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RESUMO

Candidiase € uma infeccdo causada por espécies do género Candida que pode variar
desde manifestacdes frequentes, como colonizacdo na mucosa vaginal e oral, até o
desenvolvimento de maneira sistémica por via hematogénica ou linfatica. Seu agente
etioldgico mais frequente é C. albicans. O uso indiscriminado e generalizado de drogas
antifingicas levou a um rapido desenvolvimento de cepas resistentes aos medicamentos
empregados na terapéutica clinica. Os produtos naturais vém ganhando destaque nos Ultimos
anos por fornecer uma nova abordagem medicamentosa para o tratamento de processos
patolégicos, dentre esses, os infecciosos. Frente ao atual cenario, este trabalho teve o objetivo
de avaliar o potencial antifungico dos extratos e fracdes de Ocotea glomerata frente espécies
de Candida spp. atraves da determinacdo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM), tempo de
morte e o efeito sinérgico. Os possiveis mecanismos de acdo foram investigados através dos
testes de ergosterol, sorbitol, viabilidade celular, geragdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e externalizacdo de fosfatidilserina. As principais classes de metabolitos secundarios
foram determinadas pelas técnicas de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O oleo essencial foi extraido através da
técnica de arraste a vapor, quantificado e identificado por Cromatografia Gasosa acoplada
com Espectometria de Massa (GC- MS). Foi observada atividade antifungica de todos os
extratos testados, no entanto o extrato metanolico apresentou melhor atividade com CIM de
3,12 pg/mL para C. krusei. A combinacdo do extrato metanolico com cetoconazol e do
extrato metandlico com fluconazol apresentaram efeito sinérgico para C. krusei (IFC 0.26) e
C. albicans (IFC 0.02), respectivamente. As fracfes 1 e 5 obtidas do extrato metanolico
apresentaram atividade fungicida principalmente para a cepa de C. krusei. O extrato
metandlico ndo apresentou mecanismo de complexacdo com o ergosterol e sorbitol, porém
aumentou os niveis intracelulares de EROS, diminuiu a viabilidade celular de forma dose-
dependente e consequentemente, conduziu morte celular por apoptose. A extracao e identificacdo
do oOleo essencial de O. glomerata resultou na identificacdo de 23 compostos com
predominancia de sesquiterpenos (92,28%), destacando o Germacrene-D (21,32%) como o
componente majoritario do oleo essencial. O extrato metanodlico e suas fragcBes apresentam
maior atividade antifingica frente a diversas cepas de Candida spp. e modulam positivamente

a acdo dos antifingicos em combinagdo com efeitos sinérgicos.

Palavras-Chave: Ocotea glomerata. Candidiase. Candida sp. Efeito antifingico. Sinergismo.



ABSTRACT

Candidiasis is an infection caused by species of the genus Candida that can range from
frequent manifestations, such as colonization of the vaginal and oral mucosa, to development
in a systemic way hematogenous or lymphatic. Its most frequent etiological agent is C.
albicans, however, in recent decades, episodes of candidiasis caused by other species of
Candida non-albicans have emerged. The widespread and widespread use of antifungal drugs
has led to the rapid development of drug-resistant strains used in clinical therapy. Natural
products have been gaining prominence in recent years for providing a novel approach to
treatment for pathological processes, among them, infectious. In view of the current scenario,
this work aimed to evaluate the antifungal potential of extracts and fractions of Ocotea
glomerata against Candida spp. Through the determination of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), time kill and synergistic effect. The possible mechanisms of action
were investigated through the tests of ergosterol, sorbitol, cell viability, generation of reactive
oxygen species (EROS) and phosphatidylserine externalization. The main classes of
secondary metabolites were determined by the techniques of thin layer chromatography
(CCD) and high performance liquid chromatography (HPLC). The essential oil was extracted
by the steam entrainment technique, quantified and identified by Gas Chromatography
coupled with Mass Spectrometry (GC-MS). Antifungal activity of all the extracts tested was
observed, however the methanolic extract presented better activity with CIM of 3,12 ug/mL
for C. krusei. The combination of the methanolic extract with ketoconazole and the
methanolic extract with fluconazole showed a synergistic effect for C. krusei (FIC 0.26) and
C. albicans (FIC 0.02), respectively. Fractions 1 and 5 obtained from the methanolic extract
presented fungicidal activity mainly for the strain of C. krusei. The methanolic extract did not
present a mechanism of complexation with ergosterol and sorbitol, but it increased the
intracellular levels of EROS, decreased the cellular viability in a dose-dependent manner and
consequently led to cell death by apoptosis. The extraction and identification of the essential
oil of O. glomerata resulted in the identification of 23 compounds with a predominance of
sesquiterpenes (92.28%), with Germacrene-D (21.32%) as the major component of the
essential oil. The methanolic extract and its fractions present higher antifungal activity against
several strains of Candida spp. And positively modulate the action of antifungals in

combination with synergistic effects.

Keywords: Ocotea glomerata. Candidiasis. Candida sp. Antifungal effect. Synergism.
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1 INTRODUCAO

Um crescente aumento do nimero de infecgbes fungicas invasivas é observado, um
fato preocupante, uma vez que estas infeccGes possuem uma consideravel taxa de mortalidade
(Castelli et al., 2014). Tais infec¢cOes atingem, sobretudo, pacientes imunodeprimidos e/ou em
unidades de terapia intensiva (UTI) com doengas multiplas (Seabra, 2011). Nesse contexto, a
candidiase adquire relevancia por ser uma infeccdo que pode variar desde manifestacdes
frequentes, como colonizacdo na mucosa vaginal e oral, até o desenvolvimento de maneira
sistémica por via hematogénica ou linfatica (Develou, Bretagne, 2005, Williams et al., 2011).
Seu agente etioldgico mais frequente é Candida albicans (60% dos casos).

Diante deste cenario tem-se observado um expressivo aumento de infec¢Bes flungicas
causadas por espécies ndo-albicans, como C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei,

C. parapsilosis, C. lusitaniae, o que se classifica como um problema, visto que
espécies pertencentes as estas classes apresentam-se, em sua maioria, resistentes aos
principais farmacos empregados na terapéutica clinica (Barbedo, Sgarbi, 2010). Assim, em
razdo do aumento do ndmero de individuos imunocomprometidos, do aparecimento de
isolados resistentes e multirresistentes, juntamente com a elevada incidéncia de candidiase
localizada e sistémica e a toxicidade dos antifingicos existentes, torna-se indispensavel a
busca por novas terapias (Sheikh et al., 2013; Xie et al., 2014).

A terapia medicamentosa em casos de infec¢fes fungicas apresenta limitagcGes, como o
alto custo dos farmacos disponiveis na clinica, toxicidade elevada, interacdes
medicamentosas, biodisponibilidade insuficiente do principio ativo e emergéncia de cepas
resistentes (Endo et al., 2010; Tyagi, Malik, 2010). Diversos antifingicos tém sido indicados
no tratamento destas infeccdes, como o0s pertencentes as classes de poliénicos, azolicos,
equinocandinas, entre outros, todavia, com o uso indiscriminado destes antimicrobianos
associado as caracteristicas genéticas e fisiologicas do fungo, nota-se um expressivo aumento
do perfil de resisténcia aos fa&rmacos integrantes destas classes (Calabrese et al., 2013; Wei et
al., 2011).

Nesse contexto, o controle alternativo de bactérias e fungos patogénicos tem sido
amplamente discutido. Muitos produtos naturais, entre 0s quais 0s extratos e 0s 0Oleos
essenciais (OE’s) de plantas medicinais, condimentares e aromaticas, apresentam potencial
para o tratamento de diversas doencas. As substancias bioativas presentes nessas plantas séo

0s metabolitos secundarios (Silva et al., 2010).
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Os principais grupos de compostos (metabolitos primarios ou secundarios) com
propriedades antimicrobianas, extraidos de plantas incluem: terpendides, alcaldides, lectinas,
polipeptideos, substancias fendlicas e polifenois (fendis simples, acidos fendlicos, quinonas,
flavonas, flavonois e flavonoides), taninos e cumarinas (Reschke, Marques, Mayworm, 2007).
Estes compostos isolados de plantas sdo substdncias com estruturas quimicas bem
diferenciadas dos antimicrobianos obtidos a partir de bactérias, leveduras e de fungos. Tais
produtos podem atuar no metabolismo intermediario dos microrganismos ativando enzimas,
alterando a acdo de inibidores que influenciam os nutrientes do meio, interferindo nos
processos enzimaticos em nivel nuclear ou ribossomal, provocando alterag6es nas membranas
ou interferindo no metabolismo secundario (Lima, 2001).

Lauraceae € uma familia botanica conhecida por possuir espécies com interesse
comercial pelos seus OE’s, com aproximadamente 50 géneros e 2500 espécies. Destas, 400
espécies distribuidas em 25 géneros sdo encontradas no Brasil, possuindo grande incidéncia
na regido Amazonica (Chanderbali, 2004). Os estudos ja publicados descrevem a composi¢do
dos OE’s de Lauraceae com predominancia de terpenos. Este ¢ o caso de Aniba rosaeodora,
A. duckei e Cinnamomum camphora e outras espécies cujos constituintes majoritarios séo
monoterpenos e hidrocarbonetos sesquiterpénicos, encontrados em especies de diversos
géneros (Alcantara et al., 2010). Fenilpropandides, como safrol, metileugenol, derivados de
cinamaldeido e benzendides sdo encontrados em espécies de Ocotea, como O. odorifera, O.
pretiosa e O. sassafras (Giang et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os metabolitos secundarios de Ocotea glomerata e
investigar a atividade antiflngica dos extratos sobre cepas de Candida. Tendo como objetivos
especificos: avaliar a eficiéncia de extratos com solventes de diferentes polaridades (hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol) das folhas de O. glomerata como agente anti-
Candida; Extrair o d6leo essencial da folha de O. glomerata; Quantificar e identificar os
compostos quimicos do oOleo essencial de Ocotea glomerata usando cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/MS); Efetuar fracionamento cromatografico em
cromatografia flash, visando conhecer a composicao quimica do extrato mais ativo; Identificar
compostos isolados do extrato mais ativo pelas técnicas de cromatografia liquida de alto
desempenho acoplada a espectrometria de massa (CLAE-EM); Avaliar a atividade antifungica
in vitro dos extratos e fracdes da especie de O. glomerata; Determinar a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) dos extratos e fracdes obtidos da O. glomerata; Avaliar o efeito
sinérgico do extrato mais ativo de O. glomerata com antifungicos padrdes; Avaliar 0s

possiveis mecanismos de acao do extrato e fracdes bioativas frente as cepas de Candida.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 O GENERO Candida

De acordo com a classificagdo taxondmica, Candida pertence ao filo dos
Ascomycetes, classe Blastomycetes, ordem Cryptococcales, familia Cryptococcaceae e
género Candida, que apresenta cerca de 200 espécies, das quais apenas 12 sdo agentes
principais de doencas. As principais espécies de interesse clinico sdo: C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. kefyr, C. dubliniensis,
C. famata, C. lipoltytica, C. norvegensis e C. lusitaniae (LOpez-Martinez, 2010).

O género Candida contém centenas de espécies que apresentam divergéncias
genbmicas entre si e variacOes fenotipicas. As diferencas fenotipicas entre espécies de
Candida existem com relacdo a morfologia, tamanho celular, requisitos de crescimento,
composicdo da parede celular e distribuicdo de fatores de viruléncia. Quanto a morfologia,
Candida spp. sdo predominantemente leveduriformes. Muitas espécies deste género sdo
dimorficas, ou seja, crescem na forma de leveduras e pseudo-hifas, e

C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis sdo consideradas polimorficas, pois
possuem a capacidade de formar leveduras, pseudo-hifas e hifas verdadeiras (Whibley,
Gaffen, 2015).

As formas leveduriformes de Candida spp. (Figura 1) possuem tamanhos variaveis,
entre 2 a 11pum de didmetro e consistem em células simples, ovais, que se reproduzem por
brotamento (Thompson, Carlisle, Kadosh, 2011; Whibley, Gaffen, 2015). As pseudo-hifas
crescem a partir do brotamento das leveduras, onde os brotos formados permanecem ligados
uns aos outros, com constri¢ées na juncdo e sem a formacdo de septos. As hifas verdadeiras
crescem a partir de pequenos filamentos denominados tubos germinativos, originados de
células de leveduras, que se desenvolvem em direcdo polarizada, sob orientacdo de uma
organela especializada, o Spitzenkdrper (corpo apical), formando estruturas alongadas,
interligadas, com lados paralelos, larguras uniformes e septos (Thompson, Carlisle, Kadosh,
2011).

Em suas estruturas celulares, as espécies de Candida possuem parede celular bem
definida, com basicamente, a mesma composi¢do: quitina, polissacarideos (glucanas e
mananas) e proteinas (Whibley, Gaffen, 2015). No entanto, varia¢fes nas proporcoes destes
compostos sdo evidentes entre as diferentes espécies de Candida (Huang, 2012). A parede
celular de C. albicans ¢ constituida de 60% de B-glucana e cerca de 40% de mananoproteinas

e quitina (Huang, 2012). Ja a parede de C. glabrata
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apresenta 50% a mais de proteinas, mais mananas e menos glucanas do que C.
albicans, e quantidades maiores de quitina sdo observadas nas paredes de C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis, quando comparadas com C. glabrata e C. krusei (De Groot et al.,
2008; Costa-De-Oliveira et al., 2013). Além disso, varia¢cdes proporcionais dos constituintes
da parede celular, também sdo vistas em leveduras e hifas verdadeiras, de uma mesma

espécie, como ocorre com as espécies de C. albicans (Gow et al., 2012).

Figura 1 - Imagens de células de Candida albicans visualizada por microscopia de contraste de fase. Principais
morfologias A — (leveduras), B — (pseudo-hifas) e C — (hifas verdadeiras).
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Fonte: Thompson, Carlisle, Kadosh, 2011

Macroscopicamente as espécies do género Candida apresentam coldnias de coloragao
branca a creme (Figura 2) com texturas cremosas ou membranosas exibindo superficie
variavel de lisa a sulcada, brilhante ou opaca, que crescem bem dentro de 48 horas, entre

temperaturas de 25 e 37 °C (Barbedo, Sgarbi, 2010).

Figura 2 —Fotomacrografia: aspectos macroscépicos de Candida albicans
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Fonte: A autora.
Apesar de causarem infeccBes oportunistas, as leveduras do género Candida possuem

uma ampla gama de fatores de viruléncia (Figura 3), os quais sdo determinados geneticamente
(Tamura et al., 2007).
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Figura 3 — Mecanismos de viruléncia de Candida.

Fonte: Adaptado de Mayer, Rube e Wilson (2013).

A capacidade de Candida spp. de produzir mais de um fendtipo, ou seja, mais de uma
morfologia quando exposta a um determinado estimulo, é conhecida como plasticidade
fenotipica e representa importante fator de viruléncia (Soll, 2002).

Um dos fatores de viruléncia proposto, embora ndo tdo comum e com poucas
evidéncias ¢ o fendmeno de “switching” que corresponde a transi¢do celular do crescimento
de leveduras a células alongadas e opacas. Esta variacdo fenotipica pode influenciar a
formacéo de biofilme e a antigenicidade da levedura (Mayer, Huber, Wilson, 2013).

Leveduras do género Candida também utilizam mecanismos que permitem identificar
e penetrar locais infectaveis no hospedeiro, facilitando assim o processo de patogénese, esse
mecanismo é denominado de tigmotropismo de hifas (Brand et al., 2008).

