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Resumo

Dentre as infeccbes flngicas que acometem seres humanos, a candidiase apresenta muita
relevancia, tendo a Candida albicans como o agente etiol6gico mais comum. Porém,Candida
parapsilosis e Candida tropicalis também tém emergido como causadoras de candidiase.
Nativa da mata atlantica brasileira, a Libidibia ferrea € uma planta que tem sido estudada por
sua capacidade de controle microbiolégico. Portanto, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar a atividade antifangica de L. ferrea sobre C. parapsilosis, C. albicanse C. tropicalis.
A capacidade antifungica dos extratos etandlicos de L. ferrea foi analisada por meio do
método de macrodiluicdo seriada, no qual identificou-se inibi¢do na concentracdo maxima
testada, a partir de 1,3% de rendimento do extrato. O teste de sensibilidade em placas mostrou
inibicdo do crescimento de C. albicans e C. tropicalis na maior concentracdo testada,
enquanto a inibicdo de C. parapsilosis foi observada de maneiradose-dependente a partir de
0,5mg/mL do extrato etandlico de L. ferrea. A capacidade antifungica também foi avaliada
por meio dos discos de difusdo, dos quais ndo se observou inibicdo do crescimento de C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis em nenhuma das concentracdes realizadas. Além
disso, foi realizado o teste de sinergismo entre o extrato e antifungicos utilizados, observando
acao sinérgica do extrato com fluconazol sobre as placascontendo C. parapsilosis, mas sem
alteracOes sinérgicas ou antagbnicas sob as demais espécies.

Palavras-chave: Candida ssp; Candidiase; Libidibia ferrea; Plantas medicinais.



Abstract

Candidiasis among the fungal infections that affect humans presents, with Candida albicans as
the most common etiologic agent, however Candida parapsilosis and Candida tropicalis have
emerged as causes of candidiasis episodes. Native to the Brazilian Atlantic Forest, a Libidibia
ferrea, is a plant that has been studied for its microbiological control capacity. The present work
aims to evaluate an antifungal activity of L. ferrea on C. parapsilosis, C. albicans and C.
tropicalis. The evaluation of the antifungal capacity of the ethanolic extracts of L. ferrea was
done using the method of serial macrodilution, and inhibition was identified in the maximum
concentration tested, from 1.3% of the extract yield, according to the sensitivity test in plates.
The antifungal capacity will be assessed using the broth dilution test and the diffusion disc
method. In addition, an analysis of the synergism between the extract and antifungals
traditionally used will be carried out. Thus, it is expected that the ethanolic extract of L. ferrea
will inhibit the growth of Candida ssp cells, thus generating a candidate for antifungal in
association with conventional treatment or in monotherapy.

Keywords: Candida ssp; Candidiasis; Libidibia ferrea; Medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

A candidiase é uma infecdo fungica oportunista causada por fungos do género Candida
que pode se apresentar localizada ou sistémica. Consiste em uma extensa variedade de
sindromes clinicas, ocasionadas por, aproximadamente, 200 espécies diferentes de leveduras,
que vivem normalmente nos mais diversos nichos corporais (SILVA et al.,2019).

O género Candida tem como caracteristicas espécies com aspecto morfologico
leveduriforme, unicelulares, com parede fina e ovoides que, em grande parte das espécies,
forma pseudo-hifas e hifas e sdo capazes de se reproduzir por meio de brotamento, seu
aglomerado forma coldnias, que possuem como caracteristicas macroscépicas uma coloracao
branca a creme e uma superficie lisa ou rugosa (LOPES, 2018).

Varias espécies de Candida s&o caracterizadas como colonizadoras, desta forma, ndo séo
capazes de causar infeccBes a ndo ser que haja um desequilibrio no sistema imune ou fatores
externos, como 0s antimicrobianos, que podem alterar a microbiota normal (CAMPOS et
al.,2019). Portanto, a candidiase esta extremamente relacionada com a resposta imunolégica do
paciente. A Candida albicans é a espécie que causa a maior quantidade de infec¢des superficiais
e invasivas no ser humano e em diversas topografias anatdbmicas. Porém, outras espécies
também estdo associadas com essas infeccdes, bem como: Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, entre outras (COLOMBO et al, 2003). As manifestacdes clinicas também variam,
podendo apresentar-se na forma mucocutanea, cutanea a e sistémica (LOPES, 2018).

A candidiase atualmente tem se tornado uma doenga cada vez mais prevalente. A cada 10
mil pacientes internados em hospitais com alto risco, cerca de 5 a 10 desenvolverao candidiase,
sendo que de 35 a 50% dos pacientes podem chegar a 6bito (VERONESI, 2015). Devido a sua
grande diversidade de espécies aproximada de duzentas, os individuos estdo consideravelmente
suscetiveis a apresentar infeccdes fungicas, com destaque a C. albicans (COLOMBO et al,
2003). Entretanto, diante do cenério atual, devido ao uso recorrente de terapia antifungica
profilatica, empirica e preventiva essa espécie tem se tornado mais resistente abrindo espago
para outras espécies como a C. parapsilosis, e a C. tropicalis (VERONESI, 2015).

A farmacologia convencional para o tratamento de Candida spp. é a Anfotericina B, que
é altamente eficaz para qualquer espécie desse grupo. Contudo, esse farmaco apresenta muitos
efeitos colaterais no ser humano, como hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e mesmo a flebite,
no local de aplicacdo. Sendo assim, caso esses efeitos ndo consigam ser tolerados pelos
pacientes, tem-se uma segunda opc¢éo de tratamento, que seria a Fluconazol, medicamento que
apresenta menor toxidade, mas que também apresenta menor eficacia (GOLAN, 2009).
Verificou—se uma acelerada selegdo de individuos resistentes do género Candida a esse



farmaco, devido a capacidade mutagénica da proteina p450, alem disso, a interacdo
medicamentosa do Fluconazol pode levar a grandes prejuizos. (GOLAN, 2009).

