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RESUMO

Candida parapsilosis € um fungo, pertencente ao género Candida e espécie ndo
albicans. Sua fungemia est associada ao uso de cateteres, procedimentos cirirgicos e outros
métodos invasivos. Para o tratamento de infec¢bes causadas por Candida spp. podem ser
utilizados antifungicos, todavia, algumas espécies podem apresentar resisténcia intrinseca ou
adquirida a esses farmacos. Sendo assim, a busca por plantas medicinais € vista como uma
alternativa para novos tratamentos. A Brunfelsia uniflora, conhecida como manacj, é utilizada
popularmente como antibactericida, antifungica, diurética e antitérmica, anestésico, abortiva,
hipertensiva e alucindgena em altas concentra¢des. Diante disso, o objetivo do presente trabalho
é avaliar se a planta B. uniflora possui atividade antiproliferativa contra células de C.
parapsilosis. Trata-se de um estudo de carater quantitativo, de abordagem indutiva, com
procedimento comparativo estatistico e técnica de documentacdo direta em laboratério. A
coleta de folhas de B. uniflora foi realizada na cidade de Anéapolis - GO/Brasil. Ap6s obtencao
do extrato etanolico e fracionamento, foi realizado o teste de sensibilidade em placas em meio
solido e, com trés dias de crescimento, foram transferidas para placas com o mesmo meio de
cultura acrescido aos extratos de B. uniflora em concentra¢6es variadas. Observou-se que 0 uso
do extrato etandlico de Brunfelsia uniflora ndo possui atividade antiproliferativa sobre a
Candida parapsilosis nas concentragdes utilizadas. Todavia, houve pequena atividade sinérgica
com medicamento habitualmente utilizado em infecges flngicas. Assim, é necessario que
outros estudos sejam realizados com maiores concentra¢cdes de extrato etandlico na tentativa de
obter resultados mais significativos.

Palavras-chave: antifungicos; Candida parapsilosis; Brunfelsia uniflora; plantas medicinais.



ABSTRACT

Candida parapsilosis is a fungus belonging to the Candida genus and non-albicans
species. Its fungemia is associated with the use of catheters, surgical procedures and other
invasive methods. For the treatment of infections caused by Candida spp. antifungals can be
used, however, some species may show intrinsic or acquired resistance to these drugs.
Therefore, the search for medicinal plants is seen as an alternative for new treatments.
Brunfelsia uniflora, known as manaca, is popularly used as an antibacterial, antifungal, diuretic
and antipyretic, anesthetic, abortifacient, hypertensive and hallucinogenic in high
concentrations. Therefore, the objective of the present work is to evaluate whether the plant B.
uniflora has antiproliferative activity against C. parapsilosis cells. This is a quantitative study,
with an inductive approach, with a statistical comparative procedure and direct documentation
technique in the laboratory. The collection of leaves of B. uniflora was carried out in the city
of Anapolis - GO/Brazil. After obtaining the ethanol extract and fractionation, the sensitivity
test was carried out on plates in solid medium and, after three days of growth, they were
transferred to plates with the same culture medium added to the extracts of B. uniflora in varying
concentrations. It was observed that the use of ethanolic extract of Brunfelsia uniflora does not
have antiproliferative activity against Candida parapsilosis at the concentrations used.
However, there was little synergistic activity with medication commonly used in fungal
infections. Thus, it is necessary that other studies are carried out with higher concentrations of
ethanol extract in an attempt to obtain more significant results.

Keywords: antifungal; Candida parapsilosis; Brunfelsia uniflora; medicinal plants
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1. INTRODUCAO

A espécie Candida parapsilosis, pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae e género Candida
(SGARBI; BARBAREDO, 2010). Sua estrutura € composta por um tubo germinativo, presenca
de pseudomicélio, micélio verdadeiro e producdo de clamidosporos. Além disso, suas
caracteristicas fisioldgicas incluem assimilacdo de fontes de carbono e fermentacdo de fontes
de carbono (TEIXEIRA et al., 2011), sendo capazes também, de se reproduzirem de duas
formas: assexuadamente, por brotamento ou fissdo, e de forma sexuada, podendo ser diploides
ou haploides (DIEZMANN et al., 2004).

Dentre as espécies do género Candida, a C. parapsilosis é a espécie ndo albicans
mais importante, e sua fungemia estd associada ao uso de cateteres intravasculares, a
procedimentos cirdrgicos e a alimentacdo parenteral. Este fungo pode se proliferar em altas
concentracBes de glicose e se aderir @ materiais prostéticos devido a producgdo de biofilme e a
sua capacidade de colonizacdo, com frequéncia, de pele e mados (FOCACCIA; VERONESI,
2015). Atualmente, as infec¢des fungicas hospitalares constituem um problema relevante em
todo o mundo (PAIS et al., 2014), sendo a C. parapsilosis considerada a segunda espécie mais
frequente de Candida em diversos paises em relagdo as infec¢bes da corrente sanguinea
(SINGARAVELU; GACSER; NOSANCHUK, 2014). Este fungo leveduriforme pode
acometer principalmente pacientes imunocomprometidos, neoplasicos e transplantados
(CHASSOT et al., 2019).

Para o tratamento de infec¢des por Candida spp., podem ser utilizados polienos,
anélogos de pirimidina, azdis, equinocandinas e alilaminas. Todavia, algumas espécies podem
ndo ser suscetiveis, mediante resisténcia intrinseca ou adquirida apos exposicao a outras drogas
(FLEVARI et al., 2013). O estudo de Thomaz et al. (2018), realizado no Brasil, identificou que
oito de quatorze isolados de C. parapsilosis foram resistentes ao Fluconazol e ao Voriconazol.

A busca por plantas com fins medicinais € uma pratica muito antiga, ainda utilizada
nos dias atuais, e tem sido um método de cura mais palpavel, devido ao baixo custo e facil
acesso. Para gque essas plantas medicinais possam ser utilizadas pela populacdo de forma mais
segura, é necessario que estudos comprovem sua eficacia e outros possiveis efeitos ao
organismo (REZENDE; COCCO, 2002). No tratamento de micoses, 0 uso frequente de
antifingicos produzem recorréncia, causam resisténcia e alguns apresentam significativa
toxicidade (ZACCHINO, 2001). Assim, nota-se a importancia da busca de novos tratamentos,

sendo as plantas com propriedades antifungicas uma possivel alternativa.