Enzimas extracelulares como fosfolipases e proteases tém sido indicadas em aumentar
a eficiéncia na aquisicdo de nutrientes extracelulares, mas, sobretudo em facilitar a
disseminacédo da doenca ao promover danos celulares (Silva, 2016).

Outros fatores de viruléncia também relatados sdo a producdo de biofilme (complexa

estrutura multicelular de leveduras, pseudo-hifas e hifas envolvidas por uma matriz
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extracelular) que possui elevada resisténcia antifungica e a capacidade da levedura de
modular o meio em que esta por meio de alteracdo de pH, captacédo de
aminoacidos e tracos de metais, e ainda o sequestro de componentes de carbono e

nitrogénio, favorecendo a sobrevivéncia fangica (Mayer, Huber, Wilson, 2013).

2.2 PRINCIPAIS ESPECIES DO GENERO Candida

2.2.1 Candida albicans

C. albicans € a espécie mais abundante e significativa que coloniza de forma comensal
todos os seres humanos. Eventualmente, podem causar infec¢Ges potencialmente letais,
especialmente em pacientes imunocomprometidos ou criticamente doentes. Quanto a sua
colonizagdo, esta pode acontecer em qualquer fase da vida do individuo, a qual varia desde o
momento do nascimento, ocorréncia de transmissdo relacionada com a contaminagdo dentro
do ambiente familiar, até ao contato direto com determinado sitio contaminado, como
exemplo ressalta-se o ato sexual como o principal fator de desencadeamento de infeccdes. Por
sua vez, reporta-se a expressiva capacidade de infestacdo que esta levedura possui, no sentido
de que um ndmero limitado de estirpes de C. albicans pode colonizar ao mesmo tempo, uma,
ou varias membranas e mucosas de um mesmo individuo (Kim et al., 2011)

Essa espécie é descrita como a mais frequente nas infeccdes por esse género (Lim et
al., 2012), podendo ser isolada de infeccBes superficiais dos mais variados sitios anatdmicos.
Exibe diversos fatores de viruléncia (Colombo et al., 2013) e é capaz de sofrer extremas
alteragdes gendmicas com o objetivo de sobreviver no hospedeiro humano (Selmecki, Forche,
Berman, 2010). Os mecanismos envolvidos com estas alteracGes podem ter evoluido tanto
para tolerar situacdes de estresse no hospedeiro, como para gerar grandes variacdes genéticas
como forma de adaptacéo a cada microambiente (Selmecki, Forche, Berman, 2010).

Outro fator agravante e que leva a falhas no tratamento medicamentoso, da-se
principalmente a caracteristica de C. albicans ser a espécie frequentemente associada com a
formacdo de biofilme, especialmente em implantes médicos, e isso tem um impacto
significativo sobre a morbidade e mortalidade dos pacientes. A formacéo do biofilme fungico
é importante para a patogenia da levedura, sendo considerada como uma caracteristica de
viruléncia e de resisténcia do microrganismo (Herwald, Kumamoto, 2014). Por apresentar tal
caracteristica, C. albicans tornou-se o principal modelo para o estudo dos mecanismos que

fundamentam a formacéo de biofilmes de
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fungos morfologicamente complexos, e compostos de formas de leveduriformes,
pseudo-hifas e hifas verdadeiras (Bonhomme, Enfert, 2013).

A C. albicans é naturalmente sensivel aos antifingicos sistémicos, mas em alguns
casos, quando a exposi¢do ao antifingico (principalmente fluconazol) é prolongada, pode
haver a selecéo de isolados resistentes (Colombo et al., 2013).

2.2.2 Candida krusei

C. krusei emerge nos altimos anos como um fungo oportunista de alto grau de
complexidade na terapéutica antiflngica frente aos pacientes infectados, principalmente em
imunocomprometidos. E um patdgeno hospitalar ocasional, particularmente isolado de
pacientes com doencas hematoldgicas e pacientes transplantados (Pfaller et al., 2010;
Colombo et al., 2013). Isto se justifica pelo fato de apresentar perfil de resisténcia intrinseca
aos farmacos derivados de azois, como o fluconazol, principal medicamento utilizado em
casos de infecgbes fangicas (Silva et al., 2012; Colombo et al., 2013) Neste sentido, a
terapéutica nos casos de infeccdes por esta levedura muitas vezes € insatisfatoria e de pouca
adesdo do paciente ao tratamento, gerando custos elevados a terapia e expondo 0s hospedeiros
a drogas que apresentam efeitos colaterais superiores, como o0s farmacos anfotericina B,
voriconazol, posaconazol e ravuconazol, utilizados em terapias onde 0 agente infeccioso
possui resisténcia ao fluconazol (Kathiravan et al., 2012).

Estudos tém demonstrado infec¢bes desencadeadas por C. krusei em pacientes que
receberam fluconazol e anfotericina B em terapias contra infec¢bes causadas por outras
espécies de Candida (Pfaller et al., 2008). Schuster et al. (2013) confirmaram esta ocorréncia
ao investigarem os fatores de risco ao desenvolvimento de candidemias ocasionadas por C.
krusei, reportando a provavel contribuicdo do fluconazol de forma sinérgica no
desencadeamento do estado patoldgico em hospedeiros vulneraveis, que na maioria das vezes
sdo portadores de algum tipo de cancer, de neutropenia, pds- cirlrgicos ou tratados com
hemodialise.

2.2.3 Candida parapsilosis

Descrita inicialmente em 1928 (Ashford, 1928), C. parapsilosis é considerada um
organismo comensal que, no entanto, torna-se patogénico quando ha um

comprometimento do balango fisiolégico da microbiota ou do sistema imune do
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individuo (Naglick et al., 2003, Horn et al., 2012).

Tornou-se um importante patégeno causador de infec¢bes hospitalares. Na Europa e
Asia, os casos de candidiase provocados por C. parapsilosis superam o ndmero de casos
ocasionados por C. albicans. No Brasil, é responsavel por 25,8% dos casos de candidiases.
Por conseguinte, é considerada a segunda espécie mais comum de Candida (Barbedo, Sgarbi,
2010). Esse fendmeno tem sido atribuido a uma variedade de fatores de risco, incluindo
capacidade de crescimento tanto em meios de hiperalimentacdo com altas concentracfes de
glicose até mesmo em dispositivos médicos intravasculares (cateteresvenosos, central
e periférico, cateteres de hemodialise e diélise peritoneal), dispositivos
protéticos (protese intracardiaca e de articulagBes), além de que a doenga invasiva pode
ocorrer sem colonizagcdo prévia, sendo transmitida horizontalmente através de contaminacéo
de fontes externas ou pelas méos dos profissionais de saude antes ou durante 0 manuseio do
paciente (Ribas, 2012). Na maioria dos casos, esse agente etiologico é sensivel aos
derivados azoélicos, equinocandinas e macrolideos poliénicos. Foram descritos poucos casos

de resisténcia in vitro a anfotericina B (2-3%) e aos azélicos (<5%).

2.2.4 Candida tropicalis

Desde 1960 C. tropicalis tem sido reconhecida como responsavel por causar infec¢bes
flngicas graves (Ho, 1960). E a segunda ou terceira na causa de candidemias em adultos.
Diferentemente de C. albicans, que esta associada a microbiota, a deteccdo de C. tropicalis é
associada a infeccdo. Sendo um fungo oportunista, as infecgdes causadas por essa espécie
estdo relacionadas com pacientes neutropénicos, com danos na mucosa gastrointestinal, com
malignidades hematoldgicas (principalmente leucemias agudas), em quimioterapia
antineoplasica e com desequilibrio da microbiota pelo intenso uso de antimicrobianos (Gomez
etal., 2010).

A patogenicidade de espécies de C. tropicalis € mediada por um nimero de fatores de
viruléncia, incluindo adesdo e formacgéo de biofilme no tecido do hospedeiro bem como em
dispositivos médicos, a capacidade de evadir as defesas do hospedeiro, a producdo de hifas e
as enzimas hidroliticas (proteases, fosfolipases e hemolisinas) (Kothavade et al., 2010).

Embora apresente a capacidade de disseminacdes invasivas, C. tropicalis é geralmente
suscetivel a todos os antifungicos, todavia, varios casos de resisténcia

cruzada entre fluconazol e outros derivados de azois em isolados clinicos foram
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relatados, especialmente na regifo da Asia-Pacifico (Forastiero et al., 2013). Por outro lado, a

resisténcia a anfotericina B exercida por esta espécie é considerada rara.

2.3 CANDIDIASE

A candidiase é caracterizada como uma sindrome micética ocasionada por espécies
fangicas do género Candida, constituido de 81 espécies, pertencentes a familia
Cryptococcaceae. Em hospedeiros humanos saudaveis, Candida spp. sdo consideradas
constituintes saprofitas da pele, das mucosas oral, vaginal e intestinal, e do trato respiratorio
(Drell et al., 2013; Findley et al., 2013; Hoffmann et al., 2013; Nguyen; Viscogliosi, Delhaes,
2015). Entretanto, quando ocorrem alteragdes no mecanismo de defesa do hospedeiro ou
comprometimento de barreiras anatdmicas, Candida spp. tornam-se patogénicas e causam
infec¢bes denominadas candidiase (Gow et al., 2012; Iliev, Underhill, 2013).

Dentre os fatores que geram este estado de predisposicdo ao desencadeamento de
infeccbes oportunistas por este género, destacam-se aqueles que levam ao
imunocomprometimento dos pacientes, como o0 provocado pela quimioterapia de combate ao
cancer, doengas como sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), terapias
imunossupressoras devido a transplantes de 6rgdos, uso de antibi6ticos de amplo espectro de
acao, diabete mellitus, nutricdo parenteral, entre outros (Kothavade et al., 2010).

A candidiase pode ser subdividida em trés principais grupos: candidiase superficial,
com ocorréncia na pele, pelo e unhas; candidiase de mucosas, envolvendo a orofaringe,
esdfago e regido vulvovaginal, e candidiase sistémica, que incluem a candidemia e outras
formas de candidiase invasiva (Papon et al., 2013).

A candidiase sistémica é a de maior gravidade pois compromete os 6rgdos como fator
resultante da disseminacdo pela corrente sanguinea, e este tipo de infeccdo ocorre em
pacientes debilitados por algum ou associacdo de fatores predisponentes j& citados
anteriormente (Kothavade et al., 2010).

As principais espécies de Candida associadas a candidiase sistémica sdo: C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei. Estas espécies sdo responsaveis por
90% dos casos em todo mundo, embora muitas espécies também estejam associadas a esta
infeccdo, como C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. kefyr, C. norvegensis, C. dubiniensis, C.
lipolytica, C. pelliculosa, C. dublinensis, entre outras. O

agente etiolégico mais frequente ainda € C. albicans, representando cerca de 40 a 50%
dos casos, entretanto, Candida nédo albicans tém demonstrado percentual maior que 50% no
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contexto atual (Pfaller et al.,2015).

As infecgdes causadas por Candida spp. tém emergido mundialmente e resultam do
aumento do tempo de internacdo e juntamente com as despesas médicas constituem um
importante problema de satde publica, principalmente em centros médicos terciarios (Chou et
al., 2007; Schmalreck et al., 2012). Estas infecgOes destacam-se ndo apenas por sua
prevaléncia em diferentes centros médicos, como também por suas complicaces, dificil
diagnostico, além de estarem associadas a mortalidade atribuida da ordem de 50% (Nucci,
Colombo, 2007).

Nas Gltimas décadas, varios estudos tém relatado uma progressiva mudanga na
etiologia das candidemias invasivas em diferentes grupos de pacientes e servicos hospitalares
distintos. O padrdo etioldgico de candidemias sofre variacbes geograficas relevantes
documentadas em diferentes paises. Entretanto, C. albicans permanece sendo a espécie mais
frequente em varios estudos (Quindoés et al., 2014). Apesar disso, a incidéncia de infeccdes
causadas por espécies de Candida ndo-albicans tem crescido em todo 0 mundo. Esta mudanca
epidemioldgica pode estar associada a imunossupressao severa, uso de antibiéticos de amplo
espectro e em pacientes de idade avancada (Sardi et al., 2013).

A prevaléncia de espécies de Candida varia consideravelmente de acordo com sua
distribuicdo geogréfica, centro a centro e unidade a unidade e esta distribuicdo é importante
em todas as formas de candidiase. Na verdade, candidiase ndo é uma, mas varias doengas,
com cada espécie de Candida apresentando suas proprias caracteristicas com relacdo ao
tropismo aos tecidos, propensdo de causar doencgas invasivas, viruléncia e susceptibilidade a
antifangicos (Mccarty, Pappas, 2015).

No Brasil, sdo de grande importancia as espécies C. parapsilosis e C. tropicalis, cujas
frequéncias de isolamento no geral sdo bem prdximas, apesar de relatos de variacdes entre 0s
estudos realizados em diferentes regides do pais. Ambas as espécies disputam a colocacao de
2% espécie mais comumente isolada, sendo que em alguns casos, mesmo individualmente, se
equiparam e até ultrapassam a frequéncia de isolamento de C. albicans (Quindos et al., 2014).

Doi et al., (2016) estudaram 2.563 episodios de infeccdes nosocomiais no periodo de
2007 a 2010 e concluiram que Candida spp. foi o sétimo agente mais

prevalente dos casos em pacientes com malignidades e C. albicans foi a espécie mais
frequente.

Em Taiwan, Tang et al., (2014) estudaram 41.440 pacientes com cancer e
diagnosticaram 242 episodios de candidemia. Dentre as espécies de Candida encontradas nas

neoplasias hematologicas, C. albicans foi a mais comum (63,0%) seguida pela C. tropicalis
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(22,2%), C. parapsilosis (7,4%) e C. glabrata (7,4%). A elevada taxa de mortalidade (50,8%)
foi associada a auséncia de tratamento com antifungicos.

Singaravelu et al., (2014) mostraram C. parapsilosis como o principal agente causador
de infecgdo na Europa, Asia e America do Sul. Nos isolados analisados, encontraram
incidéncia de C. parapsilosis de 15,5% na America do Norte, 16,3% na Europa e 23,4% na
América Latina. Nos Estados Unidos é a terceira espécie mais comum como causa de sepse
em neonatos. Os autores estudaram os fatores que influenciam na viruléncia da C.
parapsilosis como aderéncia, metabolismo de lipideos e secrecdo de enzimas hidroliticas.

Devrim et al., (2015) estudaram, na Turquia, 135 episodios de candidemia em 114
pacientes pediatricos com cancer no periodo de 2007 a 2013 e encontraram C. parapsilosis
(61,4%) como principal agente da candidemia e, em seguida, C. albicans (18,5%), e C.
tropicalis (14,8%). A taxa de mortalidade no estudo foi de 4,44%. Diante deste contexto, a
analise das diferencas geograficas das espécies de Candida spp. e perfil de sensibilidade in
vitro a agentes antifungicos sdo importantes para avaliar mudancas na distribuicdo destas

espécies e comportamento frente as novas drogas (Taj- Aldeen et al., 2013).

2.4 TERAPIA ANTIFUNGICA

As substancias com potencial antifingico surgiram na década de 1950 com o
aparecimento dos polienos (nistatina e anfotericina B). A partir dos anos 70, os azois
(cetoconazol, itraconazol e fluconazol) surgiram no mercado com extensa aplicagéo devido a
seu amplo espectro e menor toxicidade. Em 1990, foi lancada a nova formulagdo da
anfotericina B, chamada formulacdo lipidica, que apresentava menor toxicidade renal. A
introducdo destes farmacos no mercado representou um grande avanco no controle das
infeccdes fungicas (Llamas et al., 2012)

Os agentes antifangicos, disponiveis para o tratamento de candidiase sistémica podem
ser agrupados de acordo com o seu mecanismo de acdo (Figura 4), onde pertencem a classe
dos poliénicos (anfotericina B); dos azolicos, em particular os triazélicos (fluconazol,
itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol); das equinocandinas (caspofungina,
micafungina e anidulafungina) e dos analogos de pirimidina (5-fluorocitosina) (McCarty,
Pappas, 2015).

