a Unica espécie do género,
apresentando distribuicdo pelos biomas do Cerrado, Floresta Atlantica e Pampa, com
ampla ocorréncia nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Dettke
e Waechter, 2014).

Apresenta caracteristica de erva, eventualmente arbusto ou arvore, podendo
ser encontrada parasitando caule e raizes, onde, ap0s seu estabelecimento, suas
raizes epicorticais crescem e juntam-se as raizes do hospedeiro, criando conexdes
com as raizes do proprio hospedeiro ou até mesmo com raizes de individuos proximos
(Nickrent et al., 2010; Brandao, 2015). Pode ser facilmente reconhecida por suas
folhas coriaceas de éapice agudo e com lenticelas em sua face abaxial, ramos
pendentes, longas inflorescéncias laterais e terminais, flores com pétalas alvas e
bastante perfumadas (Dettke e Waechter, 2014) (Figura 3).

De modo geral, esta planta pode ser encontrada parasitando grupos como
Anacardiaceas, Leguminosas, Oleaceas, Sapindaceas e Zigofilaceas (Wagner et al.,
2009; Silva, 2014). Em sua distribuicdo pelo bioma do Cerrado e Mata Atlantica
(regido sudeste), ocorre em espécies de arvores ornamentais dos géneros
Cupressus, Casuarina e Ligustrum, prejudicando o crescimento das mesmas e
também acarretando na perda de produgcdo em varias arvores frutiferas,
especialmente Citrus spp. e Mangifera indica (Leal et al., 2006).

Apesar da caracteristica de hemiparasitismo comprometer o vigor das plantas
hospedeiras, um estudo realizado na cidade de Curitiba, PR, apontou a presenga T.
acutifolius como um fator de contribuicdo ao cenario urbano, uma vez que considera
bonita a caracteristica visual desta espécie (Rotta et al., 2005). Além deste ponto
positivo, a espécie também vem sendo apontada como fonte de recurso para medicina
popular e com base nesta muitos estudos ja foram realizados a fim de identificar as

propriedades farmacoldgicas de T. acutifolius (Silva, 2014).
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Figura 3. Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pav.) Tiegh. (a) T. acutifolius parasitando
Ligustrum lucidum (Oleaceae); (b) Caracteristica de ramos pendentes; e (c)
Caracteristica das folhas com &pice agudo e presenca de lenticelas na face abaxial.
Fonte: Autora

Intersimone e colaboradores (2005) avaliaram o potencial diurético do extrato
aquoso e etandlico das flores de T. acutifolius em ratos, em comparagdo com a
furosemida. Ambos os extratos levaram a uma diminui¢cdo da excre¢do de potassio
pela urina, o que sugere uma acéo diurética que atua como poupadora de potassio.

Os efeitos anti-inflamatério, analgésico e antitérmico do extrato aquoso e
etandlico das flores de T. acutifolius, a partir de administracdo oral, foram testados em
ratos. Em relagdo ao efeito anti-inflamatorio, os resultados demonstraram que o
extrato aquoso reduziu significativamente o edema induzido por carragenina. Em
relacao ao efeito analgésico, a administracdo do extrato aquoso causou uma inibicdo
da resposta de contorcimento induzida pelo &acido acético, assim como também
demonstrou diminuicdo significativa no estimulo doloroso induzido por formalina. E

em relacdo ao efeito antitérmico, o extrato aquoso causou uma diminui¢cdo
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significativa na temperatura retal de ratos hipotérmicos, condi¢do esta induzida pela
administracdo de fermento de cerveja aos ratos (Daud et al., 2006).

No Brasil, Silva e colaboradores (2014) avaliaram e confirmaram a atividade
antioxidante in vitro do extrato aquoso das folhas de T. acutifolius. Esta avaliacdo
revelou que este extrato possui capacidade de inibicdo de formacao e/ou captura do
radical livre DPPH em todas as concentracdes testadas.

Outro estudo avaliou o efeito protetor do extrato hidroalcodlico de T. acutifolius
em ratos com alta concentracao de colesterol no sangue. O estudo demonstrou um
desempenho efetivo deste extrato na regulacdo do metabolismo do colesterol, onde
a suplementacéo com este extrato resultou em diminuicdes significativas no colesterol
total, triglicerideos e nos niveis de lipoproteinas de baixa densidade, enquanto niveis
de lipoproteinas de alta densidade aumentaram significativamente em todos os
grupos em relacdo aos controles (Coelho et al., 2018).

Silva e colaboradores (2014) avaliaram a atividade gastroprotetora do extrato
aquoso das folhas de T. acutifolius, em ratos, apés inducao de lesdes géastricas por
etanol absoluto. Este estudo demonstrou que a administracéo oral do extrato aquoso
de T. acutifolius reduziu a area das lesdes, sugerindo possivel acdo gastroprotetora.

Em relacdo as propriedades antimicrobianas, varios estudos também apoiam
0 uso popular desta planta para esta finalidade. Como exemplo, pesquisas realizadas
na regidao Sul do Brasil demonstraram propriedades antimicrobianas em cepas
bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo cepas de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), onde concentracdes de 0,5 a 15 mg/mL foram
capazes de inibir o crescimento de sete isolados de S. aureus, incluindo trés isolados
MRSA, estes inibidos a uma concentragéo de 2,5 e 15 mg/mL (Souza et al., 2014).

O extrato etandlico das flores de T. acutifolius inibiu o crescimento tanto de
bactérias Gram-positivas, como S. aureus, S. saprophyticus e Enterococcus faecalis,
guanto de bactérias Gram-negativas, como Serratia marcescens, Acinetobacter sp. e
Pseudomonas aeruginosa (Daud et al., 2005).

Soberon e colaboradores (2007) concluiram que o extrato aquoso de T.
acutifolius apresenta uma menor concentragdo inibitéria minima para Acinetobacter
freundii do que aquela apresentada por cefotaxima. Ja a tintura de T. acutifolius,
obtida por outro método extrativo, também apresenta menor concentracao inibitéria

minima para Pseudomonas aeruginosa do que aquela apresentada por cefotaxin ou
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daquela apresentada pela oxacilina para Staphylococcus aureus.

Outro estudo realizado por Silva e colaboradores (2014) demonstrou a
atividade amebicida do extrato aquoso de T. acutifolius contra trofozoitos de
Acanthamoeba castellanii, onde as concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 mg/mL
inibiram em 96,89%, 87,8%, 62,08%, 42,34% e 28,58%, respectivamente, dos
microrganismaos.

Ainda, Mufioz e colaboradores (2000), em um estudo conduzido na Bolivia,
relataram que o extrato das folhas de T. acutifolius apresenta propriedade antimalaria.

Estas propriedades farmacoldgicas podem estar associadas aos metabdlitos
secundarios de T. acutifolius, que incluem principalmente compostos polifendlicos,
como flavonoides (rutina, quercetina, nicotiflorina, hiperdsido e isoquercetrina),
taninos condensados e catequinas (catequina, epicatequina e catequina-4--ol), além
de um raro composto isolado e identificado como tripodantosideo (Figura 4) (Soberon
et al., 2010c; Silva, 2014; Coelho et al., 2018).

3/’

Figura 4. Estrutura quimica do tripodantosideo (4-(3',4-
dihidroxifenil)-2-R-butanol-2-O- B-d-lucopiranosideo).  Fonte:
Soberon et al., 2010c.

Genericamente, os compostos oriundos do metabolismo secundario das
plantas sdo os mais relacionados com uma melhor capacidade de adaptacéo da

prépria planta para com o ambiente biético e abidtico, assim como amplamente
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estudados e reconhecidos por apresentarem propriedades relacionadas a expectativa
de vida, ao bem-estar e até mesmo com a prevencao de algumas doencas/disturbios
(Martins et al., 2015; Gupta e Birdi, 2017).

