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RESUMO

Tendo em vista a grande prevaléncia de candidiase oral, bem como as limitacdes
dos antifungicos sintéticos disponiveis no mercado, seja em relacdo aos efeitos
colaterais, disponibilidade dos mesmos, e grau de susceptibilidade das cepas de
Candida albicans nos pacientes, principalmente os imunossuprimidos, torna-se
necesséria a busca por novos produtos para o tratamento da doenca. Os extratos
de plantas podem ser promissores agentes terapéuticos. Assim, é fundamental
intensificar as pesquisas em busca do melhor aproveitamento da biodiversidade
no combate as infeccdes fungicas. O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade
antifangica do extrato etandlico de Annona crassiflora Mart., frente as cepas de
Candida albicans. Realizou-se a determinacdo de Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM) e Concentracédo Fungicida Minima (CFM), interferéncia sobre a cinética de
crescimento microbiano, mecanismos de acdo sobre a parede e a membrana
celular fungica, atividade antifungica sobre o biofilme, os efeitos citotdxicos sobre
eritrécitos humanos. Nos ensaios de atividade antifiingica, o extrato etandlico de
A. crassiflora Mart apresentou CIM e CFM que variaram de 256 pg/mL a
1024pug/mL. No ensaio de cinética de morte microbiana, o extrato demonstrou
atividade fungicida ao inibir o crescimento das leveduras testadas ao final do
periodo de 24 h, sem ser tempo dependente e com eficacia de inibicdo de
crescimento diretamente proporcional a concentracdo utilizada. Foi observado
que o0 mecanismo de acdo ndo é por danos na parece celular, tampouco via
metabolism do ergosterol exégeno. Demonstrou-se, ainda, que o extrato ndo é
citotoxico em eritrocitos humanos. Apresentou-se agdo anti-biofilme ao reduzir o
ndamero de microrganismos viaveis em biofilme maduro. A partir dos resultados
obtidos segere-se que o extrato etandlico de A. crassiflora Mart possa representar
uma nova opcao terapéutica no controle de C. albicans.

Descritores: candidiase, antifingicos, plantas medicinais, atividade antifungica.

Linha de pesquisa: Inovacéo de produtos e terapéutica dos agravos em saude.



ABSTRACT

Given the high prevalence of oral candidiasis, as well as the limitations of
commercially available synthetic antifungals, either in terms of side effects,
availability, and degree of susceptibility of Candida albicans strains in patients,
especially immunosuppressed patients, if necessary the search for new products
for the treatment of the disease. Plant extracts may be promising therapeutic
agents. Thus, it is essential to intensify research in order to make better use of
biodiversity to combat fungal infections. The aim of this study was to evaluate the
antifungal activity of ethanolic extract of Annona crassiflora Mart., facing the
strains of Candida albicans. Determination of Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC), interference on microbial
growth kinetics, mechanisms of action on the fungal cell wall and membrane,
antifungal activity on the biofilm, cytotoxic effects on human erythrocytes. In
antifungal activity assays, the ethanolic extract of A. crassiflora Mart showed MIC
and MFC ranging from 256 pg/mL to 1024 pg/mL. In the microbial death kinetics
assay, the extract showed fungicidal activity by inhibiting the growth of yeast
tested at the end of the 24 h period, without being time dependent and with growth
inhibition effectiveness directly proportional to the concentration used. It has been
observed that the mechanism of action is not by damage to the cell wall, nor via
exogenous ergosterol metabolism. It has also been shown that the extract is not
cytotoxic in human erythrocytes. Anti-biofilm action was shown by reducing the
number of viable microorganisms in mature biofilm. From the results obtained, it
follows that the ethanolic extract of A. crassifiora Mart may represent a new
therapeutic option in the control of C. albicans.

Keywords: candidiasis, antifungals, medicinal plants, antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

O género Candida spp. pertence a familia das Cryptococcaceae, sendo C.
albicans a principal espécie patogénica. Para a maioria das espécies do género,
pode-se considerar duas formas morfoldgicas distintas (blastosporo e hifa),
ambas capazes de provocar candidose. A parede celular de Candida albicans é
constituida de 60% de B-glucana e cerca de 40% de manoproteinas e quitina
(HUANG, 2012).

Candida spp. compreendem a causa mais frequente de infec¢des fungicas
em todo o mundo. O género contém varias espécies que apresentam
consideravel variacao filogenética e fenotipica (KAMIMURA; CALDEIRA; AVILA,
2013).

Existem mais de 150 espécies conhecidas de Candida. No entanto, apenas
15 dessas espécies sdo isoladas de pacientes como agentes infecciosos, entre
elas C. albicans. Embora as frequéncias de isolamento possam variar, nos ultimos
20-30 anos, foi determinado que, em 95% das infeccfes, os patdgenos envolvidos
sdo Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis
e Candida krusei. Entre essas espécies, C. albicans ainda € o patdgeno mais
comum. (YAPAR, 2014).

As espécies de Candida colonizam a mucosa oral, porém, na presenca de
fatores predisponentes a levedura, podem se tornar patogénicas. Varios fatores
predispdem a candidiase oral, como extremos de idade, uso de proéteses
dentarias, tabagismo, alteracdes salivares, hormonais, nutricionais e
imunologicas. As  manifestacbes  bucais da  candidiase incluem
pseudomembranosa, eritematosa, hiperplasica, mucocutanea e queilite angular.
C. albicans é responsavel pela maioria dos episddios de candidiase oral (LI,
XIAOXU et al., 2013).

Candidiase oral € uma micose causada por leveduras do género Candida,
em que a lesdo pode ser branda, aguda ou crénica, superficial ou profunda, e de
espectro clinico bem variavel. O principal agente das candidiases é a C. albicans,
constituindo na maioria dos superficiais e invasivas em diversos sitios anatdmicos

e como causa de candidiase em todas as partes do mundo. E a espécie de
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Candida com maior conhecimento patogénico, devido a diversidade de fatores de
viruléncia descobertos (FREIRE et al., 2016).

Dentre os fatores de viruléncia associados a fungos do género Candida
pode-se destacar: termotolerancia (37°C), pH fisiologico, formacdo de hifas e
pseudo-hifas, a capacidade de fenotipagem, aderéncia aos tecidos epiteliais
endoteliais das células, formacéo de biofilme, secrecdo de enzimas (proteases,
fosfolipases, lipases), e tropismos. Cada um desses atributos influencia o outro, e
todos sdo essenciais para a patogenicidade dos fungos do género Candida
(MODRZEWSKA; KURNATOWSKI, 2013).

O poder patogénico esta particularmente bem estudado C. albicans,
permitindo-nos afirmar que a relacdo parasita-hospedeiro € dependente ndo sé de
fatores do hospedeiro, mas também dos fatores de viruléncia do fungo. Dentre
esses, sao de realcar as capacidades de adesdo e de formacgédo de tubos
germinativos e a producédo de proteases extracelulares. Assim, C. albicans pode
causar doenca no homem por invasao tecidual, por inducdo de estados de
hipersensibilidade ou por producgéo de toxinas (MODRZEWSKA; KURNATOWSKI,
2013).