Diante do exposto, € possivel perceber a necessidade crescente da busca por novos
farmacos ou candidatos a farmacos no combate as infecgdes causadas por representantes do
género Candida, que o facam de forma mais efetiva e menos tdxica. Varios estudos ja vém
sendo realizados nesse sentido, com agentes naturais que demonstraram capacidade antiflngica,
como Aloe vera, Calendula officinalis, Curcuma longa, Zingiber officinale, Dioscorea
bulbifera, Apis melifera, Arctium lappa L., Stryphnodendron adstringens, Coville eTabebuia
avellanedae, e Lorentz ex griseb, entre outros (GAZIM et al., 2007).

Nesse interim, L. ferrea, popularmente conhecida como Jucé ou pau-ferro, pertence a
uma das maiores familias botanicas, as Fabaceae, adquiriu relevancia. E uma planta bastante
utilizada na medicina popular devido aos seus frutos que possuem agdo contra diabetes e
anemia, além da atividade anticancerigena (CAVALHEIRO et al., 2009). Possuem flavonoides
gue conferem caracteristicas anti-inflamatdrias, os taninos com acéo antisséptica e cicatrizante,
e as cumarinas que sdao as principais responsaveis pela acdo antibacteriana e antifingica
(PEREIRA et al., 2006).

Desta forma, diante do aumento de pacientes imunocomprometidos e o aparecimento de
isolados resistentes e multirresistentes que tornam os farmacos cada vez mais ineficazes contra
0 agente causador, somado a alta toxicidade dos antiflingicos existentes e das diversas reacdes
adversas que esses farmacos podem causar é de extrema importancia a busca por novas terapias
eficazes e menos tdxicas contra as diversas espécies do género Candida.

Sendo assim, esse estudo avaliou se o extrato etanolico de L. férrea possui atividade

antiproliferativa contra células de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar se o extrato etandlico de L. Férrea possui atividade antiproliferativa contra
celulas de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis.
2.2 Objetivos especificos
Obter o extrato etanolico de L. ferrea;
Fracionar o extrato bruto da L. ferrea obtido;
Avaliar a influenciada L. ferrea contra células de C. albicans
Avaliar a influenciada L. ferrea contra células de C. parapsilosis
Avaliar a influéncia da L. ferrea contra células de C. tropicalis
Identificar a atividade sinérgica/antagdnica do extrato da L. ferrea com drogas

tradicionalmente utilizadas
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Candidiase

A candidiase é uma infecdo fungica oportunista que pode se apresentar localizada
estando presente na microbiota normal da pele, do trato gastrintestinal e geniturinario, ou
também se desenvolver sistemicamente, podendo ser considerada de acordo com sua origem
como endogena, quando oriunda da microbiota ou exdgena como no caso das infecgdes
sexualmente transmissiveis (ISTs) (DE PAULA BARROS, 2018). Consiste em uma extensa
variedade de sindromes clinicas causadas por fungos do género Candida, constituido de
aproximadamente 200 espeécies diferentes de leveduras, que vivem normalmente nos mais
diversos nichos corporais (SILVA et al., 2019).

O género Candida tem como caracteristicas morfologicas seres leveduriformes,
unicelulares, medindo aproximadamente de 2 a 6um de paredes finas e ovoides que em grande
parte das espécies forma pseudo-hifas e hifas, seu aglomerado forma coldnias, que possuem
como caracteristicas uma coloracéo branca a creme e uma superficie lisa ou rugosa (LOPES,
2018).

Vérias espécies de Candida sdo caracterizadas como colonizadores, desta forma, ndo
sdo capazes de causar infeccdes a ndo ser que haja um desequilibrio no sistema imune ou fatores
externos, como 0s antimicrobianos, que podem alterar a microbiota normal do individuo
(CAMPOS et al.,2019). Portanto, a candidiase esta extremamente relacionada com a resposta
imunoldgica do paciente.

Desta forma, por ser uma infecgdo oportunista que se aproveita da deficiéncia do sistema
imunoldgico, varios individuos se enquadram no grupo de alto risco, dentre eles: individuos
com neoplasia hematologica, neutropenia, usuarios previos de agentes citotoxicos e
corticosteroides, ja dentre os pacientes internados nas unidades de terapia intensiva (UTI),0 uso
de antimicrobianos de amplo espectro, cateteres intravenosos e ureterais, procedimentos
cirargicos previos, insuficiéncia renal e nutricdo parenteral podem agravar muito o risco de
infeccdo por Candida (VIANA et al.,2019).

A infeccdo por Candida acomete, preferencialmente, os extremos etarios sendo eles, as
criangas e as pessoas mais idosas, em uma taxa de 5% dos recém-nascidos e 10% dos pacientes
idosos com saude prejudicada. Além dos extremos etarios outro grupo que se tornou bastante
prejudicado com o avanco da candidiase foi o das pessoas com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), visto que o sistema imune ja se apresenta deficitario, contribuindo para

infeccdo gerada pelo microrganismo (GOULART et al.,2018).
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As manifestacdes clinicas presentes em individuos que foram infectados por fungos do
género Candida podem ser divididas em basicamente trés tipos: mucocutanea, cutanea e
sistémica. A candidiase mucocutanea acomete a cavidade oral e o canal vaginal, além de ser
considerada a forma mais comum dentre os seres humanos, esse tipo de manifestacéo é pioneira
em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) principalmente com o
aparecimento da candidiase orofaringea (DE ALMEIDA FREIRE et al., 2019). A candidiase
cutanea acomete principalmente areas imidas do corpo como: espacos interdigitais, regides das
mamas, axilas, pregas das virilhas e debaixo de unhas. A forma disseminada da candidiase é
rara e considerada a mais perigosa delas podendo ser fatal, ocorre em pacientes terminais com
doencas debilitantes, neoplésicas, doencas imunossupressoras, podendo acometer diferentes
orgaos como: pulmdes, meninges, rins, bexiga, articulacées, figado, coracédo e olhos (LOPES,
2018).

3.1.1. Candida albicans; Candida parapsilosis; Candida tropicalis

O reino Fungi possui 6 filos, dos quais quatro sdo de importancia médica:
Basidiomycota, Ascomycota, Zygomycota e Deuteromycota. Geralmente, os fungos de
importancia médica apresentam dimorfismo e pertencem ao filo Deuteromycota. Dessa forma,
dentro da divisdo Deuteromycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe Deuteromycetes, ordem
Criptococcales, familia Criptococacceae, encontra-se os fungos do género Candida que,
englobam aproximadamente duzentas espécies, entre elas: C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis (TRABULSI, 1996).

