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- Poés Graduagéo em Produtos Naturais
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Ata da 2787 (ducentésima septuagésima oitava) Tese de Doutorado da aluna do
Programa de Pés-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos Kivia Sales
de Assis, candidata ao Titulo de “Doutora” em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
na area de concentragdo Farmacologia.

As quatorze horas (14h00) do dia vinte e um de fevereiro do ano dois mil e dezoito
(21.02.2018), nas dependéncias do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, da
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, reuniram-se em carater de Solenidade
Publica os membros da Comissdo designada para examinar a aluna Kivia Sales de
Assis, candidata ao Titulo de “DOUTORA” em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
na area de concentracéo Farmacologia. Foram componentes da Banca Examinadora os
professores Abrahdo Alves de Oliveira Filho, Ph.D em Farmacologia, Ulrich Vasconcelos
da Rocha Gomes, Ph.D em Tecnologia de Processamentos Quimicos e Bioquimicos, Hilzeth
de Luna Freire Péssoa, Ph.D em Farmacologia, Hemerson lury Ferreira Magalhaes, Ph.D
em Farmacologia, Ricardo Dias de Castro, Ph.D em Farmacologia e Edeltrudes de
Oliveira Lima, Ph.D em Farmacia. Sendo o primeiro integrante do corpo docente da
Universidade Federal de Campina Grande e os demais integrantes do corpo docente da
Universidade Federal da Paraiba. Dando inicio aos trabalhos, a Presidente da Banca,
professora Edeltrudes de Oliveira Lima, ap6s declarar os objetivos da reunido,
apresentou a candidata Kivia Sales de Assis, a quem concedeu a palavra para que
dissertasse oral e sucintamente sobre o tema apresentado e intitulado “Avaliagdo das
atividades antiflngica e toxicolégica do dleo essencial de Gualtheria procumbes”. Apos
discorrer sobre o referido tema durante cerca de cinquenta minutos, a candidata foi
arguida pelos Examinadores na forma Regimental. Em seguida, passou a comissdo, em
carater secreto, a proceder a avaliagéo e julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-
lhe o conceito APROVADA COM DISTINCAO. Em face da aprovacao, declarou a
Presidente, achar-se a examinada Kivia Sales de Assis, legalmente habilitada a receber
o Titulo de “DOUTORA” em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, na Area de
Concentragéo Farmacologia, cabendo a Universidade Federal da Paraiba, providéncias,
como de direito, a expedi¢do do Diploma que a mesma faz jus. Nada mais havendo a
tratar, eu, Caroline Helena Meireles de Medeiros Mangueira, na qualidade de Secretaria,
lavrei a presente Ata que submeto a aprovacdo da Comissao Examinadora.
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RESUMO

ASSIS. K. S. Avaliagdo das Atividades Antifungica e Toxicoldgica do Oleo
Essencial de Gaultheria procumbes. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos - Area de concentragéo: Farmacologia) - Universidade Federal da
Paraiba, Jodo Pessoa, 2018.

Candidiase é uma infeccdo causada por leveduras do género Candida, sejam essas
infecgdes superficiais, da pele e da mucosa ou sistémicas. A disseminacao de fungos
resistentes aos medicamentos é uma das mais graves ameacas para o sucesso do
tratamento das doencas fungicas, além disso, algumas drogas sdo muito téxicas,
dificultando o uso terapéutico, o que estimula a busca por novos agentes antifingicos
mais eficazes, menos toxicos. Neste contexto os produtos derivados de plantas
medicinais sdo excelentes alternativas para esse propdsito. Neste sentindo o objetivo
desse estudo foi investigar a atividade antifingica do 6leo essencial de Gaultheria
procumbens (OEGp) contra cepas do género Candida, avaliar a sua citotoxicidade,
bem como a biodisponibilidade oral e o perfil toxicolégico te6ricos do constituinte
majoritario deste Oleo, o salicilato de metila. Para a realizacdo dos estudos
antifingicos utilizou-se o teste de microdiluicdo com diferentes cepas flngicas do
género Candida para avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da
Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Para a analise do potencial antimicrobiano
do salicilato de metila foi utilizado a analise in silico com o software Pass online. Para
realizacdo dos estudos de atividade citotoxica utilizou-se hemacias humanas. As
andlises realizadas revelaram que o OEGp apresentou uma atividade antifingica
frente as cepas clinicas de C. parapsilosis com uma CIM e CFM de 8 pg/mL e C. krusei
com uma CIM de 64 pg/mL e CFM e 128 ug/mL, em contrapartida para C. tropicalis e
C. glabrata foram insensiveis com excecédo da C. tropicalis LM — 64 que teve CIM de
32 pg/mL. O OEGp também apresentou atividade antifingica frente a 5 cepas das 8
testadas de C. albicans, com uma CIM e CFM entre 4 e 8 ug/mL, e esse efeito teve
natureza fungicida. Seu mecanismo de acéo nao envolve efeito sobre a parede celular
bem como na membrana plasmatica. Um efeito sinérgico foi observado ao ser
associado a anfotericina B (um antifangico clinico conhecido). Apresentou baixa
citotoxicidade para o tipo sanguineo A e de baixa a moderada para a maioria das
concentracdes testadas nos diferentes tipos sanguineos (B e O). Com relacdo ao
estudo das propriedades farmacologicas e toxicologicas teoricas do constituinte
majoritario do OEGp, o salicilato de metila, se observou que de forma tedrica
demonstrou ser um composto que possui varios possiveis efeitos biolégicos sobre o
corpo humano, bem com boa biodisponibilidade e baixo risco de toxicidade. Em
conjunto, esses resultados sugerem gue o 6leo essencial de Gaultheria procumbens
representa uma nova e promissora possibilidade entre os produtos com atividade
antifangica em especial contra cepas de C. albicans.

Palavras-chave: Oleo essencial de Gaultheria procumbens; Candida; Atividade
antifingica; Citotoxicidade; in silico.
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ABSTRACT

ASSIS. K. S. Evaluation of the Antifungal and Toxicological Activities of the
Essential Oil of Gaultheria procumbens. Thesis (Doctoral Degree in Natural and
Synthetic Bioactive Products - Concentration Area: Pharmacology)/ Federal University
of Paraiba, Jodo Pessoa, 2018.

Candidiasis is an infection caused by yeasts of the genus Candida, whether superficial
infections, skin and mucosal or systemic. The spread of drug-resistant fungi is one of the most
serious threats to the successful treatment of fungal diseases. Furthermore, some drugs are
very toxic, hindering to use therapeutic, which stimulates the search for new, more effective,
less toxic antifungal agents. In this context products derived from medicinal plants are
excellent alternatives for this purpose. n this sense, the objective of this study was to
investigate the antifungal activity of the essential oil of Gaultheria procumbens (OEGp)
against strains of the genus Candida, evaluate its cytotoxicity, as well as the oral
bioavailability and theoretical toxicological profile of the majority constituent of this oil,
salicylate of methyl. To carry out antifungal studies, the microdilution test was used
with different fungal strains of the Candida genus to evaluate the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Fungicide Concentration (MFC). For the analysis of
the antimicrobial potential of salicylate de methyl was used with the in silico analysis software
Pass online. To carry out cytotoxic activity studies, human red blood cells were used.
The analyzes showed that OEGp showed antifungal activity against clinical strains of C.
parapsilosis with MIC and CFM of 8 ug / mL and C. krusei with MIC of 64 ug / mL and CFM of
128 ug / mL, whereas C. tropicalis and C. glabrata were insensitive with except for C. tropicalis
LM-64 which had a MIC of 32 ug / ml. OEGp also had antifungal activity against 5 strains of 8
tested C. albicans, with an MIC and CFM between 4 and 8 pg / mL, and this effect had
fungicidal action. Its mechanism of action does not involve an effect on the cell wall or
plasma membrane. A synergistic effect was observed when combined with
amphotericin B (a known clinical antifungal). It showed low cytotoxicity for blood type
A and low to moderate for most concentrations tested in different blood types (B and
0). Regarding the study of the theoretical pharmacological and toxicological properties
of the majority constituent of OEGp, methyl salicylate, it was observed that it was
theoretically demonstrated to be a compound that has several possible biological
effects on the human body, as well as good bioavailability and low risk of toxicity. Taken
together, these results suggest that Gaultheria procumbens essential oil represents a
new and promising possibility among products with antifungal activity, especially
against strains of C. albicans.

Keywords: Gaultheria procumbens essential oil; Candida; Antifungal activity;
Cytotoxicity; in silico
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1 INTRODUCAO

Existem aproximadamente 200 espécies que compdem o género Candida e
dessas, apenas 20 foram associadas com doencas em humanos, tornando-se
agentes patogénicos, causando infec¢des superficiais, da pele e da mucosa e também
sistémicas (HOFS et.al., 2016). O género Candida apresenta divergéncias genémicas
entre si e variacdes fenotipicas. Essas diferencas fenotipicas ocorrem em relacéo a
morfologia, tamanho celular, requisitos de crescimento, composi¢cao da parede celular
e distribuicdo de fatores de viruléncia. Quanto a morfologia sdo predominantemente
leveduriformes (WHIBLEY; GAFFEN, 2015).

A candidiase tem aumentado ndo somente em ocorréncia, mas também na
gravidade da doenca. O aumento das infec¢des, com lesdes graves tém levado a um
alto indice de mortalidade, principalmente em pacientes imunocomprometidos
(GEHRING et.al., 2016).

Espécies ndo albicans como C. tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C.
dubliniensis, C. krusei e C. glabrata, embora sejam importantes patdgenos destas
infeccdes fungicas oportunistas, a C. albicans € sem duavida, o agente etiolégico que
apresenta maior incidéncia associado a candidiase. (PFALLER; DIEKEMA 2007,
SILVA et al. 2012).

Este micro-organismo é um agente causador de infec¢bes bucais e muco
cutaneas, entre outras mais graves, como septicemia, endocardite, meningite e
peritonite, especialmente em pacientes com fungao imune reduzida ou que fazem uso
de terapias utilizando antibiéticos (BRUNKE; HUBE, 2013, MARTINS et al. 2015). A
frequéncia de isolamento dessa espécie nos casos de infec¢cdes hematogénicas ou
candidemia é de aproximadamente 70% em alguns paises da Europa e em paises da
América Latina este indice chega até 40% (PFALLER; DIEKEMA 2007; SILVA et al.
2012).

Existem cinco classes principais de agentes antifingicos amplamente
utilizado em nivel médico contra os principais patégenos flngicos, incluindo espécies
de Candida, que séao polienos (anfotericina B), azdéis (fluconazol e cetoconazol),
equinocandinas (caspofugina), alilaminas (terbinafina) e analogos de pirimidinas
(flucitosina) (MARTINS et al. 2015, BHATTACHARYA; KAUR, 2015).
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Por mais que a terapéutica das micoses tenha evoluido, melhorando néao so
sua eficacia e espectro de acdo mas também sua tolerancia, manejo e tempo de
tratamento, 0 uso excessivo destes farmacos tem propiciado o surgimento de
leveduras resistentes, principalmente em pacientes imunossuprimidos, susceptiveis a
infeccdes frequentes (ZAITZ et al., 2010; FREIRE et al., 2016). Além disso, algumas
drogas, como a anfotericina B, sdo muito toxicos, dificultando o seu tempo de uso
terapéutico (SANGLARD; ODDS, 2002).

Desta forma é necessario o desenvolvimento de novas terapias e farmacos
antifangicos que apresentem eficacia e baixo custo, dentre as possibilidades, os
produtos naturais e seus derivados tém sido reconhecidos por muitos anos como
fontes de agentes terapéuticos e de diversidade estrutural (ORHAN et al. 2010;
BOSTROM et al. 2012; LAHLOU, 2013, ANEJA et al. 2016).

Dentre os compostos bioativos produzidos pelas plantas temos os O6leos
essenciais, que sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, liquidas e
geralmente odoriferas, originados do metabolismo secundario de plantas aromaticas.
Também podem ser chamados de 6leos volateis, devido a sua principal caracteristica
que é a volatilidade; 6leos etéreos devido a solubilidade em solventes orgéanicos
apolares como éter; ou esséncias devido ao aroma agradavel e intenso da maioria
dos 6leos essenciais (SIMOES., SPITZER, 2004).

Dentre as plantas ricas em Oleos essenciais, encontra-se a Gaultheria
procumbens, um arbusto pequeno, de baixo crescimento e de folhas perenes, nativo
do Norte da América setentrional e amplamente cultivado por todo o Hemisfério boreal
devido ao seu valor ornamental e medicinal. As folhas de Gaultheria procumbens séo,
tradicionalmente valorizadas como agentes anti-inflamatérios e analgésicos (LIU. et.
al., 2013; MICHEL. et. al., 2017). No Brasil, ela é encontrada geralmente na forma de
Oleo essencial em casas especializadas e farméacias de manipulacdo, por sua acéo
anti-inflamatéria e analgésica é recomendada para tratamento de dores musculares,
tendinite, reumatismo (nos musculos e tenddes, artrite, artrose), caibras e dor ciatica
(GRUFFAT., 2015).

Diante da importancia clinica e a alta incidéncia da candidiase, aumento do
namero de individuos imunocomprometidos, surgimento de cepas resistentes,
toxicidade dos antifungicos existentes, da busca por novos agentes antifUngicos mais

eficazes, menos téxicos, no qual os produtos derivados de plantas medicinais sao
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excelentes alternativas para esse proposito, o objetivo desse estudo foi investigar a
atividade antifungica do 6leo essencial de Gaultheria procumbens contra cepas do

género Candida.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ASPECTOS GERAIS DA CANDIDIASE

A candidiase ou candidose consiste em diversas sindromes clinicas causadas
por leveduras do género Candida. H& aproximadamente 800.000 espécies de fungo
descritos na literatura e dentre esses, cerca de 400 espécies sdo patogénicas para
humanos e animais. Estima-se que aproximadamente 200 espécies compdem o
género Candida e dessas, 20 foram associadas a doencas em humanos, tornando-se
0s agentes patogénicos fiingicos humanos mais comuns (QUINN et al., 2011; HOFS
et.al., 2016).

Taxonomicamente as leveduras do género Candida fazem parte do Reino
Fungi, Divisdo Eumycota, Subdivisdo Deuteromycotina, Classe Hemiascomycetes,
Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetoceae, Género Candida (HOOG
et al., 2011).

A candidiase pode ser subdividida em trés principais grupos: candidiase

superficial, com ocorréncia na pele, pelo e unhas; candidiase de mucosas, envolvendo
a orofaringe, es6fago e regido vulvovaginal, e candidiase sistémica, que incluem a
candidemia e outras formas de candidiase invasiva (PAPON et al., 2013).
A patogenicidade de Candida spp. esta relacionada a véarios fatores de viruléncia
como pH fisioldgico, capacidade de crescimento uma temperatura de 37 °C, tamanho
celular, habilidade de se aderir as células dos hospedeiros, plasticidade fenotipica,
formacdo de biofilmes e a producdo de enzimas extracelulares como proteinases,
fosfolipases, lipases (MODRZEWSKA; KURNATOWSKI, 2013).

Morfologicamente os fungos de interesse clinico se apresentam de dois tipos:
leveduras, que sao unicelulares e bolores ou fungos filamentosos, que séo
multicelulares. Existe um subgrupo dentro dos filamentosos, chamados fungos
dimoérficos, que se apresentam sob ambas as formas, dependendo principalmente da
temperatura, mas sob influéncia também do teor de CO2 e condi¢gdes nutricionais
(ANVISA, 2014).