De modo geral, flavonoides ja apresentaram atividade antimicrobiana, onde
alguns estudos demonstram que bactérias Gram-positivas sao inibidas seletivamente
por flavonoides e isoflavonoides derivado de plantas (Tereschuck et al., 1997).
Flavonoides também vém sendo citados como agentes no combate de infec¢des
causadas por fungos no homem, isso devido a ampla capacidade destes compostos
em inibir a germinacao de esporos patogénicos (Grayer e Harborne, 1994; Harborne
e Williams, 2000). Esta atividade antifiUngica € provavelmente devida a capacidade
destes compostos em formar complexos com proteinas extracelulares e sollveis,
presentes nas paredes das células fungicas, além de serem capazes de romper as
membranas dos fungos, devido sua natureza lipofilica (Arif et al., 2009). Taninos,
também extraidos de plantas, jA& demonstraram importante atividade bactericida e
fungicida, uma vez que estimulam as células fagociticas, essenciais ho combate a
infeccbes (Loquercio et al., 2005). Segundo Scarbert (1991), o mecanismo de acao
antimicrobiana dos taninos pode ser explicado por trés hipéteses: (i) taninos inibindo
enzimas bacterianas e fangicas e/ou se complexando com o0s substratos dessas
enzimas; (ii) acdo dos taninos sobre as membranas celulares dos microrganismos,
modificando seu metabolismo; e, (iii) complexacdo dos taninos com ions metalicos,
diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo microbiano. Outro
estudo realizado por Hirasawa e Takada (2004) demonstrou que o0 uso de catequinas,
isoladas a partir do cha-verde, e combinadas com demais antibiéticos, como
anfotericina B ou fluconazol, pode ser benéfico e pode contribuir para um tratamento
eficaz de candidiases.

Compostos extraidos especificamente de T. acutifolius ja apresentaram acéo
antibacteriana, onde esta acdo seria parcialmente atribuida a rutina, nicotiflorina,
hiperosideo e a isoquercetina (glicoflavonoides) e principalmente ao tripodantosideo,
pelo fato deste ter sido identificado em maior concentracdo nas folhas (Soberon et al.,
2007; 2010c). Além disso, atribuiu-se ao tripodantosideo, a capacidade de diminuicao
das doses terapéuticas do farmaco Anfotericina B sobre duas espécies do género
Candida (C. albicans e C. tropicalis) (Soberon et al., 2011).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de realizacdo da pesquisa

O preparo do extrato vegetal bruto, sua caracterizacéo e ensaio de viabilidade
celular sobre linhagem celular humana foram realizados nas dependéncias da
Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC). Os ensaios microbiologicos foram
realizados nas dependéncias do Laboratério de Micologia Aplicada, na Faculdade de
Farmécia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os ensaios para
avaliacdo do grau de irritacdo de mucosa e a avaliacdo histopatologica de dano
tecidual foram realizados no Laboratério de Bioquimica e Toxicologia, no Instituto

Federal Catarinense. A Figura 5 mostra o delineamento experimental da pesquisa.
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Figura 5. Fluxograma esquematico do delineamento da pesquisa.

4.2 Coleta, preparo do material vegetal e obteng¢&o do extrato

As folhas de Tripodanthus acutifolius foram coletadas no municipio de Santa
Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, tendo como seu hospedeiro Ligustrum lucidum
(Oleaceae) (Figura 6), conforme autorizacdo de coleta (Anexo 1). A espécie
identificada encontra-se depositada no Herbario do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande Sul (UFRGS), sob o nimero ICN 167796 (Anexo
2). O acesso ao patriménio genético brasileiro foi informado ao Sistema Nacional de

Gestao do Patrimbnio Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob
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0 numero AAFC1FO.

Figura 6. Exemplar selecionado para coleta, Tripodanthus acutifolius parasitando Ligustrum
lucidum. Municipio de Santa Cruz do Sul/RS.

Para coleta foram consideradas apenas folhas integras, sem doencgas, rasuras
ou contaminantes. Estas folhas foram lavadas em agua corrente e secas em uma
estufa de ar circulante (Tecnal TE-394/5) a uma temperatura de 40 °C por um periodo
de 48 horas. Em seguida foram moidas em moinho de facas tipo Willye (Tecnal TE-
680) e armazenadas a temperatura ambiente em frascos fechados e protegidos da
luz por um periodo de 48 horas. O extrato vegetal bruto foi obtido através da técnica
de extracdo em Soxhlet, utilizando metanol como solvente. Para esta técnica, as
folhas, j& moidas, foram colocadas em um cartucho de celulose na cdmara do extrator
Soxhlet. O solvente foi colocado em um baldo e aquecido através de uma manta
aguecedora. Com o aquecimento, o vapor do solvente condensava-se na camara do
extrator, entrando em contato com as folhas moidas, realizando assim a extracéo dos

compostos. Apds, o liquido extrativo foi concentrado em evaporador rotativo (Tecnal
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TE-210) e, em seguida, liofilizado (Liofilizador K120 Liobras), obtendo-se assim o

extrato metandlico bruto (EMB) das folhas de T. acutifolius.

4.3 Ensaios microbioldgicos

4.3.1 Selegao dos microrganismos

Para realizacdo do estudo foram selecionados onze isolados leveduriformes,
incluindo um ATCC, distribuidos entre cinco espécies do género Candida spp., todos
pertencentes a micoteca do Grupo de Pesquisa em Micologia Aplicada (GPMA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os isolados selecionados
encontram-se apresentados na Tabela 1. Os isolados clinicos estao identificados
fenotipicamente através do Vitek Yeast Biochemical Card (BioMerieux Vitek,

Hazelwood, Mo.).

Tabela 1. Isolados leveduriformes selecionados para realiza¢do do estudo.

Espécie Cdédigo Origem do isolado
ATCC18804 ATCC
Candida albicans Ca01 PNCq
Ca02 PNCq
. CgRL12m Inducg&o de resisténcia
Candida glabrat
andida glabrata Cqo9 PNCq
. . CkRL52 Fungemia
Candida kruse CKRL102 Clinico
. L CpRL38 Urina (Clinico)
Candida parapsilosis N
'da parapstiosi CpRL13m Inducg&o de resisténcia
. . Ct57A Clinico
Candida tropicalis Ctoap Clinico

4.3.2 Preparacédo dos in6culos

Primeiramente foram realizadas subculturas (repiques) dos microrganismos
em Agar Sabouraud Clorafenicol, assegurando a pureza e a viabilidade, incubando-
os a 35 °C por 24 horas. O in6culo foi preparado a partir da cultura de 24 horas, onde
as células foram suspensas em solucéo salina 0,85% estéril e a densidade celular
ajustada com auxilio do espectrofotbmetro em comprimento de onda de 530 nm,
obtendo-se uma transmitancia de 90%, que corresponde a solug¢do-padrao 0,5 da
escala de McFarland (1x10® a 5x10° células/mL). A partir desta, preparou-se uma
suspensao de trabalho fazendo uma diluicdo 1:50 seguida de uma diluicdo 1:20 em
caldo RPMI 1640, resultando em um indéculo final correspondente a 0,5 a 2,5x103

células/mL. A preparacao dos inoculos seguiu as normas publicadas no documento
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M27-A3 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), com atualiza¢des no
documento M27-S4 (Quarto Suplemento Informativo, 2012).

4.3.3 Preparacdo das substancias antifungicas

Devido a insolubilidade do EMB de T. acutifolius em agua, utilizou-se
Dimetilsulfoxido (DMSQO) como agente solubilizante. Entretanto, conhecendo que a
concentracéao final de solvente na solugcao de trabalho ndo pode ser superior a 2%,
inicialmente preparou-se uma solugédo-mée do extrato vegetal a uma concentracao de
51.200 pg/mL, seguindo uma diluicdo 1:50 em caldo RPMI, reduzindo a concentracao
de solvente na solucéo de trabalho a 2% de DMSO (CLSI, 2008; 2012).

4.3.4 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A fim de determinar a menor concentracdo capaz de impedir o crescimento
visivel de 100% (CIM100) das unidades formadoras de coldnias dos isolados
leveduriformes, realizou-se a técnica da microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008; 2012),
considerando a faixa de concentragédo de 1 pg/mL a 512 pg/mL. Resumidamente, a
microdiluicdo em caldo foi realizada em microplacas de poliestireno estéreis com 96
pocos (dispostos em 12 colunas e 8 linhas). Em cada poco da primeira coluna foram
depositados 100 pl das substancias antifUngicas duas vezes mais concentradas,
seguindo com microdilui¢cdes seriadas em 100 pl de caldo RPMI 1640 da segunda até
a décima coluna. Entdo, 100 puL de cada in6culo foram depositados nos pogos ja
contendo igual volume do respectivo agente antifungico. Na décima primeira coluna
foi feito o controle positivo, adicionando 100 uL de caldo RPMI 1640 e 100uL de
in6culo; e, na décima segunda coluna, o controle negativo, onde foi adicionando
apenas 200 uL de meio RPMI 1640 servindo como controle de esterilidade do ensaio
(Figura 7).
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Figura 7. Microdiluicdo seriada para avaliacdo da Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM)

do EMB de T.acutifolius.