Brunfelsia uniflora, popularmente conhecida como manaca, é uma espécie da
familia Solenaceae, facilmente encontrada na Mata Atlantica (PLOWMAN, 1977). Na
medicina popular, é utilizada como antibactericida, antifungica (BEGUM et al., 2007), contra
artrite, reumatismo, sifilis, picadas de cobra, febre amarela, e ainda como diurética e
antitérmica. Ao ser utilizada em altas concentracdes, relata-se que pode ser anestésica, abortiva,
hipertensiva, laxativa e alucinégena (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007).

Desse modo, considerando-se 0 acometimento de pacientes imunocomprometidos,
neoplasicos e transplantados (CHASSOT et al., 2019), os altos niveis de infeccBes fangicas
hospitalares (PAIS et al., 2014) associados a elevada incidéncia de candidiase localizada e
sistémica, a toxicidade dos antifungicos existentes e o aparecimento de isolados resistentes e
multirresistentes (HAHN et al., 2003; BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; SHEIKH et al., 2013;
XIE et al., 2014), torna-se de grande importancia a busca por novas terapias e métodos de cura

baratos e acessiveis, sendo as plantas com propriedades antifingicas uma alternativa.

Estudos sobre os efeitos da B. uniflora em relacdo a C. parapsilosis, mostra-se
beneficios para os pacientes. A C. parapsilosis € a segunda ou terceira espécie de Candida
isolada de pacientes com maior frequéncia (TOTH et al., 2019), apresentando consideravel
incidéncia e prevaléncia em Unidades de Terapia Intensiva neonatais (YAMAMOTO, 2018).
Um estudo recente em pacientes internados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto (HC — FMRP) em sua Unidade de Emergéncia (UE - HCFMRP), mostrou
que essa espécie de Candida produz fatores de viruléncia, tem uma grande capacidade de
formar biofilmes e alta variabilidade genética, o que confirma a resisténcia a algumas terapias,
com medicamentos derivados das equinocandinas e dos azois (PFALLER et al, 2011;
GOVENDER et al.,, 2016; FERREIRA; CANELA; CARDOSO, 2019), justificando a

importancia da busca por novas alternativas terapéuticas.

O presente trabalho tem como objetivo analisar a atividade antifingica da
Brunfelsia uniflora sobre a Candida parapsilosis através da avaliacdo da capacidade
antiproliferativa da planta sobre o fungo em questio, determinando, por fim, a concentracdo
inibitéria minima (CIM) dos diferentes extratos e seus halos de inibicdo sobre o crescimento
fangico, bem como avaliar a presenca de atividade sinérgica com antifingicos tradicionalmente

utilizados no tratamento de candidiase.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Candida parapsilopsis

Candida spp. é pertencente ao reino Fungi, divisdo Eumycota, subdivisdo
Deuteromycotina, classe Saccharomycetes, familia Saccharomycetaceae. (SIDRIM; ROCHA,
2004). Até 1940, a Candida parapsilopsis era considerada ndo patogénica, até ser descoberta
como a causa da endocardite de um paciente usuario de drogas que veio a 6bito (KRCMERY;
BARNES, 2002; WEEMS, 1992).

Leveduras do género Candida tém uma relacdo comensal com os humanos,
entretanto, sdo oportunistas em situacdes de baixa imunidade e podem causar infeccdes,
conhecidas como candidiase (CALDERONI; FONZI, 2001). C. parapsilosis é uma espécie que
ndo gera hifas verdadeiras, mas pseudo-hifas, que s@o grandes e curvas (LARONE,
2002; TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008). Morfologicamente podem apresentar
formas redondas, ovaladas ou cilindricas (LAFFEY; BUTLER, 2005). Um importante fator de
viruléncia é a capacidade de produzir enzimas hidroliticas, proteases e fosfolipases (AGUIAR,
2007). Além disso, a formacéo de biofilmes, que sdo comunidades microbianas organizadas e
aderidas a substratos, contribuem de forma significante com a viruléncia (DONLAN;
COSTERTON, 2002). A C. parapsilosis produz quantidade significante de biofilme na
presenca de glicose, o que pode ocorrer quando o paciente recebe nutricdo parenteral, a qual
possui alta concentracdo de glicose (DOUGLAS, 2002; WEBER et al., 2008). Quando
cultivada, produz coldnias brancas, cremosas, brilhantes, podendo ser lisas ou enrugadas
(CALDERONE, 2002). Estudos mostraram que C. parapsilosis pode dividir-se em trés grupos
(C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsislosis), baseando-se em analises de DNA,
eletroforese de isoenzimas, eletroforese de cari6tipos, morfotipos, sequéncias de DNA
mitocondrial e producio de biofilmes (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; LAFFEY;
BUTLER, 2005; LOGUE et al., 2005; KOCSUBE et al., 2007; GULLU et al., 2008).

C. parapsilosis € um dos fungos mais comumente isolados das méos do homem
(BONASSOLI; BERTOLI; SVITZINSKI, 2005). Sua transmissdo ocorre pelo contato das
maos dos profissionais de salde com fluidos, aparelhos e dispositivos, como cateteres, proteses
ou outros implantes (VAN ASBECK et al., 2001). Essa espécie é a mais recorrente em
infeccOes na corrente sanguinea, sobretudo em neonatos, pacientes transplantados, associadas
a cateteres, e pacientes que recebem nutricdo parenteral e prévia terapia antifingica. Na clinica,

a infeccdo por C. parapsilosis é caracterizada por fungemias, endocardites, endoftalmites,
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artrites e peritonites (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; LAFFEY; BUTLER, 2005; LOGUE
et al., 2005; KOCSUBE et al., 2007; GULLU et al., 2008). Em um estudo multicéntrico,
Colombo et al. (2006) revelou que, dos 712 pacientes com candidiase, 20,5% foram causadas
por C. parapsilosis, correspondendo ao 3° de maior prevaléncia. Os seguintes antifingicos
apresentaram atividade contra cepas isoladas de C. parapsilosis: azoélicos, poliénicos,
flucitosinas e equinocandinas (CAPPELLETTY; EISELSTEIN-MCKITRICK, 2007). Estudos
mostram que as cepas também ndo possuem resisténcia a voriconazol ou caspofungina (ODDS
etal., 2007).