As leveduras sdo células que se reproduzem por brotamento, Unico ou
multiplo e geralmente de forma arredonda. Estas células sdo assexuadas e se
denominam blastoconidios. Por sua vez os fungos filamentosos possuem como

elemento constituinte basico a hifa, que pode ser septada ou ndo septada (cenocitica).
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A partir da hifa surgem os esporos, propagando assim a espécie. Em sua grande
maioria 0s esporos podem ser chamados de conidios pois nascem diretamente delas
ou sobre estruturas ligadas a elas (ANVISA, 2014).

Durante as ultimas décadas, as infec¢des por Candida tém aumentado néao
somente em ocorréncia, mas também na gravidade da doenca. O aumento das
infeccbes, com lesbes graves tém levado a um alto indice de mortalidade,
principalmente em pacientes imunocomprometidos (GEHRING et.al., 2016).

Embora outras espécies ndo albicans como C. tropicalis, C. guilliermondii, C.
parapsilosis, C. dubliniensis, C. krusei e C. glabrata estejam envolvidas como
importantes patdégenos destas infec¢gdes fungicas oportunistas o agente etiolégico que
apresenta maior incidéncia associado a candidiase sem duvida € a C albicans
(PFALLER; DIEKEMA 2007, SILVA et al. 2012).

Candida albicans é um fungo conhecido pela sua forma leveduriforme
(blastoconideos) no estado saprofitico, que esta associado com a colonizacao
assintomatica; ou em formas filamentosas (pseudo-hifas e hifas verdadeiras)
observadas em situacbes de processos patoldgicos sob algumas condigbes de
crescimento subétimas, (CANNOM et al., 2002; BERMAN, 2006). Sendo assim, C.
albicans compartilha a capacidade para alternar, reversivelmente, entre duas formas
distintas: leveduriformes e filamentosas (Figura. 1) (ROONEY; KLEIN, 2002; ROMAN
et al., 2007).

Figura. 1. Morfologia de células de Candida albicans. Células leveduriformes (a) podem formar tanto

pseudo-hifas (b) quanto hifas verdadeiras (c). Alternancia entre pseudo-hifas e hifas é menos frequente

Células
leveduriformes

O

el

a)

b) Pseudo-hifas c) Hifas verdadeiras

Fonte: Adaptado de THOMPSON, et. al., 2011.
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Essa caracteristica morfogénica da C. albicans € um dos fatores de viruléncia
envolvidos nos processos infecciosos causados por Candida. Fatores extrinsecos
como temperatura, pH e composi¢do do meio onde as células estéo inseridas podem
influenciar nessa transicdo de morfologia (MAYER et al. 2013). Dentre os demais
fatores de viruléncia temos a aderéncia a superficie celular, formacédo de biofilme,
producao e secrecao de enzimas hidroliticas (Figura 2) e resisténcia aos antifungicos
(SANTANA et al. 2013; SARDI et al. 2013).

Figura 2. Mecanismos de viruléncia das espécies de Candida relacionados ao processo de patogénico.

Crescimentoe
colonizagéo

por Candida 5 .
Formagdaode hifas
=Y eexpresséao de
- | i ~ . ~
T gl adesinas Invas&o eliberacdo de

> ) enzimas hidrofilicas
) Perdadaintegridade
dacélulaepitelial

Fonte: Adaptado de HOFS et al. 2016.

Tanto o processo infeccioso quanto o de colonizacdo iniciam-se com a
aderéncia da levedura nas células e isso € essencial para colonizacdo e sobrevivéncia
no hospedeiro. O processo de adesao ocorre entre a interacdo de adesinas de
Candida com receptores de células hospedeiras (CHAFFIN, 2008; MOYES et al.,
2015). A forma filamentosa proporciona maior aderéncia as células humanas devido
a maior quantidade de adesinas na sua superficie, contudo a maior parte da adeséo
inicial ocorre provavelmente entre leveduras e células epiteliais, sendo a formacéo de
hifas induzida apdés o primeiro contato com uma superficie celular hospedeira
(THOMPSON et al. 2011, MOYES et al., 2015). Como consequéncia da capacidade
das leveduras aderirem as superficies, ocorre a formacao de biofilme pelas células
fungicas.

Os biofilmes consistem em comunidades microbianas estruturadas que estéao

ligadas a uma superficie e cercadas por uma matriz extracelular autoproduzida
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(COSTERTON et al.,, 1995). C. albicans podem formar biofilmes em superficies
abidticas e bioticas. Dentre as superficies abibticas colonizadas com maior frequéncia
se encontram os dispositivos médicos como préteses, cateteres e sondas, ja as
superficies das células mucosas sdo um substrato bidtico mais comum para a
formacéao de biofilmes de Candida (FANNING, MITCHELL, 2012).

A formacédo de biofilmes de C. albicans consiste basicamente em quatro
estagios (Figura 3): fixacdo/aderéncia das células fungicas em uma superficie
(substrato); crescimento e proliferacdo dessas células de levedura formando uma fina
camada; maturacdo do biofilme pelo desenvolvimento de pseudo-hifa e hifas,
concomitantemente com producdo de matriz extracelular; e, finalmente e, finalmente,
a disperséo de células de levedura do biofilme maduro, possivelmente resultando em
colonizagdo de diferentes nichos dentro do hospedeiro (UPPULURI et al.,, 2010;
JUNQUEIRA et al.,, 2011, KANEKO et al., 2013; HOFS et. al., 2016; GULATI,
NOBILE., 2016 ).

A estrutura complexa do biofilme e a organizagdo deste em comunidade
promove ndo somente a protecao contra os mecanismos de remog¢ao como dificulta a
acao dos antifungicos (JUNQUEIRA et al., 2011).

Figura. 3: Ciclo de vida do biofilme de C. albicans. A. Aderéncia de células redondas de fermento a
uma superficie. B. Iniciacdo de formagé&o de biofilmes, onde células proliferam para formar uma camada
basal de células aderidas. C. Maturacdo do biofiime, onde as camadas complexas de células
polimérficas se desenvolvem e se tornam envolto em uma matriz extracelular. D. Dispersdo, onde as
células de leveduras redondas deixam o maduro biofilme para semear novos sitios.

] .: 'o ° e tue
i,
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C. Maturagéo

Fonte: Adaptado de GULATI; NOBILE., 2016.
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E por fim, um dos outros fatores de viruléncia esta a producéo e secrecao de
enzimas hidroliticas, elas desempenham uma funcdo essencial na destruicdo dos
tecidos do hospedeiro por Candida spp. Estas enzimas s&o secretadas no local e
auxiliam na adeséo, penetracdo e invaséao tecidual por degradar proteinas estruturais
das membranas e mucosas. As proteinases, fosfolipases e hemolisinas sédo as
enzimas com maior implicacdo no potencial patogénico das leveduras (SILVA et al.
2011).

Estruturalmente, as células do género Candida apresentam parede celular
bem definida, composta de quitina, polissacarideos (glucanas e mananas) e proteinas
(WHIBLEY; GAFFEN, 2015). Contudo observa-se variacdes nas proporcdes destes
compostos entre as diferentes espécies de Candida, por exemplo a parede celular de
C. albicans é constituida de 60% de B-glucana e cerca de 40% de mananoproteinas
e quitina (HUANG, 2012).

A espécie predominantemente relacionada aos quadros de candidiase clinica,
sejam superficais ou invasivos, é a C. albicans. Estima-se que frequéncia de
isolamento dessa espécie chega a aproximadamente 40% em paises da América
Latina e de até 70% em alguns paises da Europa nos casos de candidemia
(PFALLER, DIEKEMA 2007; KUMAR et al. 2009; SILVA et al. 2012).

Embora a maioria dos isolamentos das infeccbes fungicas por Candida
correspondiam a C. albicans, desde a década de 80 observou-se uma mudanca na
epidemioligia destas infecgdes constatando-se um aumento de casos relacionados as
espécies de Candida ndo-albicans (CNA) (SARDI et al., 2013; DEORUKHKAR, SAINI,
2015). Dentre estas as mais frequentes relatadas sao C. tropicalis, C. krusei, C.
glabrata e C. parapsilosis e essa por sua vez estdo principalmente relacionadas a
casos de candidemia (DEORUKHKAR, SAINI., 2014; YAPAR, 2014; GEHRING et. al.,
2016).

Dados na literatura demonstram que a prevaléncia de espécies de Candida
variam de acordo com sua distribuicdo geografica, ou seja, pais a pais e regido a
regido (FALAGAS et. al., 2010). Na verdade, candidiase ndo é uma, sao varias
doencas, com cada espécie de Candida apresentando suas proprias caracteristicas
com relacdo ao tropismo aos tecidos, propensédo de causar doencas invasivas,
viruléncia e susceptibilidade a antifungicos (MCCARTY; PAPPAS, 2015).
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C. albicans ainda é a espécie mais comum em todo o mundo, isolada de
diversos locais anatémicos em infeccdes sistémicas. C. glabrata € mais observada na
América do Norte do que na América Latina representando a segunda espécie em
casos de candidemia nos Estados Unidos, em contrapartida, outros paises tém notado
um aumento dramatico na incidéncia de C. parapsilosis e C. tropicalis (PFALLER,
DIEKEMA., 2007). C. glabrata apresenta alta prevaléncia em pacientes idosos e tem
surgido como importante patégeno hospitalar, jA C. parapsilosis apresenta elevada
ocorréncia em criangas e recém-nascidos prematuros, e ainda estq associada a
presenca de cateter venoso central e uso de nutricdo parenteral (PFALLER et.al.,
2010; COLOMBO et al., 2013). C. tropicalis por sua vez é frequentemente isolado na
Asia - Pacifico e representa potencial agente oportunista quando o paciente apresenta
neutropenia e quando h& supressdo da microbiota bacteriana devido ao uso de
antibioticos e a danos na mucosa do trato gastrointestinal (COLOMBO et al., 2013).

C. krusei é patdgeno hospitalar ocasional, particularmente isolado de
pacientes com doencas hematoldgicas e pacientes transplantados de medula dssea.
Sua elevada ocorréncia em pacientes neutropénicos com candidemia deve-se a
exposicao a fluconazol, pois esta espécie apresenta resisténcia intrinseca a este
antifangico. Dados na literatura demonstraram que a exposicdo a piperacilina-
tazobactam e vancomicina leva mais frequentemente a infec¢des por C. krusei do que
a exposicao ao fluconazol, porque esses antimicrobianos promovem a colonizagéo da
pele e do sistema gastrointestinal, tornando o hospedeiro humano mais vulneravel a
infeccbes de corrente sanguinea por C. krusei (LIN et.al., 2005; COLOMBO et al.,
2013).

2.2 ATIVIDADE E RESISTENCIA ANTIFUNGICA

E crescente a incidéncia de fungos resistentes a maltiplos medicamentos, o
gue tem dificultado o tratamento de doencas infecciosas humanas ou animais. A alta
mortalidade associada a infecgbes fangicas disseminadas é particularmente
preocupante, dadas as opc¢Oes de tratamento limitadas e a alta capacidade de
adaptacdo de patdégenos fungicos para condicbes de estresse associadas a
colonizagdo de diferentes nichos de hospedeiro e exposicdo a drogas
(KOTACZKOWSKA, KOTACZKOWSKI 20186).
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As drogas antifungicas disponiveis para o tratamento da candidiase sao
limitadas. Os agentes terapéuticos atuais podem ser amplamente classificados em
dois grupos: o primeiro, os antibioticos antifingicos que ocorrem naturalmente, tais
como os polienos e as equinocandinas, e 0 segundo, os farmacos sintéticos, incluindo
0s azoOis e as pirimidinas fluoradas (RANG et al., 2016). Os principais alvos
moleculares da terapia antifUngica consistem em enzimas e outras moléculas
envolvidas na sintese de DNA, na mitose, na sintese da membrana plasmatica e na
sintese da parede celular dos fungos (Figura 4). Os farmacos mais frequentemente
empregados para tratamento das infec¢fes causadas por Candida sao o fluconazol,
voriconazol, itraconazol e anfotericina B (GUALCO et al. 2007; GOLAN., 2014).

Figura 4: Alvos celulares dos agentes antifingicos.
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Fonte: GOLAN., 2014

A anfotericina B faz parte do grupo dos poliénicos e é a droga de escolha
contra varias espécies de Candida que se encontram em suas formas mais severas,
como em casos de candidemia (COLOMBO et al., 2013). A anfoterina B atua ligando-
se ao ergosterol formando poros o que resultara no aumento da permeabilidade de
membrana levando a um desequilibrio osmotico pela perda de ions intracelulares e
consequentemente lise e morte das células que € o principal constituinte da
membrana celular dos fungos. O ergosterol possui estrutura semelhante ao colesterol

presente na célula humana, fato que desfavorece o tratamento das candidiases por
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ocasionar recorrente prejuizo ao hospedeiro (CHANDRASEKAR, 2011.,
KOTACZKOWSKA, KOTACZKOWSKI, 2016., NETT, ANDES, 2016).

Os derivados azdlicos, sdo classificados em imidazélicos (clotrimazol,
cetoconazol, miconazol) e triazdlicos (fluconazol, voriconazol, itraconazol) de acordo
com a quantidade de atomos de nitrogénio presente na estrutura quimica de cada um,
sendo que os imidazodlicos possuem dois atomos de nitrogénio e, os triazélicos trés
atomos de nitrogénio em sua estrutura, o que confere a atividade farmacologica
destes farmacos (SAHU et al., 2013).

O mecanismo de acdo dos farmacos azdlico tem como consequéncia a
inibicdo da biossintese do ergosterol presente na membrana fangica. A acdo ocorre
pela inibicdo da enzima lanosterol 14-a-desmetilase, que associada ao citocromo P-
450 é responsavel por converter lanosterol em ergosterol. A diminuigdo do ergosterol
e 0 acumulo de esterdis metilados que sdo toxicos para 0 microorganimo,
desencadeara alteracdes na fluidez e permeabilidade da membrana citoplasmatica,
interferindo diretamente a captacéo de nutrientes, inibindo o crescimento dos fungos,
e podendo acarretar necrose celular (FUENTEFRIA et.al., 2016; SANGLARD, 2016).

As equinocandinas compbéem a mais recente classe dos antifingicos, sdo
fungicidas rapidos contra Candida e atuam através da inibicdo ndo competitiva da B-
(1,3)-D-glucana sintase, enzima responsavel pela biosintese de glucana que € um
componente essencial a parede celular fungica. A inibicdo da B-(1,3)-D-glucana
sintase resulta em enfraguecimento da parede celular fangica, quelatura da
integridade celular, lise e morte celular. Micafungina, anidulafungina e caspofungina
sdo representantes dessa classe, sendo o ultimo o mais utilizado para terapia de
candidiase (COLOMBO et al., 2013, BAILLY et al. 2016, NETT, ANDES 2016,
KOTACZKOWSKA, KOTACZKOWSKI 2016)

Além dessas 3 principais classes ainda existem a fluocitosina e a
griseofulvina. A flucitosina é um agente antifiingico oral que tem seu limitado devido a
seu limitado espectro antifungico, suas toxicidades associadas e o0 rapido
desenvolvimento de resisténcia. Este antifUngico penetra com facilidade na célula
fungica por intermédio da citocina aminase e em seguida € convertida em 5- fluororacil
considerado um falso nucleotideo e isto inibird a enzima timidilato sintetase, que é o
componente essencial do DNA (SEGURA et.al., 2017).
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A griseofulvina € um antibiético altamente téxico por promover inibicdo
mitética em células eucaridticas humanas, seu mecanismo de a¢ao acontece por meio
da interacdo com os microtubulos desfazendo o fuso mitético, inibindo assim o
processo de mitose e consequentemente a multiplicagdo da célula fungica (SIDRIM,
MOREIRA, 1999, SEGURA et.al., 2017).