O mecanismo prevalente para a transmissdo da candidemia é por via
enddgena, em que espécies de Candida spp. que formam a microbiota de
diversos sitios anatdmicos, comportam-se como patdgenos oportunistas, devido
alteracdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro (GIOLO; SVIDZINSKI,
2010). Outro mecanismo de transmissao ocorre por via exodgena, especialmente
por manuseio de profissionais da saude que tratam dos pacientes, também estédo
relacionados o0s materiais médico-hospitalares, principalmente cateteres e
solugbes intravenosas que estejam contaminadas por fungos (EGYDIO;
VALVASSOURA; SANTOS, 2013; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Estas infeccbes sdo  especialmente graves em  individuos
imunocomprometidos (aqueles com AIDS ou aqueles em tratamento com
anticancer ou imunossupressao) e pessoas saudaveis com dispdsitivos médicos
implantados. Com relacdo as micoses superficiais que sdo geralmente causadas
por varios organismos fuangicos, como C. albicans, que é o patégeno mais comum

para a maioria das infeccfes miciticas em humanos (YAPAR, 2014).
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Devido ao tratamento com agentes antineoplasico, que causam um déficit
no sistema imunolégico, inUmeras vezes estes pacientes em tratamento estdo
sujeitos a diversas infeccbes que podem leva-los a Obito, tanto por bactérias
Gram-positivas quanto negativas, por virus, fungos e parasitas (GABE; ALMEIDA,;
SIQUEIRA, 2009).

Segundo Giacomazzi et al., (2016) aproximadamente 4 milhdes de pessoas
no Brasil devem ter infec¢des fangicas a cada ano. Desse total, 2,8 milhdes sdo
infeccbes causadas por Candida spp. e um milh&o por Aspergillus spp. que
avangcam principalmente em pessoas com defesas orgéanicas enfraquecidas em
razdo do uso de medicamentos contra rejeicdo de O6rgaos transplantados, cancer
ou Aids, do uso intensivo de antibidticos ou de procedimentos invasivos como
sondas e catéteres em unidades de terapia intensiva (UTI).

Na terapéutica de candidiases destacam-se triazélicos, como miconazol,
derivados poliénicos, como nistatina, e, do grupo das equinocandinas, a
caspofungina. A anfotericina B é indicada para formas graves de doenca invasiva,
pertence ao grupo dos poliénicos (SANTOS; VIEIRA, 2017).

A nistatina pertence ao grupo dos poliénicos. Sao grandes moléculas que
atuam na membrana celular fungica, este agente demonstra propriedades
anfipaticas, que permitem sua intercalacdo entre a membrana contendo
ergosterol, induzindo a formacdo de poros. Os poros formados danificam as
funcbes de barreira da membrana e alteram a permeabilidade da célula,
ocorrendo o  extravasamento de  constituintes  citoplasméaticos e
consequentemente morte celular (BAGINSKI; CzZUB, 2009; SOBCZYNSKI;
CHUDZIK-RZAD, 2017).

Os antifungicos azdéis abrangem duas grandes classes, os imidazois e 0s
triazéis, que compartilham o mesmo espectro antifingico e mecanismo de acéo.
Os mais empregados atualmente nos tratamentos das candidiases incluem os
imidazois (cetoconazol e miconazol), triazdis de primeira geracdo (fluconazol e
itraconazol) e de segunda geracdo (voriconazol, posaconazol e ravuconazol)
(BENNETT, 2007; MATHEW; NATH, 2009).

Entre os azodlicos o mecanismo de acado, consiste na inibicdo da enzima
lanosterol 14-a-demetilase codificada pelo gene ERG11, que impossibilita a
conversdo do lanosterol em ergosterol, provocando a reducao do ergosterol e a

acumulacédo de 14-a-metil-3,6-diol, produto téxico sintetizado pela enzima 6-5,6-
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desaturase, codificada pelo gene ERG3. Como consequéncia, ocorre alteracdes
na funcdo e estrutura da membrana e, por fim, a inibicdo do crescimento fingico
(SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL, 2015).

Fonte: Pagina Manah da terra no google. Fonte: Pagina UNIVAR no google.

A caspofungina pertence ao grupo das equinocandinas e € administrada
intravenosamente. Ela atua contra o crescimento de fungos através da inibicdo da
B-1,3-D-glucanosintase. Este polimero € necessario para manter estavel a
estrutura das paredes celulares fangicas, sendo que, na sua auséncia, as células
fungicas perdem a integridade e ocorre a sua lise (ODDS; BROWN; GOW, 2003).

Com o aumento do uso de drogas antifingicas, o numero de relatos de
resisténcia aos medicamentos antifingicos também aumentou, o que evidencia
ainda mais a necessidade de se compreenderem 0s mecanismos celulares
moleculares envolvidos no desenvolvimento da resisténcia aos antifungicos
(SANTOS; VIEIRA, 2017). Dessa forma, ha necessidade do desenvolvimento de
novos farmacos de maior eficacia, dentre as possibilidades, surge a utilizacao de
fitoterapicos como tratamento alternativo. Os mesmos se diferem por apresentar
uma diversidade molecular superior aos sintéticos, proporcionando novas
descobertas, com pesquisa nas atividades biolégicas que podem favorecer na
prevencao e tratamento de doencas (ANDRADE et al., 2012).

Os extratos de plantas podem ser promissores agentes terapeuticos. A
variedade de biomas reflete a enorme riqueza da flora e da fauna brasileira; o
Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta. Esta abundante variedade de vida

— que se traduz em mais de 20% do nuamero total de espécies da Terra — eleva o
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Brasil ao posto de principal nacdo entre os 17 paises de maior biodiversidade
(BRASIL, 2018).

Porém, apesar de toda esta riqueza em forma de conhecimentos e de
espécies nativas, a maior parte das atividades econdmicas nacionais se baseia
em espécies exoéticas. Este paradoxo traz a tona uma ideia premente: é
fundamental que o Brasil intensifique as pesquisas em busca de um melhor
aproveitamento da biodiversidade brasileira (BRASIL, 2018).

Annona crassiflora Mart., popularmente conhecida como araticum, marolo
ou pinha- do-cerrado, € uma das espécies arbdéreas do cerrado com grande
potencial alimentar e econdémico. As sementes tém acdo contra afeccles
parasitarias do couro cabeludo. Na medicina popular, a infusdo de folhas e
sementes em pé pode ser usada para combater a diarreia e induzir a menstruacao
(DE ALMEIDA et al., 2016).

Além disso, a presenca dos acidos: ascorbico, cafeico, ferulico, bem como
as vitaminas A e C na casca e sementes sugerem uma excelente atividade
antioxidante para esta espécie. Testes com ratos intoxicados com tetracloreto de
carbono mostraram que extratos de sementes e casca de araticum tém alta
atividade antioxidante in vivo, sugerindo potencial uso para fins terapéuticos
(ROESLER, 2011).

Um estudo realizado por Roesler et al., (2007) mostrou a presenca de
compostos fendlicos em um extrato bruto de etanol da casca de araticum, como
rutina, acetogeninas, xantoxilina, acido ferulico, &cido cafeico, acido ascérbico e
acido quininico, indicando maior atividade antioxidante na casca do que na polpa.

Além das acetogeninas, varios alcaldides e flavonéides também foram
encontrados nas folhas, polpa dos frutos, sementes e casca de A. crassiflora
(EGYDIO; VALVASSOURA; SANTOS, 2013; JUSTINO et al., 2016; LAGE et al.,
2014).

A Extracdo etandlica e particdo liquido-liquido da casca do extrato da
Annona crassiflora Mart realizada por Justino et al., 2016 LC-ESI-MS / MS revelou
a presenca de varios componentes bioativos, como acido clorogénico, (epi)
catequina, procianidinas, cafeina-hexosideos, quercetinglucosideos e kaempferol,
gue podem estar associados a todas essas atividades bioldgicas verificadas in

vitro.
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Estudos também mostraram que extratos de diferentes partes da A.
crassifora  tinham atividades antibacteriana, nematicida, antimalérica,
antimutagénica, quimiopreventiva e terapéutica anti-inflamatéria. Essas atividades
tém sido associadas a presenca de compostos bioativos, como moléculas
fendlicas (VILAR et al., 2008; DRAGANO et al., 2010; PIMENTA et al., 2014;
MACHADO et al., 2015; FORMAGIO et al., 2015).