A definicdo de suscetibilidade de cada isolado seguiu os paréametros de

susceptibilidade ao fluconazol (FLC) recomendado pelo protocolo M27-S4 (CLSI,
2012) (Tabela 2).

Tabela 2. Breakpoints para definicdo do fenétipo de suscetibilidade dos isolados frente ao fluconazol,
conforme M27-S4 (CLSI, 2012).

Espécie Fendtipo
S SDS R
Candida albicans <2 4 >8
Candida glabrata -- <32 264
Candida krusei -- -- --
Candida parapsilosis <2 4 =28
Candida tropicalis <2 4 =28
Legenda: S, sensivel; SDD, suscetivel dose-dependente; R, resistente; --,

fendtipo néo definido.

25



Por fim, as microplacas foram incubadas a 35 °C por 48 horas, com posterior

leitura e determinacéo da CIM. Os ensaios foram realizados em duplicata.

4.3.5 Ensaio checkerboard

O ensaio de checkerboard é um dos métodos mais empregados para
caracterizar a interacdo entre antifingicos e produtos naturais, caracterizando a
interac&o entre as substancias como sinérgica, indiferente ou antagonista (Johnson et
al., 2004).

Inicialmente foi necesséario conhecer a CIM50 do fluconazol, ou seja, qual a
menor concentragdo capaz de impedir o crescimento visivel de 50% das unidades
formadoras de colbdnia dos isolados selecionados. Para isso, também realizou-se a
técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008; 2012). Posteriormente, conhecendo a
CIM100 do extrato vegetal bruto e a CIM50 do fluconazol (FLC), realizou-se o ensaio
de checkerboard (Johnson et al., 2004), com modifica¢des, utilizado para caracterizar
combinag¢des antimicrobianas in vitro. Resumidamente, este ensaio foi realizado em
duplicata em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pocos, utilizando a
padronizacdo de indculo ja citada anteriormente e caldo RPMI 1640 como meio. As
concentracdes do EMB e do FLC foram selecionadas baseadas nos valores da CIM
previamente determinadas, considerando, para cada substancia, concentracdes duas
vezes mais altas e concentragdes trés vezes mais baixas do que o valor de CIM para
cada isolado, ou seja, CIM*4, CIM*2, CIM, CIM/2, CIM/4 e CIM/8, gerando um
gradiente de concentracao das CIM previamente encontrados. Como controle de cada
substancia antifungica, foi realizado, nos pogcos A2 a A7, o gradiente da CIM do FLC;
e, nos pocos B1 a G1, o gradiente de CIM do EMB. Nos pocos B2 a B7, C2 a C7, D2
aD7,E2aE7, F2aF7e G2a G7, foi realizada a combinacdo das substancias nas
diferentes concentracdes. Os poc¢os H1 a H3 foram utilizados para controle positivo,
adicionando caldo RPMI 1640 e inoculo; e, os pogos H4 a H6 para controle negativo,

adicionando apenas caldo RPMI 1640 (Figura 8).
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Figura 8. Ensaio de checkerboard para determinacéo do tipo de interacdo entre a substancia sintética
€ 0 extrato vegetal bruto.

As microplacas foram incubadas a 35 °C por 48 horas, com posterior leitura e
determinac&o do indice da Concentrac&o Inibitéria Fracionada (ICIF).
O ICIF avalia interagdo entre os diferentes tratamentos e foi calculado de

acordo com a equacao 1 (Johnson et al., 2004).

Equacéo 1. Célculo para determinagéo do indice da Concentrac&o Inibitéria Fracionada (ICIF).

CIM (antimicrobiano A em combinacdo com B)  CIM (antimicrobiane B em combinacio com A)

ICIF =

CIM do antimicrobiano A sozinho CIM do antimicrobiano B sozinho

Onde, neste caso, o antimicrobiano A foi o fluconazol e o antimicrobiano B foi
o EMB. A partir dos valores de ICIF obtidos, foi possivel classificar os tipos de
interac@o entre as substancias, conforme apresentado na Tabela 3 (Johnson et al.,
2004).
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Tabela 3. Classificacao dos tipos de interacdo entre substancias antimicrobianas, conforme Johnson
et al (2004).

ICIF Interacéo

<0,5 Sinérgica
0,5>ICIF <4,0 Indiferente

24,0 Antagbnica

4.4 Ensaios toxicoldgicos

4.4.1 Avaliagéo da viabilidade celular

4.4.1.1 Selecgao da linhagem celular

O ensaio toxicoldgico para avaliagdo da viabilidade celular foi realizado em
células humanas imortalizadas, utilizando a linhagem HaCaT, queratindcitos de
origem ATCC, gentiimente cedida pelo Laboratério de Biologia Celular da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA). Optou-se por
esta linhagem celular, pois queratindcitos constituem o principal tipo celular da pele,

sendo alvo das alterac6es mediadas pelos diferentes tipos de estresse.

4.4.1.2 Preparagao da substéancia

Da mesma forma como realizado na preparacédo do EMB de T. acutifolius para
0S ensaios microbioldgicos, o mesmo foi solubilizado em DMSO, obtendo-se uma
solucdo-estoque a uma concentracdo de 25,6 mg/mL. A faixa de concentracao
testada foi de 1 pg/mL a 256 pg/mL, obtidas por diluices seriadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Médium) suplementado, ndo ultrapassando 1% de DMSO

em cada diluicéo.

4.4.1.3 Cultivo Celular

As células HaCaT foram cultivadas em meio DMEM, contendo 4,5 g/L de L-
glutamina/Glicose e 3,7 g/L de bicarbonato de sddio, suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1% de solucdo Penicilina/Estreptomicina, conforme metodologia
de Lopez-Garcia e colaboradores (2014), com modificacbes. As células foram
incubadas em estufa a 37 °C, atmosfera umidificada e com 5% de CO: até atingirem

confluéncia de ~80%.

4.4.1.4 Tratamento das células
O tratamento das células foi realizado em microplacas de poliestireno estéreis

de 96 pocos microplacas, seguindo o protocolo ISO 10993-5 (2009), com
28



modificagées. Uma aliquota de 5x10° células/mL foi semeada em cada poco das
microplacas e as mesmas incubadas a 37 °C, atmosfera umidificada e com 5% de
CO2. Ap6s 24 horas em cultura e confluéncia de 70-80%, o meio DMEM suplementado
foi retirado e uma aliquota de 100 pl de cada concentragdo do EMB de T. acutifolius
foi adicionado em cada poco do microplaca. Pocos com células nao tratadas foram
utilizados como controle positivo de crescimento celular e pogos tratados com DMSO
foram utilizados como controle do veiculo. Apés 24 de incubacéo, as células foram
lavadas em tampédo PBS, tripsinizadas e ressuspendidas. Entdo, uma aliquota de 50
pul de MTT a 1 mg/mL foi adicionado em cada poco e as placas foram novamente
incubadas por 2 horas. Apds, o meio contendo MTT foi descartado e 100 pl de DMSO
foi adicionado em cada poco. A placa foi homogeneizada e transferida para uma
leitora de microplacas, onde a formagao de cristais de formazan, diretamente
proporcionais a quantidade de células viaveis, foi mensurada por absorvancia a 492
nm. As porcentagens de viabilidade (%) foram calculadas de acordo com a equacao

2, utilizando a média aritmética dos ensaios.

Equacédo 2. Calculo para obtencao dos percentuais de viabilidade celular, de acordo com os valores
de absorvancia obtidos para cada amostra.

Absorvancia das células das amostras
% de viabilidade celular = ( — - — ) 100
Abszorvancia das células do controle positive

Para determinacdo da viabilidade celular, também seguiu-se a ISO 10993-5
(2009), onde a substancia foi classificada como néo-citotoxica ou potencialmente
citotoxica a partir da comparacdo com o controle positivo de crescimento (DMEM),
considerando que uma reducdo de até 30% da viabilidade celular caracteriza a

substancia como néo citotoxica.