Os alvos terapéuticos para estes agentes incluem o ergosterol, esterol presente na

membrana citoplasmatica fungica, que sofre acdo direta ou indireta de poliénicos e azolicos.
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A glucana, principal composto da parede celular fngica, constitui alvo metabdlico explorado
pelas equinocandinas e acidos nucleicos, cuja sintese é inibida por 5-fluorocitosina (Morace,
Perdoni, Borghi, 2014).

Entre os poliénicos, anfotericina B é a droga de escolha para as formas severas e
invasivas de candidiase e apresenta atividade fungicida contra varias espécies de Candida
(Colombo et al., 2013). Este agente demonstra propriedades anfipaticas, as quais permitem
sua intercalacdo entre a membrana contendo ergosterol, induzindo a formacdo de poros. Os
poros formados danificam as funcOes de barreira da membrana e alteram a permeabilidade da
celula, ocorrendo o extravasamento de constituintes citoplasmaticos e consequente morte
celular (Baginski, Czub, 2009).

Figura 4 — Agentes antifingicos e seus alvos celulares
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Fonte: Adaptado de Katzung (2009).

No entanto, ela apresenta baixa seletividade, sendo potencialmente toxica as células
humanas, particularmente, ocasionando nefrotoxicidade a qual pode ser observada nos
primeiros dias de uso clinico, e efeitos colaterais relacionado a infusdo aguda (Ha et al.,
2011).

Os azdlicos, maior classe terapéutica, dividem-se em imidazdlicos e triazélicos. Os
triazblicos apresentam atividades fungicida ou fungistatica contra muitas espécies de Candida
e se subdividem em: triazélicos de primeira geracao, itraconazol e fluconazol, e triazélicos de
segunda geracdo, voriconazol, posaconazol e isavuconazol (Colombo et al., 2013).

O mecanismo de agdo dos azolicos consiste na inibicdo da enzima lanosterol 14- o-
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demetilase codificada pelo gene ERG11, que impossibilita a conversdo do lanosterol em
ergosterol, provocando a reducdo do ergosterol e a acumulacdo de 14-a-metil-3,6- diol,
produto toxico sintetizado pela enzima 6-5,6-desaturase, codificada pelo gene ERG3. Como
consequéncia, ocorrem alteragdes na funcéo e estrutura da membrana e, por fim, a inibigdo do
crescimento fangico (Sanguinetti, Posteraro, Lass-Florl, 2015).

As equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina), a mais recente
classe do arsenal antifungico, sdo fungicidas rapidos contra Candida spp. e exercem seus
efeitos através da inibigdo de B-(1,3)-D-glucana sintase, enzima responsavel pela biossintese
de glucana (Colombo et al., 2013). O polissacarideo glucana, componente essencial a parede
celular, consiste em mondémeros de D-glicose ligados em si por B-(1,3)-glucana ou B-(1,6)-
glucana. O blogueio ndo competitivo da sintese da B-(1,3)-D-glucana sintase provoca a
diminuicdo da incorporacéo de glicose no polimero glucano e, por conseguinte, causa a lise da
célula fungica (Kathiravan et al., 2012).

A 5-fluorocitosina (5FC), analogo de pirimidina fluorada, é um antimetabdlico que
também desempenha atividade antifingica contra Candida spp. O uso deste farmaco como
monoterapia, € limitado pela presenca de resisténcia intrinseca e pela facilidade de
desenvolver resisténcia durante o tratamento (Morace, Perdoni; Borghi, 2014). Desta forma,
este agente é utilizado, frequentemente como adjuvante terapéutico, em combinagdo com
anfotericina B, para pacientes com candidiase sistémica (Flevari et al., 2013).

As principais causas das falhas da terapéutica antifungica sistémica incluem: doses
inadequadas absorcao, distribuicdo ou metabolismo deficiente; interacdes

medicamentosas; neutropenia grave; presenca de corpo estranho; emergéncia do

fendmeno da resisténcia aos antifingicos.

2.5 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

O aparecimento de resisténcia aos medicamentos € um processo evolutivo que se
baseia na selecdo de microrganismos que tém uma maior capacidade de sobreviver e
reproduzir na presenca de um farmaco (Cowen, 2008). A competicdo natural para a
sobrevivéncia manifesta-se por meio da capacidade dos microrganismos em produzir e
processar metabdlitos toxicos para outros microrganismos, e a0 mesmo tempo, implementar
uma série de estratégias para resistir a acdo dessas substancias (Morace; Perdoni; Borghi,
2014).

Por mais de cinco décadas, o problema de como conter a resisténcia antimicrobiana
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ainda persiste e atualmente, isso tem se tornado um problema de preocupagdo global com
consequéncias graves. Esse fenbmeno é uma ameaca crescente para a saude humana e tem um
significativo impacto sdcio econdmico nos sistemas nacionais de saude (Kok et al., 2015;
Delarze; Sanglard, 2015).

A resisténcia pode ser classificada como microbioldgica ou clinica. A microbioldgica
é definida pela presenca de um mecanismo de resisténcia mutacional ou adquirido e é
dividido em: (i) primaria ou inata, quando os fungos se apresentam resistentes antes mesmo
da exposicdo ao farmaco e (ii) resisténcia secundaria ou adquirida, que aparece em resposta a
exposicdo ao farmaco. Ja a resisténcia clinica € denominada como falha do tratamento
(Alcazar-Fuoli; Mellado, 2014).

A capacidade das espécies de Candida ocasionar doencas estd relacionada com
mecanismos que envolvem diversos fatores de viruléncia, que incluem a transicdo
morfoldgica entre levedura e hifa, capacidade de se defender contra o sistema imunolégico do
hospedeiro, aderéncia, formacdo de biofilme no tecido do hospedeiro ou em dispositivos
médicos, e producdo de enzimas hidroliticas prejudiciais como proteases, fosfolipases e
hemolisina (Sardi et al., 2013; Holland et al., 2014). Em relacdo aos mecanismos moleculares
envolvidos na resisténcia aos antifungicos podem incluir alteracdes do alvo molecular do
farmaco, “sobre expressdo” da molécula alvo, diminuicdo da concentracdo intracelular do
farmaco (efluxo), perda de porinas, alteragdes na biossintese de esterdis e produgdo de
enzimas fungicas que degradam as drogas (Odds, 2002).

A formacéo de hifa desempenha funcdo importante na invasdo de tecidos. As formas
filamentosas (hifa e pseudo-hifa) das espécies de Candida tém demonstrado aumento da
resisténcia a fagocitose quando comparado com a levedura. A viruléncia de

C. albicans esta estritamente relacionada com a capacidade de formacdo de hifas,
sendo esta transicdo levedura-hifa crucial para o desenvolvimento da infeccdo (Tsang,
Bandare, Fong, 2012). A morfologia hifal de C. tropicalis é similar a de C. albicans e esta
relacionada com a invasdo de epitélio oral. Entretanto, a capacidade de C. parapsilosis invadir
o epitélio oral ndo esta relacionado com producdo de pseudo-hifa (Silva et al, 2012). As hifas
promovem ao fungo a capacidade de sobrepor da defesa do hospedeiro e também constituem
um fator essencial para a patogenicidade por formar biofilmes (Vylkova, Lorenz, 2014).

A formacgdo de biofilmes por espécies de Candida também apresentam importante
papel no desenvolvimento de resisténcia aos principais agentes antifungicos utilizados no
tratamento de candidiase sisttmica. Com relacdo aos azolicos, as células presentes no

biofilme sdo 1000 vezes mais resistentes do que as células planctdnicas ou livres, tornando
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esses agentes antifungicos, opcdes terapéuticas ineficazes na presenca de biofilmes (Taff et
al., 2013).

A resisténcia adquirida a anfotericina B, entre as espécies de Candida, € rara e a
resisténcia intrinseca é observada em C. lusitaniae; as causas de resisténcia a anfotericina B
esta relacionada a auséncia total de ergosterol na membrana fungica; estruturas diferentes do
ergosterol, que impedem a ligagdo com os poliénicos ou a alteracdo na via biossintética do
ergosterol, que conduz a substituicdo do ergosterol por outros esterdis, com menor afinidade
pelos poliénicos (Morace, Perdoni, Borghi, 2014).

A resisténcia adquirida por espécies de Candida a azoOlicos é pouco comum e
geralmente esta associada a tratamentos prolongados. Existem varios mecanismos através dos
quais Candida spp. podem adquirir resisténcia aos azélicos e é importante lembrar que mais
de um mecanismo de resisténcia pode ocorrer em uma dada espécie. As alteracdes resultantes
podem ter efeitos aditivos ou levar ao desenvolvimento de resisténcia cruzada (Pfaller, 2012).

Em Candida spp., a resisténcia aos agentes azélicos envolve a indugdo de bombas de
efluxo, que levam a diminuicéo da concentracdo do agente antifungico no alvo terapéutico. As
bombas de efluxo em Candida spp. sdo codificadas pelo gene CDR pertencente aos
transportadores ATP - Binding Cassette (ABC) Superfamily, que afeta quase todos o0s
farmacos azélicos e, pelo gene MDR pertencente aos transportadores

Major Facilitator superfamily (MFS), que sdo geralmente seletivos para fluconazol
(Sanguinetti, Posteraro, Lass-Florl, 2015).

Também envolve inibicdo ou superexpressdo do gene ERG11, ou mesmo ambos. A
mutacdo no gene ERG11, resultante de substituicdes de aminoacidos da proteina Ergllp,
promove a reducdo da afinidade entre azdlicos e sitio enzimético. Este mecanismo esta
atribuido a resisténcia intrinseca de C. krusei ao fluconazol e a superexpressdo do gene
ERG11 o que resulta em taxas ndo ideais de droga/enzima (Morace, Perdoni, Borghi, 2014;
Sanguinetti, Posteraro, Lass-Florl, 2015). Outro mecanismo de resisténcia compreende a
mutacdo no gene ERG3, que impede a conversdo do 14-a-metil-3,6- diol para 14-o-
metilfecosterol e, com isso a substituicdo do ergosterol por fecosterol, conduzindo a
funcionalidade da membrana flngica e, portanto, blogueia o rompimento da membrana pelos
azolicos (Sanguinetti, Posteraro, Lass-Florl, 2015).

O principal mecanismo de resisténcia encontrado em isolados de Candida spp. envolve a
ocorréncia de mutagdes pontuais no gene Fksl e/ou Fks2, resultando em alteracGes
conformacionais na enzima glucana sintase, diminuindo assim a afinidade do farmaco pela

enzima, e gerando a resisténcia (Gongalves et al., 2016). O aumento da sintese de quitina também
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tem sido descrito como um importante mecanismo de resisténcia. Isolados de diversas espécies de
Candida quando expostos a baixas concentracdes de equinocandinas induzem a expressdo de
genes que codificam quitina sintases que, por sua vez, aumentam a concentragdo de quitina na
parede celular provocando uma diminuicdo na atividade do antifngico (Walker et al., 2008).

O desenvolvimento de resisténcia aos agentes antifungicos convencionais, por
Candida spp. representa grande desafio clinico e terapéutico, e requer estratégicas que evitem
a disseminacdo da resisténcia fungica, como ja ocorreu com as bactérias, que se encontram
disseminadas e fora de controle. Entre essas estratégias, as mais utilizadas consistem na
identificacdo de espécies fungicas, diagndstico precoce da infeccdo, testes de sensibilidade
aos antifangicos, disponibilidade de terapias mais eficazes e desenvolvimento de nova
geracdo de potentes antifungicos (Anderson, 2005; Zaitz et al., 2010).

Muitos dos medicamentos utilizados no tratamento de doencas infecciosas sdo
desenvolvidos a partir de produtos naturais, de forma direta ou indireta, especialmente de
plantas medicinais, que apresentam grande variedade de compostos com propriedades
terapéuticas e sdo consideradas importante fonte na obtencdo de novos

medicamentos. O uso de plantas como matéria prima para farmacos é comum em
muitos paises e esta bem estabelecido nos aspectos culturais e tradicionais de algumas nacgdes
(Assob et al., 2011).

2.6 PRODUTOS NATURAIS COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS

O desenvolvimento de novos antifingicos € um desafio particularmente interessante,
pois os fungos sdo organismos eucariontes, tais como mamiferos. Com excecdo da parede
celular, as células fungicas partilham diversas semelhancas com o hospedeiro levando a uma
escassez de alvos especificos de fungos que podem ser explorados para o desenvolvimento de
novos agentes. Como consequéncia é que existe um numero limitado de classes de
antifangicos além do que a utilidade da maioria desses agentes é comprometida devido a
toxicidade para o hospedeiro (Srinivasan; Lopez-ribot; Ramasubramanian, 2014; Scorzoni et
al., 2016).

Com isso, novas estratégias farmacologicas estdo sendo adotadas, tais como: (i)
desenvolvimento de novas formulages de antifingicos, como as formulagdes lipidicas da
anfotericina B, (ii) as terapias de combinagdo de um ou mais compostos antifungicos,

(iii) sinergismo entre agentes antifingicos e compostos ndo antimicrobianos e (iv)

utilizacdo de novos principios ativos obtidos a partir de diferentes fontes, como os produtos
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naturais (Spampinato; Leonardi, 2013).

Apesar da descoberta de novas moléculas e da disponibilidade de novas formulacGes
para reduzir a toxicidade e aumentar a biodisponibilidade, a pesquisa de novos agentes
antifingicos e a caracterizacdo de novos alvos sdo uma necessidade continuada (Scorzoni et
al., 2016), j& que é bastante claro que o ritmo de desenvolvimento de medicamentos
antifingicos ndo acompanha o ritmo das necessidades clinicas, especialmente no que tange ao
desenvolvimento da resisténcia (Roemer; Krysan, 2014).

Das 252 drogas consideradas basicas e essenciais pela Organizacdo Mundial de Satde
(OMS), 11% sdo exclusivamente de origem vegetal e um significante nimero de drogas é
obtido de precursores naturais. Assim, as plantas sdo fontes importantes de moléculas
biologicamente ativas que podem ser utilizadas ndo apenas como modelo para a sintese e
obtencdo de novos farmacos, mas também como uma nova possibilidade de intervencao
terapéutica (Brasil, 2016; Gongalves et al., 2013)

Algumas familias botanicas possuem naturalmente constituintes quimicos importantes
que podem ser utilizados na investigacdo de novos compostos com

atividade antimicrobiana. Neste sentido, o conhecimento prévio adquirido, desde
conceitos etnofarmacoldgicos e até mesmo de dados apresentados a comunidade cientifica sdo
de extrema importancia para o desenvolvimento de investigacfes cientificas que busquem a
inovacgdo na area quimioterapica com foco nas doencas infecciosas (Vieira et al., 2014).

A maioria dos agentes antiflngicos utilizados hoje foram descobertas a partir de fontes
naturais (Scorzoni et al., 2016). Um levantamento realizado ate 2011 mostrou que o perfil dos
farmacos utilizados obtidas a partir de fontes naturais (plantas, microrganismos marinhos e
terrestres, animais terrestres e outros) ndo alterou significativamente (61,5% para 61,7%),
confirmando que as plantas continuam sendo a principal fonte de novas moléculas representando
61% de todas as moléculas descobertas e promissoras de todo o mundo (Kinghorn et al.,
2011).Por isso, as plantas tém recebido um grande destaque pelos pesquisadores que tém estudado
e utilizado uma ampla variedade de plantas para a identificacdo de moléculas bioativas, bem como
suas propriedades e mecanismo de acdo (Scorzoni et al., 2016; Martins et al., 2015).