Diante do que foi abordado, o desenvolvimento de cepas resistente a
terapia antifingica observada nas espécies de Candida albicans, juntamente do
desenvolvimento de resisténcia adquirida durante o tratamento antineoplésico,
tem dificultado o manejo da candidiase oral. se tornando cada vez mais
relevantes devido ao maior potencial dessa resisténcia a antifUngicos empregados
na pratica clinica, como também na necessidade de uma diminuicdo na
citotoxicidade desses atuais fadrmacos empregados nessa terapia, requerendo
muitas vezes uma nova abordagem antifungica.

Devido ao crescimento evidente do nimero de patdgenos resistentes aos
farmacos atualmente disponiveis no mercado, € necessario descobrir novos
agentes antimicrobianos. A este respeito, as plantas medicinais podem ser Uteis
devido a sua producdo privilegiada de compostos quimicos com vérias funcdes
terapéuticas.

E de fundamental importancia o estudo de novos extratos vegetais com
potencial promissor frente as cepas de C.albicans, isoladas da cavidade oral em
pacientes oncoldgicos, para determinacdo de escala de atividades desse extrato,
e consequentemente, estudar e experimentar sua inser¢do como uma nova opgao
terapéutica de qualidade.

Este estudo propds avaliar a atividade antifiUngica do extrato etandlico da
Annona crassiflora Mart. contra cepas de Candida albicans isoladas da cavidade
oral de pacientes oncoldgicos, por meio da determinacdo das concentracdes
inibitéria minima (CIM) e fungicida minima (CFM), como também avaliar a cinética
de crescimento microbiano e biofilme, determinacdo do possivel mecanismo de

acao, além dos efeitos citotoxicos em eritrocitos humanos.
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2. CAPITULO

2.1 INTRODUCAO

Existem mais de 150 espécies conhecidas de Candida. No entanto, apenas
15 dessas espécies sao isoladas de pacientes como agentes infecciosos, entre
elas C. albicans. Embora as frequéncias de isolamento possam variar, nos ultimos
20-30 anos, foi determinado que, em 95% das infec¢des, os patdégenos envolvidos
sdo Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis
e Candida krusei. C. albicans ainda é o patdégeno mais comum e o principal
responsavel pela maioria dos episodios de candidiase oral (YAPAR, 2014; LI,
XIAOXU et al., 2013).

Na terapéutica de candidiases destacam-se triazélicos, como miconazol, e
derivados poliénicos como Nistatina e, anfotericina B, sendo esta a indicada para
formas graves de doenca invasiva, pertence ao grupo dos poliénicos (SANTOS;
VIEIRA, 2017).

Com o aumento do uso de drogas antifingicas, o numero de relatos de
resisténcia aos medicamentos antifUngicos também aumentou. (SANTOS;
VIEIRA, 2017). Os extratos de plantas podem ser promissores agentes
terapeuticos. Annona crassiflora Mart., popularmente conhecida como araticum,
marolo ou pinha- do-cerrado, é uma das espécies arboreas do bioma do Cerrado
do Brasil, com grande potencial alimentar e econémico. (BRASIL, 2018).

Estudos mostraram que extratos de diferentes partes da A. crassiflora
contém atividades antibacteriana, nematicida, antimalérica, antimutagénica,
guimiopreventiva e terapéutica anti-inflamatéria. Essas atividades tém sido
associadas a presenca de compostos bioativos, como moléculas fendlicas (VILAR
et al., 2008; DRAGANO et al., 2010; PIMENTA et al., 2014; MACHADO et al.,
2015; FORMAGIO et al., 2015).

Tendo em vista a grande prevaléncia de candidiase oral, bem como as
limitacdes dos antifingicos sintéticos disponiveis no mercado, seja em relacdo
aos efeitos colaterais, disponibilidade dos mesmos, e grau de susceptibilidade das
cepas de C. albicans nos pacientes, principalmente os imunossuprimidos, torna-

se necessaria a busca por novos produtos para o tratamento da doenca.As
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plantas medicinais podem ser (teis devido a sua producgdo privilegiada de
compostos quimicos com varias fungdes terapéuticas.

Este estudo propds avaliar a atividade antifUngica do extrato etanodlico da
Annona crassiflora Mart. contra cepas de C. albicans isoladas da cavidade oral de
pacientes oncoldgicos, por meio da determinagdo das concentracdes inibitoria
minima (CIM) e fungicida minima (CFM), como também avaliar a cinética de
crescimento microbiano, biofilme, determinacdo do possivel mecanismo de acéao,

além dos efeitos citotoxicos em eritrocitos humanos.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Local de Trabalho

Os ensaios laboratoriais referentes ao estudo da atividade antifungica
foram realizados no Laboratorio de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular
(LAFECC), Departamento de Ciéncias Odontologicas (DCO), Centro de Ciéncias
da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba.

2.2.2 Micro-organismos e reagentes

Para andlise de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracéo
Fungicida Minima (CFM) e avaliagdo dos possiveis mecanismo de acdo foram
utilizadas quatro cepas de referéncia de C. albicans obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA), ATCC 90028, ATCC 60193 ATCC
76485 e ATCC 76645, e seis linhagens de C. albicans isolados clinicos de
pacientes leucémicos (PL), PL Al, PL A5, PL A8, PL A10, PL A1l E PL A15.
Todas estas linhagens clinicas foram coletadas anteriormente (protocolo CAAE:
43911715.8.0000.5188), armazenadas a -2°C em Caldo Sabouraud Dextrose
(CDS) (KASVI®, Curitiba, Brasil) suplementado por glicerol (40% v / v), em
criotubos (2 mL). Essas linhagens clinicas foram cedidas pelo Laboratério de
Cultivo e Andlise Celular (LACEC) - ETS/UFPB para presente pesquisa
(MONTEIRO; CAROLINA; DULGHEROFF, 2019).
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Nistatina, caspofungina, Tween 80% , DMSO, ergosterol e sorbitol
utilizados durante os ensaios, foram obtidos da Sigma-Aldrich® Chemical Co. (St.
Louis, MO, EUA) e o sorbitol (D-sorbitol anidro) do INLAB® (Sdo Paulo, Brasil).

Para a manutencdo das cepas e ensaios da atividade antifingica, foram
utilizados o Agar Sabouraud Dextrose — ASD, Caldo Sabouraud Dextrose — CSD
(DIFCO LABORATORIES/USA/FRANCE), e Roswell Park Memorial institute -
RPMI 1640-L-glutamina (LGC BIOTECNOLOGIA/BRASIL), preparados segundo

as descricdes dos fabricantes.

2.2.3 Extrato Etandlico de Annona crassiflora Mart

Para realizacdo desse projeto, 41 extratos de plantas do cerrado brasiliero
foram cedidos gentilmente pelo Prof. Dr. Foued Salmen Espindola do Instituto de
Biotecnologia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia/MG, foram feitas
triagens com os mesmos e o0 extrato diclometano de A. crassiflora Mart. foi o que
apresentou melhores resultados com relagéo a atividade antifingica (quadro 1 em
anexo).

A. crassiflora Mart (Araticum) foi coletada em recursos naturais do Bioma
Cerrado, na regido norte de Minas Gerais, em mar¢co de 2015, por um
comerciante de fardos do Cerrado. A planta foi identificada por André Vito
Scatigna, do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Uberlandia, em
Uberlandia — MG, Brasil (JUSTINO et al., 2016).

Um espécime de comprovante (HUFU68467) foi depositado no herbéario da
UFU (Herbarium Uberlandense). As cascas de araticum foram cuidadosamente
transportadas para o Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia e armazenadas a -20 -C até a analise. O
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), sob a
Resolugdo 246/2009, do Conselho de Gestédo do Patriménio Genético, autorizou o
acesso e embarque de componentes do patriménio genético, n. 010743 / 2015-4
(JUSTINO et al., 2016).