2.2 Candidiase

A candidiase é uma infeccdo causada por leveduras do género Candida, sendo o
agente mais comum a Candida albicans. Apesar desse fato, espécies ndo C. albicans (NCA)
tornaram-se significativamente prevalentes como a Candida glabrata, Candida parapsilosis, e
Candida tropical (FIDEL; VAZQUEZ; SOBEL, 1999; SAN MIGUEL et al., 2005). O estudo
de Sadeghi et al. (2018) identificou a C. parapsilosis como a principal espécie de NCA em
pacientes com candidiase, principalmente em espécimes de unha e pele. O aumento da
incidéncia de candidemia por C. parapsilosis estd associado principalmente a permanéncia
prolongada em hospitais. Além disso, essa espécie possui caracteristicas que justificam sua
viruléncia, como sua aderéncia seletiva a materiais protéticos e formagdo de biofilmes em
superficies plasticas. (BRANCHINI et al., 1994; PFALLER, 1995). Individuos saudaveis
podem apresentar C. albicans na boca, tubo digestivo, intestino, orofaringe, vagina e pele. Por
isso, a maioria das infeccdes sdo de origem enddgena, sendo dependente da resisténcia do
hospedeiro. Assim, essa patologia é considerada como oportunistica, j& que em condicGes
normais, o fungo convive pacificamente no hospedeiro, mas, diante de condi¢Ges favoraveis a
seu crescimento, como disturbios da imunidade, tornam-se patogénicos e invadem tecidos.
Outros fatores, como uso de medicamentos, doencas cronicas, gravidez e intervencdes
cirurgicas também podem contribuir para o desenvolvimento da infeccdo (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2015).

A candidiase oral pode se apresentar como uma lesdo branca ou eritematosa. As
lesGes como candidiase pseudomembranosa e candidiase hiperplasica participam do grupo das
candidiases brancas, enquanto as formas atroficas aguda, cronica, glossite romboide mediana,
queilite angular e eritema gengival linear se enquadram nas candidiases eritematosas

(MILLSOP; FAZEL, 2016). Assim, candidiase na mucosa oral pseudomembranosa é a



11

apresentacdo classica popularmente conhecida como “sapinho” (ROBBINS; COTRAN, 2016).
E habitualmente vista em recém-nascidos e pacientes imunocomprometidos, podendo também
estar associada a inaladores de esteroides (HELLSTEIN; MAREK, 2019). Manifesta-se como
placas confluentes na lingua, palato duro ou mole, mucosa bucal e faringe oral, podendo haver
ou ndo a presenca de sintomas. Quando os pacientes referem sintomas, descrevem como
sensacdo de queimacdo oral, mudanca na percepcdo do paladar e tendéncia de sangramento
facil nos locais afetados (SHARON; FAZEL, 2010). Ja a candidiase hiperplasica é uma lesdo
branca circunscrita ligeiramente elevada que ndo desaparece, e esta € a caracteristica que a
distingue como pseudomembranosa, sendo comuns em usuarios de tabaco (SHARON; FAZEL,
2010; MILLSOP; FAZEL, 2016).

A candidiase atrofica aguda, por sua vez, se evidencia por manchas eritematosas,
principalmente no palato, e estdo ligadas ao uso de agentes terapéuticos como corticoides e
antibidticos de amplo espectro que podem aumentar o risco de supercrescimento de fungos do
género Candida, reduzindo a microbiota bacteriana normal. A dor é o principal dos sintomas,
juntamente com queimacéo na boca e a sensibilidade da mucosa (MILLSOP; FAZEL, 2016).
Ja a candidiase atrofica cronica manifesta-se em pacientes com dentaduras, em que o fluxo
salivar esta inibido, tendo como clinica as les@es restritas as areas em contato com as préteses
(ARENDORF; WALKER, 1987; FARAH; LYNCH; MCCULLOUGH, 2010).

A queilite angular, também conhecida como estomatite angular, manifesta-se com
fissuras nas comissuras labiais, sensibilidade e eritema (MILLSOP; FAZEL, 2016). E uma
reclamagdo comum para usuarios de dentadura, pessoas que lambem os labios ou mordem os
cantos da boca (APPLETON, 2000). Pode ainda ser observada em pacientes com deficiéncia

de &cido folico, ferro, riboflavina e vitamina B (ROSE, 1971).

Quando a candidiase acomete o trato genital feminino, € denominada de candidiase
vulvovaginal (CVV), sendo esta ocasionada pelo crescimento anormal de fungos
(ZIARRUSTA, 2002). Cerca de 75% das mulheres tém pelo menos um episodio de CVV
durante toda vida. Os sinais e sintomas tipicos incluem corrimento branco e grosso, ardor,
vermelhidao, coceira na vulva e vagina e dispareunia. O uso de antibioticos, gravidez, diabetes
mellitus ndo controlada, aumento dos niveis de estrogénio e roupas justas sdo fatores que
contribuem para o desenvolvimento da infeccdo sintomatica (SOBEL, 1997; SOBEL et al.,
1998; BEREK, 2014). A CVV ainda pode ser classificada como ndo complicada ou complicada.
A primeira acontece de forma esporadica, manifestando sintomas de leves a moderados, e tem

como principal agente etiologico a C. albicans, atingindo, principalmente, imunocompetentes.
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Na segunda classificagdo estdo as CVVs recorrentes com sintomas intensos, ndo causadas por
C. albicans, acometendo principalmente mulheres imunocomprometidas (BEREK, 2014). De
acordo com Fukazawa et al. (2019), CVV de forma recorrente afeta a mulher em multiplos
aspectos, incluindo bem-estar fisico e psicolégico, aspectos de relagfes sociais e atividade

sexual.

Por fim, a candidiase cutanea afeta preferencialmente virilhas, dobras cutaneas
abdominais, pele inframamaria ou espacos interdigitais, locais esses que normalmente ha
condi¢Bes de umidade e temperatura favoraveis a seu crescimento (YOSIPOVITCH et al.,
1993; NENOFF et al., 2014). Nesse sentido, ocorre principalmente em climas tropicais e
durante meses de verdo. Assim como 0s outros padrdes de manifestacdo da candidiase, a forma
cutanea pode estar associada a diabetes mellitus e HIV. Sendo assim, infeccdo se manifesta por
areas eritematosas, erosivas, secas escamosas, que as vezes pode ser exsudativa e apresentar
pustulas. A dermatite da fralda é uma forma especial da candidiase cutanea que acomete
pacientes acamados e incontinentes, sendo marcada por maceracdo, erosdo, manchas

esbranquicadas e descamacdo (NENOFF et al., 2014).