Os fungos sao seres vivos eucariontes, heterotroficos e que podem ser saprofiticos e
oportunistas. SAo majoritariamente, aerobios obrigatorios. Apresentam parede celular composta
por quitina, complexos polissacarideos e proteinas. Alguns fungos armazenam glicogénio
(TRABULSI, 1996).

Os fungos possuem variadas formas fisicas de apresentacdo, podendo ser: leveduras
(possuindo somente um nucleo, de consisténcia pastosa e permanente em forma vegetativa), e
bolores (filamentos multicelulares em forma de tubo). Tais filamentos s&o chamados de hifas
e, 0 conjunto dessas, micélio (TRABULSI, 1996).

A maioria dos fungos apresenta reproducdo assexuada da expansdo do micelio por meio
de brotamento, gemulacgéo ou fissdo binaria. Tais fungos sdo constituidos por hifas septadas que
se multiplicam apenas por esporos assexuais chamados conidios, dos quais se observou
reproducédo sexuada (JAWETZ et al., 1988).
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As caracteristicas morfoldgicas especificas bem como os fatores de viruléncia dos
fungos C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, estes dois ultimos denominados Candida
Né&o-albicans (NCAC) ainda ndo estdo totalmente esclarecidas, porém, caracteristicas
morfoldgicas, epidemioldgicas, bioquimicas e patogénicas j& conseguem diferencia-los e
conferi-los as suas caracteristicas particulares (SILVA et al., 2011).

A morfologia da C. albicans é considerada polimorfica, uma vez que consegue
apresentar-se por hifas (estruturas delimitadas por septos estruturais do fungo) e/ou pseudo-
hifas (estrutura que tem aspecto de hifa, mas ndo é verdadeiramente septada) (SILVA et al.,
2011). Essa habilidade néo esta presente, por exemplo, nas Candida ndo-albicans (NCAC) em
questdo, uma vez que a C. parapsilosis produz somente pseudo-hifas de aspecto curvado e
muito grande, sendo denominada de “célula-gigante”, enquanto C. tropicalis produzem
blastoporos ovais, comprovadamente. Porém, ainda existem estudos inconclusivos no que diz
respeito a producdo de hifas ou pseudo-hifas por parte da C. tropicalis (SILVA et al., 2011).

A bioguimica constituinte desse grupo de Candida também é um pouco distinta. Nesse
aspecto, esses fungos, paradoxalmente, aproximam-se e distanciam-se no que tange a
fermentacdo e assimilacdo de aclcares. Enquanto C. tropicalis e C. parapsilosis fermentam
acucares como a sacarose, a C. albicans assim ndo o faz, mesmo tendo alta capacidade de
fermentacao e assimilacdo de diversos aclcares. Porém, C. parapsilosis ndo fermenta maltose,
enquanto C. albicans e C. tropicalis ja possuem essa capacidade (SILVA et al., 2011).

A patogenicidade dos fungos é mais bem esclarecida sob andlise dos fatores de
viruléncia, representados pelos elementos do fungo que interagem com as células de defesa do
hospedeiro (DEORUKHKAR et al., 2014). Os elementos potencialmente estudados incluem,
principalmente, a forma de adesdo realizada por cada fungo, uma vez que este evento € 0 que
mais sustenta a persisténcia desse microrganismo no hospedeiro, além de ter a capacidade de
formacgé@o de biofilmes nos equipamentos hospitalares, evento de significativa importancia
clinica (SILVA et al., 2011).

A garantia da adesdo depende de alguns fatores, dentre os principais a presencga de
proteinas da parede da celula, denominadas adesinas, e propriedades fisico-quimicas da
superficie celular (SILVA et al., 2011). Tais proteinas sdo codificadas por alguns genes, que se
diferem em cada espécie de Candida em analise, conferindo, portanto, um padréo
minuciosamente distinto. Em C. albicans, as adesinas sdo, majoritariamente, codificadas pelo
ELA (gene de sequéncia semelhante a aglutinina). Alguns estudos de bioinformatica sugeriram

que, outros genes estdo presentes em C. parapsilosis, capazes de codificar cinco proteinas
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Acetolactato Sintases (ALS) e seis para Proteina Ancorada em Glicosilfosfatidilinositol (PGA
30) (SILVA et al., 2011).

A patogenicidade da C. tropicalis se difere consideravelmente no padrdo de
identificacdo, feito pela anélise de Western blot com anticorpos anti-AlS (Inibidores das
Acetolactato Sintases). Desse modo, foram identificadas outras trés proteinas de superficie,
porém, ndo ha estudos complementares que garantem uma identificacdo certeira dessas
proteinas (SILVA et al., 2011).

3.1.2. Epidemiologia

A epidemiologia da candidiase mostra que para cada 10 mil pacientes internados de alto
risco, 5 a 10 desenvolverdo candidiase. Esses dados representam de 8 a 10% das infeccGes
hospitalares de corrente sanguinea, dos quais, em torno de 35 a 50% dos pacientes chegardo ao
6bito (VERONESI, 2015).

A Candida albicans €é a espécie que causa a maior quantidade de infeccGes superficiais
e invasivas no ser humano. No entanto, outras espécies também podem causar infeccGes, porém
com uma taxa menor, dentre elas estdo: Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida lusitaniae e Candida guilliermondii (COLOMBOet al,
2003)

A maioria dos casos de candidiase é causada pela C. albicans representando cerca de 50
a 70% dos casos de doenca invasiva. Nas Ultimas duas décadas ocorreu uma tendéncia de
mudanca para 0 aumento do numero de casos de candidiase causada por espécies nao albicans,
em especial: a C. parapsilosis, e a C. tropicalis (VERONESI, 2015).

