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APRESENTACAO

Falar de ciéncias no contexto contemporaneo, é questionar varios principios e
propostas, é deixar de lado o “paradigma dominante” que é o modelo de ciéncia do
passado, caracterizado pela luta apaixonada contra todas as formas de dogmatismo
e autoridade. E observar e analisar a necessidade do homem de uma compreensao
mais aprofundada do mundo, bem como a necessidade de precisao para a troca de
informacgdes, que acabam levando a elaboracdo de sistemas mais estruturados de
organizacao dos diversos tipos de conhecimentos.

Aquiseobservaaciénciadavidacomoformade conhecimento que € compreendida
num sentido mais especifico, com aprimoramento do estudo académico, refletido a
teoria e pratica das areas da saude em geral.

Neste compilado de conhecimentos, foram realizados e definidos de maneiras
diferentes pelos diversos autores que se lancam a tarefe de refletir sobre a “As
ciéncias da Vida frente ao Contexto Contemporaneo”, algumas definicdes sao bastante
semelhantes, outras levantam algumas diferencas.

Boa leitura

Denise Pereira
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CAPITULO 12
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RESUMO: As leveduras do género Candida
séo componentes de um grupo de patdgenos
oportunistas. Sao causadoras de infeccdes
superficiais ou sistémicas denominadas
candidiases, que acometem majoritariamente
pacientes com o sistema imunolégico debilitado
ou suprimido. Para o tratamento da candidiase,
varios dos farmacos utilizados exibem certo
grau de toxicidade e séo passiveis de levar ao
desenvolvimento de resisténcia. Neste contexto,
0s vegetais emergem como uma fonte rica
em moléculas com efeito antimicrobiano, com
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destaque para as proteinas. Phalaris canariensis é uma planta cujo grao apresenta
grande importancia na alimentacdo de pequenas aves. Entretanto, na literatura ha
poucos relatos sobre as atividades biolégicas desta planta ja havendo sido sendo
relatadas atividades anti-hipertensiva, anti-diabética e antiinflamatéria. Este estudo
caracterizou parcialmente o extrato aquoso de sementes de P. canariensis e avaliou seu
efeito frente a biofilmes de Candida spp. Como resultado, foram detectadas atividades
inibitéria de tripsina e quitinasica. Por outro lado, ndo foi detectada a presenca de
proteases no extrato. Com relacdo ao potencial antibiofiime, na concentracédo de
700 pg/mL, o extrato inibiu o crescimento biomassa dos bilfilmes de C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. Esses resultados evidenciam a importéncia de
P. canariensis como fonte de méleculas vegetais com potencial antifungico.
PALAVRAS-CHAVE: Etnobotanica. Etonofarmacologia. Antimicético. Alpiste.

ABSTRACT: Candida yeasts are components of a group of opportunistic pathogens.
They can cause superficial or systemic infections called candidiasis which affect
patients with debilitated or suppressed mental and immunological system. Regarding
the treatment of candidiasis, several of the drugs applied nowadays exhibit the elevated
toxicity and it might occur the development of antifungal resistance. In this context,
vegetables emerge as a source rich in biomolecules with an antimicrobial effect, with
emphasis on proteins. Phalaris canariensis is a plant that presents itself as a great
power in feeding small birds. However, there are few reports on the biological activities
of this plant; however it’s already been reported its potential as antihypertensive, anti-
diabetic and anti-inflammatory. This study partially characterized the aqueous extract
of P. canariensis seeds and evaluated its effect against biofilms of Candida spp. As
a result, trypsin and chitinase inhibitory activities were detected. On the other hand,
no proteases were detected in the extract. With respect to the potential antibiofilm, at
the concentration of 700 pug/mL, the extract inhibited the biomass growth of biofilms
of C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis and C. krusei. In conclusion, the results
evidenced an importance of P. canariensis as source of biomolecules with antifungal
potential.

KEYWORDS: Ethnobotany. Etonopharmacology. Antimycotic. Alpiste.

11 INTRODUCAO

O numero total de espécies eucaribticas existentes gira em torno de 8,7 milhdes,
sendo que os fungos representam cerca de 7% desse total (MORA et al., 2011). Esse
grupo € responsavel po causar doencas que vao desde simples infec¢des cuténeas
(como as causadas por dermatoéfitos) até infeccbes mais graves e potencialmente
letais, como as causadas por fungos do género Candida ssp.