2.3 Tratamento medicamentoso

O tratamento da candidiase pode ser feito por meio de medicamentos de
administragdo oral, topica ou até mesmo intravenosa para casos de candidiases profundamente
invasivas, sendo que os principais farmacos sdo os derivados azélicos e os poliénicos. O
tratamento topico é realizado por meio de cremes, lo¢des, 6vulos, pomadas, tabletes vaginais,
supositorios e aerossdis. Podem ser utilizados na pele e, principalmente, em mucosas, sendo
bastante Gtil em infecc¢Bes fungicas superficiais. Ademais, em casos de candidiase vulvovaginal,
o tratamento topico é indicado como primeira op¢do (COSTA; FERNANDES; SILVA, 2003;
BRUNTON, 2012; BRASIL, 2015).

Em relacdo aos poliénicos, destacam-se a Anfotericina B e a Nistatina. A
Anfotericina B € um macrolideo heptaénico e possui comportamento anfotérico devido a
presenca de um grupo amino primario na micosamina e um grupo carboxila no anel principal.
Essa caracteristica confere ao farmaco uma hidrossolubilidade em valores extremos de pH.
Quanto ao mecanismo de acdo, a Anfotericina B liga-se ao ergosterol da membrana fungica,
formando poros ou canais. Dessa forma, a permeabilidade da membrana aumenta, o que permite

o fluxo de compostos essenciais para fora da célula, com consequente desbalangco osmético e
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morte celular (COSTA; FERNANDES; SILVA, 2003; BRUNTON, 2012). Esse farmaco é
utilizado, primariamente, para candidiase cutanea, desde a superficial até a profundamente
invasiva. Os efeitos adversos incluem febre, calafrios, taquipneia, hipotensao e nefrotoxicidade.
No entanto, as reagGes adversas sdo mais observadas em administragdes intravenosas
(BRUNTON, 2012).

A Nistatina € um composto de estrutura e acdo semelhantes a Anfotericina B,
podendo ser utilizada de forma oral ou tépica. No entanto, a forma topica é mais comum, sendo
indicada para casos de candidiase vulvovaginal, orofaringea e cutanea. N&o ha absor¢do
sisttémica da Nistatina a partir de pele ou mucosas e as rea¢des alérgicas sdo incomuns (COSTA,
FERNANDES; SILVA, 2003; GOLAN et al., 2014; BRUNTON, 2012).

Em relacdo aos derivados azdlicos, ttm-se como opcao de uso topico o butaconazol,
clotrimazol, econazol, miconazol, terconazol, tioconazol e sertaconazol, sendo o miconazol
indicado como primeira opcdo (COSTA; FERNANDES; SILVA, 2003; BRUNTON, 2012;
BRASIL, 2015). Esses farmacos tém como mecanismo de acdo a inibicdo da enzima lanosterol
14-a-desmetilase, associada ao sistema citocromo P-450, que atua sobre a molécula de
lanosterol. A partir do bloqueio enzimatico, ha diminuicdo do ergosterol, o que altera a
permeabilidade da membrana fungica, além do acimulo de compostos metilados tdxicos,
levando a inibicdo do crescimento celular (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006, COSTA,
FERNANDES; SILVA, 2003). O miconazol, principal representante azolico para o tratamento
da candidiase, ¢ minimamente absorvido de forma sistémica, sendo o uso seguro, inclusive,
durante a gestacdo. Como efeitos adversos, ressaltam-se o prurido ou irritacdo e, mais
raramente, cefaleia e exantema cutaneo (BRUNTON, 2012; BRASIL, 2015).

Além disso, tem-se também os medicamentos via oral, que normalmente sdo usados
para candidiases de repeticdo. A C. parapsilosis se mostrou bastante sensivel ao fluconazol,
voriconazol e itraconazol. O Fluconazol é um bistriazol fluorado altamente especifico para as
enzimas dependentes do citocromo fungico P450, sendo Util para o tratamento de candidiase
ndo complicada. O medicamento pode ser administrado via oral em dose Unica de 150 mg,
apresentando efeitos adversos singelos, porém, esta contraindicado para gravidas, se alocando
na categoria C de medicamentos que devem ser evitados durante a gestacdo (MARTINEZ,
2006; MOREIRA, 2010; MENEZES et al., 2012).

Em casos de resisténcia ao antifungico anterior, o voriconazol mostrou-se bastante
eficiente, pois é um triazol com estrutura semelhante a do fluconazol, entretanto com atividade

aumentada in vitro, espectro ampliado e hidrossolubilidade baixa. Inicialmente, sua infusdo €
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intravenosa de 6 mg por kg, a cada 12 horas e depois 6 mg por kg em duas doses, seguidas de
3 a4 mg por kg, a cada 12 horas. Uma vez que, 0 paciente apresentou melhora, a administracdo
se torna oral, 200 mg, a cada 12 horas, durante 3 dias, e de preferéncia que a ingestdo do farmaco
seja feita 1 hora antes ou 1 hora depois das refei¢Bes, ja que alimentos ricos em gorduras
diminuem sua biodisponibilidade. Seu mecanismo de agdo tem como fungéo inibir a
desmetilacdo de 14-alfa-lanosterol mediada pelo citocromo P-450 fungico, uma etapa essencial
na biossintese do ergosterol fangico. Os principais efeitos adversos sdo hepatotoxicidade,
alucinagdes auditivas ou visuais transitorias e reacdes anafilactoides, com desmaio, nauseas,
rubor, estado febril e exantema, devendo o paciente interromper seu uso. Assim como 0
fluconazol, é contraindicado para gestantes, estando na categoria D de medicamentos
contraindicados (BRASIL, 2013).