A mudanca desse cenario se embasa no aumento da sobrevida de pacientes gravemente
doentes e com doengas imunossupressoras, além de uso recorrente de terapia antifungica
profilatica, empirica e preventiva. A distribuicdo da frequéncia de ocorréncia das espécies de
Candida causadores de candidiase varia em cada pais/continente e suas caracteristicas
regionais, principalmente relacionadas com a eficiéncia dos cuidados oferecidos aos pacientes
nos hospitais. A candidiase € uma infeccdo associada aos cuidados a saude de pacientes
hospitalizados (VERONESI, 2015).

A epidemiologia evidencia C. albicans com uma alta incidéncia e prevaléncia nas
infeccdes nosocomiais em pontas de cateter e contaminagdes de materiais hospitalares, sendo,
portanto, mais prevalente em infec¢des nosocomiais (SILVA et al., 2011), diferentemente de
pacientes neonatos, receptores de transplantes e pacientes em nutricdo parenteral, que

apresentaram um maior percentual de infeccdo por C. parapsilosis (TROFA et al., 2008). A
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incidéncia de infeccdo por C. tropicalis € a segunda maior em pacientes hospitalizados, sob
condi¢cdes de imunossupressdo da microbiota intestinal, bem como quadros de doencas
malignas e neutropenia (COLOMBO et al., 2007).

3.1.3. Fisiopatologia

O fungo produz adesinas funcionalmente distintas que fazem a mediagao da aderéncia
as células hospedeiras e contribuem para a viruléncia. Essas adesinas incluem uma proteina
semelhante a integrina (que se liga ao fibrinogénio, fibronectina e laminina), uma proteina que
se liga as células epiteliais, e varias aglutininas que se ligam as células endoteliais ou a
fibronectina. A adesdo é um importante determinante do grau de viruléncia. A expressdo
diferente de cada adesinas faz com que receptores distintos trabalnem no reconhecimento de
cada situacdo (KUMAR et al, 2010).

A Candida produz numerosas enzimas que contribuem para a capacidade invasiva, que
invadem o tecido através da degradacdo de proteinas da matriz extracelular, e catalases, que
permitem que o organismo resista a morte oxidativa pelos macréfagos e neutréfilos (KUMAR
et al, 2010).

A fagocitose seguida pela morte oxidativa é considerada a primeira linha de
defesa para o fungo em questdo. Em individuos com neutropenia ou defeitos na Nicotinamida
Adenina Dinucleotido Fosfato (NADPH) oxidase ou mieloperoxidase, o risco de falha desse
mecanismo € ainda maior. As formas filamentosas podem escapar de fagossomos e entrar no
citoplasma e proliferarem, ativando as células dendriticas através de mdltiplas vias, como por
exemplo, a B-1,3-glicanos expressa pela levedura unem-se a dectina nas células dendriticas e
induzem a producdo de Interleucina seis (IL-6) e Interleucina vinte e trés (IL-23), o que
promove as respostas dos Linfocitos T CD4" helperl7(Tul7) que, por sua vez, recrutam
neutréfilos e mondcitos (KUMAR et al, 2010).

3.1.4. Tratamento convencional

Fluconazol é, hoje em dia, 0 agente antifingico mais amplamente utilizado. E um
triazolico hidrofilico, disponivel em formulacGes oral e intravenosa. Sua biodisponibilidade na
forma oral € de quase 100%, e, ao contrario do Cetoconazol e do Itraconazol, sua absor¢éo nao
é influenciada pelo potencial hidrogeniénico (pH) gastrico. Quando absorvido, consegue fazer
difusdo livre no liquido cefalorraquidiano (LCR), urina, escarro e saliva, sendo excretado

primariamente pelos rins. Como apresenta poucos efeitos adversos e consegue atravessar a



15

barreia hematoencefalica, o Fluconazol é o farmaco de primeira linha para tratamento de
candida sisttmica e meningite criptococica (ALIKHAN; TAYLOR; ARMSTRONG, 2009).

Verifica-se rdpido desenvolvimento de resisténcia fangica ao Fluconazol,
particularmente com espécies de Candida, o0s patdgenos mais notaveis quanto ao
desenvolvimento de resisténcia (p. ex., C. glabrata), devido a capacidade de incluirem
mutacdes enzimaticas da proteina p450 (enzimas do citocromo CYP), além de expressarem
proteinas de efluxos, capazes de eliminar o fa&rmaco do meio intracelular (ALIKHAN;
TAYLOR; ARMSTRONG, 2009).

O Fluconazol é capaz de interagir com outros farmacos, podendos aumentar niveis
plasmaticos de amitriptilina, ciclosporinas, fenitoina e varfarina, ou reduzir de outros, como a
carbamazepina, isoniazida e fenobarbital. Seus efeitos colaterais estdo mais relacionados com
alteragbes do trato gastrointestinal, como nauseas, vomitos, dor abdominal e diarreia,
acometendo cerca de 10% dos pacientes. Além disso, podemos citar alopecia reversivel com
terapia oral e, em casos mais raros, foram relatados casos e sindrome de Stevens-Johnson e
insuficiéncia hepatica (ALIKHAN; TAYLOR; ARMSTRONG, 2009).

A Anfotericina B é claramente uma droga muito potente contra Candida spp. estando
na toxidade renal e hematoldgica a sua maior limitagdo. O Fluconazol é uma droga vastamente
utilizada com eficacia comprovada para inimeras situacées clinicas. Com relacdo as infecGes
graves e candidemias, especialmente por conta da diminuicdo da sensibilidade de algumas
espécies de Candida aos azdis e 0 aumento da incidéncia de espécies ndo Candida ndo-albicans,
as equinocandidas sdo atualmente fortemente recomendadas (MAGRI, 2018).

A duracdo do tratamento da candidiase varia com o tipo de manifestacdo clinica. Para a
candidemia ndo complicada, deve-se manter o tratamento por 14 dias apds a negativacdo da
hemocultura. A mudanca do tratamento para VO pode ser considerada depois de pelo menos
10 dias de terapia intravenosa (MAGRI, 2018).