A resisténcia antifingica pode se desenvolver para qualquer uma das trés
classes principais de drogas que estdo em uso na clinica contra infec¢cdes causadas
por Candida. Essa resisténcia pode ser intrinseca / natural, presente sem exposi¢ao
prévia ao antifangico, ou adquirida, onde a resisténcia se desenvolve em um
organismo previamente susceptivel apdés um periodo de exposi¢cao ao agente (SILVA
et al., 2011, SEGURA et.al., 2017). Diversos sdo 0s mecanismos responsaveis pela
resisténcia aos medicamentos antifingicos das espécies de Candida relatados na
literatura.

Dentre os mecanismos de resisténcia aos azois temos a inducédo de bombas
de efluxo pelos genes CDR e MDR que promovem a exocitose do farmaco diminuindo
assim sua concentracdo na enzima-alvo (lanosterol 14-a-desmetilase). Um outro
mecanismo que promove resisténcia aos azois sdo alteracbes na enzima-alvo ou
sobre expressao do gene que a codifica (ERG11), através de mutaces pontuais que
ocorre no gene ERG11, o que evita a sua ligacdo aos derivados triazolicos
aumentando sua resisténcia por reduzir a sensibilidade. Além desses mecanismos a
Candida ainda possui a capacidade de produzir vias alternativas como forma de
compensar a perda de ergosterol induzida pelos azéis, isto € observado quando
ocorre uma mutacdo no gene ERG3 que leva a um acumulo de 14-a-metilfecosterol,
ao invés de 14-a-metil-3,6-diol (produto téxico). Todos esses mecanismos de
resisténcia aos azoéis podem coexistir simultaneamente, desenvolvendo-se nestes
casos, elevados niveis de resisténcia (SANGUINETTI. et. al., 2015, VIEIRA,
NASCIMENTO., 2017).

Ha ocorréncia de mutagdes pontuais adquiridas nos genes FKS que codificam
a enzima 1,3-B-D-glucanosintetase, em regides denominadas “hot-spot” (HS), sé&o
responsaveis pela resisténcia as equinocandinas. Essas alteracbes levam a
diminuicao da sua sensibilidade, associado a valores elevados de CIM e consequente
falha terapéutica. MutacOes intrinsecas também podem ocorrer, em que a forma

alterada da enzima ndo tem tanta afinidade para o farmaco. A indugdo de uma
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resposta adaptativa ao stress constitui um outro mecanismo de resisténcia, isto €, em
funcdo da inibicdo da sintese de glucano, a parede celular tem a capacidade de
produzir outros componentes (por exemplo, quitina) (BEYDA. et. al., 2012, VIEIRA,
NASCIMENTO., 2017).

Os mecanismos de resisténcia envolvendo a classe dos polienos, onde
destaca-se a anfotericina B, observa-se uma resisténcia adquirida que relacionada
com mutagdes que ocorrem no gene ERG3, cujas enzimas que codifica participam na
sintese de ergosterol. Estas mutacdes afetam a biossintese deste componente,
podendo ocorrer modificacbes nos lipidios de membrana e um decréscimo na
guantidade sintetizada. Outras mutacfes podem ocorrer com outros genes envolvidos
na sintese do ergosterol — ERG2, ERG5, ERG6 ou ERG11, levando a diminuicdo da
sua quantidade ou a sintese de outros esterdis, alteracbes estas responsaveis pela
reducdo da afinidade do farmaco para o seu alvo celular (MORIO et. al., 2012,
GONGCALVES et. al., 2016, VIEIRA, NASCIMENTO., 2017).

O numero limitado de agentes antifungicos como também a elevada
toxicidade e o crescente aumento de espécies resistentes aos mesmos, representam
um grande desafio clinico e terapéutico no que se diz a respeito ao tratamento para
Candida spp tornando necessaria a busca de novas estratégias que visem a
disponibilidade de terapias mais eficazes e desenvolvimento de nova geracédo de
potentes antifingicos (ANDERSON, 2005; ZAITZ et al., 2010).

2.3 OLEOS ESSENCIAIS

Diversos medicamentos utilizados no tratamento de doencas infecciosas sao
desenvolvidos a partir de produtos naturais, sejam de forma direta ou indireta,
especialmente de plantas medicinais, que apresentam grande variedade de
compostos com propriedades terapéuticas e sao consideradas importante fonte na
obtencdo de novos medicamentos. O uso de plantas como matéria prima para
farmacos € comum em muitos paises e estd bem estabelecido nos aspectos culturais
e tradicionais de algumas nacdes (ASSOB et al.,, 2011; SATI., JOSHI, 2011,
NEWMAN, CRAGG, 2016).

Dentre os compostos bioativos produzidos pelas plantas temos os 6leos

essenciais que sado misturas complexas de baixo peso molecular e que ha muito tempo
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tém sido utilizado em diversas aplicagbes na medicina popular com a finalidade de
prevenir e tratar diversas doencas humanas como cancer e doencas cardiovasculares,
incluindo aterosclerose e trombose. Além de atuarem como, antiviral, antioxidante,
hipoglicemiante, analgésico, sedativo, anti-inflamatorio, espasmolitico, anestésico
local, antibacteriano e antifungico (SYLVESTRE et al., 2006; EDRIS, 2007; BAKKALI
et al., 2008; RAUT, KARUPPAYIL, 2014).

Diferentes modos de acdo podem estar envolvidos nos mecanismos pelos
quais os 0leos essenciais podem inibir micro-organismos, e em parte isto pode ser
devido a sua hidrofobicidade (KALEMBA., KUNICKA, 2003; EDRIS, 2006).

Oleos essenciais geralmente sdo constituidos por varias moléculas ativas,
podendo assim afetar multiplos alvos em uma célula (CARSON E HAMMER, 2011).
Seu principal alvo € a membrana citoplasmética a qual pode perder funcdes celulares
importantes, tais como a homeostase idnica e o transporte de elétrons, ao sofrerem
perturbacdes ou permeabilizacdo (BAKKALI et al.,2008). Sendo assim os 06leos
essenciais podem exercer efeitos citotoxicos em células eucaridticas através da
permeabilizacdo das membranas sejam elas externas (membrana plasmatica) ou
interna (membranas mitocondriais) provocando a morte celular por necrose e
apoptose (ARMSTRONG, 2006).

Este efeito citotoxico dos Oleos essenciais € importante para aplicacdes
quimioterapéuticas contra uma variedade de virus, bactérias e fungos. Contudo, essa
toxicidade em células eucaridticas também € responsavel pelos efeitos colaterais
indesejaveis em relacdo ao hospedeiro o que limita o seu uso medicinal (BURT, 2004;
ROTA etal., 2004; HAMMER, CARSON, 2011). Desta forma é de extrema importancia
a busca de novos produtos que sejam menos toxicos e mais eficazes.

Um dos modelos experimentais utilizados para avaliacédo da toxicidade in vitro
€ 0 ensaio de citotoxicidade em eritrocitos. Esse teste € usado como método de
triagem para toxicidade de novas drogas a fim de estimar o dano que elas podem
produzir in vivo (SCHREIER et al., 1997; APARICIO et al., 2005). A avaliagdo da
citotoxicidade de constituintes tem como vantagens a reducéo dos efeitos sistémicos,
da variabilidade entre experimentos, menor gasto de droga e tempo, reducédo dos
testes em animais, além de permitir estudos em células humanas (SPIELMANN et al.,
2008).
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Além de modelos in vitro, modelos de previsdo assistida por computador, as
chamadas ferramentas de previsdo, desempenham um papel essencial no repertorio
proposto de métodos alternativos para a avaliacdo das caracteristicas farmacolégicas
e toxicoldgicas tedricas de um composto. Por isso, essas ferramentas sdo usadas
para estudar os compostos existentes e hipotéticas, que sao rapidos, reprodutiveis e
sdo normalmente baseados em biorreguladores humanos (ANGELO et al, 2006;
SRINIVAS et al, 2014).

Neste contexto, destaca-se os estudos com modelos in silico, que estédo
sendo aplicados para a avaliacdo da toxicidade tedrica de um composto no meio
metabdlico de mamiferos,e cuja a utilizacdo dentro de um ambiente regulatério
também tem sido incentivada pela legislacdo recente (MARCHANT, 2012; ANVISA,
2014).

Diante disso, € evidente a importancia da avaliacdo do balanco entre a
atividade farmacoldgica e a toxicologica, seja esta tedrica ou hdo, de um determinado

produto natural afim de verificarmos sua aplicabilidade terapéutica.
2.4 Gaultheria procumbens

Dentre as plantas ricas em 6leos essenciais temos a Gaultheria procumbens
(Figura5). A Gualtheria é uma planta medicinal também conhecida como Wintergreen
(traduzido como Verde do Inverno) e Cha-Montés, pertencente a familia da Ericaceae
(http://www.medicinanatural.com.br; 2018).

E um arbusto pequeno, de baixo crescimento e de folhas perenes, nativo do
norte da América do Norte e amplamente cultivado por todo o Hemisfério Norte devido
ao seu valor ornamental e medicinal (MICHEL. et. al., 2017).

Figura 5: Folhas, flores e frutos da Gaultheria procumbens

- ! 5 r 12 g

Fonte: http://web03.bruns.de/bruns/en/EUR//Pflanzen/GAULTHERIA-procumbens-L
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As plantas do género Gaultheria foram estudadas pela primeira vez pelo seu
carater aromatico, onde os 6leos essenciais deste género eram geralmente obtidos
por hidrodestilagdo e o seu constituinte majoritario do 6leo essencial da Gaultheria
procumbens é o salicilato de metila, um produto natural encontrado em diversas
espécies de plantas (NIKOLIC. et. al., 2013).

Os orgaos de plantas mais comuns de Gaultheria procumbens séo as folhas,
tradicionalmente valorizadas como agentes anti-inflamatoérios e analgésicos (LIU. et.
al., 2013). No Brasil, ela é encontrada geralmente na forma de 6leo essencial em
casas especializadas e farmacias de manipulag¢édo, por sua acdo anti-inflamatoria e
analgésica € recomendada para tratamento de dores musculares, tendinite,
reumatismo (nos musculos e tenddes, artrite, artrose) (GRUFFAT., 2015).

Dados na literatura demonstram que o0s extratos e compostos derivados de
plantas Gaultheria exibem um amplo espectro de atividades farmacolégicas in vitro e
in vivo, cobrindo propriedades antiinflamatérias, analgésicas, antioxidantes e
antibacterianas (LIU. et. al., 2013). Estudos realizados com Oleo essencial da
Gaultheria procumbens demonstrou que este foi capaz de inibir a formacao de do
biofilme de Streptococcus mutans oral e C. albicans (NIKOLIC. et. al., 2013).

Entretanto estes estudos de atividade antifingica de Gaultheria procumbens
sdo limitados a determinacdo da concentracdo inibitéria minima e a concentracéo
fungicida minima sobre uma Unica espécie de Candida, desta forma ndo ha estudos
em relacdo ao mecanismo pelo qual essa acdo antifingica ocorre ou sobre sua

toxicidade.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antifungica do 6leo essencial de Gaultheria procumbens

contra cepas de Candida, bem como sua citotoxicidade e toxicidade tedrica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial de Gaultheria procumbens contra
diferentes cepas de candidas.

. Investigar os possiveis modos de acdo do OEGp com énfase nos seus
efeitos sobre a parede celular e a membrana plasmatica fungica;

. Avaliar o efeito da associacdo do Oleo essencial de Gaultheria
procumbens com anfotericina B;

o Testar a citotoxicidade do OEGp em hemécias humanas;

. Investigar as propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas tedrica in

silico do constituinte majoritario do OEGp.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 POSICIONAMENTO ETICO

Para realizacao deste ensaio foi levado em consideracdo os aspectos legais
e éticos da pesquisa envolvendo humanos. O Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacdo Francisco Mascarenhas/ Faculdades Integradas da Patos, com o CEP
58704-000, aprovou esta pesquisa, Protocolo de N°2.373.249.

4.2 OBTENCAO E PREPARO DA SUBSTANCIA TESTE

O 6leo essencial de Gaultheria procumbens foi adquirido na Empresa Herbia®,
sendo extraido por destilacdo a vapor das folhas. Esse produto teve seus parametros
de qualidade (coloragdo, pureza, odor, densidade a 20 °C e indice de refracdo a 20
°C) descritos em um boletim técnico enviado pela empresa. A emulsdo do Gleo
essencial nas diferentes concentracdes foram preparadas no momento da execugao
dos ensaios, dissolvendo-as primeiramente em DMSO e em seguida em Tween 80
em uma propor¢cdo de até 10% e 2%, respectivamente, utilizando agua destilada
estéril para alcancar a concentracdo desejada, seguindo o protocolo de ALLEGRINI
et al. (1973).

4.3 QUANTIFICACAO DO COMPONENTE MAJORITARIO DO OLEO ESSENCIAL
DE Gaultheria procumbens

A quantificagdo do componente majoritario do OEGp foi realizado através de
um Cromatografo Gasoso (CG) da Shimadzu, modelo CG17-A, com sistema equipado
com um injetor automatico e Detector de lonizacdo de Chama (DIC). A coleta de dados
e integracgdo foi realizada com o software Class 5000. A fase movel foi composta de
nitrogénio e bombeada na vazéao de 20 mL/min. com split 1:10.

A separacado cromatografica foi realizada utilizando uma coluna capilar DB-1
(30m x 0,25mm; 0,25um). A temperatura do forno da coluna foi programada para
passar de uma temperatura inicial de 70°C a 280 a 5°C/mim. A temperatura do injetor
e do detector foram 250 e 280°C, respectivamente. O tempo total de corrida foi de 42
minutos e o volume de injecao foi de 1,0uL (Boer et al., 2013).
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O OEGp e padrao (salicilato de metila) foram injetados na concentracéo de 2

pL/mL.

Este experimento foi realizado em colaboragéo com o prof. Dr. Fabio Santos de

Souza do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba,

Campus I.

4.4 ANALISE IN VITRO

4.4.1 Meios de Cultura

Para a manutencéo das linhagens e ensaios da atividade antifingica, eram

utilizados o Agar Sabouraud Dextrose — ASD, Caldo Sabouraud Dextrose — CSD
(DIFCO LABORATORIES/ USA/FRANCE) e RPMI 1640-L-glutamina (LGC
BIOTECNOLOGIA/BRASIL), preparados conforme as instru¢des do fabricante.

4.4.2 Cepas Fungicas

Para os ensaios de atividade antifangica, foram utilizadas as seguintes cepas

de Candida:

Candida albicans: Ca ATCC 76485, CalLM-05 CalLM-09,CalLM-12,C
aLlM-62,CalLM-106,CalLM-108e CalLM-111;
Candida tropicalis: C. t. ATCC 13803, C.t. LM -04,C.t.LM-20e C. t. LM —
64,
Candida krusei: C. K. ATCC- 6258, C. K. LM -08,C. K. LM -13e C. K. LM —
656;
Candida glabrata: C.g. LM-L16,C.g.LM-17,C.g. LM —-116 e C. g. LM - 302;
Candida parapsilosis: C. p. ATCC 22019,C. p.LM-02,C. p.LM-04, C. p. LM
—-09eC.p.LM-14.