Outro imidazdlico citado é o itraconazol, agente triazolico sintético, uma mistura
racémica equimolar de quatro diastereoisdmeros, responsavel por inibir a sintese do ergosterol
em células fungicas, é ingerido em forma de solucdo de 100 mg, o equivalente a 10 ml, 1 vez
ao dia. Vale ressaltar sua toxicidade grave quando associado a quinidina, halofantrina,
levometadila, pimozida ou cisaprida, podendo induzir arritmias cardiacas potencialmente fatais.
Seus efeitos adversos podem variar de brandos (diarreia, colicas abdominais, anorexia e
nauseas) até excessivamente graves, (insuficiéncia hepatica e insuficiéncia cardiaca congestiva)
quando o paciente ja tiver alguma comorbidade instalada. Por Gltimo e ndo menos importante,
ha o cetoconazol, um agente antifdngico que possui 0 mesmo mecanismo de ac¢ao do farmaco
anterior. Quando utilizado para tratamento, o paciente faz a terapia com doses de 100 mg, uma
vez ao dia, por 6 meses. Este antifungico € contraindicado para gravidas, nutrizes e insuficientes
hepéticos, tendo como efeitos adversos as mesmas rea¢des adversas brandas do Itraconazol
(BRUNTON, 2012; BRASIL, 2015).

2.4 Plantas medicinais em busca de novas terapias

Documentalmente, a resisténcia clinica foi definida como manutencéo ou progresso
de uma infeccdo, apesar da terapia antimicrobiana apropriada. Uma resposta clinica bem-
sucedida a terapia antimicrobiana ndo depende apenas da suscetibilidade do organismo
patogénico, mas também do sistema imunologico do hospedeiro, penetracdo e distribuicdo do
medicamento, adesao do paciente e inexisténcia de um foco de infeccao protegido ou persistente
(por exemplo, um cateter ou abscesso), 0 que € uma condicdo verdadeira para infeccBes
fangicas (WHITE; MARR; BOWDEN, 1998). Os representantes resistentes a medicamentos
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do género Candida e outras espécies patogénicas, ocorre muitas vezes por expressao de bombas
de efluxo que reduzem o acumulo de drogas, alteram a estrutura das proteinas ou a concentracdo
do alvo antifungico, e modifica a composicdo do esterol de membrana, entre outros
mecanismos. Falhas no tratamento de pacientes e mudangas nas prevaléncias de espécies de
Candida podem ser motivos da resisténcia aos antifungicos (MORACE; PERDONI; BORGHI,
2014).

Além disso, devido a natureza eucariotica comum das células fangicas e humanas,
é dificil detectar metabdlicos ou estruturas alvo especificas nos agentes infecciosos para acao
dos antifingicos. E necessario considerar também a condicdo de pacientes imunodeprimidos,
seja por quimioterapias ou outras comorbidades debilitantes do sistema imune, que ficam mais
suscetiveis as infeccdes fungicas, e muitas vezes mais sensibilizados aos efeitos adversos do
medicamento (SANGLARD; ODDS, 2002).

Devido a disponibilidade limitada de antifungicos, h4 uma inevitavel necessidade
de aclarar farmacos com novos alvos e novos mecanismos de acdo. Nesse contexto, 0s
antifangicos fitoterapicos e plantas medicinais tém adquirido importancia no tratamento contra
infec¢des por Candida. (LIMA et al., 2006).

Os produtos naturais de origem vegetal sdo uma importante fonte de agentes
antimicrobianos. Dentre esses produtos, destacam-se 0s 6leos essenciais (OE), que sdo
elementos volateis contidos em muitos vegetais e estdo relacionados com diversos cargos
necessarios a sobrevivéncia destes, exercendo papel fundamental na defesa contra
microrganismos, além de possuirem propriedades antifingicas (SIANI, 2000), como no caso
de Souza et al. (2016), que em seu estudo demonstrou que 0s OE contra células planctdnicas e
isolados clinicos de C. tropicalis foram ativos. Além disso, o Oleo essencial de P.
graveolens (PG-EQ) inibiu todas as cepas testadas em valores de CIM consideravelmente
inferiores ao valor do fluconazol, antifungico padrdo de comparacdo. Os principais
constituintes do PG-EO foram os monoterpenos oxigenados geraniol (42,3%), linalol (20,1%),
citronelol (11,1%) e mentona (8,0%) (SOUZA et al., 2016).

Outro 6leo essencial de origem vegetal que busca evadir aos mecanismos de
resisténcia da Candida ¢ o extraido da Melaleuca alternifolia, que é um arbusto pertencente ao
género Melaleuca, popularmente conhecida como "arvore de cha", cujo principal produto é o
6leo essencial (TTO - teatreeoil), de grande importancia medicinal por possuir comprovada
acdo bactericida e antifungica contra diversos patdgenos humanos (OLIVEIRA et al., 2011). A

atividade antimicrobiana desse 6leo essencial sobre Candida spp. é potente e eficaz. A atividade
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antifingica deve-se ao componente terpinen-4-ol (Ismero de terpineol e constituinte primario
do 6leo da arvore do cha, obtido como um extrato das folhas, galhos e casca de Melaleuca
alternifolia Cheel). Os efeitos do 6leo de M. alternif6lia foram alcancados em uma CIM inferior
a 1% e concentracdo fungica minima (CFM) inferior a 8%, demonstrando que se trata de um
farmaco potente (CAVALCANTI; ALMEIDA; PADILHA, 2011).

Citrus paradisi Macfad (Toranja) € uma arvore frutifera subtropical que pertence a
familia Rutaceae. A Toranja é uma fonte rica em vitamina C, compostos fenolicos (flavonoides,
acidos fenolicos e cumarinas) e substancias terpénicas (como carotenoides e limonoides)
(HUNG; SUH; WANG, 2017). A atividade antifungica da Toranja foi testada por Massa et al.
(2018), contra o crescimento de C. glabrata, a maioria significativa de cepas foram sensiveis
ao Oleo essencial de toranja, apresentando CIM entre 0,062 a 1%. Considerado um dos 6leos
essenciais mais eficazes contra Candida, reduzindo a atividade metabdlica em 10% em niveis
baixos de concentracdo e de 60% em uma concentracdo mais alta, além de possuir atividade

citotoxica em média poténcia contra as cepas (MASSA et al., 2018).