As infecgdes causadas por espécies desse género representam um problema de
saude publica. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) lista a
levedura do género Candida ssp como um dos principais microrganismos notificados
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como agentes etiologicos de Infeccdo Primaria de Corrente Sanguinea Laboratorial
(IPCSL) em pacientes adultos hospitalizados em UTIs em diferentes regiées do Brasil
(ANVISA, 2016). Nos Estados Unidos, por sua vez, Candida ssp € a quarta causa de
infeccdes hospitalares com taxas de mortalidade de até 50% (PFALLER; DIEKEMA,
2010). Além disso, ja existem espécies de Candida que podem causar infecgcdes mais
graves, podendo atingir taxas de mortalidade superiores a 80% (WHIBLEY; GAFFEN,
2015; BLOSTEIN et al., 2017). Esse aumento da gravidade das infeccbes pode ser
associado ao aumento de isolados de espécies de Candida ssp ndo albicans, como
C. tropicalis, C. krusei e Candida parapsilosis (OZER; DURMAZ; YULA, 2016). O
tratamento dessas infec¢des, segundo o Ministério da Saude da Malasia, pode ser
feito com agentes antifungicos como fluconazol, nistatina e miconazol. No entanto, ndo
héa garantia de cura e o uso desses antifungicos causam efeitos colaterais. Além disso,
0 uso indiscriminado de antifUngicos pode estar relacionado ao aumento do numero de
infeccbes graves (Guidelines for the management of HIV infection in Malaysia).

As leveduras do género Candida spp. podem ainda formar biofilme, dificultando
o tratamento das infec¢des. Biofilme € uma comunidade de células aderentes cujas
propriedades diferem daquelas das células plancténicas (LOPEZ; VLAMAKIS;
KOLTER, 2010; GARCIA et al., 2018). Os institutos nacionais de saude estimam
gue os biofilmes sao responsaveis por mais de 80% das infeccées microbianas nos
Estados Unidos (FOX; NOBILE, 2012). A resisténcia crescente dessas leveduras as
terapias antifingicas disponiveis associada sobretudo a formacéo de biofilme gera
consequéncias como aumento dos custos do tratamento, hospitalizacdo prolongada
e aumento da mortalidade, principalmente em pacientes imunocomprometidos.
Esses fatores tém impulsionado o estudo de novas alternativas para o tratamento
dessas infec¢des (DEMITTO et al., 2012). Nesse contexto, a busca de moléculas
antimicrobianas de origem acessivel e com baixo custo tem ganhado destaque.

Uma potencial fonte dessas moléculas é o alpiste (Phalaris canariensis), uma
espécie de planta pertencente a familia Poaceae e cujo grédo é muito utilizado como
racdo para passaros. E uma planta pouco estudada, no entanto ja existem relatos
do seu potencial anti-hipertensivo, anti-diabético (ESTRADA-SALAS et al., 2014;
PASSOS et al.,, 2012; VALVERDE et al., 2017) e antiinflamatério (MADRIGALES-
AHUATZI; PEREZ-GUTIERREZ, 2016). No entanto, sua acédo antimicrobiana ainda é
pouco estudada o que justifica a necessidade de pesquisas nesse contexto.

2| METODOLOGIA

2.1 Preparacao do extrato de Phalaris canariensis

Inicialmente, as sementes de P. canariensis foram trituradas em moinho de café
para producdo de uma farinha fina. A farinha resultante foi posta em contato com
tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 8, por 4 horas, a 4 °C, sob agitagéo leve. Em seguida,
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a solucéao foi centrifugada por 30 minutos, 12,000 x g, a 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e utilizado para a deteccéo das atividades enzimaticas. As proteinas solUveis
foram quantificadas pelo método de Bradford (1976).

2.2 Deteccao das atividades enzimaticas

Ao final da produgcao do extrato proteico foram realizados ensaios visando a
deteccao de proteases (CHARNEY; TOMARELLI, 1947), de atividade inibitéria de
tripsina (ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961) e de atividade quitinasica (ZAREI
et al., 2011; FARAG et al., 2016). Todos os ensaios foram realizados com base em
espectrofotometria.