A Anfotericina B atua mediante a ligacéo ao ergesterol, com ruptura da estabilidade da
membrana dos fungos. Tanto seu efeito terapéutico quanto sua toxicidade estdo relacionados
com a afinidade pelos esterdis das membranas plasmaticas. Felizmente, a afinidade da
Anfotericina B pelo ergosterol € 500 vezes maior do que sua afinidade pelo colesterol. A ligacao
da Anfotericina B ao ergosterol produz canais ou poros que alteram a permeabilidade da
membrana do fungo e viabilizam o extravasamento de constituintes celulares essenciais,
acarretando finalmente a morte da célula. A concentracédo de ergosterol associado a membrana
em determinada espécie de fungo determina se a Anfotericina B sera fungicida ou fungistatica
para essa espécie (ALIKHAN; TAYLOR; ARMSTRONG, 2009).
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A resisténcia a esse farmaco, apesar de menos frequente do que a de outros agentes
antifangicos, € atribuivel a reducdo no contetido de ergosterol da membrana fungica. Além de
sua atividade na formacdo de poros, Anfotericina B parece desestabilizar as membranas dos
fungos mediante geracdo de radicais livres toxicos, com oxidacdo do farmaco (ALIKHAN;
TAYLOR; ARMSTRONG, 2009).

A toxicidade da Anfotericina B limita seu uso clinico. Seus efeitos adversos sao
divididos em trés grupos: reacoes sistémicas imediatas, efeitos renais e efeitos hematologicos.
ReacOes sisttmicas podem incluir “tempestade de citocinas”, em que a Anfotericina B
desencadeia liberacdo de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) ¢ interleucina-1 (IL-1) das
células do sistema imune do hospedeiro. Por sua vez, TNF-a e IL-1 provocam febre, calafrios,
tremores musculares e hipotensdo nas primeiras horas apos a administracdo do farmaco. Em
geral, essas respostas podem ser minimizadas ao diminuir a taxa de administragdo do
medicamento ou mediante pré-tratamento com agentes antipiréticos (p. ex., paracetamol,
agentes anti-inflamatorios ndo esteroidais-AINEs, ou hidrocortisona) (ALIKHAN; TAYLOR;
ARMSTRONG, 2009).

A toxicidade renal de Anfotericina B constitui evento adverso grave, cujo mecanismo
ndo é conhecido, mas pode estar relacionado com vasoconstri¢do de arteriolas aferentesmediada
por anfotericina, resultando em isquemia renal. Com frequéncia, a toxicidade renal é fator
limitante na determinacdo do grau de resposta terapéutica a anfotericina B. Pode ser necessario
suspender temporariamente a terapia se 0 nivel sanguineo de ureia ultrapassar 50 mg/d€, ou se
o nivel sérico de creatinina for superior a 3 mg/de. (Ureia e creatinina sdo medidassubstitutas da
funcdo renal.) Podem ocorrer acidose tubular renal, cilindraria (cilindros de células renais na
urina) e hipopotassemia a ponto de exigir reposicao eletrolitica. O tratamentocom Anfotericina
B tem de ser interrompido imediatamente ap0s desaparecimento dos sintomas agudos do
paciente, a fim de evitar o desenvolvimento de toxicidade renal. (ALIKHAN; TAYLOR,;
ARMSTRONG, 2009).

A toxicidade hematoldgica da Anfotericina B também é comum, e a anemia é
provavelmente secundaria a producdo diminuida de eritropoetina. As toxicidades renal e
hematologica do farmaco sdo cumulativas e estdo relacionadas com a dose. As medidas
terapéuticas passiveis de minimiza-las consistem em evitar 0 uso de outros farmacos
nefrotdxicos, como aminoglicosideos e ciclosporina, e manter o estado de euvolemia para
proporcionar perfusdo renal adequada (ALIKHAN; TAYLOR; ARMSTRONG, 2009).
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3.1.5. Uso de plantas medicinais no tratamento de micoses

Devido ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos convencionais, as plantas de uso
medicinal tém sido intensamente estudadas como agentes alternativos para a prevencdo de
doencas e infeccOes. Para isso, ja foram testados muitos extratos eficientes (PACHECO et al.,
2015).

Segundo Bernardes et al. (2010), o extrato das folhas de Aloe Vera é capaz de inibir o
crescimento e a proliferacdo da C. albicans e pode ser usada como um promissor antifungico.
Ainda nesse estudo eles provaram que a babosa € capaz de inibir a formacao de biofilme em
cateteres. Por Gazimet al (2007) também foi testado o potencial antifingico do 6leo essencial
obtido das folhas de Calendula officinalis, que foi capaz de inibir a proliferacdo de 23 amostras
clinicas de Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida guilliermondii, Candida krusei testadas.

Além disso, a Curcuma longa também foi pesquisada quanto ao seu potencial
antifungico em associagdo com Zingiber officinale e Dioscorea bulbifera, e foi capaz de ter
significativo controle antimicrobiano e é uma alternativa de tratamento aos humanos resistentes
aos patogenos (OKIGBO et al., 2009). Ainda sobre o acafrdo, Pacheco et al. (2015), também
descreve seu potencial, demonstrando a folha ter atividade sinérgica com a Anfotericina B e 0
rizoma atividade antagdnica sobre 0 mesmo farmaco.

Propolis, sélvia, caléndula e mamona tiveram sua atividade antiflngica testada a partir
de extratos naturais sobre cepas de C. albicans, concluindo que o extrato de Apis melifera foi o
mais efetivo (MOLINA et al., 2008). Contudo, foi observado que, ocorreu inibi¢do da Candida
Sp no contato com os extratos hidroglicdlicos das plantas Arctium lappa L., Calendula
officinalis L., Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville e Tabebuia avellanedae Lorentz ex
griseb o que vislumbra a possibilidade de desenvolvimento de tratamento complementar, menos
agressivo, de menor custo e sem toxidade, o que possibilitaria melhor qualidade de vidapara
portadoras de candidiase vaginal recorrente ou ndo (GLEHN; RODRIGUES, 2012).