Todas as cepas fazem parte da MICOTECA Laboratério de Pesquisas em

atividade antibacteriana e antifingica de produtos naturais e/ou sintéticos bioativos/

do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude
(CCS), Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
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Todas as cepas foram mantidas em agar Sabouraud dextrose a uma
temperatura de 4°C. Foram utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em agar

Sabouraud dextrose incubados a 35 °C.

4.4.3 Preparado do In6culo

Para preparacao do indculo, culturas de Candida foram semeadas em agar
Sabouraud dextrose e incubadas a 35 + 2°C /24-48 horas. Colonias desta cultura
foram suspensas em solucédo de NaCl 0,85% estéril e ajustadas de acordo com o
padrdo 0,5 de McFarland (1-5 x 10 UFC/mL) (CLEELAND., SQUIRES, 1991;
HADACEK., GREGER, 2000).

4.4 4 Antifungico

O antifungico utilizado na execucéo dos testes foi a Anfotericina B adquirido da
Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo-SP).

4.4.5 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antifangica foram realizados conforme os protocolos
descritos por Cleeland., Squires (1991) e Hadacek., Greger (2000).

A determinacédo da CIM do 6leo essencial de G. procumbens, bem como da
anfotericina B sobre cepas de Candida foram realizados através da técnica da
microdiluicdo em RPMI. Inicialmente, foram distribuidos 100 uyL de RPMI 1640-L-
glutamina sem bicarbonato duplamente concentrado nos orificios das placas de
microdiluicdo. Em seguida, 100 yL da emulsdo dos produtos, também duplamente
concentrado, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio
de uma diluicdo seriada a uma razéo de dois, foram obtidas concentragbes de 1024
pg/mL até 4 pg/mL, de modo que na primeira linha da placa se encontrou a maior
concentracdo e na ultima, a menor concentragdo. Por fim, foi adicionado 10 pL do
indculo das espécies nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa
fungica, especificamente.

Paralelamente, foi realizado o controle de viabilidade das cepas ensaiadas. E

também controle de sensibilidade destas cepas frente & agcdo de um antifingico
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considerado padrdo na utlizacdo clinica (Anfotericina B). As placas foram
assepticamente fechadas e incubadas a 35 + 2°C por 24 - 48 horas para ser realizada
a leitura. A CIM é definida como a menor concentracdo do produto testado capaz de
produzir inibigdo visivel sobre o crescimento fangico verificado nos orificios, quando
comparado com o crescimento controle. Os ensaios foram realizados em duplicata e
o resultado expresso pela média aritmética das CIM’s obtidas nos dois ensaios.

A atividade biologica dos produtos foi interpretada e considerada como ativa
ou inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL = atividade forte/6tima; 600-
1500 pg/mL = atividade moderada; > acima de 1500 pg/mL = baixa atividade ou
produto inativo (HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al.,

2007).

4.4.6 Determinacao da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Ap6bs leitura da CIM, aliquotas de 10 pL do sobrenadante das cavidades onde
for observada completa inibicdo do crescimento fungico (CIM, CIM x 2 e CIM x 4) nas
placas de microdiluicdo, forma subcultivadas em 100 yL de RPMI 1640 contidos em
novas placas de cultura de células. As placas foram incubadas a 35 + 2°C por 24-48
horas. A CFM foi considerada como a menor concentracdo em que nao houve
crescimento de leveduras no meio de cultura. Os ensaios foram realizados em
duplicata e o resultado expresso pela média aritmética das CFM’s obtidas nos dois
ensaios (NCUBE, AFOLAYAN; OKOH., 2008).

4.4.7 Atividade Antifungica In Vitro com Alvos Especificos

Apbs a leitura e interpretacao dos resultados obtidas por meio das técnicas
demonstradas anteriormente, foram escolhidas duas cepas de Candida, uma padrao
(ATCC 76485) e uma clinica (C. albicans LM — 62), para a continuidade deste trabalho.

4.4.7.1 Acéo do 6leo essencial de Gaultheria procumbens na parede celular fangica

Para investigar a acdo do produto na parede celular fungica foi realizado
ensaio com sorbitol, um protetor osmoético usado para estabilizar os protoplastos de

fungos. Caso o produto atue de alguma forma sob a parede celular do fungo, ele
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provocara lise de suas células quando na auséncia de um estabilizador osmético, mas
permitira seu crescimento na presenca desse suporte osmotico. Dessa maneira, este
ensaio comparou as CIM’s dos produtos antifungicos na auséncia e presenga de
sorbitol a 0,8 M.

A determinacéo da CIM do 6leo essencial de G. procumbens, na presenca do
sorbitol (0,8M), foi realizada pelo método de microdiluicdo, utilizando placas de
microtitulagdo contendo 96 cavidades, com fundo em forma de “U” (ALAMAR®) e em
duplicata, semelhante ao item 4.4.5. Em uma colona de duas placas distintas, foram
adicionado em todos os 12 pocos 100 pL do meio liquido CSD sem sorbitol (PM =
182,17) (VETEC Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ). Posteriormente, 100 uL da
solucdo Oleo essencial de G. procumbens, na concentra¢do de 1024 pg/mL, foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da coluna da placa a qual foi
determinado. Por meio de uma diluicdo seriada a uma razao de dois obteve-se uma
concentracdo de 512 até 1 pug/mL do 6leo essencial de G. procumbens. Por fim, foi
adicionado 10 pL do in6culo das espécies nas cavidades de ambas as placas, onde
cada coluna da placa refere-se a uma cepa fungica (FROST et al., 1995).

Foi realizado um controle de micro-organismos colocando-se nas cavidades
100 pL do mesmo RPMI e sorbitol (0,8 M) também duplamente concentrados, e 10 pL
do inéculo de cada espécie. As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a
35 + 2 °C por 48 horas para ser realizada a leitura (FROST et al., 1995; ZACCHINO,
2001).

4.4.7.2 Acéo do 6leo essencial de G. procumbens na membrana celular
+ Ensaio de ligacao ao ergosterol

Muitos farmacos disponiveis para o uso clinico interagem diretamente com o
ergosterol, ocasionando a ruptura da membrana celular fingica e perda de contetdo
intracelular. Para determinar se o 6leo essencial de G. procumbens se liga a esterois
da membrana fungica, a CIM foi determinada na presenca e na auséncia do
ergosterol. Se a atividade do 6leo essencial de G. procumbens for causada pela
ligacdo ao ergosterol, o ergosterol exégeno impedira a ligacdo com o ergosterol da
membrana fangica e como consequéncia, a CIM tende a aumentar na presenca do

ergosterol exdgeno em relagédo ao ensaio controle. Caso a CIM permaneca inalterada
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na presenca de diferentes concentracfes exdgenas de ergosterol, sugere-se que este
composto ndo age ligando-se ao ergosterol da membrana. Da mesma forma, pode-se
observar se este comportamento € especifico para o ergosterol ou se ele acontece
semelhantemente com colesterol.

O ergosterol foi preparado no momento da execucdo do teste, onde
primeiramente foi pulverizado (com auxilio de cadinho de porcelana e um pistilo
previamente esterilizados) e dissolvidos em DMSO (n&o mais que 10% do volume
final) e Tween 80 a 1%, de acordo com o volume e concentracdo desejada. A emulséo
formada foi entdo homogeinizada, aguecida para aumentar a solubilidade e diluida
com o meio de cultura liquido. A determinacéo da CIM do 6leo essencial de Gaultheria
procumbens contra cepas de C. a ATCC 76485 e C. a LM — 62, foram realizadas por
microdiluicdo, utilizando placas de microtitulacdo contendo 96 cavidades, com fundo
em forma de “U” semelhante ao protocolo descrito no item 4.4.5. O meio de cultura
RPMI-1640 foi utilizado na auséncia e na presenca de 400 pg/mL de ergosterol. Por
fim, foi realizado o0 mesmo procedimento com a anfotericina B, cuja interacdo com
ergosterol j& é conhecida, para servir como uma droga controle. As placas foram
seladas e incubadas a 35 + 2°C por 24-48 horas para ser realizada a leitura
(ESCALANTE et al., 2008; LUNDE; KUBO, 2000).

4.4.8 Avaliacdo da interferéncia do 6leo essencial de G. procumbens sobre a

resisténcia aos antifiingicos licenciados

Para avaliar se o 6leo essencial de G.procumbens modularia a acdo da
anfotericina B frente a cepas de C.a ATCC 76485 e C. a LM 62 a CIM deste antifungico
foram determinadas, pela técnica de microdiluicdo, na auséncia e na presenca do Oleo
essencial de G. procumbens em concentracdes sub-inibitérias (CIM/8). Os valores de
CIM do antifungico forma incubadas durante 24 horas a 35 - 37 °C. Os testes foram
realizados em triplicata e o resultado expresso pela média geométrica dos resultados
(COUTINHO et. al., 2008; ELIOPOULOS, MOELLERING, 1991).

4.5 AVALIACAO DO EFEITO EM ERITROCITOS HUMANOS

4.5.1 Avaliagcéo do Potencial Hemolitico em Eritrocitos Humanos
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Foi investigada a citotoxicidade do 6leo essencial de G. procumbens sobre
células sanguineas dos tipos A, B e O. Para tanto, uma amostra de sangue humano
foi misturada com NacCl 0,9 % na proporc¢ao de 1:30 e centrifugada a 2500 rpm durante
5 minutos para obtencéo dos eritrécitos. Este procedimento foi repetido por mais duas
vezes e 0 sedimento da ultima centrifugacao foi ressuspenso em NaCl 0,9% para obter
uma suspensao a 0,5% (RANGEL et al., 1997).

Foi adicionado a 2 mL da suspensdao de eritrocitos diferentes concentracdes
do 6leo essencial de G. procumbens até um volume final de 2,5 ml. As amostras foram,
entdo, incubadas por 1 hora a 22 + 2 °C sob agitacdo lenta e constante (100 rpm),
foram realizados controles negativo (uma suspenséo de eritrocitos sem adicdo dos
produtos- 0 % de hemdlise) e positivo (suspensao de eritrocitos acrescida de Triton X-
100 a 1%- 100 % de hemdlise), decorrido esse tempo, as amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e a hemodlise quantificada por
espectrofotometria em comprimento de onda de 540 nm (RANGEL et al., 1997). Todos

0s experimentos foram realizados em triplicata.

4.6 ENSAIOS IN SILICO
4.6.1 Pass Online

Para andlise da probabilidade do desenvolvimento de propriedades
farmacoldgicas do composto em estudo foi utilizado o software Pass online. Todas as
informacBes quimicas necessarias sobre a molécula do salicilato de metila
(fitoconstiruinte marjoritario do Gaultheria procumbens) foram obtidas do programa
Chemdraw.

A previsdo do espectro de atividade para substancias (PASS) online é um
software projetado para avaliacdo do potencial biolégico de uma molécula orgéanica,
de forma geral, sobre o organismo humano, por meio de previsdes simultédneas de
muitos tipos de atividades bioldégicas com base na estrutura do composto. O Pass
online da vérias facetas da acdo bioldégica de um composto, obtendo os indices Pa

(probabilidade " de ser ativo") e Pi (probabilidade "de ser inativo") estimando a
categorizagcdo de um composto potencial em ser pertencente a subclasse de

compostos ativos ou inativos, respectivamente (SRINIVAS et al., 2014).
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4.6.2 Andlise Teodrica da Toxicidade e dos Parametros Farmacocinéticos

Para o estudo dos parametros farmacologicos e toxicologicos tedrico deste
composto, foi realizada a avaliacdo in silico dos parametros ADMET (Absorcéao,
Distribuicdo, Metabolismo, Excregcdo e Toxicidade). Para isto foi utilizado uma
ferramenta conhecida como admetSAR, a qual permite relacionar alguns parametros
com a absorcéao, toxicidade e metabolizacdo. Esses parametros sdo permeabilidade
na barreira hematoencefalica, permeabilidade Caco-2, absor¢do no intestino, se sao
substratos e inibidores das enzimas do citocromo, se s&o inibidores de transporte
renal de cétions, o estudo tedrico sobre o efeito carcinogénico, o teste de AMES e a
toxicidade oral aguda (LIPINSKI et al., 2001; CONEJO, 2016).

A classificacdo da toxicidade aguda foi baseada nas quatro categorias da
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, que divide os compostos de
acordo com a dose letal mediana (DLso). A categoria | contém 0os compostos com
valores de DLso inferior ou igual a 50 mg/kg, a Categoria Il contém compostos com
DLso valores superiores a 50 mg/kg e inferior a 500 mg/kg, a Categoria Ill inclui
compostos com DLso valores superiores a 500 mg/kg e inferior a 5000 mg/kg e a
Categoria IV consiste de compostos com DLso valores superiores a 5000 mg/kg. O
programa foi acessado em: http://Immd.ecust.edu.cn:8000/.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos como média £ o erro
padrdo da média (EPM) e analisados empregando o teste t de Student para analise
de duas colunas. Os resultados foram considerados significativos quando p <0,05. O
programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prism® verséao 6.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade antifungica do 6leo essencial de Gaultheria procumbens sobre
espécies do género Candida
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RESUMO

A incidéncia de infec¢Bes causadas por espécies de Candida (candidiase ou
candidose) aumentou consideravelmente ao longo das Uultimas trés décadas,
principalmente devido ao maior nimero de pacientes imunocomprometidos. A
Candida albicans ainda é a principal causa da candidiase no entanto, as espécies de
Candida nao-albicans como Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei e
Candida parapsilosis, agora sédo frequentemente identificadas como agentes
patogénicos humanos. Desde a antiguidade, a medicina popular se beneficiaram do
uso de derivados de plantas, como Oleos essenciais, para combater diferentes
doencas, dentre elas as infec¢des fungicas, sendo assim o objetivo desse trabalho foi
avaliar a atividade antifungica do 6leo essencial de Gaultheria Procumbens frente a
diferentes espécies de candida por meio de técnicas de microdiluicdo, avaliando-se a
concentracédo inibitéria minima — CIM e concentracdo fungicida minima — CFM. Os
resultados obtidos revelaram que 6leo essencial de G. Procumbens possui atividade
antifangica frente as cepas clinicas de C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis em
contrapartida para C. glabrata n&o foi observado esse efeito. Esse estudo reforga o
conceito de que os 06leos essenciais ou alguns de seus constituintes podem ser Gteis
no manejo clinico de infec¢des fungicas, contudo estudos adicionais sdo necessarios.

Palavras-chave: C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis e Gaultheria
procumbens.
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INTRODUCAO

As infeccbes causadas por leveduras do género Candida sdo denominadas
candidiase e séo consideradas doencas oportunistas com caracteristicas superficiais
e sistémicas. Embora a maioria dos isolamentos das infec¢des fungicas por Candida
correspondam a C. albicans, desde a década de 80 observa-se uma mudanca na
epidemiologia destas infec¢cdes constatando-se um aumento de casos relacionados
as espécies de candidas ndo-albicans (Deorukhkar & Saini, 2015; Sardi et al., 2013).
Dentre as candida ndo-albicans as mais frequentes relatadas séo C. tropicalis, C.
krusei, C. glabrata e C. parapsilosis (Deorukhkar et.al., 2014; Yapar, 2014; Gehring
et. al., 2016).