Os metabolitos secundarios compreendem compostos organicos que nao estdo
diretamente envolvidos nos processos de crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos
organismos vegetais, mas desempenham um papel importante nas defesas vegetais contra a
herbivoria e outras defesas relacionadas ao meio de desenvolvimento e sobrevivéncia (Simoes
et al., 2007; Garcia; Carril, 2009).

A atividade antimicrobiana dos metabolitos oriundos de compostos naturais pode ser
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influenciada por varios fatores incluindo a fonte botanica, tempo de colheita, o estagio de
desenvolvimento da planta, método de extracdo, composi¢do quimica, estrutura, € 0S grupos
funcionais. Além disso, os componentes de alimentos e aditivos, que podem interagir com 0s
compostos antimicrobianos desempenham um papel importante na utilizacdo de compostos
naturais como conservantes de alimentos, por exemplo, a ligacdo ndo especifica do peptideo
antimicrobiano catidnico de particulas de alimentos carregados negativamente pode reduzir o
efeito do peptideo antimicrobiano em sistemas alimentares (Juneja et al., 2012).

Centenas de compostos quimicos com atividade bioldgica estdo presente em cada
planta, trabalhando em sinergismo e conferindo ampla variedade de bioatividades. Entre estas
bioatividades, a propriedade antifungica de muitas plantas medicinais tem sido descrita contra
espécies de Candida clinicamente importante tanto in vitro como in vivo (Martins et al.,
2015). Estudos in vitro com extratos e 6leos essenciais de Allium

tuberosum, Coriandrum sativum, Cymbopogon martini, Cymbopogon winterianus e
Santolina chamaecyparissus indicam atividade antifingica destes extratos para isolados de
Candida spp. da cavidade oral de pacientes com doencas periodontais (Furletti et al., 2011).
Da mesma forma, o Oleo essencial de Mentha suaveolens mostrou atividade in vitro
candidacida e candiostatica contra C. albicans isoladas de candidiase vulvo- vaginal de
pacientes com SIDA e, em estudo in vivo, usando este dleo contra infec¢do vulvo-vaginal de
ratas, foi observada a eliminacédo da C. albicans nesta infeccdo (Pietrella et al., 2011).

Os mecanismos de acdo dos produtos naturais sdo diversos e distintos. A membrana
citoplasmatica classifica-se como o sitio de acdo mais comum dos metabolitos secundarios,
eles atuam tanto na lise da estrutura desencadeando o extravasamento do contetdo celular e
consequentemente a morte, quanto na formacdo da mesma. A interacdo com o material
genético e sintese de proteinas também é um fator predisponente na promocdo da acdo
terapéutica, neste caso, quando em contato com o material genético é capaz de promover
alteragcbes na codificagdo do DNA microbiano, resultado em ineficazes transcrigbes
promovendo a desorganizacdo de funcdes vitais para a célula (Hayek et al., 2013; Gyawali,
Ibrahim, 2014).

E importante salientar que variacdes na estrutura quimica e composic&o dos compostos
naturais empregados como farmacos resultam em diferencas na acdo antimicrobiana e na
diversidade estrutural de compostos derivados de plantas. O impacto da acdo antimicrobiana
exercida contra diversos tipos de microrganismos depende da sua configuracdo estrutural.
Como exemplo, os compostos fenolicos possuem grandes variacdes estruturais e sdo um dos

mais diversos grupos de metabdlitos secundarios. Os grupos hidroxilicos (OH) presentes
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nestes compostos podem ser a causa de acao inibidora uma vez que estes podem interagir com
a membrana celular dos microrganismos, para desestabilizar as estruturas de membranas e

como consequéncia promovem a lise celular (Xue et al., 2013).

2.7 A FAMILIA LAURACEAE

A familia Lauraceae apresenta uma distribuicdo denominada pantropical (Figura 5)
estando bem representada na América, Asia Tropical, Australia, Madagascar e Africa (Quinet,
2005). O numero mais aproximado de espécies da familia no Brasil foi extraido da Lista de
Espécies da Flora do Brasil (Quinet et al., 2015), que reconhecem 441 espécies, em 24
géneros. Segundo 0s mesmos autores, o género Ocotea Aubl. estd entre os mais

representativos da familia, com 172 espécies no Brasil.

Figura 5 - Mapa da distribuicdo geografica da familia Lauraceae.
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Fonte: Missouri Botanical Garden.

Na regido neotropical ocorre do México a Argentina, desde as planicies até as florestas
montanas. Nessa regido, a maior diversidade de espécies encontra-se no Brasil (Moraes, 2007;
Moraes, Van Der Werff, 2011), onde, segundo Quinet et al., (2015), as principais ocorréncias
estdo na Floresta Ombrodfila Densa, na Floresta Atlantica sensu stricto, na Floresta Ombrofila
Mista, na Restinga, no Cerrado, na Caatinga e na Floresta Estacional Semidecidual (Montana,
Submontana e Aluvial).

A expressividade na composicdo floristica da Floresta Atlantica estd relacionada ao
grande numero de individuos coletados e a sua complexidade morfoldgica e taxonémica
(Quinet, 2005), caracterizando uma ampla riqueza de taxons nesta familia, e que vem

contribuindo para corroborar a hipéGtese de que a Floresta Atlantica seja um dos principais
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centros de diversidade deste grupo (Kropf et al., 2006). Entretanto, € uma familia pouco
conhecida em termos de nimero de espécies e distribuicdo, pois ndo se distribuem de forma
homogénea, o que demanda estudos mais complexos de levantamento de ocorréncia que
permitam identificar variagdes na diversidade das espécies do grupo, e caracterizar diferentes
graus de endemismo e abundancia ao longo do bioma (Baitello, 2013).

Economicamente, € um grupo muito importante e bastante explorado, visto que
algumas espécies sdo produtoras de madeira de alta qualidade, 6leos aromaticos e alcaloides
utilizados em diversos segmentos industriais e da construcao civil além de ser

bastante empregado nas comunidades tradicionais, que dettm o conhecimento
empirico da utilizacdo dessas plantas. Espécies como a canela-preta (Ocotea catharinensis
Mez), canela-sassafras (Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer) e canela-imbuia (Ocotea porosa
(Nees & Mart.) Barroso), por exemplo, apresentam alto valor econdmico e ecoldgico, e
juntamente com Nectandra, concentram o maior nimero de espécies da familia no bioma
Mata Atlantica (Baitello, 2013).

O potencial econdmico das espécies dessa familia € conhecido desde os tempos
remotos, através de documentos da China de 2800 a.C., onde ja era empregado o Oleo de
Cinnamomum camphora (L.) J.Presl e de outras especies deste género na medicina
(Sangirardi Jr., 1984). Segundo Quinet (2002), as folhas de Laurus nobilis L., o loureiro, eram
utilizadas pelos antigos gregos e romanos para confeccionar coroas, com as quais se
homenageavam guerreiros e atletas vitoriosos, e estdo entre os condimentos mais conhecidos
da culinaria de todo o mundo. Os primeiros registros relativos a utilizacdo das espécies desta
familia influenciaram o nome de muitos géneros que fazem uma alusdo aquela época como 0
género Phoebe que tem seu nome relacionado ao deus Apolo e Laurus L. que vem do celta
“laus” e significa louvor em grego (Barroso et al., 2002).

A casca ou o fruto de algumas espécies s@o usadas como condimentos (Dicypellium
caryophyllaceum) ou para fazer ché (Licaria puchury-major e Aniba canelilla). Espécies
utilizadas em grande escala séo o abacate (Persea americana), a canela (Cinnamomum verum)
e o louro (Laurus nobilis). A madeira de Lauraceae é amplamente explorada em diversas
regides. Na Amazonia, a itatba (Mezilururs spp.) € a madeira preferida para construcdo de
embarcacdes devido a sua alta durabilidade e resisténcia. Diversas outras espécies constituem
o principal produto madeireiro comercializados em Manaus sob o nome de “louro” (Ribeiro et
al, 1999).

A familia Lauraceae caracteriza-se quimicamente por apresentar, em sua composi¢ao

alcaloides isoquinolinicos, inddlicos e triptofanicos. Dentre os alcaloides isoquinolinicos, 0s
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aporfinoides representam um grupo grande e ainda em expansdo comumente encontrado nas
mais diversas espécies de Lauraceae.

Vaérias espécies de Lauraceae sdo relatadas como potenciais agentes antimicrobianos.
Almeida et al., (2016) avaliaram a atividade anti-Candida de Cinnamon céssia (canela), com
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 250 mg/L. Para uma eficicia antibiofilme, o éleo
reduziu significativamente o nimero de

microrganismos e acumulacdo de biofilmes viaveis em T, . No entanto, a T4g nao
houve diferenca entre os biofilmes tratados e ndo tratados.

Singh et al., (2013) avaliaram a atividade anti-Candida de diferentes extratos de
Cinnamomum tamala; o extrato metandlico apresentou inibicdo de 97, 26%, 98, 57% e
98,66% frente as espécies de C. albicans, C. glabrata e C. heamolonii, respectivamente.
Castro, Lima (2011) observaram a atividade anti-Candida do oOleo essencial de Ocotea
odorifera (Sassafrés). Todas as cepas ensaiadas, com exce¢do da C. tropicalis LM 708,
apresentaram-se sensiveis ao 6leo essencial de O. odorifera, sendo observado uma CIM de 2,5

mg mL-1 sobre 68% das cepas utilizadas nos ensaios microbioldgicos.

2.8 O GENERO OCOTEA

Ocotea € um dos géneros mais representativos da familia Lauraceae, com
aproximadamente 400 espécies de plantas distribuidas ao longo da Continentes americanos e
africanos (van der Werff 1991). Estima-se que entre 120 e 160 das espécies para este género
ocorrem no Brasil (Baitello 2001), com 52 espécies registradas no Nordeste (Quinet et al.,
2017) e 11 espécies para o estado de Pernambuco (Barreto 1990).

Essas espécies produzem uma grande quantidade de Gleos essenciais e essas plantas
sdo amplamente utilizadas em construcéo civil, fabricacdo de moveis e praticas de culinaria.
Devido a potencial econémico, o extrativismo descontrolado levou ao declinio das populagdes
naturais, colocando algumas espécies em risco de extin¢do, como Ocotea catharinensis Mez,
Ocotea langsdorffii (Meisn.) Mez e Ocotea porosa (Nees & C. Mart. (Moraes 2005). As
plantas do género Ocotea também sdo usadas em medicina popular para o tratamento de
infeccbes, dores de cabeca, Ulceras, colicas menstruais, mordidas de cobras, diarreia,
neuralgia, indigestdo e dor em geral (Coutinho et al., 2006, Moraes 2005)

Existem varios relatorios na literatura sobre a composicdo quimica dos 6leos de
espécies de Ocotea que ocorre em varias regides do mundo. Esses 0leos sdo extraidos de

diferentes partes da planta e as principais classes quimicas encontradas sdo monoterpenos
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(Olivero-Verbel et al.,, 2010), sesquiterpenos, diterpenos (Yamaguchi et al., 2013) e
fenilpropanoides (Oltramari et al., 2004). Estudos sobre as propriedades bioldgicas desses
Oleos essenciais revelaram um amplo espectro de atividades, incluindo antimicrobiano
(Leporatti et al., 2014), anti-inflamatorio, citotdxico, antioxidante

(Destryana et al., 2014, Chaverri et al., 2011) e propriedades moluscicidas (Coutinho
et al., 2007) incluindo a acéao inseticida contra artropodes de interesse medicinal, como Aedes
aegypti (Menut et al. 2002) e interesse agricola, como Sitophilus zeamais (Mossi et al. 2013).

Ocotea duckei Vattimo-Gil e Ocotea glomerata (Nees) Mez estdo entre as espécies
que ocorrem nos fragmentos remanescentes da Mata Atlantica no estado de Pernambuco
(nordeste do Brasil). Essas espécies sdo conhecidas localmente como louro pimenta e

caneleira, respectivamente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREADE ESTUDO E COLETA

A Usina S&o José (USJ) localiza-se no municipio de Igarassu, a 28 km de Recife, na
mesorregido da Zona da Mata de Pernambuco, litoral norte do estado, entre as coordenadas
07°41°04,9” e 07°54°41,6” S; 34°54°17,6” e 35°05°07,2” W (Trindade et al. 2008). Com uma
area total de 248 km:e cerca de 100 fragmentos florestais, esta entre as usinas que possuem 0s
maiores remanescentes e a maior area absoluta de Floresta Atlantica ao norte do Séo
Francisco (Uchda Neto, Tabarelli 2002). No entanto, na USJ apenas um fragmento florestal
denominado de Reserva Ecoldgica da Mata da Usina Sdo José, ou Mata de Piedade (Figura 6),
é protegido pela Lei Estadual n® 9.989 de 1987 (Santos et al., 2001).

Figura 6 — Fragmento da Mata Piedade localizada na Usina S&o José.
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As coletas foram realizadas durante o periodo de setembro de 2014 e outubro 2015 e
concentrou-se em um fragmento identificado como Piedade com coordenagfes geograficas de
7°49°12”, 7°50°55” S 35°0°35”, 34°59°21” compreendendo uma area 305,787 ha. Foram
coletados individuos de Ocotea glomerata (Figura 7 A e B) e a identificacdo botanica foi
realizada no Herbario do Instituto de Pesquisa Agronémica de Pernambuco (IPA), Brasil, e 0
voucher (IPA 90.944) da espécie foi depositado no herbario (IPA).

Figura 7 — Arvore (A) e Inflorescéncia (B) de Ocotea glomerata da Mata Piedade (Usina S&o José).

Fonte: A autora.

3.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

O p6 das folhas de O. glomerata (10 g) foi misturado com 100 mL de uma série
eluotrépica de hexano, cloroférmio, acetato de etilo e metanol. Todas as amostras foram
submetidas a agitacdo até a saturacdo (24 h). Apods 24 horas, os solventes foram removidos
separadamente e concentradas até a secura num evaporador. O extrato foi

filtrado através de filtro de 0,22 um (tipo GV Millipore) e guardadas a 4 °C para

posterior estudo.
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3.3 OBTENGCAO DO OLEO ESSENCIAL

Folhas frescas (40 g) previamente trituradas foram submetidas a arraste a vapor por 3
h em aparelho do tipo Clevenger. O éleo essencial foi separado da fase aquosa e, utilizando-se
1 mL de hexano destilado como solvente. O 6leo foi, entdo, seco em sulfato de sddio anidro,

filtrado e armazenado a -5°C para posterior analise. Este procedimento foi repetido 3 vezes.

3.4 PROSPECCAO FITOQUIMICA DAS PRINCIPAIS CLASSES DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

O método empregado na identificacdo das principais classes de metabolitos
secundarios (fendis, taninos, flavonoides, alcaloides, saponinas, esteroides e triterpenoides)
foi o estabelecido por Matos (2009). As fracdes dos extratos foram aplicadas com auxilio de
tubos capilares de vidro em placas cromatograficas de silica- gel (Macherey-Nagel) de
dimens@es 5 x 10 cm, formando manchas semelhantes e regulares. Trés placas foram eluidas
com uma solucdo de 10% de metanol em cloroférmio (v/v) e as demais placas foram eluidas
com 10% de metanol em acetato de etila (v/v) para devida separacdo dos compostos de cada
uma das fragbes. Apds a eluicdo e secagem, as mesmas foram expostas a luz ultravioleta
(UV), sendo registrado os resultados. Cada placa foi borrifada com um dos reagentes de
deteccdo, cuja presenca ou auséncia do aleloquimico foi identificada pelo aparecimento de

coloracdo especifica nas reacgoes.