No quadro 2 € possivel verificar a prospec¢édo quimica do extrato etandlico

da Annona crassiflora Mart (EEAcCM).
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Quadro 2: Teor total de fenais, flavonoéides e proantocianidinas do extrato etandlico e fracdes
organicas da casca do araticum (A. crassiflora Mart).

FracSes Total teor Fenodlico (mg | Flavonéides (mg Proantocianidinas (mg
GAE/qg) QE/g) CE/g)

Et. 319.40 + 7.41% 15.97 + 0.88° 234.60 + 2.50?

Hex. 41.11 + 0.69" 13.74 + 0.29° 68.64 + 1.73"°

Dic. 57.11 + 1.69° 15.21 + 0.10% 49.38 + 0.99"

Et. ac. 497.90 + 38.73° 19.06 + 0.672 757.50 + 12.01°

But. 383.90 + 11.53% 45.28 + 4.19° 458.90 + 4.04°

Aqu. 85.41 + 1.30° 4.11 + 0.20° 86.42 + 8.36°

Nota: Valores expressos em média + erro padrdo. Letras diferentes dentro de cada coluna
representam diferenca significativa (p <0,05). Et .: extrato bruto de etanol, Hex: fracdo hexana, Dic:
fracdo etandlico, Et. ac .: fraccdo acetato de etilo, But .: frac¢cdo n-butanol, Aqu .: fraccdo aquosa
(Justino, et al., 2016).

Com objetivo de melhorar a solubilidade e, consequentemente, a qualidade
dos procedimentos, tornou-se comum a utilizacdo de solventes, detergentes, ou
agentes emulsificadores, a exemplo do Tween 80% e DMSO, para facilitar a
dispersdo dos mesmos através do meio de cultura (BAYDAR et al., 2004; BRUNI
et al., 2004). No entanto, deve-se levar em consideracdo que ao se introduzir um
agente emulsificador, este esta sujeito a possuir atividade antimicrobiana. No
presente estudo, as cepas conseguiram tolerar as concentracde de DMSO (5%) e
de Tween 80 (2%) utilizadas na solubilizacdo do EEAcM, confirmando que o
impedimento do seu crescimento era consequéncia da presenca do extrato no
RPMI, ndo existindo interferéncia no crescimento das cepas pelo agente

emulsificante utilizado na diluicdo do extrato.

2.2.4 In6culo

A suspensdo fungica foi padronizada em espectrofotbmetro, em
comprimento de onda de 530 nm, determinando-se uma absorbancia entre 0,08 e
0,1, equivalente a 2,5 10° UFC / mL (CLSI, 2012).

2.2.5 Determinacgédo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo
Fungicida Minima (CFM).
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A CIM foi determinada utilizando a técnica de microdiluicdo descrita pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS, 2002). A suspensédo de
levedura foi preparada em caldo RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium)
e ajustada com turbidez equivalente a 2,5 10° UFC / mL, 530 nm, abs 0,08-0,1.

Foram feitas diluicbes em série do extrato diclorometado da A. Crassiflora
Mart em placas de microtitulagdo com 96 pocos de fundo chato contendo RPMI,
estéreis, em triplicata em trés repeticdes independentes. Estas placas foram
incubadas por 24 horas a 35 °C, e os resultados foram lidos por observacao visual
de agregados celulares no fundo dos pocos. O extrato diclorometado da A.
Crassiflora Mart foi testada nas concentra¢des que variaram de 8 pg/mL a 1024
pg/mL. A nistatina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP) foi utilizada como controle
positivo nos ensaios em concentracdes que variaram 0,93 pg/mL a 120 pg/mL.
Controles de viabilidade de crescimento, esterilidade média, DMSO (dimetil
sulfoxido) (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) utilizados para preparacdo de
solucéo de Nistatina e Tween 80% (Sigma-Aldrich, Sado Paulo, Brasil) utilizados
para preparacdo da solugdo de Annona crassiflora Mart, foram realizados
simultaneamente com o0 ensaios.

A CFM foi definida como a menor concentracédo para inibir o crescimento
visivel em meio sdlido. Aliquotas dos pocos correspondentes a CIM em maiores
concentracfes foram subcultivadas em agar Sabouraud Dextrose (KASVI1, Kasv
Imp e Dist de Prod / Laboratorios LTDA, Curitiba, Brasil). Em seguida, as placas
foram incubadas por 24 horas a 35 °C, e a leitura foi realizada por observacgao
visual do crescimento fingico no meio sdlido. A razdo CFM / CIM foi calculada
para determinar se a substancia obteve atividade fungistatica (CFM / CIM > 4) ou
fungicida (CFM / CIM <4 (SIDDIQUI et al., 2013).

2.2.6 Cinética de Morte Microbiana

Procedimentos para o presente ensaio foram realizados utilizando a
metodologia de Klepser et al.,, (1998) com algumas modificagdes. Curvas de
tempo-morte foram utilizadas para avaliar o tempo minimo necessario para a
morte dos microrganismos. Numa placa de microdiluicdo de 96 pocos de fundo

plano foi adicionado meio de cultura a cada poco seguido do extrato a
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concentragdes correspondentes a CIMX2 (1024 pug/mL), CIM (512 pg/mL), CIM / 2
(256 pg/mL).

Finalmente, 100 pl de inoculos de levedura C. albicans ATCC 90028 e C.
albicans clinicas (PL A11) (2,5 10° UFC / mL) foram adicionados a cada poco. As
placas foram incubadas por 24 horas a 35° C em leitor de microplacas (BIOTEK-
EON) e os valores de absorbancia foram lidos a 530 nm a cada quatro hora. A
nistatina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP) foi utilizada como controle positivo nos
ensaios em concentracdes variando de 1,5 a 12 pg/mL /L (1,5 a 12 pg / mL). O

experimento foi realizado em triplicata.

2.2.7 Acdo do extrato etandlico da A. crassiflora Mart na parede e
membrana celular fingica

2.2.7.1 Ensaio com Sorbitol

A CIM na presenca de sorbitol (D-sorbitol anidro) (INLAB, Séo Paulo,
Brasil), foi definida como a menor concentragdo da substancia inibindo o
crescimento microbiano visivel (FROST et al., 1995; CLERYA et al.,, 2014). O
mesmo foi utilizado na técnica de microdiluicio com o objetivo de comparar os
valores da CIM da Annona crassiflora Mart frente as cepas de C. albicans ATCC
90028 e C. albicans clinicas (PL Al1l) na auséncia e presenca de sorbitol 0,8uM.
A técnica foi realizada seguindo os mesmos procedimentos descritos na secéo
2.2.4. Em seqguida, as placas foram incubadas a 35° C, e as leituras foram
realizadas 24 horas apés a incubacdo (FREIRES et al.,, 2014; TAYLOR; LIMA,;
PEREIRA, 2013). O controle positivo deste ensaio foi a caspofungina na
concentracéo inicial de 4 pg/mL (diacetato de caspofungina - Sigma-Aldrich, S&o
Paulo - SP), visto que a mesma ja tem sua atividade conhecida na parede celular
da levedura (LETSCHER-BRU; HERBRECHT, 2003; PIERCE et al., 2013; HAO et
al., 2013).

Baseado na capaciedade do sorbitol atuar como protetor osmoético da
parede celular fungica, valores maiores de CIM observados em meios com adi¢ao
de sorbitol (meio padrdo) implica a parede celular como um dos possiveis alvos

celulares do composto testado. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.2.7.2 Ensaio com ergosterol

A CIM na presenca de ergosterol foi definida como a menor concentracéo
da substancia inibindo o crescimento microbiano visivel. O ensaio foi realizado
utilizando a técnica de microdiluicdo, como descrito anteriormente, na presenca
de ergosterol exégeno (SigmaAldrich, Sdo Paulo, Brasil) na concentracdo de
400ug/mL. As cepas utilizadas neste teste foram as mesmas do item 2 2.6.1
(TAYLOR; LIMA; PEREIRA, 2013).