Diversos séo os fatores implicados no aumento das doencas fangicas, mas
geralmente, séo significativamente aceitos que o uso crescente e generalizado de
certas préaticas médicas, tais como terapias imunossupressoras, procedimentos
cirdrgicos invasivos e uso de antimicrobianos de amplo espectro estejam envolvidos
(Kojic & Darouiche, 2004; Silva et.al., 2012).

A crescente incidéncia de fungos resistentes a multiplos medicamentos tem
dificultado o tratamento dessas doencgas infecciosas, a alta mortalidade associada a
infec¢des fungicas disseminadas € particularmente preocupante, dada a opcdes de
tratamento limitadas e a alta capacidade de adaptacdo de patdégenos fangicos
(Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016). Desta forma, torna-se necessaria a busca de
novas estratégias que visem a disponibilidade de terapias mais eficazes e
desenvolvimento de nova geracao de potentes antifangicos (Anderson, 2005; Zaitz et
al., 2010).

As plantas medicinais e em especial os 06leos essenciais tém sido fonte
preferencial de moléculas ativas, eles sdo metabolitos secundario das plantas e um
dos produtos naturais mais promissores no que se diz a respeito de desenvolvimento
de novos agentes antimicrobianos e tém conhecida atividade antimicrobiana, desde a
antiguidade (Kalemba.& Kunicka, 2003; Matasyoh et. al., 2007; Hu et. al., 2007; Saad
et al., 2010).

Diversos sdo os estudos que relatam a atividade antifungica de Oleos
essenciais e dentre as plantas ricas em Oleo essencial temos a Gaultheria

procumbens, conhecida como Wintergreen (traduzido como Verde do Inverno) e Cha-

49



Montés, pertencente a familia da Ericaceae (http://www.medicinanatural.com.br;
2018).

E um arbusto pequeno, de baixo crescimento e de folhas perenes, nativo do
norte da América do Norte e amplamente cultivado devido ao seu valor ornamental e
medicinal. Os Orgdos de plantas mais comuns de G. procumbens sdo as folhas,
tradicionalmente valorizadas como agentes anti-inflamatérios e analgésicos (Liu. et.
al., 2013; Michel. et. al., 2017). Contudo pouco se sabe da acao desse dessa planta
sobre agentes fangicos.

Tendo em vista o atual aumento da incidéncia de candidiase relacionada a
espécies de candidas ndo-albicans e o surgimento de cepas resistentes tornando
essencial a busca de novos agentes antifungicos, o objetivo desse trabalho foi
investigar a atividade antifungica do 6leo essencial de G. procumbens contra cepas

de Candida ndo-albicans.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéo do 6leo essencial

O ¢6leo essencial de G. procumbens foi adquirido na Empresa Herbia®, sendo
extraido por destilacé@o a vapor das folhas. A emulsdo do 6leo essencial nas diferentes
concentracfes foram preparadas no momento da execucao dos ensaios, dissolvendo-
as primeiramente em DMSO e em seguida em Tween 80 em uma propor¢ao de até
10% e 2%, respectivamente, utilizando agua destilada estéril para alcancar a
concentracéo desejada, seguindo o protocolo de Allegrini et al. (1973).

2.2 Microrganismos

Candida tropicalis: C.t. ATCC 13803,C.t. LM -04,C.t.LM-20e C.t. LM
— 64; Candida krusei: C. K. ATCC- 6258, C.K.LM-08,C.K.LM-13 e C. K. LM -
656; Candida glabrata: C.g.LM-L6,C.g.LM-17,C.g.LM-116e C. g. LM - 302;
Candida parapsilosis: C. p. ATCC 22019, C. p. LM -02,C. p. LM - 04, C. p. LM —
09eC.p.LM-14.

Todas as cepas de micro-organismos foram provenientes da MICOTECA do
laboratorio de micologia, Laboratério de Pesquisas: Atividade Antibacteriana e

Antifungica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do Departamento de Ciéncias
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Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal

da Paraiba.

2.3 Determinacgéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antifangica foram realizados conforme os protocolos
descritos por Cleeland & Squires (1991) e Hadacek & Greger (2000).

A determinacdo da CIM do 6leo essencial de Gaultheria procumbens, sobre
cepas de C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis foram realizados através
da técnica da microdiluicdo em RPMI 1640 em placa para cultura de células contendo
96 pocos. Inicialmente, foram distribuidos 100 yL de RPMI 1640-L-glutamina sem
bicarbonato duplamente concentrado nos orificios das placas de microdiluicdo. Em
seguida, 100 yL da emulsdo dos produtos, também duplamente concentrado, foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma dilui¢cdo
seriada a uma razdo de dois, foram obtidas concentracbes de 1024 pg/mL até 4
pHg/mL, de modo que na primeira linha da placa se encontrou a maior concentracéo e
na dltima, a menor concentracao. Por fim, foi adicionado 10 L do inoculo das espécies
de candida albicans nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa
fungica, especificamente.

Paralelamente, foi realizado o controle de viabilidade das cepas ensaiadas
(RPMI 1640 + leveduras). E também controle de sensibilidade destas cepas frente a
acdo de um antifungico considerado padrao na utilizagéo clinica (RPMI 1640 + in6culo
+ anfotericina B 100 pL). A CIM é definida como a menor concentragdo do produto
testado capaz de produzir inibicdo visivel sobre o crescimento fungico verificado nos
orificios, quando comparado com o crescimento controle. Os ensaios foram realizados
em duplicata e o resultado expresso pela média aritmética das CIM’s obtidas nos dois

ensaios.

2.4 Determinacao da Concentracao Fungicida Minima (CFM)

Apos leitura da CIM, aliquotas de 10 pL do sobrenadante das cavidades onde
for observada completa inibicdo do crescimento fungico (CIM, CIM x 2 e CIM x 4) nas
placas de microdiluicdo, forma subcultivadas em 100 yuL de RPMI 1640 contidos em

novas placas de cultura de células. As placas foram incubadas a 35° C por 24-48
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horas. A CFM foi considerada como a menor concentracdo em que nao houve
crescimento de leveduras no meio de cultura. Os ensaios foram realizados em
duplicata e o resultado expresso pela média aritmética das CFM’s obtidas nos dois
ensaios (NCUBE et. al., 2008).

3 RESULTADOS

Os resultados dos ensaios da avaliacdo da atividade antifungica do oleo
essencial de Gaultheria procumbens, sobre cepas de C. parapsilosis, C. krusei, C.
tropicalis e C. glabrata encontram-se a seguir.

Para C. parapsilosis todas as cepas clinicas testadas foram sensiveis ao 6leo
essencial de Gaultheria procumbens apresentando uma CIM e CFM (Tabela 1) de 8

pg/mL, respectivamente.

TABELA 1- Resultados da avaliagcdo da CIM e CFM (ug/mL) do 6leo essencial de Gaultheria
procumbens (OEGp) sobre cepas de C. parapsilosis

Cepas OEGp Razao Anfotericina B Controle da
fangicas CIM CFM CFM/CIM (100uQ) levedura
C. P. ATCC R NI _ _ +
22019
C.p.LM-02 8 8 1 - +
C.p.LM-04 8 8 1 - +
C.p.LM-09 8 8 1 - +
C.p.LM-14 8 8 1 - +

(-) auséncia do crescimento de leveduras; (+) crescimento de leveduras; (R) Resistente; (NI) Nao
identificado

Semelhante a C. parapsilosis, todas as cepas clinicas de C. krusei testadas
foram sensiveis para o 6leo essencial de G. procumbens apresentando tanto a CIM e
a CFM (Tabela 2) variando entre 64 a 128 pg/mL.
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TABELA 2- Resultados da avaliagao da CIM e CFM (ug/mL) do 6leo essencial de G. procumbens sobre
cepas de C. krusei.

Cepas OEGp Raz&o Anfotericina B Controle da
fangicas CIM CFM CFM/CIM (100ug) levedura
C. k. ATCC R NI - - '
6258
C.k.LM-08 64 64 1 - +
C.k.LM-13 128 128 1 - +
C.k.LM - 656 64 64 1 - +

(-) auséncia do crescimento de leveduras; (+) crescimento de leveduras; (R) Resistente; (NI) Nao
identificado

Ja para C. tropicalis o 6leo essencial de Gaultheria procumbens néo
demonstrou agéo antifingica para a maioria das cepas testadas (C. t. ATCC 13803,
C.t. LM =04, C.t. LM - 20), com excecao da C. t. LM — 64 que apresentou tanto uma
CIM guanto uma CFM de 32 pg/mL, respectivamente. (Tabela 3)

TABELA 3- Resultados da avaliagdo da CIM e CFM (ug/mL) do 6leo essencial de Gaultheria
procumbens sobre cepas de C. tropicalis

Cepas OEGp Raz&o Anfotericina B Controle da
fangicas CIM CFM CFM/CIM (100uQ) levedura
C.t. ATCC R NI - - +
13803
C.t.LM-04 R NI - - +
C.t.LM-20 R NI - - +
C.t.LM-64 32 32 1 - +

(-) auséncia do crescimento de leveduras; (+) crescimento de leveduras; (R) Resistente; (NI) Nao
identificado

Todas as cepas de C. glabrata que foram testadas demonstram
insensibilidade para Oleo essencial de Gaultheria procumbens (Tabela 4)
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TABELA 4- Resultados da avaliacdo da CIM e CFM (ug/mL) do 6leo essencial de Gaultheria
procumbens sobre cepas de C. glabrata

Cepas OEGp Razao Anfotericina B Controle da
fungicas CIM CFM CFM/CIM (100uQ) levedura
C.g.LM-L6 R NI - - +
C.g.LM-17 R NI - - +
C.g.LM - R NI - - +
116
C.g.LM - R NI - - +
302
(-) auséncia do crescimento de leveduras; (+) crescimento de leveduras; (R) Resistente; (NI) Néo
identificado
4 DISCUSSAO

Este € o primeiro trabalho que demonstra a acdo do Oleo essencial de
Gaultheria procumbens frente a diferentes tipos de candida. Analisando estes
resultados observa-se que o 6leo essencial de Gaultheria procumbens foi capaz de
promover atividade antifingica contra cepas clinicas de C. parapsilosis e C. krusei,
em contrapartida para C. tropicalis e C. glabrata foram insensiveis com excecéo da C.
t. LM — 64.

Através da andlise dos resultados obtidos, observa-se que o 6leo essencial
de Gaultheria procumbens teve seu valor de CIMso estabelecido em 8 pg/mL, para
cepas de C. parapsilosis e de 64 pg/mL para cepas de C. krusei. Sendo assim, pode-
se afirmar que o Oleo essencial de Gaultheria procumbens apresentou atividade
antimicrobiana considerada 6tima, em concordancia com Sartoratto et al. (2004), que
afirmam que os compostos que possuem CIM variando de 50 a 500 pg/mL podem ser
considerados de atividade antimicrobiana 6tima, bem como, em concordancia com
Holetz et al. (2002), que atribuem atividade 6tima a compostos que apresentem CIM
menor que 100 pg/mL. E de acordo com Hafidh et al., (2011) essa atividade antifingica
€ de natureza fungicida, pois a relagdo CFM/CIM esta compreendida entre 1:1 a 2:1.

Diversos sdo os mecanismos pelos quais os 6leos essenciais podem atuar

promovendo sua agdo antifingica. De acordo com Freiesleben & Jager (2014), os
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agentes antifangicos podem desativar o fungo, interrompendo a estrutura e a fungéo
das membranas ou organelas de células fangicas e / ou inibindo a sintese de materiais
nucleares ou proteinas.

Além dessas acdes eles os 6leos essenciais podem promover sua acéo
antifangica por inibir bomba de efluxo, por atuar na membrana das mitocondrias
fungicas, inibir o desenvolvimento do biofilme e inibir a sintese/producédo de
micotoxinas, entre outros (Nazzaro et. al., 2017).

Sendo assim, estudos adicionais sdo necessarios para conseguir elucidar o
mecanismo pelo qual o dleo essencial de Gaultheria procumbens que promove sua

atividade antifungica frente a essas espécies de candida.

5 CONCLUSAO

Nossos resultados sustentam o conceito de que os 6leos essenciais ou alguns
de seus constituintes podem ser Uteis no manejo clinico de infecgbes fungicas e que
0 Oleo essencial de Gaultheria procumbens possui atividade antifungica frente as

espécies C. parapsilosis e C. krusei, contudo sdo necessarios estudos adicionais.
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RESUMO

A candidiase é uma infeccdo oportunista causada por leveduras do género
Candida. Atualmente, os tratamentos convencionais das infeccfes fungicas ndo sao
totalmente eficazes em virtude do surgimento de cepas resistentes e dos problemas
relacionados a seguranca e toxicidade dos farmacos antifingicos comercialmente
disponiveis o que leva a busca por novos antifingicos, mais eficazes e menos toxicos.
Neste contexto, compostos antifingicos de origem natural, tais como os 0leos
essenciais, vem recebendo bastante atencdo. Dentre as plantas ricas em Oleos
essenciais temos a Gaultheria procumbens, tradicionalmente valorizada como agente
anti-inflamatorios e analgésicos contudo pouco séo os estudos sobre a acao fungica
deste 6leo. sendo assim, o objetivo desse trabalho foi investigar a atividade antifingica
do 6leo essencial de G. procumbens e sobre o género Candida albicans por meio de
técnicas de microdiluigdo, avaliando-se a concentracao inibitéria minima — CIM, a
concentracéo fungicida minima — CFM, o efeito na parede celular e na membrana
plasmatica bem como o efeito de associacdo deste 6leo com a anfotericina B. Os
resultados obtidos revelaram que 6leo essencial de G. procumbens possui uma agao
antifungica de forma independente de parede celular ou de membrana plasmatica e
gue seu efeito foi potencializado quando associado a anfotericina B.

Palavras chaves: Gaultheria procumbens, atividade antifingica, Candida albicans.
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1. INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas, as infec¢cfes por Candida tém aumentado néo
somente em ocorréncia, mas também na gravidade da doenca, levando a um alto
indice de mortalidade, principalmente em pacientes imunocomprometidos (GEHRING
et.al., 2016). A espécie predominantemente relacionada aos quadros de candidiase
clinica, sejam superficais ou invasivos, € a Candida albicans. Estima-se que a
frequéncia de isolamento dessa espécie chega a aproximadamente 40% em paises
da América Latina e de até 70% em alguns paises da Europa nos casos de candidemia
(KUMAR et al. 2009; PFALLER, DIEKEMA 2007; SILVA et al. 2012).

Por mais que a terapéutica das micoses tenha evoluido, melhorando néao s6
sua eficicia e espectro de acdo mas também sua tolerancia, manejo e tempo de
tratamento, 0 uso excessivo destes farmacos tem propiciado o surgimento de
leveduras resistentes, principalmente em pacientes imunossuprimidos, susceptiveis a
infeccdes frequentes (ZAITZ et al., 2010; FREIRE et al., 2016). Além disso, algumas
drogas, como a anfotericina B, sdo muito toéxicos, dificultando o seu tempo de uso
terapéutico (SANGLARD; ODDS, 2002).