3.5 MICRORGANISMOS TESTES

A atividade antimicrobiana dos extratos de O. glomerata foi realizada frente aos
seguintes microrganismos obtidos a partir de American Type Culture Collection (ATCC): C.
albicans (14053), C. parapsilosis (22019), C. krusei (6258), e isolados clinicos C. albicans
URM 5901, C. parapsilosis 4970 e 7048 e C. tropicalis 6551. Todos os isolados foram
provenientes da Micoteca URM do Departamento de Micologia, Universidade Federal de

Pernambuco.

3.6 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRAGAO
FUNGICIDA MINIMA (CEM)
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As leveduras foram crescidas em meio de cultura Agar Dextrose Sabouraud a 35

°C durante 24 h para as espécies de Candida. Foi retirado um inoculo das culturas,
suspendidos em 5,0 mL de solucdo salina estéril a 0,085% e colocadas em Vortex por 15
segundos. A densidade celular foi ajustada por espectrofotdmetro acrescentando-se solugéo
salina suficiente para obter a transmitancia (90) equivalente de uma solucdo- padrdo da escala
de McFarland 0,5 em comprimento de onda de 530 nm. Esse procedimento fornece uma
suspensdo-padrdo de levedura contendo 1x10° a 5x10? células por mL. A suspens&o para 0s
testes foi obtida fazendo-se uma dilui¢do 1/100 em salina seguida de uma dilui¢do de 1/20 em
meio de cultura Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) 1640 tamponado com
Acido 3 — [N-morfino] propanossulfonico (MOPS)

Os testes foram realizados segundo a Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2008) de acordo com a norma M27-A3, método de referéncia a determinacdo da
sensibilidade de leveduras a terapia antifingica. Foram pesados 80 mg dos extratos de

O. glomerata e solubilizados em 0,5 ml de (DMSO). Em seguida, as solugfes foram
filtradas em filtros de 22 um de diametro para que 10 pl fossem retirados e diluidos em

0.99 ml do meio RPMI 1640 com MOPS obtendo-se ao final uma diluicdo de 1/100 a
uma concentracao de 800 pg/mL e DMSO a 1%.

Placas de 96 pogos de fundo chato foram previamente preenchidas com 100 pl de
meio RPMI 1640 com MOPS. Apds isso, 100 ul dos extratos foram adicionados no 1° pogo e
entdo homogeneizado e retirado 100 pl para ser colocado no 2° poco de forma que uma
diluicdo seriada de 1/2 fosse feita até o 10° poco. Assim as concentracdes dos extratos do 1°
ao 10° pogo foram: 400; 200; 100; 50, 25; 12.5; 6.25; 3.125; 1.5625; 0.78125 pg/mL. Depois
das dilui¢des seriadas, 100 pl da suspensédo de células de leveduras foi adicionado a todos os
pocos. O 12° poco foi usado como controle positivo do teste (Figura 8). Ao final as
concentracdes dos extratos foram reduzidas novamente pela metade de modo que o 1° pogo

contivesse uma concentracdo de 400 pg/ml. As placas forma incubadas a 35 °C.
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Figura 8 — Esquema do teste do CIM frente as cepas de Candida
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Fonte. A autora

A leitura visual dos resultados foi realizada em 24 h para as espécies de Candida. Os
testes foram realizados em duplicata com trés repeti¢cdes independentes. Apos incubacdo das
microplacas, foi realizada a determinacdo da CFM com o objetivo de avaliar a capacidade do
restabelecimento do crescimento fangico apds 48 h de contato com a substancia teste. Com o
auxilio de alcas estéreis, a mistura de cada poco foi repicada em Agar Sabourand Dextrose.
As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h e apés a incubacdo, foi observado o crescimento

ou ndo das coldnias leveduriformes.

3.7 TESTE DO SINERGISMO PELA TECNICA DE MICRODILUICAO EM CALDO:
CHECKBOARD

O teste de “tabuleiro de xadrez” foi baseado no procedimento estabelecido pelo CLSI
para microdiluicdo em caldo para teste de sensibilidade antifungica (CLSI, 2002). Foram
pesados 1,6 mg de antiflngicos (fluconazol, cetoconazol e anfotericina B) para obtencéo de
uma concentragao inicial de 64 pg/mL em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS 0,165 M,
pH 7,0. Apos feitas as diluigdes dos agentes antifungicos foi adicionado 100 pg/mL da
concentracdo de 64 pg/mL no poco Al da placa de 96 pocos de fundo chato. Em seguida, foi
adicionado 100 pg/mL da concentragdo de 32 pug/mL no poco B1, depois mais 100 pg/mL da
concentracdo de 16 pg/mL no pogo C1 e assim sucessivamente até o po¢o H1. Preenchidas
toda a coluna 1 com suas respectivas concentrac@es, 0 metodo foi repetido até a coluna 10. As

colunas 11 e 12 foram utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente. Para o
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extrato foi pesado

80 mg para obten¢do de uma concentracéo inicial de 800 pug/mL. As diluicbes seriadas
do extrato foram realizadas diretamente na placa de 96 pocos contendo as concentragcdes dos
antifungicos adicionadas anteriormente. Apos a diluicdo da solucdo estoque, 100 pL foram
retirados e adicionados no po¢co Al, A2, A3 até o poco AL0. Esse procedimento foi realizado
de A a H. Em seguida foi adicionado o inoculo (1,5 X 10°> UFC ml™) dos fungos testados (C.
albicans ATCC 14053, C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019) e as placas
foram incubadas a 30 °C durante 3 dias.

A fim de avaliar a atividade das combinagdes de farmacos, indices fracionarios de
concentracdo inibidora (IFC) foram calculados como IFC* + IFC®, onde IFC* e IFC®
representam as concentracdes minimas que inibem o crescimento de fungos para farmacos A
e B, respectivamente: IFC* = combinacéo MIC”* / MIC” sozinho e FIC® = combinacdo MIC®
/ MIC® sozinho. Um indice de média IFC foi calculado com base na seguinte equacdo: indice
IFC = FIC" + FIC®. Além disso, a interpretacdo foi feita como se segue: sinérgica (<0,5),
aditividade (0,5-1,0), indiferente (> 1) ou antagonista (> 4) (Guerra et al., 2012).

3.8 FRACIONAMENTO DO EXTRATO METANOLICO

O extrato seco (150 mg) foi submetido a fracionamento em cromatografia “flash”,
utilizando o equipamento da Biotage Isolera One® com uma coluna Biotage® SNAP KP-SIL
C18 33 g com fase movel H20: MeOH com um gradiente de fase movel 5%-20% MeOH
(3CV), 20%-30% MeOH (1CV), 30%-30% MeOH (1,5CV) 30%-40% MeOH (1CV), 40%-
40% MeOH (1,5CV), 40%-50% MeOH (1CV), 50%-50% MeOH

(1,5CV), 50%-100% MeOH (3CV), 100%-100% MeOH (3CV). O fluxo foi constante

de 50 mL/min, volume méaximo por fracdo 18 mL e tipo de rack 16x150 mm.

3.9 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS DO EXTRATO METANOLICO E DAS
FRACOES POR CLAE

As amostras do extrato metanolico foram pesadas (aproximadamente 2 mg) e diluidas
em aproximadamente 2 mL de agua. As amostras foram levadas ao banho de ultrassom por 15
min para completa solubilizag&o. A solugdo obtida foi filtrada em membrana de PVDF com
abertura de poro igual a 0,45 um. A analise foi conduzida em cromatografo provido de

detector de arranjo fotodiodos (comprimento de onda de 280 nm); pré-coluna de 3,9 pum,
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coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro

interno, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (5 pum),
mantida a temperatura ambiente (24 °C); fluxo da fase mével foi de 0,8 mL/minuto. A fase
movel foi constituida por agua (&cido trifluoracético 0,05%) como solvente A e metanol
(&cido trifluoracético 0,05%) como solvente B, ambos foram desgaseificados em banho de
ultrassom e filtrados atraves de membrana com poro de 0,45 pum. O volume de injecdo
utilizado foi de 20 pL. A separacdo foi efetivada utilizando o seguinte gradiente linear: 0-10
min, 10-25% B; 10-20 min, 25-40% B; 20-25 min, 40-

75% B; 25-28 min, 75-10% B; 28-30 min, 75-10% B.

3.10 TEMPO DE MORTE

A analise da interferéncia do extrato metanolico sobre a viabilidade de estirpes
fangicas foi conduzida de acordo com Klepser et al., 1998 com algumas modificagdes,
envolvendo o uso de células vidveis. Para determinar a cinética de morte fungica, foi
selecionada uma estirpe padrdo de C. krusei ATCC 6258 de acordo com os resultados da
CIM. Neste teste, observou-se 0 comportamento desta cepa de levedura selecionada por 32 h.
Preparou-se uma série de tubos de cultura estéril, e adicionou-se 1,5 ml de meio RPMI 1640
contendo o valor da concentracdo da CIM. Subsequentemente, foram adicionados 0,5 ml da
suspensdo de levedura ao sistema e seguido de agitacdo utilizando um Vortex durante 30 s. Os
tubos foram incubados a 35 °C por 24 h, o que permitiu coletar aliquotas em diferentes
intervalos de tempo (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 28 ¢ 32 h) de exposi¢cao. Uma aliquota de 10 pl
dos tubos foi retirada e uniformemente estriada na superficie do meio de cultura Sabouraund
(SAB). As placas de Petri foram incubadas a 35 °C durante 24-48 h, e durante o tempo de
incubacdo decorrido, a contagem foi realizada por Unidades Formadoras de Colonia
(UFC/mL). Os controles para o crescimento de levedura e o padrdo antifingico também
foram testados. Todos os testes foram realizados em duplicata.

O limite minimo de detec¢do deste método é de 100 UFC/mL. Apds o periodo de
incubagdo, o nimero de células viaveis foi contado e expresso em Log de UFC/mL. Os
resultados foram analisados e representados graficamente, isto é, antimicrobiano por tempo de
morte. Anélise de dados para o produto de teste foi considerado como mostrando atividade
fungicida quando houve uma diminui¢cdo maior ou igual a 3 log;o padronizar UFC/mL do

inoculo inicial, resultando numa reducdo de 99,9% ou mais de UFC/mL em 24 h em
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comparacao com o inoculo inicial. A atividade fungistatica foi
considerada como em crescimento inferior a 99,9% ou < 3 log;p em UFC/mL do

inoculo inicial.

3.11 TESTE DO ERGOSTEROL

O ergosterol foi preparado no momento da execucdo do teste de acordo Leite et al.
(2015) com modificacdes, sendo primeiramente triturado, com gral e pistilo de porcelana
estéreis. Em seguida, foi dissolvido em DMSO e Twenn 80 a 1%, de acordo com a
concentracdo e volume desejado. Para verificar se houve ligagdo entre os compostos e 0
esterol da membrana, o experimento foi realizado de acordo com o método descrito por
Escalante et al., (2008). Os compostos e os inoculos fangicos usados foram preparados de
acordo com a CLSI assim como os procedimentos para a obtengdo das CIMs. O mesmo
procedimento foi realizado para a Anfotericina B, cuja interacdo com o ergosterol de
membrana ja é conhecida, servindo assim como controle. As placas foram incubadas a 35 °C
por 48 h.

3.12 TESTE DO SORBITOL

O ensaio foi realizado utilizando um meio com e sem sorbitol (controle) pelo método
de microdiluicdo em caldo segundo a CLSI. Foram pesados 3,2 mg dos extratos e das fracoes
a serem testadas e solubilizados em 250 uLL de DMSO e pesado 2,9147 g do sorbitol e
solubilizado em 20 mL de meio RPMI 1640 tamponado com MOPS obtendo-se uma solugéo
a 0,8 M. O meio RPMI contendo sorbitol foi filtrado e entdo utilizado para fazer as dilui¢des
de 1/100 dos extratos e fracdes e 1/20 do inoculo fungico como descrito na norma M27-A2 da
CLSI1/2002. As placas de 96 pocos foram encubadas a 35 °C por 48 h e a leitura dos

resultados foram feitas em 2-7 dias.

3.13 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para a determinacdo da viabilidade celular, o isolado de C. krusei foi exposto ao
extrato metanolico (CIM, 2x CIM e 4x CIM), ao meio de cultura RPMI (controle negativo) e
a 4 pg/mL anfotericina B (controle positivo). As células tratadas foram incubadas a 35 °C

durante 24 h. Posteriormente, aliquotas das células das espécies de Candida spp. foram



46

coletadas nos intervalos de tempo de 3, 6, 12 e 24 h apds exposi¢do aos compostos. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata, em trés experimentos independentes. As células
de Candida spp. apds exposicdo ao extrato foram marcadas com iodeto de propideo (PI) e
analisadas por citometria de fluxo

(Guava EasyCyte™ Mini System). Para cada experimento, 10.000 eventos foram

avaliados. Os detritos celulares foram omitidos da analise (Da silva et al., 2013).

3.14 DETECCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO EM CELULAS DE
Candida spp.

Para avaliar as espécies reativas de oxigénio (EROS) geradas intracelularmente foi
utilizada a sonda diacetato 2°7’- diclorodiidrofluoresceina (H2DCFDA). Esta sonda reage
com diferentes espécies reativas de oxigénio, sendo, no entanto, mais especifica para 0s
radicais hidroxila e peréxido de hidrogénio. H2DCFDA se difunde prontamente através da
membrana celular e é hidrolisado por esterases intracelulares no composto ndo fluorescente
diclorofluoresceina (DCFH), que, por sua vez, é rapidamente oxidado a um composto
altamente fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) (Hempel et al., 1999). A intensidade de
fluorescéncia do DCF € proporcional a quantidade de EROS formado intracelularmente
(Lebel, Ischiopoulos, Bondy, 1992).

As células de Candida spp. apds exposicdo ao extrato metanolico foram incubadas
com H2DCFDA (20 uM) (Sigma, USA) por 30 min no escuro a 37 °C. Em seguida, as células
foram lavadas e ressuspensas em PBS e analisadas por citometria de fluxo (Da silva et al.,
2013; Neto et al., 2014).

3.15 DETERMINACAO DA EXTERNALIZACAO DE FOSFATIDILSERINA

A externalizacdo da fosfatidilserina (OS) é um marcador de estdgios iniciais de
apoptose, que pode ser detectado por marcacdo com Anexina V, que se liga a fosfatidilserina
com alta afinidade na presenca de Ca*" (Parolin; Reason, 2001; Martin et al., 1995). Ao
conjugar a Anexina V ao FITC (lIsotiocianato de fluoresceina) é possivel identificar e
quantificar as células apoptéticas diferenciando-as das células necroticas (PI). Assim, a
deteccdo da externalizacdo da fosfatidilserina foi realizada utilizando-se anexina V
fluorescente e PI.

As células de Candida spp., apos exposi¢cdo ao extrato metanélico foram coletadas por
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centrifugacgdo e digeridas com Zymolyase 20T (2 mg/mL) (Seikagaku Corporation, Japdo) em
tampdo fosfato de potassio (PPB) (1 M, pH 6,0) durante 2 horas a 30 °C. Os protoplastos de
Candida spp. foram ressuspensos em uma solucdo contendo anexina V-FITC (Guava Nexin
Kit, Guava Technologies, Inc., Hayward, CA, USA) e Pl (Sigma, USA) na auséncia de luze a
37 °C. Apos 20 min. as suspensdes foram analisadas por citometria de fluxo. Para cada 48
experimento, 10.000 eventos foram

avaliados, e os restos celulares foram omitidos da anélise (Da Silva et al., 2013; Neto
et al., 2014).