As placas foram incubadas a 35° C e as leituras foram realizadas ap0s 24h.
A nistatina nas concentracdes de 0,93 pg/mL a 120 pg/mL foi usada como
controle positivo devido a sua atividade conhecida nas membranas das células de
levedura por ligagdo aos esterdis da membrana e assim alterando a
permeabilidade da membrana’ Foi também incluido um controle com etanol a 96%
e Tween 80%, que serdo utilizados para preparacédo de solucdes de ergosterol.
Os ensaios foram realizados em triplicata (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2014).

2.2.8 Avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico da A.

crassiflora Mart. sobre reducao do biofilme

Para a andlise da atividade antimicrobiana do EEAcM sobre a reduc¢éo do
biofiime Maduro, aliquotas de 100 pL do in6culo de quarto cepas escolhidas
aleatoriamente de C. albicans (C. albicans ATCC 90028, C. albicans PL A10, C.
albicans PL A11, C. albicans PL A15) contendo cerca de 2,5 x 10° UFC/m foram
transferidas para uma placa de microdiluichio de 96 pocos previamente
preenchida com 100 uL de meio RPMI, em temperatura 6tima de crescimento a
35°C, permitindo a aderéncia da levedura. Apés 24 horas de inbubacéo, os pocos
foram lavados com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) para remover
células fracamente ligadas, meio fresco foi adicionado, e as placas foram
incubadas por mais 24 horas a 35°C.

ApoGs as 48 h de incumbacdo e o biofilme maduro formado, iniciou-se o
ensaio para avaliacdo da reducao do biofilme maduro, com inser¢édo do extrato
nas concentragdes de 30, 20, 10 e 5 mg/mL.

Para quantificacdo do biofilme, os pocos foram lavados trés vezes com

PBS, seco ao ar durante 45 min e tingido com 0,4% de solucdo de cristal violeta.
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Os valores de absorbancia foram lidos em 600 nm usando um leitor de placas
Também foram incluidos nos testes o controle de nistatina nas concentracées de
100, 50, 30 e 20 pg/mL, e o biofiime nado tratado serviu como controle de
crescimento. Os ensaios foram realizados em triplicata com controle de
esterilidade sem a adi¢cado de micro-organismos e controle de crescimento de cada
sepa separadamente (DJORDJEVIC et al., 2002).

2.2.9 Avaliagao do potencial hemolitico em eritrécitos humanos

Na citotoxicidade em eritrécitos humanos, a coleta de amostras de sangue
periférico humano (cerca de 10 mL) foi realizada por puncédo de voluntarios
adultos e saudaveis, n = 04 (tipo sanguineo A, B, AB e O), sendo perguntado
antes a cada voluntario qual seu tipo sanguineo (CAAE: 16861519.8.0000.5188),
utilizando material estéril adquirido comercialmente (agulhas e seringas BD
Plastipak® — BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e colhidos em tubos a vacuo
(Greiner bione, Vacuette, Americana, SP, Brasil) contendo solucdo anticoagulante
(RODRIGUES et al., 2015).

ApGs a coleta, os eritrocitos foram diluidos em 80 yL de PBS, ajustando a
concentracdo do sangue para 5% de hemécias. Em seguida foi adicionado o
extrato etandlico de A. crassiflora Mart., em duplicata, nas concentracdes seriadas
de CIM a CIMx8, diluidos num volume de 20 uL de PBS. Logo apds, foram
incubados durante 1 h a temperatura ambiente e a reacéo foi interrompida pela
adicdo de 200 pL de PBS (RODRIGUES et al., 2015).

Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 1000g por 10 min a
temperatura ambiente e o sobrenadante foi coletado e transferido para placas de
96 pocos e mensurado em leitora de microplaca (550 nm). A auséncia (controle
negativo) e 100% de hemdlise (controle positivo) foram determinadas,
substituindo a solu¢do de amostra testada com igual volume de PBS e agua Milli-
Q estéril (lise por choque hipotbnico), respectivamente (RODRIGUES et al.,
2015).

2.2.10 Anélise de dados

Os dados dos ensaios de CIM, CFM e mecanismo de acdo foram
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analisados por meio de estatistica descritiva e inferencial. Para os ensaios de
biofilme, curva de crescimento antimicrobiano e hemdlise foram realizadas
analises de variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey através do programa
GraphPad Prism (versdo 7.0 para Windows, San Diego, CA - USA), tomando-se

o valor de p < 0,05 como nivel maximo de significancia estatistica.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Determinacdo dos valores da concentracdo inibitéria minima e

fungicida minima

Neste estudo, foi evidenciado efeito antifingico do EEAcM sobre as 10
espécies fungicas ensaiadas. Os valores da CIM e CFM para a A. crassiflora Mart
e nistatina estéo ilustrados na Tabela 1.

A. crassiflora Mart foi capaz de inibir o crescimento de 8 (80%) das 10
cepas de C. albicans até a concentracao de 512 pug/mL, sendo uma destas cepas
(ATCC 60193) inibida na concentracdo de 256 pg/mL. Apenas duas cepas (PL
Al10 e PL A15) inibiram na concentracdo de 1024 pg/mL. Para nistatina, foram
observados valores de CIM e CFM que variaram de 7,5ug/mL a 60pg/mL.

A CFM do extrato variou entre 256 e 1024 ug/mL e a cepa que apresentou
menor CFM foi C. albicans ATCC 60193. Na analise comparativa da CIM e CFM
(Tabela 1) foi observado que, 4/10 cepas apresentaram os valores de CFM duas
vezes maior que os valores de CIM, todas as outras cepas ensaiadas (6/10)
apresentaram valores de CFM iguais aos valores da CIM. A relagdo CFM/CIM
indicou que o extrato apresentou um efeito fungicida em todas as estirpes
testadas.

As moléculas presentesem plantas apresentam uma enorme diversidade
em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, o que
justifica o crescente interesse de industrias farmacéuticas na sintese de farmacos
a partir destas fontes naturais (BRESOLIN, FILHO, 2010). Extratos, fracbes e
compostos isolados extraidos destas fontes tém sido estudados por
pesquisadores por mostrarem significativas propriedades, entre estas a
antimicrobiana (FRANCO; CORREA, 2000; HOFLING et al., 2010; ALBERNAZ et
al., 2010).
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Na literatura a atividade antifungica do extrato sobre os valores de CIM foi
interpretada e considerada ativa ou ndo, conforme os seguintes critérios: 50-500
png/mL= forte/6tima atividade; 600-1500 pg/mL= moderada atividade; acima de
1500 pg/mL= fraca atividade ou produto inativo (SARTORATTO et al., 2004,
HOUGHTON et al., 2007). Enquanto Webster e colaboradores (WEBSTER et al.,
2008) propuseram um valor de CIM satisfatorio entre 1000pg/mL ou menos.

Costa e colaboradores (2013) testaram a atividade antimicrobiana da
Annona salzmanni (pertencente ao mesmo género da planta do presente estudo)
contra cepa de Candida albicans que apresentou atividade antimicrobiana com
valores minimos de concentracgédo inibitoria (CIM) na faixa de 500 pg/mL (COSTA
et al., 2013).

Estudos anteriores realizados com amostras obtidas das folhas de A.
crassiflora Mart. apresentaram efeito bactericida frente as trés bactérias testadas.
Foram ensaiados o extrato bruto das folhas de A. crassiflora, a fase alcaloidica
enriguecida. Os resultados da atividade antimicrobiana das amostras
apresentaram em concentracdo minima inibitéria de 50% do crescimento
bacteriano (MIGUEL; HIDALGO, 2017).