3.1.6. Libidibia ferrea

Libidibia ferrea, popularmente conhecida como Jucéa ou pau-ferro, € uma planta bastante
utilizada na medicina popular devido aos seus frutos que possuem agdo contra diabetes e
anemia, além da atividade anticancerigena. Pertence a uma das maiores familias botanicas as
Fabaceas, sendo uma das mais importantes dos grupos de plantas entre as fanerégamas
(CAVALHEIRO et al., 2009).
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As propriedades medicinais da L. ferrea sdo diversas, dentre essas, tem-se tratamento
de feridas, contusdes, combate a asma e a tosse crénica com o uso da entrecasca. Ja a casca do
caule é usada para emagrecimento e como descongestionante em casos de enterocolite e
diarreia, como, também, para o tratamento de feridas cutaneas e possiveis beneficios para o
sistema cardiovascular (GLAUBER et al., 2013).

O estudo fitoquimico do extrato hidroalcéolico da casca e das folhas e jucé verificou a
presenca de flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esteroides e compostos fenolicos,
sendo os taninos 0s compostos majoritarios do extrato e sdo considerados os responsaveis pela
atividade antidiabética. No caule também foram encontrados a presenca de flavonoides,taninos,
cumarinas, esteroides e derivados antracénicos (SOUZA et al., 2006).

Os flavonoides conferem caracteristicas anti-inflamatorias, os taninos conferem acéao
antisséptica e cicatrizante, j& as cumarinas Sd0 as principais responsaveis pela acao
antibacteriana e antifangica (PAIVA et al., 2015). Quanto a acdo antimicrobiana evidenciou-se
acdo sobre microrganismos do biofilme dental sobre as cepas Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Enterobacter gergoviae (PEREIRA et al., 2006).
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo de carater experimental, de abordagem indutiva .

4.2 Coleta do material vegetal

A coleta das amostras de L. ferrea foi realizada na cidade de Tocantinopolis-TO/Brasil;
coordenadas geograficas latitude 06°19'46" sul e a uma longitude 47°24'59"oeste. As amostras
foram identificadas e reconhecidas pelo professor Carlos Melo, botanico e, posteriormente,
armazenadas no Laboratério de Microbiologia da Universidade Evangélica de Goias —
UniEVANGELICA.

Foi utilizado facdo para a coleta, as amostras foram acondicionadas em folhas de jornal,

ao abrigo da luz, para que a secagem pudesse acontecer naturalmente.

4.3 Obtencao dos extratos de L. ferrea

A obtencdo dos extratos de L. férrea foi realizada de acordo com Moraes e
colaboradores (2010) com modificacdes, por se tratar de espécies diferentes de plantas, mas
igualitariamente quanto a marcha analitica. As amostras (secas em temperatura ambiente) de L.
ferrea foram maceradas, apds esse processo, armazenadas em frasco escuro contendo etanol
(proporgéo 1:4), qual o volume final da amostra macerada? mantido sob refrigeracéo.
Posteriormente, esta amostra foi filtrada e seca com auxilio de rotaevaporador. O extrato
resultante foi armazenado em um frasco &mbar ao abrigo da luz, a 4°C (COSTA, 2013).

As amostras das folhas de Libidibia férrea foram pulverizadas em mixer, totalizando
30,42 g, conforme se observa na figura 01, e posteriormente colocadas em contato com 400 ml

de alcool 99% para maceracéo (figura 02) por 24 horas.
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Figura 01. Pulverizacdo folhas Libidibia ferrea utilizando mixer.

Fonte: os autores

Figura 02. Maceracdo da amostra pulverizada com alcool.
Fonte: os autores
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Logo apos o extrato etandlico foi filtrado, conforme se observa na figura 03, e colocado
em um becker o qual foi envolvido com papel aluminio (ao abrigo da luz) e colocado na
geladeira (4°C). No periodo que antecedeu 0s experimentos, o extrato obtido foi colocado em
um bal&o do tipo pera de 100 ml e encaixado no rotaevaporador e vedado com um parafilme,
em seguida foi imerso em dgua com uma temperatura de 45 graus Celsius e com uma rotacao
de 64 rotacdes por minuto que apds 1 hora foi mudado para 80 rotacGes por minuto, para que
todo o alcool fosse retirado. No primeiro dia o procedimento de rotaevaporacdo comegou as
10:20 e terminou as 16:30, ja no dia seguinte ficou das 8:00 as 10:00 e assim foi obtido o extrato
da planta com todo o alcool evaporado apds 8 horas total de secagem, como visto nas figuras
04 e 05.

2 a Vd
Figura 03. Filtracdo do extrato obtido.
Fonte: os autores
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Figura 04. Secagem da amostra em rotaevaporador.

Fonte: os autores

Figura 05. Extrato pronto, apds retirada de todo alcool presente.

Fonte: os autores

4.4 Cultivo e manutencao do fungo

Para a realizacdo do cultivo, as cepas de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis
ATCC (American Type Culture Collection - 2019) foram cultivadas em meio Agar Sabouraud
Dextrose (Peptona 10g/L; Dextrose 40g/L; Agar 15g/L). As cepas foram mantidas em estufa a
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36°C por 72 horas, quando foram submetidas a experimentacdo ou novo repique (MENEZES

etal., 2012).

4.5 Teste de sensibilidade em placas

Para o teste de sensibilidade em meio sélido, amostras contendo um nudmero de
10%células de C. albicans, C. parapsilosis, e C. tropicalis com trés dias de crescimento em
30mL de agar nutriente suplementado com glicose, foram transferidas para novas placas que
contenham o mesmo meio de cultura somado aos extratos de L. ferrea em diferentes
concentragdes. As placas foram incubadas por trés dias a 36°C antes de serem fotografadas, de
acordo com Betoni et al. (2006) com modificagdes, por se tratar de espécies diferentes de
microrganismos, seguindo-se 0s preceitos metodoldgicos, com excecdo do tempo de cultivo

antes da fotografia (3 dias ao invés de 24 horas).