Desta forma € necessario o desenvolvimento de novas terapias, novos
farmacos antifungicos que apresentem eficacia e baixo custo, dentre as
possibilidades, os produtos naturais e seus derivados tém sido reconhecidos por
muitos anos como fontes de agentes terapéuticos e de diversidade estrutural
(LAHLOU, 2013, ORHAN et al. 2010; BOSTROM et al. 2012; ANEJA et al. 2016).

Dentre os compostos bioativos produzidos pelas plantas temos os O6leos
essenciais, que sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, liquidas e
geralmente odoriferas, originados do metabolismo secundario de plantas aroméaticas.
Também podem ser chamados de Oleos volateis, devido a sua principal caracteristica
gue é a volatilidade; 6leos etéreos devido a solubilidade em solventes orgéanicos
apolares como éter; ou esséncias devido ao aroma agradavel e intenso da maioria
dos 6leos essenciais (SIMOES., SPITZER, 2004). A Gaultheria procumbens é umas
das plantas ricas em Oleos essenciais, ela € um arbusto pequeno, de baixo
crescimento e de folhas perenes, nativo do norte da América do Norte e amplamente
cultivado por todo o Hemisfério Norte devido ao seu valor ornamental e medicinal. Os

orgaos de plantas mais comuns de G. procumbens sdo as folhas, tradicionalmente
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valorizadas como agentes anti-inflamatérios e analgésicos (LIU. et. al., 2013; MICHEL.
et. al., 2017).

Diante da importancia clinica e da alta incidéncia da candidiase bem como o
surgimento de cepas resistentes, a busca por novos agentes antifungicos mais
eficazes, menos toxicos, se faz necessario, neste contexto os produtos derivados de
plantas medicinais sdo excelentes alternativas para esse proposito. Desta forma o
objetivo desse estudo foi investigar a atividade antifungica do 6leo essencial de G.
procumbens sobre o género Candida albicans.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéo do 6leo essencial

O ¢6leo essencial de G. procumbens foi adquirido na Empresa Herbia®, sendo
extraido por destilacdo a vapor das folhas. A emulséo do 6leo essencial nas diferentes
concentracfes foram preparadas no momento da execucao dos ensaios, dissolvendo-
as primeiramente em DMSO e em seguida em Tween 80 em uma proporcao de até
10% e 2%, respectivamente, utilizando agua destilada estéril para alcancar a

concentracdo desejada, seguindo o protocolo de ALLEGRINI et al. (1973).

2.2 Microrganismos

Candida albicans: C a ATCC 76485, CaLM-05,CalLM-09, CalLM-12,
CalM-62,CalLM-106,CalLM-108 e C alLM - 111). Todas as cepas de
microorganismos foram provenientes da MICOTECA do laboratério de micologia,
Laboratério de Pesquisas: Atividade Antibacteriana e Antifingica de Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba.

2.3 Determinagéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antifungica foram realizados conforme os protocolos
descritos por CLEELAND., SQUIRES (1991) e HADACEK., GREGER (2000).

A determinacgdo da CIM do oOleo essencial de G. procumbens, sobre cepas de
Candida albicans foram realizados através da técnica da microdiluicdo em RPMI 1640

em placa para cultura de células contendo 96 pogos. Inicialmente, foram distribuidos
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100 pyL de RPMI 1640-L-glutamina sem bicarbonato duplamente concentrado nos
orificios das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 uL da emulsao dos produtos,
também duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades da primeira linha
da placa. E por meio de uma diluicdo seriada a uma razdo de dois, foram obtidas
concentracdes de 1024 pg/mL até 4 pg/mL, de modo que na primeira linha da placa
se encontrou a maior concentracao e na Ultima, a menor concentracao. Por fim, foi
adicionado 10 pL do in6culo das espécies de candida albicans nas cavidades, onde
cada coluna da placa refere-se a uma cepa fungica, especificamente.

Paralelamente, foi realizado o controle de viabilidade das cepas ensaiadas
(RPMI 1640 + leveduras). E também controle de sensibilidade destas cepas frente a
acdo de um antifungico considerado padrao na utilizagéo clinica (RPMI 1640 + in6culo
+ anfotericina B 100 pL). A CIM € definida como a menor concentracdo do produto
testado capaz de produzir inibicdo visivel sobre o crescimento fungico verificado nos
orificios, qguando comparado com o crescimento controle. Os ensaios foram realizados
em duplicata e o resultado expresso pela média aritmética das CIM’s obtidas nos dois

ensaios.

2.4 Determinacao da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Ap6bs leitura da CIM, aliquotas de 10 pL do sobrenadante das cavidades onde
for observada completa inibicdo do crescimento fungico (CIM, CIM x 2 e CIM x 4) nas
placas de microdiluicdo, forma subcultivadas em 100 uL de RPMI 1640 contidos em
novas placas de cultura de células. As placas foram incubadas a 35° C por 24-48
horas. A CFM é considerada como a menor concentracdo em que ndo houve
crescimento de leveduras no meio de cultura. Os ensaios foram realizados em
duplicata e o resultado expresso pela média aritmética das CFM’s obtidas nos dois
ensaios (NCUBE, AFOLAYAN, OKOH., 2008).

A relagédo CFM / CIM foi calculada para determinar se a substancia tinha uma
atividade fungistatica (MFC / MIC = 4) ou fungicida (MFC / MIC <4) (SIDDIQUI, et al,
2013).

2.5 Efeitos do ensaio de sorbitol
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Apos a leitura e interpretacdo dos resultados obtidas por meio das técnicas
demonstradas anteriormente, foram escolhidas duas cepas de Candida, uma padréo
(ATCC 76485) e uma clinica (C. albicans LM — 62), para a continuidade deste trabalho.

O ensaio foi realizado utilizando meio na presenca e na auséncia do sorbitol
(controle), para avaliar possiveis mecanismos envolvidos na atividade antifingica do
Oleo essencial de G. procumbens na parede celular C. albicans ATCC 76485 e C.
albicans LM — 62. O sorbitol foi adicionado ao meio de cultura numa concentragéo final
de 0,8 M. O ensaio foi realizado por método de microdiluicdo em placas de 96 pocos
em a -Ull (Alamar, Diadema, SP, Brasil) (CLEELAND., SQUIRES,1991, HADACEK.,
GREGER, 2000). As placas foram seladas assepticamente, incubadas a 35 °C, e as
leituras foram realizadas ap0ds 24 - 48 horas. O ensaio foi realizado em duplicado e

expresso como a média geométrica dos resultados.

2.6 Ensaio de ligacdo ao ergosterol

Para avaliar se o produto se liga a esterdis de membrana fungica, realizamos
um experimento de acordo com 0 método descrito por ESCALANTE et al. (2008), com
algumas modificagcdes. O ergosterol foi preparado como descrito por LEITE et al.
(2014). A CIM do éleo essencial de G. procumbens, contra C. albicans ATCC 76485
e C. albicans LM - 62, foi determinada pelo uso de técnicas de microdiluicdo de caldo
(CLEELAND., SQUIRES,1991; HADACEK., GREGER, 2000), na presenca e auséncia
de ergosterol exdgeno (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil) adicionado ao meio de
ensaio, em diferentes linhas na mesma microplaca. Resumidamente, uma solucao do
Oleo essencial de G. procumbens foi diluida em série duas vezes com RPMI-1640
(volume = 100 uL) contendo ergosterol adicionado a uma concentragao de 400 ug /
mL. Uma suspenséo de fermento em volume de 10 pL (0,5 McFarland) foi adicionado
a cada poco. O mesmo procedimento foi realizado para a anfotericina B, cuja interacao
com a membrana ergosterol ja é conhecida, que serviu como droga de controle. As
placas foram seladas e incubadas a 35°C por 24 - 48 horas para ser realizada a leitura
(ESCALANTE et al., 2008; LUNDE; KUBO, 2000). O ensaio foi realizado em duplicado

e a média geométrica dos valores foi calculada.
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2.7 Avaliacao da interferéncia do 6leo essencial de G. procumbens sobre a resisténcia

aos antifungicos licenciados

Para avaliar se 0 Oleo essencial de G. procumbens modularia a acdo da
anfotericina B frente a cepas de C.albicans ATCC 76485 e C. albicans 62 a CIM deste
antifangico foram determinadas, pela técnica de microdiluicdo, na auséncia e na
presenca do Oleo essencial de G. procumbens em concentragdes sub-inibitorias
(CIM/8). Os valores de CIM do antifungico foram incubadas durante 24 horas a 35 -
37 °C. Os testes foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média
geométrica dos resultados (COUTINHO et. al., 2009; ELIOPOULOS, MOELLERING,
1991).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade antifangica para determinar a CIM (Concentracéo
Inibitéria Minima) e a CFM (Concentracdo Fungicida Minima) do 6leo essencial de G.

procumbens frente as 8 cepas de Candida albicans estdo demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1- Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentra¢éo Fungicida Minima (CFM) do
Oleo essencial de G. procumbens (OEGp) sobre cepas de C. albicans. Os valores de CIM e
CFM foram expressos em ug / mL.

(-) auséncia do crescimento de leveduras; (+) crescimento de leveduras; (R) Resistente.

Cepas OEGp Razao Anfotericina B Controle da
fungicas CIM CFM CFM/CIM (100uQ) levedura
CaATCC

4 4 1 : +

76485

CalLM-05 R - - - +
CalLM-09 R - - - +
CalLM-12 R - - - +
CalLM-62 4 4 1 - +
CalLM-106 4 4 1 - +
CalLM-108 4 4 1 - +
CalLM-111 8 8 1 - +
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Ao analisar os resultados obtidos na Tabela 1, observa-se que o 6leo
essencial G. procumbens foi capaz de inibir o crescimento de 5 das 8 cepas
submetidas aos ensaios bioldgicos, com a CIM variando entre 8 - 4 ug / mL em contra
partida, 3 cepas demonstraram-se resistente mesmo na concentracdo maxima testada
(1024 ug / mL). Todas as cepas fungicas foram capazes de crescer em RPMI 1640
sem adicdo do 6leo essencial, 0 que caracteriza sua viabilidade (controle de micro-
organismo).

Dados na literatura interpretam e consideram os produtos testados com
atividade bioldgica ativa ou inativa de acordo com seguintes critérios: < abaixo de 500
pg/mL = atividade forte/6tima; 600-1500 pug/mL = atividade moderada; > acima de
1500 pg/mL = baixa atividade ou produto inativo (HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO
et al., 2004).

Desta forma pode-se considerar que o 0leo essencial G. procumbens possui
uma atividade 6tima frente as 5 cepas de C. albicans (C a ATCC 76485, C a LM — 62,
CalLM-106,CalLM-108 e CalLM-111). Na andlise comparativa da CIM e CFM
(Tabela 1) observa-se que, todas as outras cepas ensaiadas (5/8) apresentaram
valores de CFM iguais aos valores da CIM.

Avaliar a natureza do efeito antifUngico da substancia é extremamente
utiliza-se a razdo CFM/CIM, para fungos. Desta forma ao analisar os resultados
obtidos dessa razao observa-se que para todas as 5 cepas as quais o 6leo essencial
de G. procumbens exerceu acdo antifingica, essa razao (CFM/CIM) foi igual a 1,
demonstrando que a natureza do seu efeito antifungico é fungicida. Este dado se torna
importante, pois a atividade fungicida € considerada clinicamente mais importante que
a fungistatica, visto que o uso profilatico de drogras fungistaticas tem sido associado
a um aumento da frequéncia de resisténcia inata ou adquirida em isolados clinicos
(MONK; GOFFEAU, 2008)

Poucos sao os relatérios disponiveis de atividade antimicrobiana do oleo
essencial G. procumbens. Estudos realizados por NIKOLIC, et. al., (2013), registraram
um valor de CIM 1,25-5,00 mg / mL e de CFM de 5,0-10,0 mg / mL para o 6leo
essencial Gaultheria procumbens demonstrando assim uma atividade biolégica

moderada. Em contra partida HAMMER et al. (1999) ao analisar a atividade
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antimicrobiana de diferentes 6leos essenciais, incluindo o de Gaultheria procumbens
relatou 6tima atividade contra C. albicans com um valor de CIM de 0,25 mg / mL.

Diversos sao os fatores que podem contribuir para diferencas no potencial
antimicrobiano dos 0leos essenciais como por exemplo diferencas nas técnicas
analiticas, os diferentes meios de cultura utilizados nos testes, a volatilidade e baixa
solubilidade da maioria dos 0leos essenciais, particularmente com os métodos que
dependem da difusdo ou diluicdo da substancia em um meio microbioldgico. Além de
diferencas na composicdo relacionadas com a variedade, praticas agrondémicas,
processamento, pureza do material utilizado para extracéo, a eficiéncia no processo
extrativo, assim como as diferentes formas de extracdo, uma vez que esses fatores
influenciam nas concentracdes de ingredientes ativos (ZAIKA, 1988; MANN,
MARKHAM, 1998; DELAQUIS et al., 2002; SCOTT, 1998).

A continuacdo desse estudo se deu apenas com a cepa clinica LM-62, que
apresentou CFM de 4 ug/mL (igual a CIM), e a cepa ATCC 76485, que apresentou
CFM de 4 ug/mL (também igual a CIM) foram selecionadas como representativas para
0s testes seguintes.

Sabendo-se que a parede celular e a membrana celular nos fungos (com
enfoque no ergosterol, lipideo ndo encontrado em células humanas) sdo importantes
alvos farmacoldgicos dos farmacos antifungicos, buscou-se inicialmente avaliar se o
efeito antifingico observado no 6leo essencial de Gaultheria procumbens seria por
atuacao sobre a parede celular, para isto foi realizado o ensaio com sorbitol (protetor
osmoético usado para estabilizar os protoplastos) (FROST et al., 1995). Quando a
substancia em analise atua sobre a parede celular, esta causa uma morte fangica na
auséncia de um estabilizador, no entanto na presenca deste suporte osmético ocorre
a preservacdo dos micro-organismos permitindo o seu crescimento, 0 que €
evidenciado pelo aumento do valor da CIM em meio com sorbitol em comparag¢ao com
valor da CIM no meio sem o sorbitol (ESCALANTE et al., 2008).

Os ensaios de sorbitol realizados nesta pesquisa demonstraram que o 6leo
essencial de G. procumbens ndo exerce seu efeito antifUngico por meio da parede
celular, pois ndo houve diferenca entre a CIM na presenca e na auséncia do sorbitol
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Efeito do 6leo essencial de G. procumbens sobre as cepas C. albicans ATCC
76485 e C. albicans LM- 62 na auséncia e presenga de sorbitol 0,8M.

Concentracdes C. albicans ATCC 76485 C. albicans LM-62
do OEGp (ug/mL) Auséncia do Presenca do Auséncia do Presenca
sorbitol sorbitol sorbitol do sorbitol

512 - - - -

256 - - - -

128 - - - -

64 - - - -

32 - - - -

16 - - - -

8 - - - -

4 + + + +

2 + + + +

1 + + + +

O segundo alvo farmacoldgico investigado sobre o mecanismo de acdo do
Oleo essencial de Gaultheria procumbens foi & membrana plasmética, componente
imprescindivel para a manutengcdo da viabilidade fungica. Para isto realizou-se
ensaios de interacdo do 6leo essencial de G. procumbens com o ergosterol.

Caso a atividade antifungica se de pela ligacdo do 6leo essencial ao esterol,
o0 ergosterol exdgeno presente no meio impedira a ligacdo ao ergosterol da membrana
celular fungica, visto que este estara mais disponivel, permitindo assim o crescimento
do fungo no meio e sendo necessaria uma maior quantidade de 6leo essencial de G.
procumbens para eliminar a levedura, ocasionando entdo o aumento da CIM
(ESCALANTE et al., 2008).