4.4.2 Avaliacao do grau de irritacdo de mucosa

4.4.2.1 Ensaio HET-CAM

Um dos fendmenos observados nos testes in vivo de irritagdo de mucosas (e.g.
teste de irritacdo ocular, testes de irritagdo de mucosa oral, peniana, vaginal etc) € o
aparecimento de alteracdes vasculares. O método HET-CAM (Hens Egg Test-
Chorion Allantoide Membrane) (Luepke, 1985) surgiu como alternativa em avaliar o
grau de irritacdo de mucosas induzido por substancias quimicas, apresentando boa

29



correlacdo com os resultados obtidos nos testes in vivo, uma vez que este permite a
avaliacdo imediata de fenbmenos vasculares, tais como hiperemia, hemorragia e
coagulacgéo.

A fim de avaliar o potencial irritante do EMB de T. acutifolius realizou-se o
ensaio da membrana coério-alantoide de ovo embrionado de galinha (HET-CAM). Para
tanto, foram empregados ovos brancos férteis Lohmann (Lohmann selected Leghorn,
LSL). Os ovos foram mantidos em condi¢cdes otimizadas de incubacéo (temperatura
entre 38 e 39 °C e umidade entre 55 e 60% durante 10 dias). No décimo dia, a casca
do ovo, em torno do espaco aéreo, foi cuidadosamente removida com auxilio de
ferramenta rotativa (Dremel, WI). Posteriormente, adicionou-se 300 pyL de cada
concentracdo do extrato vegetal em cada ovo (diluida em solucéo salina 0,9%), a
saber: 4, 8, 16, 32, 64 e 128 pg/mL. Utilizou-se solucao salina a 0,9% como controle
negativo e solucdo 0,1 M de NaOH como controle positivo. O efeito irritante foi
observado em periodos de 30 segundos, 2 e 5 minutos apos a aplicacdo. O resultado
do escore de irritacdo (IS, do inglés Irritation Score) foi atribuido de acordo com a
equacao 3, em uma escala onde 0 a 4,9 determinava a substancia como de natureza
nao irritante (ou praticamente nenhuma irritacéo), e 5,0 a 21 como de natureza irritante
(moderada/grave ou irritacdo extrema) (ICCVAM, 2010).

Equacédo 3. Célculo para determinacdo do escore de irritacdo (I1S).

(301 — Tempo de hemorragia) (301 — Tempo de lise) (301 — Tempo de coagulacdo)
300 »3) +(C 300 P+ 300

IS = (C )x9)

4.4.3 Avaliacéo de dano tecidual

4.4.3.1 Ensaio histopatolégico

Foram utilizadas amostras de tecidos de porcos machos adultos, recentemente
abatidos, para avaliar a formacéo de dano tecidual devido a acéo do extrato vegetal
de T. acutifolius. Os porcos foram abatidos de acordo com as regras do Ministério da
Agricultura brasileiro, respeitando o bem-estar dos animais (Brasil, 2013). A pele da
orelha dos porcos foi utilizada neste estudo. Os tecidos foram removidos dentro de
um periodo de 5 minutos apos o abate, os cabelos foram cuidadosamente removidos
por um cortador elétrico e transportados para o laboratorio em tampéo Krebs-Hepes
gelado. As amostras de pele foram montadas em células de difusédo de Franz (Logan

Instrument Corp., NJ) com a area de difusdo de aproximadamente 1,75 cm?. O lado
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epidérmico da pele foi exposto a um tampao PBS pH 7,0 (controle negativo) e a
solucéo 0,1 M de NaOH (controle positivo) por um periodo de 6 horas. O EMB foi
dissolvido no tampéao PBS pH 7,0 nas concentragdes de 4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug/mL.
O lado epidérmico da pele foi submetido ao contato com estas solu¢gées por um
periodo de 6 horas. Fragmentos desses tecidos foram colhidos, fixados em 10% de
formalina tamponada neutra, processados rotineiramente e corados com hematoxilina
e eosina (HE) e examinados sob microscopia optica. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.5 Avaliacdo Fitoquimica

O perfil fitoquimico do EMB de T. acutifolius foi realizado através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), de acordo com Coelho e
colaboradores (2018), com modificagfes. Utilizou-se um cromatdgrafo Shimadzu LC-
10 (Tokyo, Japéo) equipado com bomba LC-20AT, auto-injetor SIL-20A com detector
de arranjo de diodo (DAD) SPD-M20A. A separacao foi realizada com uma coluna
Gemini 5 ym C-18 (250 x 4,66 mm) (Phenomenex®). A fase movel foi constituida por
um sistema de gradiente linear contendo agua ultrapura e &cido fosférico 1% (A), como
fase polar; e, metanol grau cromatografico (B), como fase organica. A composicéo
deste gradiente foi de 13% de fase moével B até 10 minutos, aumentando para 20%,
30%, 50%, 60%, 70%, 20% e 13% de B em 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 min,
respectivamente, em um fluxo de 0,7 mL/min, um volume de inje¢do de 10 uL e com
o forno a 40 °C.

A determinacédo qualitativa dos compostos foi realizada a partir da comparacao
com os tempos de retencdo (Tr), sobreposicdo dos espectros e comparacdo dos
maximos de absorcao no ultravioleta (UV) com os padrdes referéncias disponiveis -
acido galico, catequina, rutina e quercetina da marca Sigma. Os espectros de cada
padrdo e amostra foram analisados por varredura no ultravioleta, onde os seguintes
comprimentos de onda foram considerados para cada padrao: acido galico em 271
nm, catequina em 280 nm, rutina em 255 nm e quercetina em 371 nm. O extrato
vegetal foi analisado em uma concentracdo de 10 mg/mL e os padrdes referéncia a
uma concentracédo de 1 mg/mL, todos solubilizados em metanol.

Antes de serem injetadas no cromatdgrafo, a amostra e os padrées referéncia
foram filtrados (membrana 0,45 um) e sonicados por 30 minutos, para degaseificacao.

Em seguida, foram transferidos para os vials e inseridos no cromatégrafo.
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A fim de verificar a presenca do tripodantosideo, realizou-se o fracionamento
do EMB através de cromatografia de coluna de fase normal, utilizando silica em gel
230-400 mesh ASTM (Merck, Darmstadt, Alemanha) e um gradiente de polaridade
entre os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila (Neon, Sdo Paulo, Brasil) e
metanol (Panreac Quimica S.L.U, Castellar del Valles, Espanha). As fracdes obtidas
foram concentradas em evaporador rotativo e novamente solubilizadas em metanol,
para posterior leitura em CLAE, a uma concentragdo de 1 mg/mL. Apdés CLAE,
selecionou-se para leitura em infravermelho apenas a fragdo melhor isolada e com
tempos de retencéo diferentes das SR, sendo esta potencialmente o composto de
interesse. Esta fracdo foi entdo analisada por Reflexdo Total Atenuada (acessorio
ATR) em equipamento Spectrum 400 FT-IR FT-NIR Perkin Elmer, na faixa de 4000-

650 cm, oito pulsos de varredura e 30 psi de pressdo gauge.

4.6 Estatistica

Os resultados obtidos por meio do ensaio de checkerboard foram avaliados
atraves de andlise de variancia one-way ANOVA (Software Origin® 6.0 Workin Model,
Microcal ™), avaliando a diferenca entre a atividade antifingica quando os agentes
utilizados isoladamente e apés a combinacdo EMB-FLC. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significantes quando p <0,05.
4.7 Descarte de residuos

O descarte dos residuos respeitou as diretrizes e determinacdes locais de cada

estabelecimento onde este estudo foi executado.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaios microbioldgicos

5.1.1 Concentracdao Inibitéria Minima (CIM) e checkerboard

Cinco espécies foram utilizadas para determinacdo da CIM do EMB de T.
acutifolius, sendo dois isolados de cada espécie, mais um ATCC, totalizando onze
isolados testados, onde o valor médio das CIM para FLC e o EMB, para os onze
isolados, foi de 21,64 pg/mL e 27,64 ug/mL, respectivamente.