4.6 Teste de sinergismo

Para o teste de sinergismo, foram placas-controle contendo os extratos de L.ferrea, além
de placas-controle com drogas conhecidas (Fluconazol 30 mg/mL). As placas de teste, para
avaliacdo da atividade sinérgica entre extratos etandlicos de rizoma e folha de L. ferrea em
combinacdo com fluconazol, foram construidas em triplicatas bioldgicas, sendo utilizadas as
mesmas concentragdes T1 (0,25 mg/ml), T2 (0,50 mg/ml) e T3 (1,0 mg/ml) dos extratos da
planta, bem como de fluconazol das placas-controle. As placas foram incubadas por trés dias a
36°C antes de serem fotografadas, segundoBetoni et al. (2006) com modificacOes, por se tratar
de espécies diferentes de microrganismos,seguindo a mesma marcha analitica, com excecdo do

tempo de cultivo antes da fotografia (3 dias ao invés de 24 horas).

4.7 Teste de sensibilidade por disco de difuséo

Discos de papel esterilizados (diametro de 6 mm) foram embebidos previamente no
extrato obtido da planta em diferentes concentragdes. Posteriormente, foram inoculados 1,5x108
células/mL de C. albicans, C. parapsilosis, e C. tropicalis em placas de meio nutriente e, em
seguida, os discos foram retirados dos tubos com uma pinga esterilizada e colocados sobre as
placas Petri contendo 0 meio. As placas foram incubadas em estufa, a 36°C por trés dias e, ap0s
esse periodo foram mensurados os halos de inibi¢cdo do crescimento, em milimetros, com o
auxilio de um paquimetro (BAUER et al., 1966, NCCLS, 2002).
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S. RESULTADOS

5.1 Rendimento do extrato
Depois do periodo de secagem as folhas de L. ferrea foram pulverizadas e em seguida feita a

pesagem e o célculo do rendimento (Quadro 1).

Quadro 1. Obtencdo de extrato de L. ferrea.

Espécie Extrato Massa(g) EE(g) Rendimento

Libidibia ferrea Folha 30,429 17,45 5,3%

EE: Extrato etandlico
Desse modo para 30,42 g de folhas, o percentual de rendimento de extrato foi de 5,3%.

5. 2 Teste de Sensibilidade de Placas

Amostras contendo 1x10* como concentragdo de células fungicas foram inoculadas em
meio &gar nutriente suplementados com o extrato de L. ferrea nas concentra¢ées 0,250 mg/mi
(T1), 0,50 mg/ml (T2) e 1,00 mg/ml (T3) e essas concentragdes foram escolhidas de acordo
com o estudo de Luna et al (2020).

Levando-se em consideragdo a placa controle, os resultados mostram que o crescimento
de C. albicans (Figura 6) e C. tropicalis (Figura 7) foi inibido de maneira significativa na maior
concentragdo testada (1,00 mg/ml) do extrato etandlico de L. ferrea.

Para C. parapsilosis (Figura 8) a inibi¢do do fungo se da, conforme observado, de maneira dose
dependente a partir da segunda concentracdo testada, 0,50 mg/ml do extrato etandlico de

Libidibia ferrea, sugerindo uma maior fragilidade de C. parapsilosis sob os efeitos do extrato.

CONTROLE n 12 13

Figura 06. Crescimento de C. albicans em éagar nutriente suplementado com extrato etandlico
de Libidibia ferrea nas concentragdes 0,250 mg/ml (T1), 0,50 mg/ml (T2) e 1,00 mg/ml (T3).
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Figura 07. Crescimento de C. tropicalis em agar nutriente suplementado com extrato etanolico
de Libidibia ferrea nas concentra¢fes0,250 mg/ml (T1), 0,50 mg/ml (T2) e 1,00 mg/ml (T3).

CONTROLE T 12 13

- -

Figura 08. Crescimento de C. parapsilosis em &gar nriente suplementado com extrato
etandlico de L. ferrea nas concentra¢des 0,250 mg/ml (T1), 0,50 mg/ml (T2) e 1,00 mg/ml (T3).

5.3 Teste de sensibilidade por disco de difusao

O teste de sensibilidade por disco de difusdo foi realizado para avaliar a sensibilidade
antifungica do extrato de L. ferrea sobre C. albicans, C. parapsilosis, e C. tropicalis. O
experimento foi realizado através de duas placas Petri contendo meio de cultura Agar nutriente,
onde posteriormente foi inoculado células de C. albicans, C. parapsilosis, e C. tropicalis e
adicionado discos de papel filtro embebidos no extrato da folha em diferentes concentragdes,
sendo elas ,250 mg/ml (T1), 0,50 mg/ml (T2) e 1,00 mg/ml (T3). As placas foram mantidas a
temperatura ambiente, e no terceiro dia foi realizado o memorial fotografico com camera do
celular, sem auxilio de micorscopia eletronica. Levando em consideracdo os halos de inibicao,
os resultados mostram que das concentracdes utilizadas do extrato de L. ferrea, ndo foi possivel
observar a inibicdo do crescimento de C. albicans (Figura9) e C. tropicalis (Figura 10) e C.

parapsilosis (Figura 11), em nenhuma das concentracdes realizadas.
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Figura 9. Crescimento de C. albicans em &agar nutriente suplementado com extrato etandlico
de L. ferrea
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Figura 10. Crescimento de C. tropicalis em &gar nutriente suplementado com extrato etandlico

de L. ferrea.
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Figura 11. Crescimento de C. parapsilosis em &gar nutriente suplementado com extrato

etandlico de L. ferrea.

5.4 Teste de Sinergismo

O teste de sinergismo foi realizado para avaliar possivel interacdo entre o extrato de L.
ferrea e antifingicos convencionais, como o fluconazol. Foram cultivadas placas de teste, para
avaliacdo da atividade entre o extrato em combinacdo com fluconazol 30 mg/ml, construidas
em triplicatas bioldgicas, utilizando as mesmas concentracdes dos extratos da planta, bem como
de fluconazol das placas-controle. As placas foram incubadas por trés dias a 36°C antes de
serem fotografadas.
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Quando comparados com a placa-controle sem nenhum inibidor (Figura 12), 0s
resultados mostram presenca de atividade sinérgica na placa que contém extrato de Libidibia
ferrea e fluconazol no que se remete a inibicdo da proliferacdo de C. parapsilosis, sendo tal
efeito visivel nas concentragdes T2 e T3, com respectivos 0,50 mg/ml (T2) e 1,00 mg/ml (T3)
de extrato, junto a 30 mg/ml de fluconazol.