3. 16 ANALISE CROMATOGRAFICA DO OLEO ESSENCIAL

A analise cromatografica foi realizada num cromatografo gasoso Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, USA) equipado com detector de ionizagdo em chama (FID), injetor
split/splitless e coluna capilar HB-5 (30 m x 0.25 mm; 0.25 pm). A rampa de temperatura do
forno foi ajustada para 40 °C por 2 min, 4 °C/min até 230 °C e nitrogénio foi utilizado como
gas de arraste. Ambos injetor e detector foram mantidos a 250 °C e as amostras de 6leo
essencial foram injetadas em modo splitless. Amostras do 6leo essencial foram submetidas a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) num Agilent
Technologies (Palo Alto, CA, USA) series 5975C equipado com um analisador quadrupolo
numa coluna capilar de silica fundida Agilent J & W non-polar DB-5 (60 m x 0.25 mm i.d.
0.25 pm). A rampa de temperatura utilizada foi ajustada para 40 °C por 2 min, 4 °C/min até
230 °C. Hélio foi utilizado como géas de arraste e a pressdo do sistema foi mantida em 100
kPa. O injetor foi mantido a 250 °C no modo split (1:20) e o detector foi mantido a 280 °C. O
potencial de ionizacdo foi ajustado para 70 eV com espectro de massas na faixa de 20-350

m/z com 0.5 scans/s (Austran et al., 2009).

3.17 IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES DO OLEO ESSENCIAL

Os componentes foram identificados utilizando seus indices de retencéo, obtidos por
co-injecdo do O6leo essencial com uma série homdloga de hidrocarbonetos (C8-C30),
calculados na equacdo de van Den Dool and Kratz (1963) e comparados com a literatura e
outros dados publicados. A composicdo foi quantificada por Cromatografia Gasosa com
Detector de lonizacdo de Chamas (GC-FID) e expressa em porcentagem segundo sua area

relativa em quadruplicata, calculando-se também o respectivo desvio padrao.
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3.18 ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos foram analisados a partir da média + erro padrdo da média (E.P.M)
de 3 experimentos independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas
entre as concentracdes usadas, os dados foram comparados por meio de

analise de variancia (ANOVA) seguidos pelo Student Newman Keuls (p <0,05),
utilizando o programa Prism versdo 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 PERFIL FITOQUIMICO

O resultado do perfil fitoquimico (Tabela 1) dos extratos bem como das fragdes do
extrato metanolico (FEM) das folhas de O. glomerata demonstrou a presenca de flavonoides,
triterpenos e esteroides, alcaloides, saponinas e agucares. As plantas e os seus derivados sdo
importantes materiais em investigaces farmacoldgicas devido ao seu grande potencial como
fontes para uma variedade de substancias biologicamente ativas utilizadas no
desenvolvimento de medicamentos. Entre estes produtos, encontram-se os flavonoides, que
sdo considerados como antimicrobianos constitutivos, especialmente aqueles pertencentes a
flavonoides prenilados, flavonas e isoflavonas (Leite et al., 2014). A atividade antibacteriana
dos flavonoides tem sido documentada em estudos anteriores (Liu et al., 2010) Os flavonoides
tém multiplos alvos celulares e podem atuar na sintese de acido nucleico, membrana
citoplasmatica, ou inibidor do metabolismo energético. Além disso, os flavonoides sao
compostos bacteriostaticos, que induzem a formacdo de agregados bacterianos, reduzindo
assim o nimero de colénias viaveis (Cushnie; Lamb, 2005).

Atividade antimicrobiana de saponinas, também, é relatada e geralmente esta
relacionada com a aglicona (Hassan et al., 2010,). Terpendides sdo as maiores e mais
diversificadas classe de compostos de plantas e tém diversos papéis funcionais no
metabolismo e nas interagdes ecoldgicas (Trapp; Croteau, 2001). Estes produtos séo soluveis
em solvente ndo polar e tém mostrado muitas atividades biotecnoldgicas, entre estas

atividades contra bactérias e fungos (Popova et al., 2009).



Tabela 1 — Perfil fitoquimico dos extratos e fragbes do extrato metandlico (FEM) de O. glomerata.
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Metabolitos

Hexanico Cloroformico AcOEt

Metanolico F1 F2 F3

Taninos hidrolisaveis -
inos condensaveis -
Flavonoides -
Triterpernos e esteroides +
Saponinas +
Alcaloides -
Acucares +

+
+

+

+ + + + +

+ + +

+

AcOEt — Acetato de etila; FEM1

Fracdo

—  Fracdo

2; FEM3 - Fracdo 3; FEMA4

Fracdo

4;

FEMS-

Fracdo

5.
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4.2 ATIVIDADE ANTI-Candida

Ao longo dos ultimos anos, extratos de origem vegetal e fitoquimicos relacionados
ganharam uma atencéo especial por pesquisadores cientificos, devido aos seus efeitos de cura
contra diversas doencas (Romero et al., 2013); estudos envolvendo a elucida¢do dos seus
mecanismos de acdo, incluindo farmacocinética e farmacodindmica, foram também realizados
(LOPES et al., 2013). Nas ultimas duas décadas, entre as suas propriedades fitoterapicas, o
potencial antimicrobiano, entre estes, efeitos anti-Candida, tem merecido uma atencgdo
particular.

Os extratos de O. glomerata mostraram atividade anti-Candida (Tabela 2 e Tabela 3),
com inibicdes do crescimento fungico variadas de acordo com a estirpe de Candida,
destacando-se o extrato de metanolico, o qual apresentou inibicdo contra a estirpe de C.
albicans 5901 na concentracdo de 6,25 pg/mL, indicando o potencial promissor deste extrato

como antifangico.
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Tabela 2 — Concentracdo Inibitoria Minima (ug/mL) dos antifiingicos sintéticos, extratos e fragdes ativas do extrato metandlico de

O. glomerata.
C. albicans C. parapsilosis C. tropicalis  C. krusei
ATCC 14053 URM5901 ATCC 22019 URM 4970 URM 7048 URM 6551 ATCC 6258

Hexanico * * * * 400 100 *
Cloroformico * 400 200 100 100 * 100
AcOEt * 200 * 400 100 * 100
Metandlico 400 6,25 6,25 12,5 6,25 * 3,12
F1 * * 400 400 400 200 200
F2 * * * * * * *

F3 * * * * * * *

F4 * * * * * * *

F5 400 400 400 400 50 200 25
FLC C 16 1 8 4 1 NA
CET 0,06 * 0,06 0,06 8 0,06 2
ANF 0,06 0,25 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06

* Néo inibicdo; NA — N&o analisada; AcOEt — acetato de etila; FEM1 — Fracdo 1; FEM2 — Fragdo 2; FEM3 — Fracéo 3; FEM4 — Fracdo 4; FEM5- Fragdo 5; FLC —
Fluconazol; CET — Cetoconazol; ANF — Anfotericina B.



Tabela 3 — Sensibilidade antifangica (MICs) sobre espécies de Candida. Valores séo representados em pg/mL.

C. albicans C. parapsilosis C. tropicalis  C. krusei

ATCC 14053 URMS5901  ATCC 22019 URM 4970 URM 7048 URM 6551 ATCC 6258

Hexanico * * 400 400 - - 200
Cloroformico * - - - - 400 -
AcOEt 100 - 50 - - 100 -
Metandlico - - - - - 3,12 -
F1 * * 200 200 200 200 100
F2 * * * * * * *
F3 * * * * * * *
F4 * * * * * * *
F5 25 100 100 100 6,25 200 6,25
FLC 0,06 * 0,06 0,06 8 0,06 2
CET 0,06 * 0,06 0,06 8 0,06 2
ANF 0,06 0,25 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06

* Nao MIC 5; Nao analisada; AcCOEt — acetato de etila; FEM1 — Fracdo 1; FEM2 — Fragdo 2; FEM3 — Fracdo 3; FEM4 — Fracdo 4; FEM5- Fracdo 5; FLC —

Fluconazol; CET — Cetoconazol; ANF — Anfotericina B.
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Diante da linhagem de C. albicans ATCC 14053 apenas o extrato metanolico
apresentou atividade fungicida na concentracdo de 400 pug/mL. Em relacdo a C. tropicalis o
extrato hexanico apresentou atividade fungicida com CIM de 100 pg/mL, enquanto os demais
extratos testados apresentaram apenas atividade fungistatica. Segundo Forastieiro et al.,
(2013) embora apresente a capacidade de disseminag6es invasivas, C. tropicalis € geralmente
suscetivel a todos os antiflngicos, todavia, varios casos de resisténcia cruzada entre
fluconazol e outros derivados de azois em isolados clinicos foram relatados, especialmente na
regido da Asia-Pacifico. Por outro lado, a resisténcia a anfotericina B exercida por esta
espécie é considerado rara.

Em relacdo a linhagem de C. krusei o extrato hexanico apresentou atividade
fungistatica na concentracdo de 200 ug/mL, o extrato cloroférmico e acetato de etila
apresentaram atividade fungicida na concentracdo de 200 pg/mL e o metandlico na
concentracdo de 3,12 ug/mL. Esta espécie emerge nos altimos anos como um fungo
oportunista de alto grau de complexidade na terapéutica antifingica frente aos pacientes
infectados, principalmente em imunocomprometidos. A resisténcia intrinseca ao fluconazol e
0 aumento do indice de ineficiéncia da anfotericina B apresentada em casos de infec¢des por
C. krusei é um fator preocupante, neste sentido a busca por novas abordagens
medicamentosas que promovam a inibi¢do do fungo em questdo é de extrema relevancia (Li
etal., 2014).

Ao investigar as atividades dos extratos frente as cepas de C. parapsilosis, 0 extrato
hexanico apresentou atividade fungistatica para duas linhagens e o extrato cloroférmico
atividade fungicida com concentragdes de 100 pg/mL, 200 pg/mL e 100

ug/mL para C. parapsilosis 4970, C. parapsilosis ATCC 22019 e C. parapsilosis
7048, respectivamente. O extrato de acetato de etila apresentou atividade fungicida para C.
parapsilosis 7048 (100 upg/mL). Destaca-se mais uma vez o extrato metanolico que
apresentou atividade fungicida para as trés linhagens com CIM de 12, 5 ug/mL para C.
parapsilosis 4970, CIM de 6,25 pug/mL para C. parapsilosis ATCC 22019 e C. parapsilosis
7048.

A literatura ndo apresenta uma classificagdo consensual em relagdo aos valores de
CIM obtida por produtos naturais. Aligiannis et al. (2001) consideram CIMs com valores
iguais ou menores que 500 ug/mL como inibidores potentes; CIMs entre 600 ¢ 1500 ug/mL
como inibidores moderados e CIMs acima de 1600 pg/mL como inibidores fracos. Webster et

al., (2008) estabeleceram como satisfatério o wvalor de CIM igual ou
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menor que 1000 pg/mL. Neste sentido, os resultados reportados nesta investigagdo mostram-
se promissores, uma vez que estdo abaixo do estabelecido por estes autores.

Os farmacos utilizados na terapéutica antifingica apresentam importantes efeitos
colaterais. O fluconazol, um dos controles positivos utilizados na determinacdo da CIM deste
estudo, é um antifangico triazolico de amplo espectro com atividade fungistatica tempo-
dependente. O tratamento utilizando esse fA&rmaco requer que a concentragao sérica do mesmo
se mantenha em niveis mais elevados no organismo, acima da CIM, na maior parte do
intervalo de dosagem. Clinicamente falando, o uso indiscriminado deste fA&rmaco pode levar a
reacOes adversas significativas, sendo que a mais importante destas é hepatotoxicidade, onde
0 espectro de toxicidade pode variar de leve elevagOes transitorias dos niveis de transaminases
a hepatite, colestase e insuficiéncia hepatica fulminante (Ben-Ami et al., 2012). Neste estudo,
tais cepas empregadas mostraram-se sensiveis a esse farmaco em CIM elevado, o que mostra
a importancia de todos os resultados de CIM obtidos com o extrato vegetal.

O farmaco anfotericina B, também utilizado como controle positivo nesta
investigacao, apresentou atividade contra todas as cepas testadas em baixas concentragoes.
Todavia, embora os resultados tenham sido promissores, 0 uso deste farmaco na terapéutica
clinica de doencas oportunistas esta associado a efeitos adversos como a nefrotoxicidade e
febre com calafrios, reacdo aguda a infusdo intravenosa, ja que 0s parametros
farmacocinéticos deste f&rmaco ndo permitem a administracdo oral (Klepser, 2011).

A investigacdo de novas moléculas com perfil antifingico frente a cepas
leveduriformes ndo-albicans classifica-se como uma abordagem de extrema importancia para
a pesquisa farmacéutica que busca a manutencao e bem estar da saide do homem moderno,
visto que a incidéncia de infeccbes por espécies deste perfil encontram-se em expansao nos
Gltimos anos, o que se classifica como um fator de risco devido ao indice de resisténcia
intrinseca aos farmacos empregados na pratica clinica, principalmente ao fluconazol
(Deorukhkar; Saini, 2013). Portanto, na triagem antifingica deste estudo os resultados
encontrados na determinacdo da CIM mostraram-se inovadores, visto que o0 extrato
metandlico apresentou capacidade inibitéria frente a todas as cepas empregadas. Diante dos
valores da CIM, o extrato metandlico apresentou um elevado potencial de atividade anti-
Candida. O extrato foi fracionado com uma fase movel de H,0: MeOH (90%-20%) em
cromatografia flash onde foram obtidas cinco fragOes separadas por seus espectros (faixa de
absorcéo do pico) representados por uma
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coloracdo especifica (Figura 9). A eficiéncia da separacdo esta relacionada com o
tamanho da particula e o tamanho da coluna.

A fracdo 1 (FME1) compreende dos pontos 1 ao 4, a fragdo 2 (FME2) os pontos 5 ao
11, a fragdo 3 (FME3) os pontos 12 ao 20, a fracdo 4 (FME4) os pontos 21 ao 26 e a fragdo 5
(FMES5) que compreende dos pontos 27 ao 33.

Figura 9 — FracGes do extrato metandlico de O. glomerata

6304
1 mAU

FERIEAMBLLAREIEE )
560- "
4904

420

350

280

Fonte. A autora

As 5 fragdes obtidas a partir do extrato metanolico por cromatografia flash foram
utilizadas para um novo teste de CIM frente as cepas de Candida testadas anteriormente. Os
dados descritos nas tabelas 2 e 3 demonstram que apenas as fracbes FME1 e FMES
apresentaram atividade fungicida e fungistatica. Destacando a atividade frente a C. krusei com
CIMs de 200 pg/mL e 25 pg/mL para FME1 e FMES, respectivamente. Esses dados sugerem
que ao fracionar o extrato metanolico ha separacdo dos compostos que possuem atividade
antifingica resultando num aumento da CIM ou auséncia de atividade.

4.3 ANALISE “CHECKBOARD”

Para além das suas propriedades antimicrobianas inerentes, produtos naturais e seus
derivados podem alterar o efeito de agentes antifungicos padrdo (aqueles utilizados na préatica
clinica). A utilizagdo de combinacgdes de dois ou mais antifungicos pode levar a uma reducéo
nas dosagens necessarias de drogas e diminuir o perfil de eventos adversos normalmente
produzido (Castro, 2010).
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Uma das formas de se avaliar in vitro a possibilidade de interagdes sinérgicas, aditivas
ou antagbnicas entre antifingicos frente a cepas microbianas é por meio do ensaio
“checkboard”. (Lewis et al,, 2002).