Ainda, extratos de diferentes partes do fruto de A. crassiflora tinham
atividades antibacteriana, antimaldrica, antimutagénica, quimiopreventiva e
terapéutica anti-inflamatoria. Essas atividades tém sido associadas a presenca de
compostos bioativos, como moléculas fenodlicas (EGYDIO; VALVASSOURA;
SANTOS, 2013; JUSTINO et al., 2016; LAGE et al., 2014).

Este é um estudo pioneiro na determinacao do perfil antifingico do EEAcCM.
Estes resultados promissores apontam para a oferta de novos agentes
antifangicos, considerando especialmente os valores da CIM observados, além de
seu carater fungicida para todas as cepas testadas, e se tratando de cepas de

pacientes isolados clinicos oncolégicos com carater mais significativo ainda.
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Tabelal. Resultados da avaliagdo da Concentracdo inibitdria e fungicida minima (CIM/CFM) do extrato etandlico de A. crassiflora Mart e nistatina sobre C. albicans. A CIM e
CFM expressaram seus valores em pg/mL.

A. crassiflora Mart NISTATINA

CFM CFM

CEPA CIM CFM TIM AQI:::/'L]DNAGDIE A CIM CFM CIM
C. albicans ATCC 90028 512 pg/mL 512 pg/mL 1 Fungicida 7,5ug/mL 7,5ug/mL 1
C. albicans ATCC 60193 256 pg/mL 256 pg/mL 1 Fungicida 7,5ug/mL 7,5ug/mL 1
C. albicans ATCC 76485 512 pg/mL 1024 pg/mL 2 Fungicida 7,5pug/mL 7,5pug/mL 1
C. albicans ATCC 76645 512 pg/mL 1024 pg/mL 2 Fungicida 7,5ug/mL 7,5ug/mL 1
C. albicans PL Al 512 pg/mL 1024 pg/mL 2 Fungicida 7,5ug/mL 7,5ug/mL 1
C. albicans PL A5 512 pg/mL 512 pg/mL 1 Fungicida 60 pg/mL 60 pg/mL 1
C. albicans PL A8 512 pg/mL 512 pg/mL 2 Fungicida 15 pg/mL 15 pg/mL 1
C. albicans PL A10 1024 pg/mL 1024 pg/mL 1 Fungicida 15 pg/mL 15 pg/mL 1
C. albicans PL All 512 pg/mL 512 pg/mL 1 Fungicida 7,5 ug/mL 7,5 ug/mL 1
C. albicans PL A15 1024 pg/mL 1024 pg/mL 1 Fungicida 7,5 pg/mL 7,5 pg/mL 1

*CFM/CIM > 4 significa que € fungistéatico, <4 significa que é fungicida
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2.3.2 Cinética de morte microbiana

Com base nos resultados dos valores de CIM encontrados, curvas de
tempo de morte foram construidas para duas cepas de C. albicans selecionadas
aleatoriamente (ATCC 90028 e Isolada Clinica PL All), a fim de avaliar o efeito
de diferentes concentrages do extrato etanodlico de A. crassiflora Mart ao longo
do tempo.

Os resultados dos ensaios da cinética microbiana foram expressos em
graficos que mostram curvas da absorbancia de C. albicans ATCC 90028 (Figura
1) e C. albicans PL A1l (Figura 2) em funcdo do tempo, na auséncia do extrato
(controle), na presenca da CIMx2 (1024 pg/mL), CIM (512 pg/mL) e CIM / 2 (256

pg/mL) do extrato etandlico de A. crassiflora Mart.

Figura 1. Curva de crescimento microbiana da cepa C.albicans 90028, sob acdo do extrato

etandlico de A. crassiflora Mart.
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Fonte: Do autor. Fungos de C albicans 990028 foram expostos a diferentes concentracdes do
extrato etandlico de A. crassiflora Mart. durante 24h a 35° C e a prolifereagéo celular foi analisada
em espectofotdbmetro (530 nm). O gréafico representa média + desvio padrdo da média de trés
experimentos independentes realizados em triplicatas. One way ANOVA seguido de pés teste de
Tukey. **P<0,001 em comparagéo ao controle.
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A Figura 1 mostra a poténcia do extrato etandlico de Annona crassiflora
Mart na diminuicdo do numero de coldnias de C. albicans ATCC 90028 apés 0, 4,
8, 12,16, 20 e 24 horas. A partir de 12h de crescimento, o0 numero de células
viaveis de C. albicans ATCC 90028 foi significativamente reduzido em
comparacdo ao controle ndo tratado quando os fungos foram expostos as
concentracbes de 1024 pg/mL e 512 pg/mL, sendo esta reducéo de 68,36 e
57,5%, respectivamente, quando comparado ao controle. Essa reducéo foi ainda
maior para o tempo de 24h, onde observa-se uma reducdo do crescimento
fungico de 77%, 85% e 88% para as concentracdes de 256 pg/mL 512 pg/mL e
1024 pg/mL, respectivamente, quando comparados ao controle (Figura 1).

Figura 2. Curva de crescimento microbiana da cepa C. albicans PL Al1, sob ag&o do extrato
etandlico de A. crassiflora Mart.
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Fonte: Do autor. Fungos de C albicans PL A1l foram expostos a diferentes concentracées do
extrato etandlico de A. crassiflora Mart. durante 24h a 35° C e a prolifereacao celular foi analisada
em espectofotdmetro (530 nm). O gréfico representa média + desvio padrdo da média de trés
experimentos independentes realizados em triplicatas. One way ANOVA seguido de pés teste de
Tukey. ***P<0,001 em comparagéo ao controle.

A Figura 2 mostra a poténcia do extrato etandlico de A. crassiflora Mart
na diminuicdo do numero de células de C. albicans PL Al1l (isolado clinico) apés
0, 4, 8,12,16, 20 e 24 horas. O numero de células viaveis de C. albicans PL A1l
foi significativamente reduzido em comparagdo ao controle quando tratados com
as trés concentracdes estudadas do extrato etanolico de A. crassiflora Mart a
partir de 12h de tratamento (P<0,001).
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C. albicans PL A 11 tratada com extrato etanolico da A. crassiflora Mart
demonstrou melhor atividade fungicida que a cepa de C. albicans ATCC 90028. E
possivel notar que no tempo de 24 horas houve uma reducdo do crescimento
fungico de 88%, 92% e 94% para as concentracdes de 256 pg/mL 512 pg/mL e
1024 pg/mL, quando comparados ao controle, respectivamente (Figura 2).

Por ser um estudo inédito, ndo existe até o presente momento na
literatura nenhum estudo para comparacdo, porém, alguns extratos de familias
diferentes plantas foram selecionadas para servir como base.

No extrato do rizoma e raiz de Smilacina japonica A. Gray foi confirmada
a atividade fungicida contra fungos, através de estudos de curva de tempo. Este
extrato apresentou um efeito fungicida potentes contra diferentes fungos, exceto
C. krusei. Nas concentracées 208 pg/mL, 416 pg/mL e 832 pg/mL apresentou
efeito fungicida contra C. albicans resultando em uma completa morte celular as 8
horas (LIU et al., 2019).

Distintos resultados foram observados no crescimento das espécies de
Candida spp. sobre o Extrato de Prépolis (EP). A 450 ug/ml, para todas as
espécies testadas, foi observado um ligeiro efeito inibitério até 12 h; entretanto,
apos esse periodo, as curvas resultantes eram quase idénticas as do controle. Na
concentracao de 900 pg/ml, foi observada uma reducao substancial dependente
do tempo no numero de células viaveis em comparacdo com o grupo controle.
Além disso, os resultados revelaram que o efeito do EP foi mais pronunciado nas
espécies de C. albicans e C. parapsilosis (TOBALDINI-VALERIO et al., 2016).

Para o EEAcM foi observado que a substancia testada ndo € tempo
dependente, ou seja, mesmo com o0 passar das horas (TO a T24) o extrato
permaneceu inibindo as colonias testadas sem grandes mudancas significativas
(P<0,05). Assim, pode-se sugerir que 0 presente extrato possui excelente
atividade fungincida durante um satisfatério periodo de tempo.