Seguindo os parametros de susceptibilidade ao fluconazol, recomendado pelo
protocolo do CLSI (CLSI 2008; 2012), foi possivel caracterizar dois isolados como
‘sensivel’ (ATCC18804 e CpRL38), dois como ‘suscetiveis dose dependente’ (Cg09 e
CgRL12m) e cinco como ‘resistentes’ (Ca01, Ca02, Ct57A, Ct94P e CpRL13m). Dois
isolados ndo foram caracterizados com perfil de susceptibilidade (CkRL102 e
CkRL52), pois o protocolo ainda ndo apresenta parametro para a espécie C. krusei.
Os resultados do ensaio para determinacao da CIM in vitro mostraram que o EMB de
T. acutifolius apresentou atividade antifangica (CIM100%) em concentracfes que
variaram de 16 a 64 ug/mL para os onze isolados leveduriformes testados, onde cinco
isolados foram inibidos a uma concentracéo de 16 uyg/mL, da mesma forma que cinco
foram inibidos a 32 yg/mL e apenas um isolado inibido a uma concentragao de 64
pg/mL do EMB (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) obtidos pelo FLC e pelo EMB de T.
acutifolius quando testados separadamente e caracterizacdo do perfil de suscetibilidade.

Espécie Isolado CIM FLC (pg/mL) CIM EMB (pg/mL)
ATCC 18804 S 2 32
Candida albicans Ca01R 32 16
Ca02 R 8 32
. Cg09 sbb 32 64
Candida glabrata CgRL12m SO0 32 16
. . CkRL102 2 32
Candida krusei CKRL52 32 16
. - CpRL38 S 2 32
Candida parapsilosis CpRL13m R 16 16
. o Ct57AR 16 32
Candida tropicalis Ct94p R 64 16

Média 21,64 27,64

Legenda: S, sensivel; SDD, suscetivel dose-dependente; R, resistente.
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Dos cinco isolados caracterizados como resistentes, dois apresentaram
diminuicdo da CIM para o EMB em relacdo aquela apresentada pelo FLC (Ca0l e
Ct94P). O EMB fez a CIM exigida pelo isolado Ca01 diminuir em 1X (de 32 pug/mL
para 16 uyg/mL) e a CIM exigida pelo isolado Ct94P diminuir em 2X (de 64 ug/mL para
16 pg/mL). Ainda em comparagao com os valores obtidos para FLC, o EMB fez
diminuir em 1X a CIM exigida pelo isolado CgRL12m, caracterizado como dose-
dependente (de 32 ug/mL para 16 ug/mL), assim como para o isolado CkRL52, porém
este ainda ndo apresenta parametro de susceptibilidade.

Através do ensaio checkerboard foi avaliada o tipo de interacédo entre o0 EMB
de T. acutifolius e o farmaco fluconazol para dez isolados, onde o Indice de
Concentracao Inibitéria Fracionada (ICIF) variou entre 0,3125 a 1,25, indicando
interacdo indiferente ou sinérgica. Quatro destes isolados apresentarem interacao
sinérgica em resposta a combinacéo entre FLC e o EMB (Cg09, CgRL12m, Ct57A e
Ct94P),entretanto todos os dez isolados apresentaram uma diminuicdo da CIM

exigida pelo farmaco sintético apos este ser combinado com o EMB (Tabela 5).

Tabela 5. Novos valores de Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) obtidos para o FLC e o EMB de T.
acutifolius ap6s a combinagéo entre os mesmos, com respectivos valores de indice de Concentragéo
Inibitéria Fracionada (ICIF) e tipos de interagéo.

CIM combinada (ug/mL)

Espécie Isolado FLC EMB ICIF Interacéo
Candida albicans ATCé:a32804 1 ;g 1, 1125 :23
Candida glabrata Cg(l:?gLolgzm 2 j 0’3’1525 2::

e

Candida parapsilosis CC;FI;IT_LS?n Oés 382 1’125 :23

Candida tropicalis g:gzg j j 0%317255 2::
Média 5,15 12,4

Legenda: Ind, indiferente; Sin, sinergismo.

Ressalta-se que a CIM de FLC para Ca02, Ct57A e Ct94P era de 8, 16 e 64,
respectivamente, caracterizando-os como isolados resistentes. Quando este
antifiingico foi combinado com o0 EMB, a sua CIM foi reduzida para 1 ug/mL (em Ca02)
e 4 uyg/mL (em Ct57A e Ct94P), revertendo o perfil de resisténcia. De modo geral, FLC
e 0 EMB diminuiram seus valores de CIM apés a combinacao entre ambos.

Considerando os valores obtidos para os dez isolados selecionados para o
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ensaio checkerboard, a média da CIM para o FLC e para o EMB, quando utilizados
separadamente, foi de 20,6 e 28,8 pg/mL, respectivamente. Apds o tratamento
combinado entre as duas substancias, esses valores diminuiram, passando a uma
média de CIM de 5,15 uyg/mL para FLC e 12,4 ug/mL para o EMB, conforme Figura 9.
Além disso, através da analise de variancia ANOVA, com intervalo de confianca de
95% (p=0,05), foi possivel observar que houve diferenca significativa entre os valores
de CIM obtidos somente pelo FLC e aqueles valores obtidos apds este ser combinado
com o EMB (p= 0,02744), assim como entre a CIM obtida somente pelo EMB e apds
este ser combinado com o FLC (p=0,01212). Nao sendo encontrada diferenca
significativa nos valores das CIM entre as substancias testadas separadamente
(p=0,30628), assim como entre os valores das CIM obtidas somente pelo FLC com
aqueles valores obtidos pelo EMB ap6s este ser combinado com o FLC (p=0,27033)
(Figura 9).
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Figura 9. Comparacédo entre a média das CIM obtidas quando substancias testadas
separadamente e ap6s as mesmas serem testadas em combinagédo. A diferenca entre os
tratamentos foi avaliada através da comparacao com a média das CIM obtidas somente
pelo fluconazol (One-Way ANOVA): * p<0,05 e ** p>0,05. Onde, CIM: concentragcédo
inibitéria minima; FLC: fluconazol; e, EMB: extrato metandlico bruto.
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5.2 Ensaios toxicoldgicos

5.2.1 Viabilidade celular

A citotoxicidade de cada concentracdo do EMB de T. acutifolius foi quantificada
como uma porcentagem da viabilidade celular, que considerou os valores de
absorvancia obtidos para cada sistema.

As concentracfes de 1, 4, 32 e 64, 128 e 256 pg/mL apresentaram 66,3%, 66,1,
61,5%, 63,8%, 41,4 % e 13,89% de viabilidade, respectivamente, indicando potencial
citotéxico. Ja as concentracdes de 2, 8, e 16 ug/mL, apresentaram 78,7%, 78,2%,
98,7%, respectivamente, de viabilidade, indicando nao citotoxicidade. O controle do
veiculo, DMSO, apresentou 51,6% de viabilidade celular, ou seja, menor viabilidade
do que as concentragfes testadas, indicando que sua concentracdo nao € interferente
nos resultados.

A Figura 10 mostra a relacéo entre o percentual de viabilidade (eixo y) e os

logaritmos das concentracdes do extrato vegetal (eixo x).
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Figura 10. Relac&o dose-resposta do EMB de T. acutifolius no ensaio para
avaliacdo da viabilidade celular em linhagem HaCat no periodo de 24 horas:
(%) concentragdo 1 pg/mL; (¥) concentragdo 2 ug/mL; (x) concentragdo
4ug/mL; (m) concentracdo 8 pg/mL; (#) concentracdo 16 pg/mL; (+)
concentracdo 32ug/mL; (A) concentragdo 64 pg/mL; (¢) concentragdo 128
pg/mL; (k) concentracdo 256 pg/mL; (e) controle do veiculo (DMSO); e, (0)
controle positivo (DMEM). Cada ponto representa a média das triplicatas dos
dois ensaios independentes.
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5.2.2 Ensaio HET-CAM

O indice de irritacdo nas concentracdes de 4, 8, 16, 32, 64 e 128 pg/mL foi de
1,76, 2,41, 2,84, 3,18, 3,55 e 4,12, respectivamente, todos inferiores a 5,0,
caracterizando o EMB de T. acutifolius como ndo irritante, pela metodologia utilizada.
A Figura 11 mostra a relacdo entre IS (eixo y) e os logaritmos das concentracdes do

extrato vegetal e dos controles (eixo x).
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Figura 11. Relagcdo dose-resposta do EMB de T. acutifolius no ensaio para
avaliacdo do grau de irritacdo de mucosa (HET-CAM): (x) concentracao 4 pug/mL;
(m) concentragdo 8 pug/mL; (¢) concentragdo 16 pug/mL; (+) concentracdo 32 pg/mL;
(A) concentracdo 64 pg/mL; (0) concentragcdo 128 pg/mL; (e) controle negativo
(0.9% NaCl); e, (0) controle positivo (0.1 NaOH). Cada ponto representa um
experimento (n=trés ovos).
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5.2.3 Ensaio histopatoldgico
O resultado da avaliacdo histopatoldgica da pele da orelha de porco incubada
com as seis diferentes concentracdes do EMB de T. acutifolius ndo apresentou lesbes

teciduais microscopicas, conforme Figura 12.
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Figura 12. Avaliacdo do dano tecidual através de ensaio histopatolégico em células epidérmicas suinas
tratadas com o EMB de T. acutifolius e controle negativo, em aumento de 100 e 400 vezes.