Diante dos valores da CIM avaliados, o extrato metandlico apresentou um elevado
potencial de atividade fungicida em relacdo as outros extratos obtidos. Nesse sentido, esse
extrato foi utilizado para avaliacdo do efeito sinérgico com os antifingicos estudados.

Na tabela 4 observa-se o efeito para combinacdo do extrato metanolico de O.
glomerata com o0s agentes antifingicos. Efeitos aditivos foram observados para as
combinag6es do extrato com cetoconazol e fluconazol para C. parapsilosis e do extrato com
cetoconazol para C. albicans; enquanto, a combinacdo do extrato com cetoconazol e do
extrato com fluconazol apresentaram efeito sinérgico para C. krusei e C. abicans. As
combinagcbes de extrato com anfotericina B apresentaram efeito indiferente contra as
linhagens testadas, ou seja, 0 extrato metandlico nem potencializa e nem antagoniza o efeito
da anfotericina B. O fato do extrato metandlico ndo ter apresentado nenhum tipo de
associacdo com a anfotericina B tende a reforcar a possibilidade de que este monoterpeno
apresenta um mecanismo de acdo distinto ao deste antifingico frente as leveduras do género
Candida.

De acordo com os resultados da tabela 4 a adicdo do extrato metandlico de O.
glomerata com os antifingicos resultou em uma reducdo dos CIM de cetoconazol em todas as
linhagens de Candida. A CIM para anfotericina B diminuiu para C. krusei de 0,06 a 0,03
pg/mL. Além disso, a CIM de fluconazol diminuiu de 1 a 0,06 ug/mL e de 16 a 0,12 pg/mL
para C. parapsilosis e C. albicans, respectivamente. Uma vez que houve um aumento da
morte fungica em menores concentracdes dos antifungicos, o extrato metanolico de O.
glomerata modula positivamente a acdo in vitro dos antifungicos e as combinacGes com
efeitos sinergicos, sugerindo o uso futuro como agente adjuvante para esses medicamentos.

Vérios trabalhos foram feitos em diferentes combinagdes de antifingicos com extratos
de plantas, mas combinagfes de um extrato metandlico de O. glomerata com drogas sintéticas

contra linhagens de Candida, sdo relatados aqui pela primeira vez.



Tabela 4 — CIM (png/mL) e FIC index de drogas antifiingicas e efeito de combinagdo com o extrato metandlico de Ocotea glomerata.
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o C. albicans (ATCC 14053) C. krusei (ATCC 6258) C. parapsilosis (ATCC 22019)
Antifingicos CIM FIC index CIM FIC index CIM FIC index
EM 400 3.12 6.25
Anfotericina B 0.06 0.06 0.06
Cetoconazol 0.06 2 0.06
Fluconazol 16 NA NA 1
EM/Anfotericina B 12.5/0.06 1.03 (1) 1.56/0.03 1(D 3.12/0.06 1.5(1)
EM/Cetoconazol 6.25/0.03 0.51 (A) 0.78/0.03 0.26 (S) 0.78/0.03 0.62 (A)
EM/Fluconazol 6.25/0.12 0.02 (S) NA NA 3.12/0.06 0.56 (A)

Extrato metanolico — EM; NA — Nao Analisada; FIC index - Tipo de interagao (I = indiferente; A = aditivo e S = sinérgico).
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4.4 IDENTIFICAQAO DOS COMPONENTES DO EXTRATO METANOLICO E DAS
FRACOES DE Ocotea glomerata

Os cromatogramas obtidos para o extrato metanolico e fragdes de O. glomerata , com
0s espectros de varredura correspondentes aos picos principais/majoritarios a 280 nm e 350
nm. Estdo apresentados nas Figuras 10 a 15. Para o extrato metandlico foi observado a
presenca de derivados cindmicos no pico 1 e flavonoides nos picos 9 e 15 (Figura 10). Na
fracdo 1 (Figura 11) observou-se a presencga de acido gélico no pico 2 e de flavonoides no
pico 4 correspondendo ao pico 9 do extrato metandlico indicando que houve fracionamento
do extrato. Na fracdo 2 (Figura 12) ha presenca de derivados cindmicos nos picos 1, 2e 5 e
presenca de flavonoides nos picos 3 e 7.

Na fracdo 3 (Figura 13) ha presenca de derivados cindmicos no pico 1 e flavonoides no
pico 4. Na fracdo 4 (Figura 14) todos os picos sdo flavonoides, bem como, na fragdo 5 (Figura
15) os picos 1 e 2 também sdo flavonoides. Os picos 1 e 2 correspondem aos picos 9 e 15 do
extrato metanolico, respectivamente. Esses dados podem justificar a CIM das fracbes 1 e 5 a
qual foram bioativas para as espécies de Candida avaliadas pois apresentam compostos que

estdo presentes no extrato metanolico.



Figura 10 — Cromatogramas do extrato metanolico de Ocotea glomerata a 280 nm. (A)
Picos obtidos em todo extrato metandlico; (B) Pico 2 — Derivados Cinamicos; (C) Pico 9 —

Flavonoides; (D) Pico 15 — Flavonoéides.
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Figura 11 — Cromatogramas da fracdo 1 obtida por cromatografia em flash do extrato
metandlico de Ocotea glomerata a 280 nm (A) Picos obtidos em toda a fragéo 1; (B) Pico 1;
(C) Pico 2; (D) Pico 4.
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Figura 12 — Cromatogramas da fragdo 2 obtida por cromatografia em flash do extrato

metandlico de Ocotea glomerata a 280 nm (A) Picos obtidos em toda fracdo 2; (B) Pico 1;

(C) Pico 2; (D) Pico 3; (E) Pico 4; (F) Pico 5; (G) Pico 7.
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Figura 13 — Cromatogramas da fragdo 3 obtida por cromatografia em flash do extrato

metandlico de Ocotea glomerata a 350 nm (A) Picos obtidos em toda fragdo 3; (B) Pico 1;

(C) Pico 4.
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Figura 14 — Cromatogramas da fragdo 4 obtida por cromatografia em flash do extrato

metandlico de Ocotea glomerata a 350 nm. (A) Picos obtidos em toda fracéo 4; (B) Pico 1
— Flavondides; (C) Pico 2 — Flavondides; (D) Pico 3 — Flavonoides; (E) Pico 4 —

Flavonoides.
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Figura 15 — Cromatogramas da fragdo 5 obtida por cromatografia em flash do extrato

metandlico de Ocotea glomerata a 350 nm. (A) Picos obtidos em toda fracdo 5; (B) Pico 1

— Flavondides; (C) Pico 2 — Flavondides.
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Na pesquisa de novos medicamentos fitoterapicos, os flavonoides presentes nas
plantas medicinais séo considerados como fortes agentes terapéuticos em casos de doencas de
origem microbiana, além disso, atividades antivirais, antiproliferativas, antimutagénicas,
antitrombdtica e antioxidante tambem sdo atribuidas a estes compostos (Orhan et al., 2010).
Neste sentido, a presenca de compostos fendlicos em espécies da familia Lauraceae se
caracteriza como um modelo promissor na avaliagdo de mecanismos envolvidos na atividade
antimicrobiana. Em relacdo aos efeitos antimicrobianos exercidos pelos flavonoides, as acdes
resultam de uma interacdo destes compostos com a membrana celular dos micro-organismos
alvo, provavelmente devido a sua capacidade de complexar com proteinas extracelulares e

com a parede celular (Savoia, 2012).

4.5 EFEITOS SOBRE A CINETICA DE CRESCIMENTO (TEMPO DE MORTE)

A capacidade de um composto inibir o crescimento de um microrganismo € uma etapa
fundamental na elucidagdo do potencial antimicrobiano do mesmo. O ensaio Time-Kill
(tempo de morte) é um método empregado para se determinar o tempo em que a substancia-
teste impede o desenvolvimento do microrganismo a ser testado. Ele fornece a dindmica de
acdo desta substancia e sua interagdo com o tempo, sendo assim, fornece a informacao
necessaria de quanto tempo é preciso para realizar-se a administracdo do antibidtico
novamente. Normalmente, as investigagOes de novos compostos antimicrobianos utilizam este
método de andlise para complementar os resultados obtidos na determinacdo da CIM do
composto avaliado (Nobrega et al., 2013).

Vérias espécies de Candida foram testadas frente ao extrato metandlico sendo este
mais bioativo para a cepa de C. krusei ATCC 6258 a qual foi submetida ao experimento de
tempo de morte (Figura 16).

A figura mostra o Log;y de UFC/mL (Log;oUFC/mL) em funcdo do tempo de
exposicdo na auséncia do extrato (controle), na presenca do extrato metandlico (CIM/2, CIM,
CIM x 2, CIM x 4) e na presenca de anfotericina B (antifungico padrdo). Observa- se que
tanto na CIMx2 quanto na CIMx4, apds quatro horas, reduziram o inoculo microbiano em
mais de 3 escalas logaritmicas. Confirmando as analises de CFM, o extrato metanolico possui
a capacidade de promover a morte dos microrganismos. A CIM por sua vez reduziu estes

inoculos em de 3 Logi;gUFC/mL a partir de aproximadamente 10 horas de contato. Uma
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reducdo maior ou igual a 3 Log;oUFC/mL a partir do inoculo inicial indica uma acéo
fungicida do agente, caso a reducdo seja menor o agente antifungico tem uma acdo
fungistatica.

Figura 16 - Curva de morte microbiana da cepa de C. krusei ATTC 6258, sob a¢do da
anfotericina B e de diferentes concentracdes do extrato metandlico de Ocotea glomerata.
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Com base nestes dados pode-se vertificar que o extrao metandlico foi fungistatico na
CIM/2 e fungicida a partir da CIM, o que indica um padrdo de acdo concentracdo dependente.
Os resultados obtidos na cinética de morte sdo corroborados pelos da concentragdo fungicida
minima — CFM, que indicava uma acao fungicida do extrato metanolico.

Ramos (2015), avaliou a capacidade de extratos metandlicos de Syngonanthus nitens
frente a cepa de C. krusei e observou que o extrato vegetal ndo possui capacidade de
promover a morte do microrganismo, ele apenas promove a diminuicdo do crescimento e
proliferacéo.

Um entendimento claro das propriedades farmacodindmicas de agentes antifungicos é
importante para o tratamento adequado de infec¢des fingicas como a candidiase. Canton et
al., (2004) postularam que o uso de curvas de tempo de morte para fornecer avaliacdo da
atividade fungicida ¢ melhor do que a CFM. Estudos de tempo de morte fornecem uma
avaliacdo mais dindmica da interacao entre um agente antimicrobiano e um dado organismo, e
pode ter maior utilidade clinica do que determinacfes da CFM estéatica (Pfaller; Sheehan, Rex,
2004).

4.6 ENSAIO DO SORBITOL
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Nos fungos a parede celular e a membrana celular s&o importantes alvos
farmacologicos dos farmacos antiflngicos. Farmacos antiflngicos capazes de provocar
perturbagdes ou alteracdes na organizacdo da parede celular tendem a induzir a morte do
fungo (Sartoratto et al., 2004).

Uma das formas de avaliar se uma nova droga atua na parede celular é por meio do
ensaio com o sorbitol. Teste que compara a CIM da droga antifingica na presenga e na
auséncia do sorbitol (protetor osmoético usado para estabilizar os protoplastos dos fungos).
Caso atue de alguma forma sob a parede celular do fungo, ele provocara lise da parede
quando na auséncia de um estabilizador osmotico, mas permitira seu crescimento na presenca
desse suporte osmatico.

Os ensaios de sorbitol realizados demonstraram que o extrato metandlico ndo exerce
seu efeito antifungico por meio da parede celular, pois os valores da CIM na presenca e na
auséncia do sorbitol foram os mesmos sugerindo a atuacdo do extrato em outro alvo celular. O
controle com sorbitol assegurou a viabilidade celular que foram capazes de crescer na
presenca de sorbitol e auséncia de qualquer dos farmacos (Tabela 5).

Tabela 5 — Efeito do extrato metanolico e fracdes 1 e 5 obtidas por cromatografia em flash do extrato

metandlico de Ocotea glomerata sobre a cepa de C. krusei ATCC 6258 na auséncia e na presenca de sorbitol
(0.8 M)

Sorbitol
Auséncia Presenca ..
positivo
Extrato metandlico 3,12 3,12 +
Fracdo 1 (F1) 200 200 +
Fracdo 5 (F5) 25 25 +
Anfotericina B? - - +

(-), Anfotericina B. (+), presencga de crescimento fungico em meio liquido na presenca ¢

auséncia dos compostos; *Controle positivo

A variabilidade na composicdo da parede celular fangica pode ser facilmente
exemplificada quando comparamos a parede das hifas com as das formas leveduriformes, as
hifas geralmente tém menos unidades de mananos (polimeros de unidades de manose unidas)
do que das formas leveduriformes (Walker, White, 2005).

Sabendo-se desta variabilidade na composicdo da parede celular fungica se faz

necessario confirmar que o extrato metanolico ndo atua sobre a parede celular em outras
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espécies de Candida além da C. krusei. Este foi o primeiro trabalho a avaliar a possivel acéo

de um extrato metanolico de O. glomerata em parede celular de C. krusei.

4.7 ENSAIO DO ERGOSTEROL

Ergosterol é o principal esterol presente em leveduras e fungos filamentosos, sendo
necessario para o crescimento e funcdo normal da membrana das células fangicas. Além de
servir como um regulador da fluidez, assimetria e integridade da membrana, o ergosterol
contribui para o bom funcionamento de enzimas ligadas & membrana (Luppetti et al., 2002).

Neste sentido, foi realizado o ensaio com o ergosterol, presente apenas em membranas
fangicas. Este método baseia-se na oferta exdgena de esterdis a um composto, que possuindo
afinidade por esterois ira formar rapidamente um complexo, impedindo assim a complexacao
com os esterois da membrana. Isso resulta em aumento da CIM (Escalante et al., 2008). Desta
maneira, este ensaio compara os valores da CIM do extrato metandlico e das suas fracoes
ativas FME1 e FMES5 obtidas por cromatografia em flash do extrato metandlico frente a cepa
de C. krusei na auséncia e presenca de sorbitol e ergosterol.

Nos testes realizados com o extrato metandlico e suas fracdes mais ativas (F1 e F5) foi
observado que ndo houve nenhuma alteragdo nos valores de CIM em meios com e sem adic¢ao
de ergosterol, indicando que estes ndo apresentam mecanismo de complexagdo com o
ergosterol. No entanto, a CIM de anfotericina B teve seu valor aumentado na presenca de

ergosterol exdgeno, comprovando o controle positivo. (Tabela 6).