Resultado semelhante ao ensaio de sorbitol foram encontrados ao
investigarmos a participacdo do 6leo essencial de Gaultheria procumbens sobre a
membrana plasmatica fangica, ndo houve diferenca dos valores da CIM tanto na
presenca quanto na auséncia do esterol exdgeno demonstrando assim auséncia de
qualquer atividade antifungica do 6leo essencial de G. procumbens mediada por uma
possivel ligacdo com o ergosterol (Tabela 3).

Este é o primeiro estudo a demonstrar a acdo do 0leo essencial de Gaultheria

procumbens na parede celular e na membrana plasmatica de Candida albincans sob
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teste de sorbitol e ergosterol, respectivamente, o que dificulta a comparacdo com

outras investigacgoes.

Tabela 3 - Efeito dos 6leo essencial de G. procumbens (OEGp) sobre as cepas C. albicans
ATCC 76485 e C. albicans LM- 62 na auséncia e presenca de na auséncia e presenca de
ergosterol 400pg/mL.

C. albicans ATCC 76485 C. albicans LM-62
Concentragdes
A . P
do OEGp (ug/mL) Auséncia do Presenca do Auséncia do rez(e;nga
ergosterol ergosterol ergosterol
ergosterol
512 - - - -
256 - - - -
128 - - - -
64 - - - -
32 - - - -
16 - - - -
8 - - - -
4 + + + +
2 + + + +
1 + + + +

Diversos sdo 0s mecanismos pelos quais os 6leos essenciais podem atuar
promovendo sua agao antifiangica como inibicdo da bomba de efluxo, a a¢do sobre a
membrana das mitocondrias fungicas, atuando na inibicdo do desenvolvimento do
biofilme e inibindo a sintese/producéo de micotoxinas, entre outros (NAZZARO et. al.,
2017). Desta forma, estudos adicionais sdo necessarios para conseguir elucidar o
mecanismo de acao utilizado pelo éleo essencial de G. procumbens que promove sua
acao antifungica.

Os oleos essenciais de maneira geral possuem um papel fundamental, tanto
como substancias ativas quanto como aditivos, suas propriedades farmacolégicas
podem servir de ponte entre seus usos tradicionais e sua utilizacdo racional em
praticas complementares, sendo assim, a avaliagdo dos possiveis efeitos sinérgicos
entre os Oleos essenciais € / ou seus componentes majoritarios e as moléculas
sintéticas sao areas importantes a serem investigadas (NAZZARO et. al., 2017). Visto
isto buscou-se investigar se o 6leo essencial de G. procumbens modularia a acdo da

anfotericina B.
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Os resultados obtidos neste ensaio encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 - Modulagéo da acédo do antifingico na sua CIM pelo éleo essencial de Gaultheria
procumbens na CIM/8 frente cepas de C. albicans.

Anfotericina B CIM (ug/mL)
Micro-organismo Associado ao
Sozinho
OEGp (CIM/8)
C. albicans ATCC 76485 0,5 0,5
C. albicans LM- 62 2 0,5

Nestas condi¢cdes observa-se que os valores encontrados foram de 0,5 para
os dois tipos de candidas estudos, sendo assim, de acordo com LEWIS et al., 2002,
podemos dizer que Oleo essencial de Gaultheria procumbens ao se associar com a
anfotericina B promove um efeito sinérgico. Esse resultado é bastante significativo
pois uma das dificuldades para o tratamento da candidiase € o aumento da
prevaléncia de isolados multirresistente de Candida e das alternativas para essa
situacdo é o uso de terapia antifungica combinada no qual mais de um antifingico é
utilizado a fim de se obter um efeito sinérgico, que por sua vez reduz a dose destes
antifangicos e o aparecimento de reacdes adversas, além de uma maior eficacia na
eliminacao do patégeno (SOUSA, 2015).

4 CONCLUSAO

Este estudo representa um avanco na nossa compreensdo da atividade
antifangica do 6leo essencial G. procumbens. Demonstrando que o 6leo essencial G.
procumbens possui atividade antifungica frente a 5 cepas de C. albicans (C a ATCC
76485, Ca LM -62,C alLM - 106, C a LM - 108 e C a LM — 111) de natureza
fungicida. Seu mecanismo de acao néo envolve efeito sobre a parede celular bem
como na membrana plasmatica. E demonstrou ser um produto bastante promissor
visto que promoveu um efeito sinérgico ao ser associado a anfotericina B (um

antifungico clinico conhecido).
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RESUMO

Recentemente, os 6leos essenciais de plantas, bem como compostos derivados
desses 6leos tem atrairam um interesse crescente por suas propriedades biologicas,
contudo além dessas plantas apresentarem seus efeitos farmacoldgicos elas também
podem apresentar efeitos citotoxicos. Neste estudo buscou-se avaliar a citotoxicidade
do 6leo essencial de Gaultheria procumbens em hemacias humanas utilizando
metodologia in vitro, bem como investigar as propriedades farmacolbgicas e
toxicoldgicas tedricas in silico do seu constituinte majoritario, o salicilato de metila. Ao
analisar os resultados observa-se que o OEGp possui como componente majoritario,
o salicilato de metila e que foi capaz de promover uma baixa citotoxicidade para tipos
sanguineos A e de baixa a moderada para a maioria das concentracdes testadas no
tipos sanguineos (B e O). Com relacéo ao estudo das propriedades farmacologicas e
toxicoldgicas tedricas do constituinte majoritario do OEGp, o salicilato de metila,
utilizou-se uma metodologia in silico através de uma ferramentas computacional o
Pass online e 0 admetSAR, o que demonstrou de forma tedrica ser um composto que
possui varios possiveis efeitos bioldgicos sobre o corpo humano, bem como boa

biodisponibilidade e baixo risco de toxicidade.

Palavras-chave: Gaultheria procumbens, salicilato de metila, citotéxico.
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1. INTRODUCAO

Oleos essenciais e / ou seus constituintes individuais desempenham um papel
importante como potenciais agentes terapéuticos. A principal vantagem é a sua
natureza lipofilica, que permite que os compostos penetrem facilmente na membrana
plasmatica, além da capacidade de curar doencas fungais oportunistas. (Markovic¢ et.
al., 2016). Porém essa mesma vantagem permite com que eles possam exercer
efeitos citotoxicos em células eucaridticas através da permeabilizacdo das
membranas sejam elas externas (membrana plasmatica) ou interna (membranas
mitocondriais) provocando a morte celular por necrose e apoptose (Armstrong, 2006).

Um dos modelos experimentais utilizados para avaliagéo da toxicidade in vitro
€ 0 ensaio de citotoxicidade em eritrocitos. Esse teste € usado como método de
triagem para toxicidade de novas drogas a fim de estimar o dano que elas podem
produzir in vivo (Schreier et al.,, 1997; Aparicio et al., 2005). A avaliacdo da
citotoxicidade de constituintes tem como vantagens a reducéo dos efeitos sistémicos,
da variabilidade entre experimentos, menor gasto de droga e tempo, reducdo dos
testes em animais, além de permitir estudos em células humanas (Spielmann et al.,
2008).

Além de modelos in vitro, modelos de previsdo assistida por computador, as
chamadas ferramentas de previsédo, desempenham um papel essencial no repertério
proposto de métodos alternativos para a avaliacdo das caracteristicas farmacoldgicas
e toxicolégicas de um composto. Por isso, essas ferramentas sao usadas para estudar
0S compostos existentes e hipotéticas, que séo rapidos, reprodutiveis e sao
normalmente baseados em biorreguladores humanos (Angelo et al, 2006; Srinivas et
al, 2014).

Diante disso, € evidente a importancia da avaliacdo do balangco entre a
atividade farmacologica versus toxicolégica de um determinado produto natural afim
de verificarmos sua aplicabilidade terapéutica. Neste sentido, este trabalho teve como
objetivo avaliar a citotoxicidade do 6leo essencial de Gaultheria procumbens em
hemacias humanas utilizando metodologia in vitro, bem como investigar as
propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas teodricas in silico do seu constituinte

majoritario, o salicilato de metila.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéo do 6leo essencial

O oleo essencial de Gaultheria procumbens (OEGP) foi adquirido na Empresa
Herbia®, sendo extraido por destilacdo a vapor das folhas e apresentando em sua
composicao o salicilato de metila (99,50%) e o alpha-terpineno (0,50%). A emulséo
do 6leo essencial nas diferentes concentracfes foram preparadas no momento da
execucao dos ensaios, dissolvendo-as primeiramente em DMSO e em seguida em
Tween 80 em uma proporcdo de até 10% e 2%, respectivamente, utilizando agua
destilada estéril para alcancar a concentracdo desejada, seguindo o protocolo de
Allegrini et al. (1973).

2.2 Quantificacdo do componente majoritario do 6leo essencial de Gaultheria
procumbens

Afim de comprovar que o componente majoritario deste Oleo essencial de
Gaultheria procumbens era o salicilato de metila, foi utilizado um Cromatégrafo
Gasoso (CG) da Shimadzu, modelo CG17-A, com sistema equipado com um injetor
automatico e Detector de lonizacao de Chama (DIC). A coleta de dados e integracéo
foi realizada com o software Class 5000. A fase mével foi composta de nitrogénio e
bombeada na vazédo de 20 mL/min. com split 1:10.

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna capilar DB-1
(30m x 0,25mm; 0,25um). A temperatura do forno da coluna foi programada para
passar de uma temperatura inicial de 70°C a 280 a 5°C/mim. A temperatura do injetor
e do detector foram 250 e 280°C, respectivamente. O tempo total de corrida foi de 42
minutos e o volume de injecao foi de 1,0uL (Boer et al., 2013).

O OEGp e padrao (salicilato de metila) foram injetados na concentracéo de 2
pL/mL.

2.3 Avaliacédo da citotoxicidade do 6leo essencial de Gaultheria procumbens sobre
eritrocitos humanos
Para realizacao deste ensaio foi levado em consideracdo os aspectos legais

e éticos da pesquisa envolvendo humanos. O Comité de Etica em Pesquisa da
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Fundacdo Francisco Mascarenhas/ Faculdades Integradas da Patos, com o CEP
58704-000, aprovou esta pesquisa, Protocolo de N°2.373.249.

Apébs obtencdo das células sanguineas dos tipos A, B e O. uma amostra de
sangue humano foi misturada com NacCl 0,9 % na proporc¢éo de 1:30 e centrifugada a
2500 rpm durante 5 minutos para obtencdo dos eritrocitos. Este procedimento foi
repetido por mais duas vezes e o sedimento da ultima centrifugacéo foi ressuspenso
em NaCl 0,9% para obter uma suspensao a 0,5% (Rangel et al., 1997).

Adicionou-se diferentes concentracdes do OEGp em 2 mL da suspenséo de
eritrocitos até um volume final de 2,5 ml. As amostras foram, entéo, incubadas por 1
hora a 22 + 2 °C sob agitacéo lenta e constante (100 rpm), foram realizados controles
negativo (uma suspensao de eritrcitos sem adicao dos produtos- 0 % de hemdlise) e
positivo (suspensao de eritrocitos acrescida de Triton X-100 a 1%- 100 % de
hemolise), decorrido esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm
durante 5 minutos e a hemdlise quantificada por espectrofotometria em comprimento
de onda de 540 nm (Rangel et al., 1997). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

2.4 Estudos in silico

Pass online

Para andlise da probabilidade do desenvolvimento de propriedades
farmacoldgicas do composto em estudo foi utilizado o software Pass online. Todas as
informacdes quimicas necessarias sobre a molécula do salicilato de metila
(fitoconstituinte majoritario do Gaultheria procumbens) foram obtidas do programa
Chemdraw.

A previsdo do espectro de atividade para substancias (PASS) online é, de
maneira geral, um software projetado para avaliacdo do potencial biolégico de uma
molécula organica sobre o organismo humano, através de previsdes simultaneas de
multiplos tipos de atividades biol6gicas com base na estrutura do composto. O Pass
online fornece diversas agfes bioldgicas de um composto, estimando a categorizacao
de um composto potencial em ser pertencente a subclasse de compostos ativos
através do indices de Pa (probabilidade " de ser ativo") ou inativos pelo indice Pi

(probabilidade "de ser inativo") (Srinivas et al., 2014).
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admetSAR

Para o estudo dos parametros farmacologicos e toxicologicos tedrico deste
composto, foi realizada a avaliacdo in silico dos parametros ADMET (Absorcao,
Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade). Para isto foi utilizado uma
ferramenta conhecida como admetSAR, a qual permite relacionar alguns parametros
com & absorcéo, toxicidade e metabolizacdo. Esses parametros sdo permeabilidade
na barreira hematoencefalica, permeabilidade Caco-2, absor¢éo no intestino, se séo
substratos e inibidores das enzimas do citocromo, se s&o inibidores de transporte
renal de cations, o estudo tedrico sobre o efeito carcinogénico, o teste de AMES e a
toxicidade oral aguda (Lipinski et al., 2001; Conejo, 2016).

A classificacdo da toxicidade aguda foi baseada nas quatro categorias da
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, que divide os compostos de
acordo com a dose letal mediana (DLso). A categoria | contém 0s compostos com
valores de DLso inferior ou igual a 50 mg/kg, a Categoria Il contém compostos com
DLso valores superiores a 50 mg/kg e inferior a 500 mg/kg, a Categoria Il inclui
compostos com DLso valores superiores a 500 mg/kg e inferior a 5000 mg/kg e a
Categoria IV consiste de compostos com DLso valores superiores a 5000 mg/kg. O

programa foi acessado em: http://Immd.ecust.edu.cn:8000/.

2.5 Analises Estatisticas
Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos como média * erro

padrdo da média (EPM) e analisados empregando o teste t de Student para analise
de duas colunas. Os resultados foram considerados significativos quando p <0,05. O
programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prism® verséao 6.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado obtido pela analise quimica da GC do 6leo essencial de Gaultheria
procumbens esta apresentado na Figura 1. Identificou-se que 0 componente
majoritario do OEGp € o salicilato de metilo, onde observa-se que o pico da substancia
padrao (salicilato de metila) se da no tempo de retencdo de 7,34 min. De forma
semelhante observa-se um pico na amostra do OEGp no mesmo tempo e de area

equivalentes (162918 u.a.). Essas descobertas estdo de acordo com estudos prévios
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do perfil quimico do 6leo essencial de Wintergreen (Clark, 1999) e com o estudo da
composicdo quimica e atividade biolégica do Oleo essencial de Gaultheria
procumbens L. (Nikoli¢, et.al.2013).

O salicilato de metila de formula molecular Cs Hs O3 , € um éster presente nos
Oleos essenciais de gaultéria (Gaultheria procumbens), meadowsweet (Spiraea alba),
bétula doce (Betula lenta) e outros. E utilizado, dentre outros fins, como aromatizante
para varios tipos de produtos (de balas e doces a pesticidas organofosforados), como
analgésico em diversas pomadas e sprays e até como isca para atrair os machos de
algumas espécies de abelhas (http://www.oleosessenciais.org/salicilato-de-metila/,
2018).