2.5 Brunfelsia uniflora

Brunfelsia uniflora (Pohl.) D. Don - Solanaceae - € uma planta arbustiva encontrada
em varias regides do Brasil, Peru, Bolivia, Equador, Venezuela e Colémbia. Suas folhas sdo
utilizadas na medicina popular como diurético, antirreumatico, antissifilitico, emético e laxante
(SCHULTES, 1979). Na regido amazonica, é tradicionalmente utilizada como alucinégenos,
anti-inflamatérios (CASTIONI; KAPETANIDIS, 1996; FILIPOWICZ; NEE; RENNER,
2012), antibacterianos, e efeitos antifingicos (BEGUM et al., 2007). Ha relatos de que a planta
seja utilizada como anestésica, abortiva, hipertensiva quando utilizadas em altas concentracoes
(AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007). Andlises fitoquimicas de Brunfelsia spp.
indicaram que, em sua composicdo, ha presenca de alcaloides (RUPPELT et al., 1991),
benzenoides, terpenos, lactonas, lipidios (CASTIONI; KAPETANIDIS, 1996), flavonoides
(BRUNNER et al., 2000), saponinas esteroidais, acidos graxos, acido caféico (&cido
clorogénico), ciclopropenoide (MARTINS et al., 2009), cumarinas, sapogeninas (ICHIKI et

al., 1994), manaceina, manacin, esculetina e escopoletina (JORGE et al., 2017).

A composicao quimica do principal composto da oleorresina da flor de B. uniflora
foi (E, E) — geranil linalol, que é utilizado como aromatizante na industria de alimentos,

cosméticos e perfumes (LAPCZYNSKI et al., 2008). Esse composto, por ter atividade
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antiespasmadica, é utilizado contra amenorreia, reumatismo (ZRIRA et al., 2008), acne, artrite,

gueimacdo, Ulceras e como expectorante e antitérmico (XIE et al., 2013).

Em estudos relacionados a sua atividade antimicrobiana, houve inibicdo do
crescimento microbiano de C. albicans e S. aureus, com concentrag&o inibitdria minima de 125
mg/mL, e de 62,5 mg/mL para E. Coli. O controle positivo para bactérias (benzilpenicilina) e
fungos (nistatina) inibiram o crescimento de todos os microrganismos (LINDE et al., 2016).
Alcaloides encontrados no extrato das folhas de B. uniflora podem estar envolvidos com a
atividade antimicrobiana dessa planta, apresentando acgdo bactericida e fungicida
(SCHNEIDER et al., 2015). Esta classe de compostos pode inibir enzimas, responsaveis pela
divisdo celular, inibem a sintese de nucleos acidos e despolarizam a membrana citoplasmatica
(CUSHNIE; CUSHNIE; LAMB, 2014). Os taninos apresentam atividade antisséptica,
antimicrobiana e antifingica, pois podem complexar enzimas bacterianas e fungicas e

modificar o metabolismo das membranas celulares (MONTEIRO et al., 2005).

Na grande maioria das plantas, a atividade antioxidante é resultado de um grupo de
substancias em seu metabolismo, mas no caso da B. uniflora especula-se que essas propriedades
antioxidantes sdo resultado das saponinas (PEREIRA; CARDOSO, 2012) e de compostos
fendlicos, como taninos encontrados nas plantas da familia Solanaceae (SCHNEIDER et al.,
2015). Compostos fendlicos tém a capacidade de inibir a peroxidacao lipidica e a lipoxigenase
devido a estrutura quimica e as propriedades de oxirreducdo com atuacdo no sequestro ou
neutralizacdo de radicais livres sem causar danos as estruturas celulares (SANTOS et al., 2011,
SCHNEIDER et al., 2015).

De acordo com Jorge et al. (2017), a oleorresina de folhas de B. uniflora obtida por
extracdo de CO2 super critico tem alta atividade antioxidante. A condicdo de extracdo afeta o
rendimento, a composi¢do quimica e a atividade antioxidante da oleorresina, que é composta
por fitol e tocoferol, proveniente das folhas, e geranil linalol e alfa-amirina, obtidos das flores.
Tal atividade antioxidante fornece subsidios para aplicagdes potenciais nas inddstrias

farmacéutica, alimenticia e quimica.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar se a planta B. uniflora possui atividade antiproliferativa contra células de C.
parapsilosis.
3.2 Objetivos Especificos
e Obter extrato etandlico de Brunfelsia uniflora;
e Obter o rendimento do extrato etandlico bruto das folhas de B. uniflora;
e Avaliar a influéncia da B. uniflora contra células de C. parapsilosis;
e Identificar a atividade sinérgica/antagbnica do extrato da B. uniflora com drogas

tradicionalmente utilizadas no tratamento de candidiases.
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4. METODOLOGIA

Foi realizado um estudo de carater quantitativo, de abordagem indutiva, com

procedimento comparativo estatistico e técnica de documentacao direta em laboratorio.

4.1 Coleta do material vegetal

A coleta de folhas de B. uniflora foi realizada na cidade de Anépolis - GO/Brasil,
(coordenadas geograficas 16° 19" 43" S; 48° 57' 12" O). As amostras foram armazenadas no
laboratorio de Microbiologia da Universidade Evangélica de Goias (UniEVANGELICA).

4.2 Obtencéo dos extratos de B. uniflora

A obtencéo dos extratos de B. uniflora foi realizada, de acordo com Moraes et al.
(2010), com certas modificaces, uma vez que se trata de especies diferentes de plantas, porém
de forma igualitaria quanto a marcha analitica. As folhas de B. uniflora, secas em temperatura
ambiente, foram macerados e, posteriormente, armazenados em frasco escuro contendo etanol
(proporgdo 1:4) mantido sob refrigeracdo. A amostra foi filtrada e seca com auxilio de
rotaevaporador. Por fim, o extrato resultante foi armazenado em um frasco &mbar ao abrigo da
luz, a 4°C (COSTA, 2013).

4.3 Cultivo e manutencao do fungo

A cepa de C. parapsilosis ATCC (American Type Culture Collection - 22019) foi
cultivada em meio Agar Sabouraud Dextrose (Peptona 10g/L; Dextrose 40g/L; Agar 15g/L),
mantida em estufa a 36°C por 72 horas e, posteriormente, submetida a experimentacéo ou novo
repique (MENEZES et al., 2012).

4.4 Teste de sensibilidade em placas

No teste de sensibilidade em meio sélido, amostras com um ntimero de 10* células
de C. parapsilosis, em 30 mL de &agar nutriente suplementado com glicose e com trés dias de
crescimento, foram transferidas para placas com o mesmo meio de cultura acrescido aos

extratos de B. uniflora em concentracdes variadas.