As cepas testadas apresentaram crescimento satisfatorio nas condicées
de controle positivo (sem exposi¢cdo ao extrato ou antifingico), assegurando a
viabilidade das leveduras em condicbes normais. Nao houve crescimento

microbiano nas placas do controle de esterilidade.
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2.3.3 Acéo do extrato etandlico de A. crassiflora Mart na parede e membrana
celular fungica

2.3.3.1 Ensaio com sorbitol

Uma das formas de avaliar se uma nova droga atua na parede celular é por
meio do ensaio com o sorbitol, um ensaio que compara a CIM da droga
antifingica na presengca e na auséncia do sorbitol (LETSCHER-BRU;
HERBRECHT, 2003; PIERCE et al., 2013; HAO et al., 2013).

Diante da presenca do sorbitol, um protetor osmético que minimiza o efeito
de agentes quimicos sobre a parede celular fungica, ndo se verificou aumento da
concentracdo necessdria para inibicdo do crescimento celular, ou seja, tanto para
as cepas de C. albicans ATCC 90028 ou C. albicans PL Al1l, os valores da CIM
na presenca ou auséncia de sorbitol permaneceram os mesmos: 512ug/mL.

Para a caspofungina foram observados valores médios de CIM 0,25 pg/mL
na auséncia de sorbitol e 2 pg/mL na presenca do sorbitol (0.8 M) sobre cepas de
C. albicans ATCC e C. albicans isolados clinicos, respectivamente. Ressalta-se
gue é reconhecido o efeito da caspofungina por interferéncia na via de biossintese
da parede celular fungica (SANTOS; VIEIRA, 2017).

Embora a estrutura bésica da parede celular fungica seja a mesma em
todas as espécies (quitina e B—glicanos), cada fungo apresenta uma composi¢ao
guimica diferente. Os genes que codificam a sintese de quitina e os sinais pelos
quais sdo ativados dependem de especificas condicbes ambientais, estagio do
ciclo celular e variam bastante entre as diversas espécies (SANTOS; VIEIRA,
2017).

Os ensaios de sorbitol realizados nesta pesquisa demonstraram que o
EEACM nédo exerce seu efeito antifungico por meio da parede celular, pois os
valores da CIM na presenca e na auséncia do sorbitol foram os mesmos (Tabela
2).

O controle positivo demonstrou que o ensaio foi realizado de forma
satisfatoria, pois na presenca do sorbitol a CIM da caspofungina foi bem maior, do

gue na auséncia (Tabela 2).



34

2.3.3.2 Interacdo com Ergosterol

Componente imprescindivel para a manutencdo da viabilidade fungica, o
proximo alvo farmacolégico a ser estudado quanto ao mecanismo de agédo da
Annona crassiflora Mart foi a membrana plasmatica.

Com relacdo ao ensaio para determinacdo da CIM na presenca de
ergosterol que atua fortemente nas vias de biossintese da membrana celular foi
verificado que também ndo existiu aumento da concentracdo necessdria para
inibicdo do crescimento cellular. Tanto para as cepas de C. albicans ATCC 90028
ou C. albicans PL Al1, os valores da CIM na presenga ou auséncia de sorbitol
permaneceram os mesmos: 512ug/mL.

Para a nistatina foram observados valores médios de CIM 7,5 pg/mL na
auséncia do ergosterol e 30 pg/mL na presenca do ergosterol sobre cepas de C.
albicans ATCC e C. albicans isolados clinicos, respectivamente. O efeito da
nistatina é reconhecido pela interferéncia na membrana celular fangica via
ergosterol exdgeno (MATHEW; NATH, 2009).

Com as caracteristicas de estar presente nos fungos e ausente nas células
humanas, além de ser importante nha manutencdo da membrana plasmatica, ou
seja, da viabilidade fangica, o ergosterol torna-se um importante alvo
farmacoldgico, especialmente para farmacos que interagem diretamente com este
formando poros, a exemplo dos polienos (MINNEBRUGGEN et al., 2010).

Assim, o0s ensaios de ergosterol exdgeno realizados neste estudo
demonstraram que o EEAcM nado exerce seu efeito antifingico por meio da
membrane cellular fungica, pois os valores da CIM na presenga e na auséncia do
ergosterol exdégeno foram os mesmos (Tabela 2).

O controle positivo demonstrou que oensaio foi realizada de forma
satisfatoria, pois na presenca do ergosterol exdgeno a CIM da nistatina foi bem
maior, do que na auséncia (Tabela 2).

Diante desses resultados pode-se verificar que o extrato etandlico da A.
crassiflora Mart tem atividade antifungica, entretanto, falta definir por qual
mecanismo de acao ocorre essa atividade. Dessa forma, necessita-se de mais

ensaios para ser descoberto e verificado 0 mecanismo de agéo deste extrato.
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Tabela 2: Valores de CIM (ug / mL) dos medicamentos e extrato na auséncia e presenca de sorbitol (0,8M) e ergosterol (400
ug / mL) frente C. albicans ATCC 90028 e C. albicans PL A11.

Valores CIM pg/mL

Microrganismos C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans
ATCC 90028 PL A11 ATCC 90028 PL A11 ATCC 90028 PL A11
Medicamentos Controle +Sorbitol +Ergosterol
EXTRATO DAcM 512 512 512 512 512 512
Nistatina 7,5 7.5 - - 120 120
Caspofungina 7,5 7,5 120 120 - -

2.3.4 Avaliacdo do potencial hemolitico em eritrécitos humanos

A atividade hemolitica foi empregada para avaliar o potencial do extrato
em causar lesées na membrana plasmatica das células, pela formacédo de poros
ou pela ruptura total, através da leitura Optica da hemoglobina liberada.

As plantas medicinais apresentam em sua composi¢cao principios ativos
responsaveis pelas propriedades terapéuticas a elas atribuidas. Apesar disso,
reacoes adversas podem aparecer em decorréncia de uso indevido ou contado
direto com a mesma (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005).

A realizacdo deste teste torna-se necessario, pois a hemdlise é
caracterizada pela ruptura do eritrécito com liberacdo de hemoglobina e a
hemoglobina livre no plasma é prejudicial a saude causando sérios danos em
orgaos vitais tais como figado, rins e cora¢do, sendo necessario dessa maneira a
observacdo da referida atividade. Sendo assim, estes resultados se mostraram
bastante significativos para a utilizacdo desta planta que revelaram um potencial
antioxidante significativo, como também atividade antifingica promissora (DA
SILVA, 2013; TRENTIN et al., 2015).

Em 2019, Silva e colaboradores avaliaram a citotoxicidade do extrato
bruto in vitro da Annona crassiflora Mart sobre linhagens celulares de cancer de
colo do utero imortalizadas. A triagem revelou que o extrato bruto apresentou
menor atividade citotoxica em todas as células avaliadas quando comparadas a
cisplatina.

Neste ensaio, 0 extrato nas concentracbes de CIM a CIMx8 néo

promoveu danos a membrana plasmatica dos eritrocitos, assim, ficou
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demonstrado que em até concentracdes de CIM x8 o EEAcM foi compativel com
hemécias humanas (Figura 3). Dessa forma, por ser um estudo inédito ha
perspectivas para o seu uso com total seguranca e prosseguimento de testes

para uma futura aplicagcdo no ser humano.

Figura 3. Efeito do extrato diclorometado de A. crassiflora Mart. sobre a viabilidade celular em
eritrocitos humanos em 1 h de exposigéo.
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Fonte: Do autor. Eritrocitos humanos com tipos sanguineos A, B, AB e O foram incubados com
diferentes concentragGes do extrato etandlico de A. crassiflora Mart durante 1 h a temperatura
ambiente e a hemolise foi analisada em espectofotémetro (550 nm). O grafico representa média +
desvio padrao da média de dois experimentos independentes realizados em triplicatas. One way
ANOVA seguido de pés teste de Tukey. ***P<0,001 em comparagdo aos controles.