5.3 Avaliacéo fitoquimica

A partir de 16 g de material vegetal seco foi obtido 5,3 g de EMB, o que
corresponde a um rendimento de 33,125%.

Na identificacdo qualitativa do EMB por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE), através da comparacdo dos tempos de retencao (Tr) e da
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sobreposicdo dos espectros, além da comparacdo dos maximos de absorcdo no
ultravioleta (UV) com os padrdes referéncias disponiveis, foi possivel identificar quatro
compostos no extrato: (a) acido galico, (b) catequina, (c) rutina e (d) quercetina (Figura
13).
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Figura 13. Cromatogramas evidenciando os tempos de retencdo, sobreposicdo com os
padrdes de referéncia (em rosa) e maximos de absorcdo no UV para cada composto
identificado no EMB de T. acutifolius: (a) acido galico, (b) catequina, (c) rutina e (d) quercetina,
nos respectivos comprimentos de onda selecionados.

Para comparagdo, uma analise mais detalhada dos padrdes analisados
encontra-se abaixo (Figura 14), evidenciando seus respectivos Tr e bandas de

absorcdo no UV, onde: acido galico (Tr = 7,247 min; UV = 271 nm), catequina (Tr =
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21,463 min, UV = 280 nm), rutina (Tr = 46,688 min, UV = 255 nm e 355 nm) e

quercetina (Tr = 52,529 min, UV = 255 nm e 371 nm).
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Figura 14. Cromatograma, espectros de absor¢cdo no UV e tempos de retencdo dos padrdes

referéncia: (a) cido galico, (b) catequina, (c) rutina e (d) quercetina.

Em relagéo a analise infravermelho, as bandas identificadas na fragéo isolada
foram: 3314,62 cm? atribuida a v O-H; 2924,63 e 2854,87 cm* atribuidas a v C-H de
CHz2 e CHs ; 1729,07 cm™ atribuida a v C=C; 1648,96 cm™ atribuida & C=C; 1603,55
cmt atribuida a v C-C aromatico; 1409,70 e 1376,58 cm* atribuidas a & O-H; 1283,95
e 1260,27 cm atribuidas a & C-O; 1154,72 cm* atribuida a v HC-O-CH; e, 1201,87,

1100,58, 1062,16 e 1015,00 cm™ atribuidas a d C-OH (Pretsch et al., 1989; Silverstein
et al., 2007), conforme Figura 15.
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Figura 15. Espectro infravermelho da fracdo metandlica isolada a partir de cromatografia de coluna
de fase normal, com respectivas bandas de absor¢&do. No detalhe, molécula correspondente ao
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6 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas houve um aumento consideravel no nimero de infecgcbes
ocasionadas por espécies do género Candida resistentes aos agentes antifingicos
atualmente existentes (Tortorano et al., 2006; Pfaller e Diekema, 2012).

Estas leveduras tém grande importancia pela alta frequéncia com que
colonizam e infectam o hospedeiro humano, tornando-se altamente patogénicas, caso
ocorram alteracbes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou comprometimento
de barreiras anatémicas, podendo levar a infec¢des superficiais ou invasivas, como
infeccbes mucocutaneas, a infec¢cdes mais agressivas como endocardite, meningite e
peritonite, aumentando assim os indices de morbidade e mortalidades, principalmente
dos pacientes imunocomprometidos (Colombo e Guimaraes, 2003; Martins et al.,
2015; Deorukhkar e Saini, 2016).

Dentre os antifingicos mais utilizados para combater as infeccdes ocasionadas
por Candida spp., destaca-se o grupo dos azdis, considerados antifungicos de
primeira linha para o tratamento de micoses superficiais e invasivas humanas (Muller
et al., 2007). Além disso, os azbis sdo muito utilizados na agricultura e na viticultura
para controle do crescimento de fungos em plantas e frutas, o que pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia aos microrganismos na medicina humana (Muller et
al., 2007). Em vista disso, observa-se um aumento anual da incidéncia de cepas
resistentes, onde o0 uso indiscriminado e excessivo destes agentes antifungicos
acelera o processo de aquisicdo de resisténcia, tornando o arsenal antimicrobiano
existente atualmente cada vez mais limitado (O’Neill, 2014).

Neste sentido, produtos de origem natural sdo considerados alternativas
atrativas ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos de origem sintética, uma vez
gue apresentam facil acessibilidade, eficiéncia, seguranca e baixo custo (Hirasawa e
Takada, 2004; Rosato et al., 2008; Shokri et al., 2011; Pippi et al., 2015).

Atualmente ha diversos relatos bem-sucedidos com extratos, fracdes e
moléculas isoladas de plantas que apresentam atividade contra as diferentes espécies
de Candida (Moraes et al., 2015; Correia et al., 2016; Salari et al., 2016; Machado et
al., 2016). A comprovacao de propriedades farmacolégicas em plantas, através destes
estudos, leva a um maior interesse e procura por produtos fitoterapicos. No mercado,

podemos encontrar uma diversidade destes artigos indicados para prevencao ou
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como tratamento alternativo as infeccfes ocasionadas por Candida spp., como 6vulos
vaginais de propolis verde (Phama Nectar), Oleo essencial de malaleuca
(Phytoterapica), sabonetes intimos a base de malaleuca (PachaMama) e creme
vaginal de barbatimdo e melaleuca (Doce Erva). Além destes, facilmente encontram-
se capsulas fitoterapicas cuja formulacao é baseada em uma mistura de compostos
naturais com reportada atividade anti-Candida como canela, orégano, Aloe Vera,
sementes de anis, entre outros (Candaway - Lamberts®, Candida Complex —
Supplmets You, Candida Away — Heath Solution Prime, Candida Go - Vitaana Health).

Tal atividade biologica esta intimamente relacionada a composi¢cao quimica
destas plantas, principalmente aos compostos de seu metabolismo secundario, como
compostos fendlicos (Soberon et al., 2010c; Seleem et al., 2016).

Através da andlise quimica do extrato metandlico bruto (EMB) das folhas de
T. acutifolius realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi possivel
comprovar a presenca de quatro compostos fendlicos: acido galico, catequina, rutina
e quercetina. Além da comparacdo entre os tempos de retencdo, maximos de
absorcao no UV e sobreposicao com os padrdes referéncia, a presenca destes quatro
compostos pode ser comprovada através da literatura. Os maximos de absorcao
apresentados por acido galico (271 nm), catequina (280 nm), rutina (255 nm) e
guercetina (371 nm) estdo de acordo com relatos da literatura, que apresentam para
acido galico, catequina, rutina e quercetina bandas de absor¢cdo no UV em 273 nm,
280 nm, 257 nm e 372 nm, respectivamente (Pawar e Salunkhe, 2013; Neilson et al,
2006; Chaudhari et al., 2014).

A presenca destes compostos esta de acordo com o encontrado por Ricco e
colaboradores (2008), Wagner e colaboradores (2009), Sober6n e colaboradores
(2007, 2010a, 2010b, 2010c), Griiner e colaboradores (2014), Silva (2014) e Coelho
e colaboradores (2018) que também identificaram acido galico, catequina, quercetina
e rutina nos extratos obtidos de T. acutifolius. Embora ndo comprovado neste estudo
a presenca de demais compostos, 0 pico apresentado no cromatograma com Tr em
43,399 minutos, sugere a presenca de um composto fendlico, uma vez que 0s
méaximos de absorcdo no UV para este pico foram de 255 e 354 nm. De acordo com
Gaitén e colaboradores (2010) flavonoides, especialmente flavondis e flavonas,
apresentam dois picos de absor¢do no UV/VIS: uma banda na faixa de 250-285 nm e
outra na faixa de 320-385 nm. Além da identificacdo deste compostos, a analise em
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espectroscopia no infravermelho sugeriu que a fracdo metandlica, obtida por
cromatografia de coluna de fase normal, corresponde ao tripodantosideo, uma vez
que esta apresentou bandas de absor¢do compativeis com das ligacdes encontradas
na molécula.