2.3 Atividade antibiofilme de Candida spp.

Nesta pesquisa foram utilizadas cepas padrao de C. albicans (ATCC 10231),
C. parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC 6258) e uma cepa de isolado clinico
de C. tropicalis. O teste de atividade antifungica seguiu a metodologia descrita pela
Garcia et al. (2018). As cepas de Candida spp. foram cultivadas em meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA) e, posteriormente, foram cultivadas por 16 horas, 30 °C,
sob agitacéo leve em caldo batata-dextrose (BD). A suspencéo foi ajustada para Abs
0,1 (620 nm) em meio BD. Uma aliquota de 200 pL do inéculo foi transferida para uma
placa de 96-pocgos a qual foi mantida a 30 °C, durante 48 horas, sob agitacao leve.
Depois, o sobrenadante foi descartado e os pocos foram lavados com BD por trés
vezes. As células aderidas na placa foram incubadas com 100 pL de meio BD e 100
ML de extrato ou nistatina (1,400 pg/mL) a 30 °C, durante 48 horas, sob agitacéo leve.
Em seguida, a solucédo foi descartada da placa e os pogos foram lavados com NaCl
150 mM (3x). ApOs a lavagem, foram aplicados aos pocos 100 pL de etanol 100%.
Depois de descartado o alcool, foram aplicados 200 uL de cristal violeta 0,3% (m/v)
em cada poco e a placa foi incubada por 30 minutos a 30 °C. Passado o periodo de
incubacao, o sobrenadante foi aspirado e os pocos lavados com agua (3x). Por fim,
200 pL de acido acético 33% (v/v) foram adicionados aos pocos e apdés 10 minutos,
foi feita leitura em leitor de microplacas a 590 nm.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

ApOs o preparo do extrato de sementes de P. canariensis e realizagcdo dos
ensaios de detecgéo de atividades enzimaticas foi observada a presenca de atividade
inibitéria de tripsina e atividade quitinasica. Entretanto, ndo foi detectada a presenca
de atividade proteolitica (Tabela 1).
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Atividade Presenca
Proteasica -
Inibitdria de tripsina +
Quitinasica +

Tabela 1. Deteccéo de moléculas de origem proteica com atividade biolégica

Com relacao a atividade antibiofilme de Candida spp., foi observado que o extrato

de P. canariensis conseguiu inibir o crescimento de biomassa dos biofilmes maduros

de todas as espécies de Candida avaliadas (Figura 1). Para as espécies C. albicans

e C. parapsilosis o extrato apresentou uma menor atividade, inibindo entre 10-20%.

Entretanto, para as espécies de C. tropicalis e C. krusei, 0 extrato apresentou elevada

atividade inibitéria, sendo C. tropicalisa mais sensivel (houve apenas 5 % de crescimento

do biolfime). De maneira interessante o extirato de P. canariensis em concentracao

equimolar a de nistatina apresentou um efeito de inibicao superior ao do antifungico

comercial. Vale salientar que a espécie C. krusei apresenta reconhecida resisténcia a
fluconazol e apresenta sensibilidade diminuida a anfotericina B (SHARIFZADEH et al.,

2017; SILVA et al., 2018).
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Figura 1. Influéncia do extrato das sementes de P. canariensis e nistatina na inibicéo da
producao de biomassa de biofilmes maduros de C. albicans (A), C. tropicalsi (B), C. krusei (C) e
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C. parapsilosis (D). Letras diferentes representam diferenca significativa entre médias por meio
do teste de Tukey (P<0,05).

Na literatura ha relatos de inibidores de proteases com atividade inibitoria frente
espécies de Candida (BLEACKLEY et al., 2017) e também especificamente, inibidores
de tripsina frente a células plancténicas (DOKKA e DAVULURI, 2014) e inibidores de
tripsina com efeito antibiofiime de Candida spp. (PATRIOTA et al., 2016).

41 CONCLUSAO

Com os resultados descritos neste trabalho fica evidente que as sementes de P.
canariensis apresentam moléculas com diversas atividades bioldgicas. Também foi
detectado um amplo espectro de agao do extrato de P. canariensis frente a biofilmes de
Candida spp. Dentre as biomoléculas detectadas no extrato, os inibidores de tripsina
podem estar associados com o efeito antimicrobiano observado para Candida spp.
Este trabalho ressalta o potencial das sementes de P. canariensis como um promissor
repositdrio de moléculas com potencial biotecnoldgico. Diversos outros estudos devem
ser realizados, visando caracterizar melhor os efeitos de P. canariensis sobre Candida
spp., seu modo de acao e potencial de toxicidade frente a células de mamiferos.
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