2.3.5 Avaliagcdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico de A.

crassiflora Mart. sobre o biofilme

O crescimento em biofilme confere vantagens para 0s micro-organismos,
as quais incluem resisténcia aos agentes antimicrobianos, viruléncia aumentada,
protecdo contra as defesas do hospedeiro, entre outras. Por isso, biofiime é o
principal modo de crescimento de varios fungos que sao micro-organismos
oportunistas, como as leveduras do género Candida. Assim, essa forma de se
organizar é o fator-chave para os micro-organismos sobreviverem em condi¢des
ambientais adversas (MELLO et al., 2016).

Foi inserido o extrato etandlico A. crassiflora Mart no biofilme maduro

(48horas de formado) nas concentracbes de 5mg/mL, 10mg/mL, 20mg/mL e
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30mg/mL. Como antifingico padréo, a nistatina foi utilizada nas concentracdes
que variaram entre 70ug/mL a 100ug/mL.

Comparando os resultados obtidos do extrato em relacéo ao controle, foi
verificado que nas concentracdes de 10mg/mL, 20mg/mL o biofilme foi reduzido
de forma significativa (P<0,05) (Figura 4).

Ainda, pode-se verificar que a nistatina nas suas diversas concentracoes
comparando com o controle, reduziu o biofiime de forma eficiente e esperada
como esperado (Figura 5).

Até o presente momento ndo existem estudos do extrato etandlico de A.
crassiflora Mart com relacdo a reducdo de biofilme, sendo este teste pioneiro.
Com isso, existem estudos utilizando pantas medicianais com relevancia da
literatura que seréo citados abaixo.

Para eficacia anti-biofilme, os Oleos de citronela e canela reduziram
significativamente o nimero de microrganismos viaveis e o acumulo de biofilmes
em TO. No entanto, no T48, ndo houve diferenca entre biofilmes tratados e nao
tratados (DE ALMEIDA et al., 2016).

O mel jujuba afeta os biofilmes, diminuindo o tamanho dos biofilmes
maduros e interrompendo sua estrutura. A uma concentragcado de 40%, interfere na
formacéo de biofilmes de C. albicans e interrompe os biofilmes estabelecidos. Os
resultados indicaram que esse tipo de mel afetou a morfologia celular de C.
albicans e diminuiu a espessura do biofilme (ANSARI et al., 2013).

A antibioticoterapia prolongada, nutricdo parenteral, quimioterapia e
guebra das barreiras cutaneas da mucosa sédo determinantes importantes para o
desenvolvimento desses biofilmes. Assim, é de grande importancia a realizacao
desse ensaio, pois infec¢des relacionadas a biofilmes de Candida spp., quando
ndo tratadas corretamente, podem levar a infec¢Bes fangicas invasivas e
infeccdes na corrente sanguinea, com alto risco de mortalidade (LI, R. W.;
SPERLING, 2013).
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Figura 4. Porcentagem de biofiime de C. albicans tratados com diferentes concentragbes do
extrato diclometano da A. crassiflora Mart.e Nistatina.
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Fonte: Do autor. Um biofilme maduro de 48 h de incumbacao a 35° C formado por quatro cepas de
C. albicans (C. albicans ATCC 90028, C. albicans PL A10, C. albicans PL All, C. albicans PL
A15) foi tratato com o extrato etandlico de A. crassiflora nas de 30, 20, 10 e 5 mg/mL e com
nistatina nas concentragées de 100, 90, 80 e 70 yg/mL em diferentes concentragbes e foram
analisadas em espectofotémetro (600 nm). Os gréaficos representam média + desvio padrdo da
média de trés experimentos independentes realizados em ftriplicatas. One way ANOVA seguido de
po6s teste de Tukey. ***P<0,001 em comparagao aos controles.
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2.4 CONCLUSAO

= O extrato etanodlico de Annona crassiflora Mart Possui atividade antifungica,

= Com relagcdo ao mecanismo de acéo, falta definir por qual mecanismo de
acao ocorre essa atividade;

= Tem a capacidade de inibir as cepas durantes as 24 horas testadas e nao
€ tempo-dependente;

= O extrato promove redugcdo do crescimento do biofilme multiespécies de
fungos de Candida abicans;

» O extrato ndo é citotoxico para células sanguineas eritrécitos.
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3 CONSIDERACAOES GERAIS

O extrato etandlico de Annona crassiflora Mart apresentou atividade
fungicida, de interesse terapéutico frente cepas ATCC e isolados clinicos de C.
Albicans. Entretanto, falta definir por qual mecanismo de ac&do ocorre essa
atividade. Ainda, o extrato foi capaz de inibir o crescimento das cepas durante as
primeiras 24 horas testadas, sem ser tempo-dependente.

Com relacdo ao controle de biofilmes, o extrato promoveu redugcao do
crescimento do biofiime de C. abicans. A citocompatibilidade foi observada em
eritrocitos humanos de sangue periférico. Outros ensaios deverao ser realizados,
a exemplo de estudos toxicoldgicos e ensaios clinicos, para estabelecer eficacia e
seguranca terapéutica de formula¢des contendo o extrato.

Os resultados desta pesquisa apontam para potencialidade do extrato
diclometano de A. crassiflora Mart no tratamento de infec¢des ocasionadas por C.
albicans.
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ANEXOS

Quadro 1- Resultados da média da CIM (ug/mL) dos extratos de plantas do cerrado brasileiro
frente as cepas de C. albicans, C. tropicalis e C. kruzei, técnica de microdiluicdo.

Microrganismos
\ \ 0 D

etaes | o885s88 0288 53
SENTog| 8ES S

JAl >2048 | >2048 >2048 >2048
JA2 >2048 | >2048 >2048 >2048
JA3 >2048 | >2048 >2048 >2048
JA4 >2048 | >2048 >2048 >2048
JAS >2048 | >2048 >2048 >2048
JAG >2048 | >2048 >2048 >2048
JAD >2048 | >2048 >2048 >2048
JJ1 >2048 | >2048 >2048 >2048
JJ2 >2048 | >2048 >2048 >2048
JJ3 >2048 | >2048 >2048 >2048
JJ4 >2048 | >2048 >2048 >2048
JJ5 >2048 | >2048 >2048 >2048
JJ6 >2048 | >2048 >2048 >2048
JIET >2048 | >2048 >2048 >2048
JJAQ >2048 | >2048 >2048 >2048
JFD >2048 | >2048 >2048 >2048

JH M M MI M




JA >2048 | >2048 >2048 >2048
HH20 MI MI MI MI
JD MI MI MI MI
JN >2048 | >2048 >2048 >2048
3D >2048 | >2048 >2048 >2048
3N-N >2048 | >2048 >2048 >2048
BA >2048 | >2048 >2048 >2048
BH20 >2048 | >2048 >2048 >2048
PA H20 >2048 | >2048 >2048 >2048
PAN >2048 | >2048 >2048 >2048
PAA >2048 | >2048 >2048 >2048
PAB >2048 | >2048 >2048 >2048
PAH >2048 | >2048 >2048 >2048
PAD >2048 | >2048 >2048 >2048
PR H20 >2048 | >2048 >2048 >2048
PRN >2048 | >2048 >2048 >2048
PRA >2048 | >2048 >2048 >2048
PRB >2048 | >2048 >2048 >2048
PRH >2048 | >2048 >2048 >2048
PRD >2048 | >2048 >2048 >2048
EB >2048 | >2048 >2048 >2048
FD 256 256 256 256
FAE >2048 | >2048 >2048 >2048
FBu >2048 | >2048 >2048 >2048
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