Figura 1- Cromatograma obtido do OEGp mostrando seu componente majoritario, o
salicilato de metila
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Conhecendo a importancia dos testes toxicoldgicos para garantir a seguranca
do uso de um produto natural, buscou-se avaliar o potencial citotoxico do oleo
essencial de Gaultheria procumbens, realizando para isto, o teste de hemdlise com

eritrécitos humanos sorotipo A, B e O (Figura 2, 3 e 4).
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Figura 2- Efeito hemolitico do OEGp contra eritrocitos sorotipo A. * p <0,05 versus
teste de controle positivo.
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Figura 3- Efeito hemolitico do OEGp contra eritrécitos sorotipo B. * p <0,05 versus
teste de controle positivo.
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Figura4 Efeito hemolitico do OEGp contra eritrocitos sorotipo O * p <0,05 versus teste
de controle positivo.
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De acordo com os parametros estabelecidos por Rangel e colaboradores
(1997), o percentual de hemolise sera considerado como baixo quando estiver situado
entre 0 e 40%, moderado quando entre 40 e 80% e alto quando estiver acima de 80%.
Nessa perspectiva, enfatiza-se a auséncia de citotoxicidade para o tipo sanguineo A.
Para o tipo sanguineo B e O observa-se baixa citotoxicidade nas concentracdes de
50 e 100ug/mL e para o B também na concentracdo de 500 pg/mL.

Os modelos in silico (estudo computacional) vem sendo empregados nos
estagios iniciais de pesquisas e desenvolvimento de moléculas para andlise de
potencial atividade terapéutica. Esses modelos devem ser associados aos estudos in
vitro e in vivo visando diminuir recursos financeiros e trabalhistas, bem como o tempo
e os esforgcos humanos, além de reduzir significativamente as experiéncias com
animais (Freires, et.al., 2017)

Considerando que o 6leo essencial de Gaultheria procumbens apresentou de
baixa a moderada citotoxicidade para a maioria das concentragOes testadas e
cogitando a capacidade deste de ser um candidato promissor ao desenvolvimento de
novos farmacos, aplicou-se a analise in silico, sobre seu constituinte majoritario, o
salicilato de metila, para prever o espectro de atividade biologica, a biodisponibilidade

oral tedrica e os riscos toxicologicos tedricos.
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A analise das possibilidades da atividade do salicilato de metila através da
ferramenta PASS online revelou que os valores de Pa foram maiores do que Pi para
todas as atividades analisadas (Tabela 1). Sugerindo que este possui uma grande
atividade antisséptico, seguida de uma atividade antifingica, antiparasitaria,
antituberculose, antimicobacteriana, anti-helmintica, antibacteriana, antiviral e

antiprotozoario.

Tabela 1: Atividades previstas do salicilato de metila > através da ferramenta PASS online.

Pa Pi Atividade
0,328 0,050 Antibacteriana
0,430 0,044 Antifangica
0,333 0,028 Anti-helmintica
0,780 0,004 Antisséptico
0,429 0,025 Antiparasitaria
0,389 0,034 Antituberculosa
0,377 0,046 Antimicrobacteriana
0,162 0,155 Antiprotozoério
0,219 0,081 Antiviral

Pa (probabilidade de ser ativo): verde e Pi (probabilidade de ser inativo): rosa

Aproximadamente metade das razées que levam a falhas no desenvolvimento
de uma droga pode ser associada ao perfil farmacocinético e parametros
toxicoldgicos. Portanto, a determinacgdo do perfil farmacocinético (ADME) juntamente
com a toxicidade (ADMET) ir4 auxiliar na definicdo da biodisponibilidade e efeitos
téxicos da molécula, de forma a contribuir para a diminui¢cdo do tempo e dos custos
no desenvolvimento de novas drogas (Hansch et al., 2004).

E amplamente relevante o estudo das propriedades de ADME, que se referem
aos processos farmacocinéticos de absorgdo (A), distribuicdo (D), metabolismo (M) e
excrecdo (E), para os compostos candidatos a farmaco nos estagios iniciais dos
processos de descoberta (Moda, 2007). O estudo dessas propriedades foi realizado
através da ferramenta admetSAR e esta apresentado no Tabela 2.
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Tabela 2 - Propriedades ADMET, calculadas no software admetSAR, para o
componente majoritario do 6leo essencial de Gaultheria procumbens, o salicilato de
metila.

ABSORCAO E DISTRIBUICAO

Modelos avaliados Salicilato de metila
Barreira hematoencefalica BBB+
Absorcéo de intestino humano HIA+
Permeabilidade Caco-2 Caco+
Transporte renal de catides organicos NI
P-glicoproteina NI

METABOLISMO

CYP4502C9 NI, NS
CYP4502D6 NI, NS
CYP4502C19 NI
CYP4503A4 NI, NS
Promiscuidade Inibitoria do CYP Baixa
TOXICIDADE
Toxicidade AMES NT
Carcinogénico NC

Toxicidade oral aguda 1

+ (permeia); NI — ndo inibe; NS — ndo substrato; S — substrato; | — inibe; NT — ndo téxico; NC — nado

carcinogénico.
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O coeficiente de particdo sangue-cérebro (log BB, do inglés Blood-Brain
Barrier Partition) é um parametro que avalia a penetracdo na barreira
hematoencefélica (Romero e Romero, 2014). No sistema nervoso central as células
capilares ndo tém poros e possuem pouca atividade transcitética. Os farmacos para
atravessarem a barreira hematoencefalica tém que se difundir transcelularmente, ou
seja, penetrar as membranas luminal e basal do endotélio (Ballabh; Braun;
Nedergaard, 2014).

No estudo realizado observou-se que o salicilato de metila foi classificado
como absorcdo positiva para o modelo barreira sangue-cérebro. Apés a
administracdo, o farmaco deve se dissolver e ser solubilizado no trato gastrointestinal
para poder ser absorvido através da membrana intestinal. A absorc¢éo ocorre por dois
mecanismos principais: 0 mecanismo transcelular, que é a simples difusdo passiva
através das membranas celulares, e o0 mecanismo paracelular, € a passagem entre
as células intestinais. No entanto, a absorcdo pode ocorrer também por transporte
ativo, em que necessita de energia e € mediado por transportadores (Moda, 2009).
Observou-se que o salicilato de metila foi classificado com absorc¢éo positiva para os
modelos de absorc¢ao no intestino humano e permeabilidade em Caco-2.

Nos rins, a secrecdo de substancias estruturalmente diferentes, incluindo
muitos farmacos, € uma etapa fundamental & defesa do organismo contra substancias
estranhas (Moda, 2007). O rim € o principal érgdo excretor de farmacos e seus
metabdlitos, possuindo sistemas de transporte de alta capacidade para eliminar
rapidamente grandes quantidades de compostos exdgenos. Os mecanismos celulares
de transporte renal envolvem um sistema de transporte para anions organicos, um
sistema de transporte para céations organicos e um transportador de multiplas drogas
ou glicoproteina P (Giacomini et al., 2011).

Para o modelo estudado, transporte renal de cations organicos, observou-se
gue o salicilato de metila foi classificado como nao inibidor deste sistema. O organismo
realiza diversos mecanismos para eliminar xenobioticos, incluindo, os farmacos. A
excrecao se refere aos processos que o0 organismo utiliza para eliminar um farmaco,
sendo a urina a principal via. O metabolismo de farmacos ocorre em duas fases: a
primeira fase engloba reac¢des que sdo catalisadas através das enzimas do citocromo
P450 oxidase (identificada como CYP ou CYP450). Neste processo, os metabdlitos

formados podem ser inativos ou apresentar toxicidade maior em comparacao ao
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farmaco original. Na segunda fase ocorrem reacfes, onde os produtos formados na
fase 1 se ligam covalentemente com substancias como a glutationa, acidas
glicurénico, sulfato ou aminoacidos, formando conjugados hidrossolUveis que séo
eliminados preferencialmente pela urina, ou excretados pela bile e eliminados nas
fezes (Moda, 2009).

A CYP é usada de forma genérica para enzimas oxidativas, do citocromo. Elas
séo responsaveis pelo metabolismo da maioria dos farmacos. Estas sdo: CYP 1A2,
CYP 2C9, CYP 2C18, CYP 2C19, CYP 2D6, CYP 2E1 e CYP 3A4. ACYP3A4 é a
forma mais abundante no figado, sendo responsavel pela metabolizacdo de 50% dos
farmacos. As diferentes isoformas do CYP também estdo presentes em outros 6rgaos
do corpo, como pulméao, rins e na parede intestinal (Moda, 2009). Quanto maior a
interagdo com essas enzimas do citocromo, menor a eficiéncia do farmaco, pois a
dose do principio ativo devera ser maior para que tenha farmacos livre para agir (Tang
et al., 2011).

Entre as enzimas do citocromo avaliadas pelo admetSAR, observou-se que
salicilato de metila, foi classificado como nao - substrato para todas. (Meunier; De
Visser; Shaik, 2004). A atuacdo como inibidor de enzimas do citocromo P 450 pode
contribuir para a diminuicdo da metabolizacdo de xenobibticos. Portanto, a inibicdo
dessas proteinas ndo € vantajosa para o organismo, pois essas estdo atuando na
defesa do organismo contra agentes quimicos (Albuquerque, 2015; Cheng et al.,
2011). A ferramenta classificou o salicilato de metila com baixa promiscuidade
inibitéria de enzimas do citocromo. A toxicidade oral aguda foi classificada com base
nas quatro categorias da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos que
divide os compostos de acordo com a dose letal mediana (DLso). A categoria | contém
0s compostos com valores de DLso inferior ou igual a 50 mg/kg, a Categoria Il contém
compostos com DLso valores superiores a 50 mg/kg e inferior a 500 mg/kg, a Categoria
[l inclui compostos com DLsp valores superiores a 500 mg/kg e inferior a 5000 mg/kg
e a Categoria IV consiste de compostos com DLso valores superiores a 5000 mg/kg.

Para os parametros de toxicidade tedrica foi possivel observar que o
composto avaliado ndo apresentou toxicidade pelo teste AMES, nao foi classificado
como carcinogénico e a categoria de toxicidade tedrica oral aguda para o salicilato foi
de Ill. De acordo com a empresa Merck S/A (2015) a Toxicidade oral aguda em

humanos € de 506 mg/kg, valor concordante com a categoria Ill calculada pela
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ferramenta admetSAR. A partir dos resultados obtidos na ferramenta admetSAR é
possivel inferir que o composto apresenta boa biodisponibilidade, ndo apresenta
toxicidade e ndo é carcinogénico, além de apresentar baixa promiscuidade inibitéria
de enzimas do citocromo, resaltando que esses dados foram obtidos de forma tedrica

sendo necessario estudos adicionais.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que o 6leo essencial de
Gaultheria procumbens promoveu uma baixa citotoxicidade para o tipo sanguineo A e
de baixa a moderada para a maioria das concentracdes testadas no diferentes tipos
sanguineos (B e O). Com relacdo ao estudo das propriedades farmacoldgicas e
toxicoldgicas tedricas do constituinte majoritario do 6leo essencial de Gaultheria
procumbens, o salicilato de metila, utilizando uma metodologia in silico através de uma
ferramentas computacional o Pass online e o admetSAR, observou-se que de forma
tedrica demonstrou ser um composto que possui varios possiveis efeitos bioldgicos

sobre o corpo humano, bem como boa biodisponibilidade e baixo risco de toxicidade.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

B

X/
L X4

X/
L X4

O Oleo essencial de Gaultheria procumbens apresenta uma potente atividade
antifangica in vitro contra diversas cepas de Candida, em especial contra cepas

de C. albicans;

E que essa atividade antifungica é de natureza fungicida;

Quando associado a anfotericina B (antifangico utilizado clinicamente), o 6leo
essencial de Gaultheria procumbens promove um efeito predominantemente

modulador, frente as cepas de C. albicans testadas;

O dleo essencial de Gaultheria procumbens promoveu uma baixa citotoxicidade
para o tipo sanguineo A e de baixa a moderada para a maioria das

concentracdes testadas no diferentes tipos sanguineos (B e O)

O estudo in silico do constituinte majoritario do 6leo essencial de Gaultheria
procumbens, o salicilato de metila, demonstrou de forma teorica ser um
composto que possui Varios possiveis efeitos bioldgicos sobre o corpo humano,

bem como boa biodisponibilidade e baixo risco de toxicidade.
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O

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E TOXICOLOGICA DE PRODUTOS NATURAIS E
SINTETICOS BIOATIVOS

Pesquisador: CASSIO ILAN SOARES MEDEIROS

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 76271917.8.0000.5181

instituigdo Proponente: CENTRO EDUCACIONAL DE ENSINO SUPERIOR DE PATOS LTDA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.373.249

Apresentagao do Projeto:

De acordo com o proponente: "ESTUDO QUANTITATIVO E QUALITATIVO DE EXTRATOS E FASES DE
DIFERENTES ESPECIES DE PLANTAS, BEM COMO DE COMPOSTOS ISOLADOS DE ORIGEM
NATURAL E SINTETICO. NESTE ESTUDO, SERA REALIZADOS ENSAIOS DE ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E ENSAIOS TOXICOLOGICOS EM ERITROCITOS HUMANOS. TAMBEM SERA
AVALIADO A ATIVIDADE MUTAGENICA EX-VIVO EM CELULAS DA MUCOSA ORAL".

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

Avaliar as atividades antioxidantes e hemoliticas dos compostos bioativos estudados.

Objetivo Secundario:

Verificar a capacidade antioxidante desses compostos bioativos;+*Avaliar a atividade hemolitica desses
compostos bioativos em eritrocitos humanos oriundos de sangue dos tipos A, B e O.<Avaliar a atividade
genotdxica desses compostos bioativos frente a células da cavidade oral.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Apresentam-se de acordo com os termos previstos pelas RESOLUCOES 466/2012 e 510/2016.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:
Verifica-se direcionamento metodologico adequado a realizagdo de um trabalho com relevancia
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Continuacdo do Parecer: 2.373.249

académica, cientifica e social.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Apresentam-se de acordo com os termos previstos pela NORMA OPERACIONAL 001/2013.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Cumpridas as pendéncias langadas no parecer anterior, nos posicionamos de maneira Favoravel a
realizagao do trabalho.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Com base nos parametros estabelecidos pela RESOLUCAO 466/2012 do CNS/MS regulamentando os
aspectos relacionados a ETICA ENVOLVENDO ESTUDOS COM/EM SERES HUMANOS, o Comité de Etica
em Pesquisa das Faculdades Integradas de Patos considera que o protocolo em questio esta devidamente
APROVADO para sua execugao.

Este documento tem validade de CERTIDAO DE APROVAGAO para coleta dos dados propostos ao estudo.
Destacamos que a CERTIDAO PARA PUBLICAGAO s6 sera emitida apos a apresentagdo do RELATORIO
FINAL do estudo proposto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

Cronograma CRONOGRAMA.doc 07/11/2017 |Flaubert Paiva Aceito
18:25:07

Orgamento ORCAMENTO.doc 07/11/2017 |Flaubert Paiva Aceito
18:23:38

Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 01/11/2017 Aceito

do Projeto ROJETO 985408.pdf 22:36:45

TCLE/Termos de | TCLE.pdf 01/11/2017 |CASSIO ILAN Aceito

Assentimento / 22:36:12 |SOARES

Justificativa de MEDEIROS

| Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_de_toxicidade_Versao_final.doc| 01/11/2017 |CASSIO ILAN Aceito

Brochura X 22:35:43 |SOARES

Investigador MEDEIROS

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 11/09/2017 |CASSIO ILAN Aceito
20:58:31 | SOARES
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