Ja nas demais espécies, C. Albicans e C. tropicalis, ndo se observou atividade sinérgica

ou antagonica pela interacdo extrato e fluconazol.

CONTROLE CONTROLE FLUCONAZOL n 12 13

e

Figura 12. Teste da atividade sinérgica do extrato etandlico de L. ferrea em combinacdo com
Fluconazol. (A) representacdo de C. Albicans placa controle, controle com fluconazol, e
interacdo entre o extrato de Libidibia e fluconazol nas concentragdes, 0,250 mg/ml (T1), 0,50
mg/ml (T2) e 1,00 mg/ml (T3). (B) representacdo de C. tropicalis placa controle, controle com
fluconazol, e interacdo entre o extrato de Libidibia e fluconazol nas concentra¢des0,250 mg/ml
(T1), 0,50 mg/ml (T2) e 1,00 mg/ml (T3). (C) representacao de C. Parapsilosis placa controle,
controle com fluconazol, e interacdo entre o extrato de Libidibia e fluconazol nas
concentragdes, 0,250 mg/ml (T1), 0,50 mg/ml (T2) e 1,00 mg/ml (T3).
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6. DISCUSSAO

Rendimento do extrato
Paiva et al (2015), em seu trabalho, utilizou 300g da planta para um litro de &lcool etilico
absoluto, que, apds todo processo de extracdo do material, obteve-se uma solucdo de 14,8g,
tendo como rendimento de extrato 4,9%. Essa diferenga do rendimento do extrato pode ser
explicada devido ao local de coleta da amostra, a idade da planta e ao tempo de exposi¢ao ao
alcool utilizada no extrato de Paiva et al (2015)
Teste de sensibilidade de placas

Como também demonstrado pelo trabalho de Paiva (2015), o extrato etandlico da L.
ferrea teve inibicdo satisfatoria em células fangicas, assim como em bactérias, como
Staphylococcus aureus e Eschorichia coli. A aplicacdo do extrato bruto resultou em uma
inibicdo de 61%, sendo que a aplicacdo do extrato com concentracdo de 70%, resultou em uma
inibicdo de 27% e com o extrato com concentracdo de 50% ocorreu uma inibicdo menor de
cerca de 5%, presentes no leite de cabra, causadores de mastite. Além disso, o trabalho de
Oliveira et al. (2013) também obteve resultados positivos com o uso do extrato etandlico da L.
ferrea em microrganismos comuns da microbiota bocal, como Streptococcusoralis,
Strptococcussalivarius, Lactobacillus casei, Candida albicans e Streptococcus mutans. Por
fim, pode-se observar inibi¢do bacteriana no trabalho de Tomaz (2013), conseguindo resposta

contra cepas de Streptococcus aureus e Eschorichia coli.

Teste de sensibilidade por disco de difusdo

No trabalho de Sousa e colaboradores (2018) foi testado o extrato aquoso de folhas e
caules de Costusspiralis (Jacq.) para avaliacdo da capacidade antifingica contra cepas de
Candida. As concentracdes de extrato de C. spiralis usadas ndo demostraram atividade
inibitdria contra C. albicans ou C. parapsilosis. Resultado semelhante foi encontrado no estudo
aqui conduzido em relacdo a C. albicans e C. parapsilosis. J& no trabalho de Akpan e
colaboradores (2012) utilizando o método de disco de difusdo, o extrato etandlico de Costusafer
nas concentracdes de 150 mg/mL, 100 mg/mL e 50 mg/mL mostrou eficacia contra S. aureus,
S. pneumoniae e E. coli, enquanto P.aeruginosa e S. pyogenes foram suscetiveis em alta

concentracdo 150 mg/mL e 100 mg/mL.

Teste de Sinergismo
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Vérios estudos descrevem o sinergismo entre compostos oriundos de plantas e
antifngicos tradicionalmente utilizados. Ac¢éo sinérgica entre extratos de Eisenia bicyclis (4
mg/mL) e fluconazol foi encontrada por Kim e colaboradores (2014), bem como também foi
observado por Rukayadi e colaboradores (2009) entre o sesquiterpeno xantorizol obtido de
Curcuma xanthorrhiza (Gengibre javanés) e anfotericina B sobre Candida spp.

Ja em seu trabalho Prado e colaboradores (2015) evidenciaram que quando comparados
com a placa-controle de C. parapsilosis sem nenhum inibidor, os resultados mostram presenca
de atividade sinérgica na placa que contém extrato de folha de Curcuma longa e anfotericina
B, bem como na placa que contém extrato de folha e sulfonamida. Ja na placa onde héa fungo,
extrato de rizoma e anfotericina B, observa-se uma melhora no crescimento do fungo,
caracterizando atividade antagdnica do extrato sobre a anfotericina. Na placa contendo fungo,
extrato de rizoma e sulfonamida, os resultados mostram inibicdo do crescimento do fungo,

porém sem caracterizar atividade sinérgica ou antagonica.

Ademais, a associacdo entre os extratos de plantas e antimicrobianos tradicionalmente
utilizados também pode gerar antagonismo. Tal situacdo foi vista por Castro (2010) com a
associacdo entre o 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum (Caneleira) e o antifangico
miconazol diante das cepas de C. albicans. Na pesquisa de Tintino e colaboradores (2013),
extratos etandlicos de Costus arabicu (Canela-de-ema) apresentaram antagonismo quando
associados ao antifungico nistatina sobre Candida krus
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1. CONSIDERAQ@ES FINAIS

No que tange a sensibilidade da L. ferrea contra as células de C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis, o crescimento de C. albicans e C. tropicalis foi inibido de maneira
significativa na maior concentracgdo testada (1,0 mg/ml) do extrato etanolico de L. ferrea. Para
C. parapsilosis a inibicdo do fungo se da, também de maneira dose dependente, porém a partir
da segunda concentracao testada, 0,50 mg/ml do extrato etandlico de L. ferrea.

Assim, pode-se concluir que o extrato etanolico de L. ferrea apresenta atividade
antifangica sobre C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis de maneira dose dependente,

evidenciando o potencial antifingico da planta utilizada no estudo.
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