Diversos estudos ja comprovaram a atividade antimicrobiana para o extrato de
T. acutifolius (Mufioz et al., 1999; Daud et al., 2005; Soberén et al., 2007; Soberon et
al., 2010c, Silva, 2014; Souza et al., 2014), todos referentes, principalmente, a
atividade antibacteriana, com relatos de atividade amebicida e antimalarica.
Entretanto, nas principais bases de dados de pesquisa da literatura cientifica (Google
Scholar, Periddicos da Capes, Science Direct, Scielo e PubMed) ndo foram
encontrados estudos demonstrando a atividade antifangica do extrato vegetal bruto
de T. acutifolius contra espécies do género Candida. Apenas um estudo reporta a
capacidade de diminuicdo das doses terapéuticas do farmaco Anfotericina B sobre C.
albicans e C. tropicalis, atribuindo esta atividade a um composto isolado, o
tripodantosideo (Soberon et al., 2011). Assim, o presente estudo torna-se um dos
primeiros a pesquisar a propriedade anti-Candida no extrato metandlico bruto das
folhas de T. acutifolius.

A atividade antifungica do EMB das folhas de T. acutifolius foi determinada a
partir da CIM pelo método de microdiluicdo em caldo, padronizado pela CLSI (CLSI,
2008; 2012) sendo este muito recomendado por ser um método padronizado e que
permite a comparacao interlaboratorial dos resultados, além de ser o mais adequado
para determinar a atividade antifingica de produtos naturais extraidos de plantas, por
apresentar maior sensibilidade e reprodutibilidade (Scorzoni et al., 2007; Lass-Florl et
al., 2010; Treméa, 2015). Clinicamente, este método é importante, pois possibilita
tracar o perfil de suscetibilidade dos isolados aos farmacos convencionais,
determinando se sdo sensiveis, dose-dependentes ou resistentes, interferindo
diretamente na decisédo terapéutica (CLSI 2008; 2012), além de servir como triagem
de atividade antimicrobiana de produtos naturais, servindo de partida para outros
testes de atividade antimicrobiana (Scorzoni et al., 2007, Negri et al., 2014).

N&o existe um consenso sobre o nivel aceitavel que represente a atividade
antimicrobiana significativa para materiais oriundos de plantas (Mesa-Arango et al.,
2009). Entretanto, a atividade in vitro de fitoquimicos pode ser considerada
significativa se os valores de CIM estiverem abaixo de 100 pug/mL para extrato bruto
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e moderados quando os valores de CIM variam de 100 a 625 pug/mL (Zida et al., 2016).
O EMB de T. acutifolius apresentou CIM que variaram de 16 a 64 ul/mL, apresentando
atividade significativa de acordo com o critério acima.

A analise de variancia ANOVA demonstrou, com intervalo de confianga de 95%,
gue ndo existe diferenca significativa entre a média das CIM do FLC e do EMB
(p=0,30628), sugerindo que o EMB apresenta semelhante atividade anti-Candida
quando comparado ao FLC. Embora ndo havendo diferenga significativa entre um
tratamento e outro, dados observados individualmente apresentaram resultados
promissores, onde o EMB apresentou CIM menores do que aquelas apresentadas
pelo FLC para quatro isolados (Ca0l1, CgRL12m, CKRL52 e Ct94P).

Propriedades antifiingicas ja foram atribuidas a outras plantas, relacionando tal
atividade a alguns constituintes oriundos do metabolismo secundario do vegetal.

Rutina e quercetina sdo compostos polifendlicos, representantes da classe dos
flavonoides, sendo estes encontrados principalmente em alimentos e bebidas, como
frutas, vegetais, cereais, cha, café e vinho tinto (Seleem et al., 2016). Alguns estudos
relatam os efeitos protetores dos flavonoides, incluindo atividades antimicrobianas e
antifingicas (Seleem et al., 2016), onde quercetina, isolada a partir de propolis, inibiu
o crescimento de C. albicans, exercendo atividade antifUngica em casos de estomatite
(Herrera et al., 2010). Catequinas encontradas no cha-preto, também polifendlicos
derivados de nucleo flavonoidico, inibiram o crescimento de C. albicans, com valor de
CIM de 6,25 pg/mL como resultado do dano da parede celular (Sitheeque et al., 2009).

O é&cido galico, composto fendlico simples, quando isolado de Paeonia rockii
reduziu o numero de hifas e tubos germinativos, com MIC de 30 pug/mL, em isolados
de C. albicans, em um estudo realizado por microdiluicdo e anéalise morfologica das
espécies (Picerno et al., 2011). Li e colaboradores (2017) demonstraram acao
antifangica de acido galico sobre C. albicans, C. tropicais e C. glabrata, com
concentracéo inibitéria minima de 12,5, 50 e 100 pg/mL, respectivamente.

Entretanto, a acado antimicrobiana de extratos vegetais brutos pode muitas
vezes ser mais efetiva contra patdgenos devido ao sinergismo entre seus
constituintes, uma vez que os componentes bioativos minoritarios podem contribuir
para essa propriedade (Simonetti et al., 2016).

A associacdo entre agentes antifungicos vem sendo descrita e algumas

combinagdes apresentam efeitos sinérgicos sendo eficazes para inibir leveduras
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resistentes (Alves et al., 2012). Recentemente, a terapia combinada entre
medicamentos e extratos vegetais adquiriu atencdo dos pesquisadores como um
substituto promissor para a terapéutica antifungica (Anand e Rai, 2017).

Apesar do ensaio de checkerboard demonstrar acédo sinérgica somente para
quatro isolados (Cg09, CgRL12m, Ct57Ae Ct94P), os novos valores obtidos pelo FLC,
apos a combinacéo deste com o EMB, diminuiram para todos os isolados, quando em
comparacao com os efeitos de fluconazol sozinho, chegando até mesmo a reverter o
perfil de resisténcia para trés isolados (Ca02, Ct57A e Ct94P), demonstrando assim a
eficiéncia desta interacdo. A combinacao entre as substancias apresentou interacao
‘indiferente’ para os demais seis isolados (ATCC18804, Ca01, CkRL102, CkRL52,
CpRL38 e CpRL13m), sugerindo semelhantes mecanismos de agéo entre ambas as
substancias, onde um mecanismo possivelmente dificultou o efeito do outro (Machado
et al., 2016).

A interacdo ocorre quando os dois compostos sdo capazes de atingir as células
microbianas em dois ou mais alvos distintos (Pfaller et al., 2014). Segundo Johnson e
colaboradores (2014) existem varios mecanismos para uma interacdo antifingica
sinérgica entre duas substancias: (i) Inibicdo em diferentes estagios da mesma via
bioquimica, onde, por exemplo, ambos o0s compostos inibem a biossintese do
ergosterol, prejudicando a funcdo das membranas celular em fungos; (ii) uma das
substéancias age de maneira a fragilizar a membrana ou parede celular, facilitando a
permeacdo da segunda substéncia que podera agir sobre a sintese de DNA, por
exemplo; (iii) uma substancia interage sobre a membrana celular ndo permitindo que
a outra seja expulsa da célula pelos mecanismos de defesa do microrganismos,
possibilitando que a segunda substancia permaneca no local de sua a¢éo dentro da
célula; (iv) acdo simultanea em diferentes alvos da célula fungica, como na parede e
na membrana celular; e, (v) acdo inicial mais potente da primeira substancia, agindo
como agente fungicida e reduzindo a carga fangica, permitindo que a segunda
substéancia aja sobre um numero mais reduzido de células.

A andlise de variancia ANOVA, com intervalo de confianca de 95% (p=0,05),
mostrou que houve diferencga significativa entre a média das CIM obtidos somente
pelo FLC e aqueles valores obtidos apds este ser combinado com o EMB (p=
0,02744), mostrando diferenca entre os tratamentos e sugerindo que o EMB confere
melhor eficacia anti-Candida ao FLC, uma vez que todas as CIM do FLC diminuiram
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apos a combinacdo entre as substancias.