As placas foram mantidas em incubacdo a 36°C durante trés dias e, entdo, foram

fotografadas, segundo Betoni et al. (2006), com modificacGes. Esse fato se deve as espécies
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diferentes de microrganismos, seguindo-se os preceitos metodoldgicos, com exce¢do do tempo

de cultivo antes da fotografia, sendo trés dias e nao, 24 horas.

4.5 Teste de sinergismo

O teste de sinergismo, consiste na preparacdo de placas-controle contendo os
extratos de folha (250ppm) de Brunfelsia uniflora associados a placas-controle contendo um
antifngico derivado azolico, o fluconazol. Para avaliacdo da atividade sinérgica entre extratos
etandlicos de folhas de B. uniflora em concomitancia com o antifungico, fez-se triplicatas
bioldgicas, utilizando as mesmas concentracbes dos extratos de folha, assim como do

fluconazol das placas-controle.

Os testes foram feitos utilizando o fluconazol e diferentes concentragdes de extrato,
sendo essas concentragdes de 100 pg/mL, 200 pg/mL e 400 pg/mL. Posteriormente, antes de
serem fotografadas, as placas foram incubadas durante trés dias a 36°C segundo Betoni et al.
(2006), com modificacdes, uma vez que, se trata de espécies diferentes de microrganismos,
dando sequéncia a mesma marcha analitica, com excecdo do tempo de cultivo antes da

fotografia (3 dias ao invés de 24 horas).

4.6 Teste de sensibilidade por disco de difuséo

Previamente, discos de papel filtro com didmetro de 6 mm foram embebidos nos
extratos obtidos da planta em diferentes concentracGes. A posteriori, fez-se inoculagdo de
1,5x108 células/mL de C. parapsilosis em placas de meio nutriente e, em seguida, os discos
foram retirados dos tubos com uma pinca esterilizada e colocados sobre as placas contendo o
meio. Além disso, as placas foram incubadas em estufa, a 36°C, por trés dias e apds esse periodo
foi possivel mensurar os halos de inibi¢do do crescimento, em milimetros, com o auxilio de um
paquimetro (BAUER et al., 1966; WAYNE, 2002).
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5. RESULTADOS
5.1 Obtencao do rendimento do extrato de Brunfelsia uniflora

Depois do periodo de secagem, as folhas de Brunfelsia uniflora foram pulverizadas
e em seguida realizada a pesagem e o célculo do rendimento, como apresentado no quadro 1.
Desse modo, para 19,30 g de folha, o percentual de rendimento de extrato foi de 8,7%.

Quadro 1- Obtencéo de extrato de Brunfelsia uniflora.

Espécie | Extrato | Massa | Extrato | Rendimento

(@ | E(9)

Brunfelsia | Folha | 19,30 | 15,59 8,7%
uniflora

EE: extrato etanélico

5.2 Teste de sensibilidade em placa

Para avaliacdo da influéncia do extrato etandlico de B. uniflora em Candida
parapsilosis foi realizado o teste de sensibilidade em placa. Amostras contendo 10* como
concentracdo de células fungicas foram inoculadas em meio agar nutriente suplementado com
glicose. Extratos de B. uniflora nas concentragfes de 100 pg/mL, 200 pg/mL e 400 pg/mL
foram adicionados ao meio inoculado. Levando-se em consideracdo a placa controle, 0s
resultados mostram que o crescimento de C. parapsilosis ndo foi inibido de maneira dose-
dependente por nenhuma das concentragdes do extrato etanolico obtido a partir da folha.
Todavia, a placa em que foram adicionados 1,2 ml mostrou que a o fungo cresceu com
dificuldade (Figura 1).

Figura 1 — Crescimento de Candida parapsilosis em agar nutriente suplementado com extratos
etandlicos da folha de Brunfelsia uniflora em diferentes concentragdes.

CONTROLE 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL
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Fonte: os autores
5.3 Teste de sinergismo

O teste de sinergismo foi realizado a partir de 90 pl de fluconazol e extrato de B.
uniflora nas concentragdes de 100 pg/mL, 200 pg/mL e 400 pg/mL. A partir da observacao da
placa controle, contendo apenas o antiflngico, infere-se que a quantidade utilizada de
fluconazol ndo foi suficiente para inibir o crescimento da C. parapsilosis. Nas demais placas,
houve crescimento fungico, mas com dificuldade, por um possivel sinergismo entre o extrato

vegetal e o fluconazol (Figura 2).

Figura 2 — Resultado do teste de sinergismo.

CONTROLE 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL

Fonte: os autores

5.4 Teste de sensibilidade por disco de difusdo

O teste de sensibilidade por disco de difusdo teve como objetivo avaliar a
sensibilidade antimicrobiana do extrato de Brunfelsia uniflora sobre a Candida parapsilosis. A
realizacdo do experimento foi feita através de trés placas contendo o meio de cultura Agar
Sabouraud, as quais foram inoculadas com células de C. parapsilosis e, posteriormente, foram
adicionados discos de papel filtro embebidos no extrato das folhas de Manaca em diferentes
concentragfes. Os discos foram dispostos em trés linhas horizontais, sendo que as
concentra¢Bes foram de 100 pg/mL, 200 pg/mL e 400 pg/mL. As placas foram mantidas em

estufa, a 36°C e, no terceiro dia, foi realizado 0 memorial fotografico.

N&o houve a formacéo de halos de inibicédo, nesse sentido, entende-se que nenhuma
das concentragdes utilizadas do extrato de Brunfelsia uniflora foi capaz de inibir o crescimento

do fungo (Figura 3).



Figura 3 — Resultado do teste de sensibilidade por disco de difuséo.

CONTROLE PLACAS COM DISCO EMBEBIDO EM EXTRATO

Fonte: os autores

100 pg/mL
200 pg/mL
400 pg/mL
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6. DISCUSSAO

A partir da analise dos resultados, observou-se que o uso do extrato etandlico de
Brunfelsia uniflora ndo possui atividade antiproliferativa sobre a Candida parapsilosis nas
concentragBes utilizadas. Todavia, houve pequena atividade sinérgica com medicamento
habitualmente utilizado em infecgdes fungicas. A associacao de 90 pl de fluconazol com 90 pl
do extrato de Brunfelsia uniflora, ambas na concentracdo de 400 pg/mL fizeram com que a C.
parapsilosis crescesse com dificuldade, dessa forma o rendimento de um extrato da planta foi

maior que 100%.