Tabela 6 - Efeito do extrato metandlico e fracbes 1 e 5 obtidas por cromatografia em flash
do extrato metandlico de Ocotea glomerata sobre a cepa de krusei ATCC 6258 na auséncia
e na presenca de ergosterol 400ug/ mL

) ) Ergosterol
Antifungicos ——
Auséncia Presenca
Extrato metanolico 3,12 3,12
Fracdo 1 (F1) 200 200
Fracdo 5 (F5) 25 25
Anfotericina B? 16 64

#Controle positivo.
Este foi o primeiro trabalho a avaliar a possivel acdo de um extrato metanolico de O.

glomerata em membrana celular de C. krusei.
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4.3 EFEITO DO EXTRATO METANOLICO NA VIABILIDADE CELULAR EM
CELULAS DE Candida Krusei

De acordo com a Figura 18, quando tratadas com o extrato metandlico nas diferentes
concentracdes (CIM, 2x CIM, 4x CIM), as células de C. krusei (1,35 x 10° células + 0,04;
0,64 x 10° células + 0,04; 0,30 x 10° células + 0,01, respectivamente), mostraram uma
diminuicdo significativa (p<0,05) na viabilidade celular demonstrando haver uma relacdo de
efeito concentracdo dependente. Anfotericina B utilizada como controle positivo, apds 3 horas
de exposicdo, diminuiu o nimero de células viaveis (0,28 x 10° células + 0,02) quando
comparadas com o controle. Esses dados corroboram os de Neto et al., (2014) que também
verificaram uma diminuicdo no numero de células dose dependente quando testaram 3

compostos naftoquinénicos em células de C. tropicalis resistentes ao fluconazol.

Figura 17 - Efeito do extrato metandlico em diferentes concentracdes sobre viabilidade de
células de C. krusei avaliados por citometria de fluxo.
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4.9 EFEITO DO EXTRATO METANOLICO SOBRE A GERAGCAO DE ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO (EROS) EM CELULAS DE Candida SPP.

Conforme Figura 18, as celulas foram tratadas com o extrato metandlico nas diferentes
concentragcfes (CIM, 2x CIM, 4x CIM), C.krusei (26,50 £ 0,59%; 44,53 + 1,05%; 70,13 £
1,39%) apresentaram um aumento significativo (p<0,05) na producdo intracelular de EROS
de maneira concentracio dependente quando comparado ao controle (1,48 + 0,03%). E
possivel observar que o extrato metandlico em todas asconcentragdes testadas induziu a

producdo de EROS nas células de C. krusei, com valores superiores a anfotericina B, a qual
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foi utilizada como controle positivo.

Figura 18 - Avaliacdo da formacdo de EROS em células de C. krusei
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As células de C. krusei expostas ao extrato metandlico apresentaram um aumento nos
niveis intracelulares totais de EROS proporcional ao aumento da concentra¢do do composto.
Esses dados corroboram com os de Miao et al., (2012) que demonstraram que 0s niveis de
EROS aumentam de maneira dependente da concentracdo e do tempo de exposicdo em
isolados de C. krusei apds o tratamento com um composto derivado de quinona, shikonina.

Recentemente, varios estudos relataram que as EROS sdo necessarias e suficientes
para induzir a apoptose em leveduras sendo uma das primeiras alteracdes implicadas nesse
tipo de morte celular (Hwang et al., 2014; Choi; Lee, 2015), fato este que foi observado nas
trés horas inicias de exposicdo ao extrato metanodlico. Altos niveis de EROS podem causar o
estresse oxidativo em células de leveduras através da formacgdo de macromoléculas celulares
oxidadas, incluindo lipidios, proteinas e DNA desencadeando assim o inicio da apoptose (Xu
etal., 2010).

4. 10 DETECCAO DA EXTERNALIZACAO DE FOSFATIDILSERINA (PS) INDUZIDA
PELO EXTRATO METANOLICO EM CELULAS DE CANDIDA SPP.

Ap0s 24 horas de exposicdo, como mostrado na Figura 19, o extrato metanélico nas
diferentes concentracdes testadas (CIM, 2x CIM, 4x CIM) foi capaz de induzir aumentos

significativos  (p<0,05) na frequéncia de células com PS externalizada nos



72

isolados de C. krusei (45,73 + 2,33%; 63,29 + 1,72%; 75,57 £ 1,30%, respectivamente)
qguando comparadas com o grupo controle (1,25 + 0,03%). Anfotericina B que foi utilizada

como controle positivo provocou um percentual de células detectadas com PS externalizado
de 64,02 £ 1,62%.

Figura 19 — Efeito do extrato metandlico em diferentes concentragdes sobre a externalizagdo

da fosfatidilserina em células de C. krusei.
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A externalizacdo de fosfatidilserina (PS) é um evento precoce de células que entram
em apoptose. Em leveduras, a PS esta predominantemente localizada no folheto interno da
bicamada lipidica da membrana citoplasmatica e é translocada para a monocamada externa
durante a apoptose (Xu et al., 2010). Para a deteccdo de PS, foi utilizada a anexina V, uma
proteina de ligacdo fosfolipidica com elevada afinidade devido a perda de polaridade, capaz
de se ligar ao PS externalizado (Hwang et al., 2014). ApoGs exposi¢do ao extrato metandlico
nas diferentes concentraces foi observado células de C. krusei com PS externalizadas
conjugadas com anexina V, nas primeiras trés horas de exposi¢do ao composto, confirmando
ser um dos eventos inicias na célula. Esse achado adicional corrobora com as vias de ativacao
sugestivas de apoptose. Devido a perda da polaridade da membrana, a PS é exposta para o
ambiente externo, estimulando assim o reconhecimento e fagocitose das mesmas pelos

macrdéfagos ou por outras células apresentadoras de antigeno (Ferreira et al., 2013).
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411 IDENTIFICACAO DA COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL DE O.
GLOMERATA

O 6leo essencial de O. glomerata foi obtido, contudo o rendimento da extragcdo ndo
pode ser calculado, uma vez que a quantidade de 6leo foi diminuta e apresentava-se presa as
paredes do aparelho tipo-Clevenger. Por esta razdo hexano (1 mL) foi utilizado para o arraste
do Oleo. Um fato a ser mencionado foi a formacdo de uma emulsdo viscosa com o0
aquecimento da planta em agua. Tal emulsdo inviabilizou a utilizacdo da técnica de
hidrodestilagcdo, obstruindo a passagem do vapor no aparelho tipo-Clevenger. A técnica de
arraste a vapor foi entdo utilizada, uma vez que somente o fluxo de vapor ndo levou a
formacdo excessiva de emulsdo, o que viabilizou o experimento. A identificacdo da
composicdo volatil do oleo essencial de O. glomerata esta listada na Tabela 7.

Apobs analise da composicdo volatil do 6leo essencial de O. glomerata foi possivel
identificar 23 dos 26 componentes o que corresponde a 94,76% da composic¢do. Constatou-se
gue 0 mesmo € rico em sesquiterpenos (92,28%) abrangendo todos os compostos majoritarios
do dleo. O sesquiterpeno germacrene-D foi 0 componente dominante da composicao volatil,
correspondendo a 21,32%, seguido dos outros sesquiterpenos bicyclogermacrene (12,77%), a-
copaene (11,16%), y-elemene (11,08%),

viridiflorol (9,34%), E-caryophyllene (6,78%) e (E)-a-bergamotene (4,40%), que
juntos correspondem a 76,84% do 0Oleo essencial. Germacrene-D também foi observado como
componente majoritario dos 0leos essenciais de O. meziana (50,6%), O. valeriana (69,7%) e
de uma nova espécie segundo Takaku et al., (2007), Ocotea ‘‘small leaf’’ (60,4%), todas

encontradas na Costa Rica (Takaku et al., 2007)



Tabela 7 — Composigdo do 6leo essencial de O. glomerata.
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Nome do composto Area % +SD % Referéncias

B-phellandrene 0,28 0,04 [Takaku et al., 2007] ¢, [Mossi et al.,
2014] ™

B-(E)-ocimene 0,20 0,03 [Takaku et al., 2007] ®', [Coutinho et
al., 2007]', [Mossi et al., 2014] ™

Bicycloelemene 0,88 <0,01

0-copaene 11,16 0,01 [Takaku et al., 2007] ** ®J, [Coutinho
et al., 2007] *', [Mossi et al., 2014] ™,
[Chaverri et al., 2011] ", [Guerrini et
al., 2006] °

B-elemene 1,53 0,03 [Takaku et al., 2007] *!, [Chaverri et
al., 2011] "

a-gurjunene 0,49 <0,01

E-caryophyllene 6,78 0,02 [Takaku et al., 2007] *, [Coutinho et
al., 20071 *', [Chaverri et al., 2011] ",
[Guerrini et al., 2006] °

B-copaene 0,19 0,02 [Coutinho et al., 2011] *', [Chaverri
etal., 2011] ", [Mossi et al., 2014] ™

y-elemene 11,08 0,06 [Takaku et al., 2007] “™ 1, [Chaverri et
al., 2011] "

(E)-a-bergamotene 4,40 0,01 [Takaku et al., 2007] ", [Coutinho et

al., 2007] ¥



a-humulene

Allo-aromadendrene

Amorpha-4,7(11)-diene

Germacrene-D

B-Selinene

Bicyclogermacrene

Germacrene-A

8-cadinene

Nerolidol

Palustrol

Spathulenol

1,63

3,43

0,94

21,32

2,11

12,77

0,36

1,96

1,28

0,65

0,80

0,01

0,01

<0,01

0,35

0,06

0,13

0,03

0,02

0,01

0,02

0,01
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[Takaku et al., 2007] *3, [Coutinho et

al., 20071 '

[Takaku et al, 2007] ® ¢, [Coutinho et

al., 20071 '

[Takaku et al, 2007] *3, [Chaverri et
al., 2011] ", [Mossi etal., 2014] ",

[Guerrini et al., 2006] °

[Takaku et al., 2007] ¢ ¢ ', [Coutinho

etal., 2007] %', [Mossi et al., 2014] ™

[Takaku et al, 2007] " ™ [Coutinho

etal., 2007] ', [Mossi et al., 2014] ™
[Takaku et al., 2007] > & ™

[Takaku et al, 2007] *J, [Coutinho et
al., 20071 %', [Chaverri et al., 2011] ",

[Guerrini et al., 2006] °

[Takaku et al., 2007] &, [Coutinho et

al., 20071 %!, [Chaverri et al., 2011] "
[Coutinho et al., 2007] !

[Takaku et al., 2007] & & ™,
[Coutinho et al., 2007] ', [Chaverri

etal., 2011]"
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NI# 0,70 0,01 ---

Viridiflorol 9,34 0,08 [Coutinho et al., 2007] '

NI# 3,81 0,04 ---

NI# 0,66 0,11 ---

a-cadinol 1,21 0,02 [Takaku et al., 2007] *J, [Coutinho et
al., 20071 * ', [Chaverri et al., 2011] ",
[Guerrini et al., 2006] °

Total de identificados 94,76

Monoterpenos 0,48

Sesquiterpenos 92,28

Sesquiterpenos 2,0

oxigenados

NI# = ndo identificado; * = Ocotea floribunda; ° = O. holdridgeana; ¢ = O. meziana; ® = O.
sinuata; ® = O. tonduzii; f = O. valeriana; ¢ = O. veraguensis; " = O. whitei; ' = Ocotea *‘los
llanos’’; ) = Ocotea *‘small leaf”’; © = O. gomezii; ' = O. morae; ™ = O. bofo; " = O. brenesii;
° = Q. comoriensis;

Comparando-se a composicdo do 6leo essencial de O. glomerata com a literatura
observa-se uma similaridade com varias espécies do género Ocotea da Costa Rica. No entanto
as proporcdes entre 0os componentes sdo notavelmente distintas. Sao poucos os dados sobre
6leos essenciais do género Ocotea no Brasil, os disponiveis apresentam composicao
discrepantes (Takaku et al., 2007).

Na figura 20 é possivel observar as diferentes propor¢bes dos componentes
encontrados em O. glomerata em relacdo a outras espécies de do género Ocotea. O
sesquiterpeno a-copaene foi observado em varias das espécies comparadas e também como
majoritario de O. glomerata (11,16%) e O. brenesii (21,1%). E-caryophyllene foi presente em
na maioria das espécies e em muitas delas como um dos componentes majoritarios, sendo
observado em maiores quantidades em O. meziana (24,8%), O. whitei (15,2%) e O. duckei

(60%). O. glomerata destaca-se novamente com o sesquiterpeno y-elemene (11,8%), maior



77

comparadas. Das poucas espécies em que (E)-a-

propor¢cdo dentre todas as espécies
bergamotene foi observado (O. whitei e
O. gomezii, ambas com 1,9%), O. glomerata apresentou mais que o dobro 4,4%) desse
componente. O sesquiterpenoide Amorpha-4,7(11)-diene foi observado somente da espécie de
Ocotea do presente estudo, mesmo que em pequena quantidade (0,94%), assim como

bicycloelemene (0,88%).

Nota-se claramente que o sesquiterpeno germacrene-D é o componente majoritario de
varias espécies de Ocotea analisadas, assim como a espécie em estudo no presente trabalho,
assim como foi encontrado em todas das espécies que foram comparadas aqui, exceto O.

odorifera. Dentre elas podemos destacar O. valeriana (69,7%), O. “small leaf” (60,4%), O.
meziana (50,6%), O. glomerata (21,32%, neste trabalho), O. holdridgeana (19,9%), O.
sinuata (15,4%), O. morae (7,5%) e O. whitei (5,5%). Presente em varias das espécies,
bicyclogermacrene foi observado em maior quantidade em O. glomerata (12,77%, neste
trabalho). Também presente na maioria das espécies comparadas neste trabalho, 8-cadinene

foi observado em maior quantidade em
O. gomezii (14,5%) e O. bracteosa (12,4%), todavia somente uma pequena quantidade
desse componente foi observado em O. glomerata (1,96%). O sesquiterpenoide palustrol foi
constatado somente em O. morae (0,3%) e em quantidade um pouco maior em O. glomerata
(0,65%, neste trabalho). O sesquiterpeno viridiflorol foi observado em maior quantidade em
O. glomerata (9,34%, this work) e O. gomezii (4,9%), sendo também observado em outras

duas espécies: O. bracteosa (3,6%) e O. morae (0,2%). O. morae, O. gomezii e O. valeriana
5,3% de a-cadinol, sendo as mais

apresentaram respectivamente 6,0%, e 4,5%
representativas em quantidade desse sesquiterpenoide, ja que O. glomerata apresentou baixa

quantidade do mesmo (1,21%).

Figura 20 - Comparacgdo das proporgdes dos compostos encontrados em O. glomerata
O. glomerata (This work)

em relacdo a outras espécies do género Ocotea.
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5 CONCLUSOES

A partir de todas as analises realizadas neste estudo foi possivel evidenciar a
prospeccdo bioldgica dos extratos de O. glomerata chegando-se as seguintes conclusdes:

e Todos os extratos de O. glomerata apresentaram atividade anti-Candida no entanto,
0 extrato metanolico foi ativo contra todas as cepas de Candida empregadas no estudo exceto
C. tropicalis;

¢ O fracionamento do extrato metanolico possibilitou a separacdo dos compostos com
atividade antifangica resultando num aumento da CIM ou auséncia de atividade;

e A combinagdo do extrato metandlico modula positivamente a acdo in vitro dos
antifangicos, sugerindo o uso futuro com agente adjuvante para esses medicamentos;

e O extrato metanolico e suas fracBes bioativas ndo apresentam mecanismos de
complexacdo com ergosterol e sorbitol, atuando provavelmente em outros alvos;

e O extrato metandlico possivelmente exerce seus efeitos antifingicos través da
producdo de espécies reativas de oxigénio, culminando na morte celular por apoptose;

e A identificacdo da composicdo volatil do oleo essencial de O. glomerata foi
realizada, obtendo-se 94,76% de componentes identificados. Constatou-se que este 6leo € rico
em sesquiterpenos (92,28%), o que engloba todos os componentes majoritarios do 6leo
essencial;

o Alguns compostos como amorpha-4,7(11)-diene e bicycloelemene foram
observados somente na espécie de Ocotea do presente estudo. E importante frisar que a
composic¢do de volatil do 6leo essencial de O. glomerata foi bastante similar a composicao de
espécies de Ocotea encontradas na Costa Rica.
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