De modo geral, flavonoides presentes em extratos vegetais ja apresentaram
efeitos sinérgicos com fluconazol, uma vez que afetaram a permeabilidade da
membrana celular em espécies de Candida (Liu et al.,, 2014). A interacdo entre
flavonoides e fluconazol foi observada contra cepas de C. tropicalis resistentes a este
farmaco, promovendo dano ao DNA e apoptose (Silva et al., 2014). Assim como
também foi observada a interacao entre fluconazol e uma fragdo contendo catequina
e flavonoides, identificados no extrato de Acca sellowiana, contra C. glabrata, onde
houve a inversao da resisténcia desta cepa, sugerindo que o efeito sinérgico ocorreu
devido as substancias afetarem diferentes alvos (Machado et al., 2016).

Este efeito sinérgico pode apresentar como vantagem a otimizacdo da
terapia, reduzindo a dose requerida para ambas as substancias expressarem a
atividade fungistatica ou fungicida, e, consequentemente, amenizando os efeitos
colaterais, como a hepatotoxicidade apresentada pelo fluconazol (Sanati et al., 1997;
Cuenca-Estrella, 2004).

Os fungos, assim como 0sS animais e seres humanos, Sao organismos
eucariotos, apresentando muitas similaridades bioquimicas, fisiolégicas e com
extensa homologia entre 0os genes e proteinas, limitando o arsenal terapéutico
antifangico e dificultando o desenvolvimento de farmacos de baixa toxicidade (Areal,
2015). Este fato impde um desafio a industria farmacéutica no que diz respeito a
pesquisas por novos compostos alternativos, mais seguros e eficientes, com atividade
antifingica e baixa toxicidade (Dhanasekaran et al., 2008; Marin et al., 2014).

O teste para avaliacdo de citotoxicidade in vitro é o primeiro ensaio para
avaliacdo do comportamento de um farmaco em células de mamiferos, sendo que
essa verificagdo da toxicidade € antecessora aos testes in vivo (Treméa, 2015).

Neste trabalho optou-se por realizar ensaios para avaliacdo da viabilidade
celular sobre queratinécitos humanos (linhagem HaCaT), ensaio HET-CAM para
avaliar o grau de irritacdo de mucosas através do aparecimento de alteracdes
vasculares; e, avaliacdo histopatoldgica a fim de verificar possiveis danos teciduais
causados pela utilizacao do extrato, uma vez que este se mostrou eficaz como agente
antifangico.

Em relagéo as avaliagGes toxicologicas do EMB de T. acutifolius, das nove
concentracbes avaliadas, trés (2, 8 e 16 pug/mL) apresentaram viabilidade celular

47



superior a 70% sobre os queratindcitos humanos (HaCaT), caracterizando estas
concentracfes como nao citotoxicas. Ainda, as concentracdes de 1, 4 32 e 64 pg/mL
apresentaram viabilidade celular superior a 60%, sugerindo uma citotoxicidade fraca
Um estudo conduzido por Silva (2014) demonstrou que concentragcdes acima de 250
ul/mL apresentaram caracteristica citotoxica sobre fibroblastos (V79) para o extrato
aguoso de T. acutifolius. A avaliacdo de dano tecidual através de ensaio
histopatologico ndo apresentou anormalidades, assim como o ensaio de HET-CAM
nao apresentou grau de irritacdo para todas as concentracoes testadas do EMB de T.
acutifolius. Tais resultados eram esperados uma vez que a planta ja € amplamente
utilizada na medicina popular, com comprovada propriedade protetiva em mucosa
intestinal e reducéo de area hemorrégica (Silva, 2014). O baixo perfil toxicolégico pode
ser explicado devido a presenca de flavonoides, sendo estes considerados compostos
altamente bioativos e de baixa toxicidade, tornando-se bons candidatos terapéuticos

(Prasain e Barnes, 2014).
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7 CONCLUSAO

Diante aos resultados obtidos, podemos concluir que o extrato metandlico bruto
obtido a partir das folhas de Tripodanthus acutifolius apresenta potencial propriedade
antifingica contra isolados de Candida spp., uma vez que apresentou valores de
concentracdo inibitéria minima inferiores a 100 pg/mL, sugerindo atividade
significativa. Aléem disso, apresentou boa eficiéncia quando em combina¢do com o
farmaco fluconazol, diminuindo as concentragbes requeridas para este,
principalmente frente aos isolados de C. glabrata e C. tropicalis, cuja interacao
mostrou-se sinérgica. Assim, a combinacdo entre o farmaco sintético e o extrato
vegetal se mostra como uma estratégia de combate muito interessante frente as
infeccdes ocasionadas por estas espécies.

Corroborando estes resultados, todas as concentracfes testadas néao
demonstraram a ocorréncia de les@es teciduais frente as células de mamiferos e perfil
nao irritante as mucosas. Ainda em relacdo ao perfil toxicolégico, apesar de apenas
trés concentracbes apresentarem perfil ndo citotdéxico (2, 8 e 16 pg/mL), com
viabilidade celular superior a 70%, as concentracbes de 1, 4 32 e 64 ug/mL
apresentaram viabilidade celular superior a 60%, sugerindo uma citotoxicidade fraca.
Salienta-se que as concentracfes de 16 a 64 ug/mL sdo também aquelas com acao
anti-Candida.

O bom perfil antifingico, aliado a uma baixa toxicidade, torna este extrato
vegetal potencial candidato ao desenvolvimento de um novo terapéutico antifingico,
entretanto mais ensaios sdo necessarios a fim de identificar e caracterizar os
compostos majoritarios presentes no extrato, avaliando se estes sdo 0s responsaveis
pela propriedade anti-Candida ou se a eficacia deste extrato vegetal se deve a agéo
sinérgica entre seus constituintes. Além disso, deve-se realizar mais estudos para

avaliar seu perfil toxicoldgico.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Copia da autorizacao para coleta do material vegetal.

Municipia de Sant.a Gruz do Sui
Secretcma Mumc:pal da Mefo Ambsen&a -Saneamnto

AUTORIZAGAO PARA m\mo DA WM ufmsmm

A Secretaria Municipal de Meio, lmbiem e Saneamento m ;i N
e conforme Lei Ambiental Wff’ 3.705 de 17/05/01, " m us0 das atribui n_'f_que the confere a
Resolucso CONAMA No 237, de 18/12/97, alteranco 2 L2i NO 6,938, de 3 que d sobre a Politica
Nacional do Meio Ambiente, regulamentada pelo Decreto N® 99,374, mg na Resolucio
CONSEMA NO 102, de 24/05/05, definindo o licenciamento ambierital de impocta-docal, conforme convenio
firmado entre o Municipio.€ @ Fundacio Estadua! de Protegao Amiental — FEPAM de 03/08/07 definindo a
ampliagdo nas alribuicies.de ligenclamento ambiental edemmmué&mmmwe
apos vistoria realizada, Mm Medeiros da Silva o W

Tipo de manejo: coleta
Quanudade: ilimitavco
Espégie: erva de passatinho { THgodanttus sp.) :
Locaizacio: area s i
Telefone: 3717-7399 ¢ 99897067 )

4. ENCAMINHAMENTO: N .
PARECER COM VISTAS MOY  (0) AUTOR!ZA(;AQ:M cos.zm { ) INDEFERIMENTO

. stdepeuquﬁaanﬁhqummsefammm

6 376 de 15/02/08,

« Fica autorizada a coleta ce Tnpoaanlfmssp {€rva-de-passarinho) na drea urbana de Santa Cruz do
Sul.
e Na remogac do material coletado ndc pocera ser danificada a vegetacao pioxima. Porem, fica

autorizada a remogdo dis poicdes de drvores tesvitalizadas, €aso ndo sefa possivel realizar a4 coleta
de outra forma -~ neste caso, us residuos dever o ser recolhidos @ encaminhados pelo coletor.

Santa Cruz do Sul, 04 de outubro de 2010.

Secretans
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Anexo 2. Exsicata de Tripodanthus acutifolius depositada no Instituto de Ciéncias
Naturais (ICN) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Herb. Depto. Bot. da L FRGS - Porto Alegre

Nome: Trnpodanthus acutifolius (Ruiz e Pavon) Thieghem

Fam.: Loranthaceae ICN: 167796
Nome pop.: Erva-de-passarnho

Col.: CM da Siva

Det.: CM da Siva

Loc. Brasil: RS, Santa Cruz do Sul, rua Gaspar Silveira Marting
esquina Coronel Oscar Jost

Data: 2501 2011 Alt.:
Habitat:

Biologia: Hemiparasita
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