Em comparacgéo a outros estudos, pode-se perceber certa semelhanca no rendimento
obtido pela amostra. Foi alcan¢ado um rendimento de 32,5% de extrato etandlico bruto obtido
de fracBes das folhas de Spiranthera odoratissima, que apesar de ser um tipo diferente de
“Manaca”, sdo pertencentes da mesma familia (CHAIBUB, 2013). Comparando com a
quantidade de 8,7% de extrato etandlico obtido neste trabalho, ao utilizar as folhas de Brunfelsia
uniflora. Em relacdo a atividade contra o fungo, 0 mesmo autor obteve concentracGes que
variaram de 12,50 mg/mL a 0,098 mg/mL para o extrato etanolico de Spiranthera odoratissima
e obteve uma boa atividade contra C. albicans. No entanto, a concentragdo de extrato de
Brunfelsia uniflora ndo gerou atividade antiproliferativa sobre a Candida parapsilosis.

Apesar do fluconazol ter amplo espectro de acao, incluindo espécies de Candida, o
uso aumentado desta droga deu origem ao desenvolvimento de resisténcia da Candida spp.
Dentre as limitagbes mais importantes do fluconazol, estéo referidas a sua falta de atividade
contra fungos filamentosos, e a resisténcia natural de algumas leveduras contra este composto
(SANTOS JUNIOR, 2005).

Foi utilizada como concentragdo maxima de extrato etandlico de Brunfelsia
uniflora 400 pg/mL. No entanto, evidenciou-se que a concentracao inibitoria minima (CIM) de
extrato hidroetandlico da planta deve ser maior que 800 pg/mL para conseguir paralisar o
crescimento da C. parapsilosis (SILVA et al, 2015). Porém, pela escassez de experimentos da
planta em estudo com essa espécie de Candida, ndo é possivel confirmar a efetividade da
inibicdo. Apesar do arsenal de experimentos ser pequeno em relacdo a essa espécie de planta,
outros estudos como o de Pinto et al. (2011) sobre Glicoalcaloide antifungicos, flavonoides e
outros constituintes quimicos de Solanum asperum, foram feitos e publicados sobre a Familia
Solenaceae, incluindo resultados sobre dois compostos retirados de plantas dessa mesma

Familia, que inibiu o crescimento das leveduras C. albicans e C. parapsilosis.
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Ressalta-se que a disponibilidade de estudos sobre a capacidade inibitéria da
Brunfelsia uniflora em relacdo a Candida parapsilosis € escassa, dificultando o suporte para o
embasamento tedrico desta pesquisa. Além disso, a pesquisa foi financiada pelos proprios
autores, limitando os recursos necessarios para a realizagdo dos experimentos. O laboratério
utilizado pertence a uma instituicdo de ensino privada, estando disponivel para varios
académicos, 0 que aumenta o risco de contaminacdo das amostras. Apesar das adversidades, a
amostra ndo foi contaminada, e no teste de sensibilidade em placa, observou-se dificuldade de

proliferacdo da C. parapsilosis, além de pequeno sinergismo associado ao fluconazol.

Apbs os experimentos realizados em laboratério, foi obtido um percentual de
rendimento com extrato etanolico da Brunfelsia uniflora de 8,7% para 19,30 g de folha. Em
relacdo a atividade da Candida parapsilosis, pode-se concluir que ndo houve inibicdo.
Entretanto, verificou-se atividade sinérgica quando associado ao fluconazol, medicamento

tradicionalmente utilizado contra infecc@es fingicas.
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7. CONCLUSAO

Foram realizados teste de sensibilidade em placa, de sinergismo e de sensibilidade
por disco de difusdo para avaliar a atividade antiproliferativa da Brunfelsia uniflora contra C.

parapsilosis.

De acordo com os resultados obtidos foi possivel observar que nenhuma das
concentracOes testadas do extrato da planta foi capaz de inibir o crescimento de Candida
parapsilosis de forma efetiva. No entanto, o ponto mais forte desse estudo é que o extrato

etandlico da planta possui atividade sinérgica associado ao fluconazol.

Outro auge da pesquisa, € que a mesma serve como embasamento tedrico para que
estudiosos e cientistas, realizem mais experimentos com essa planta. Uma vez que, ha a
possibilidade de que o extrato etanolico de Brunfelsia uniflora em concentracdes maiores possa
inibir o crescimento da C. parapsilosis. Além disso, caso o estudo seja prosseguido e as futuras
conclusdes ndo sejam satisfatorias, serd sabido pelos interessados, que esta planta em nada
auxilia no tratamento das candidiases causadas por esse fungo, o que fara desnecessario mais

analises laboratoriais acerca da planta como possivel tratamento para as candidemias.

O tratamento medicamentoso tradicional vem apresentando cada vez mais
resisténcia, tornando-se necessario a busca por novas alternativas. O estudo em questdo
apresenta-se, portanto, como mais um passo para novas opgoes de tratamento, e € necessario

gue 0s proximos testes realizados sejam feitos com maiores concentracdes do extrato da planta.

Entretanto, os pontos fracos do trabalho foi o que mais limitou o desenvolvimento
do estudo e um possivel resultado mais satisfatorio. Porquanto, dentre as limitacfes, destacam-
se a falta de recursos financeiros, a dificuldade de acesso que a instituicdo de ensino interp0s
para a utilizacdo dos laboratorios, a pouca disponibilidade de tempo que as académicas tiveram,
a troca de orientador que este grupo sofreu no decorrer da pesquisa e a falta de um profissional

experiente e capacitado nessa area para acompanhar 0s experimentos em laboratério.

Sendo assim, a implicacdo de destaque € a necessidade de que haja mais estudos
em ambiente controlado, monitorado e com auxilio de profissionais com uma maior expertise
no assunto. Sugere-se entdo, que 0s pesquisadores ou estudiosos que tiverem interesse em
continuar os experimentos com essa planta em relacdo ao tratamento da C. parapsilosis,

utilizem maiores concentracfes de extrato etandlico de Brunfelsia uniflora.
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