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RESUMO: As espécies do género Candida
representam a maior incidéncia etiologica
de infecgbes flangicas adquiridas, além
de estarem apresentando resisténcias
a terapéutica que envolve o uso de
agentes antifungicos como o Fluconazol
e a Anfotericina B, fator que evidencia
um grande desafio para estratégias
terapéuticas. O objetivo da seguinte
pesquisa compreende a analise do efeito
sinérgico entre os antifingicos mencionados
e o extrato proveniente da folha da
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Campomanesia xanthocarpa. O extrato
€ popularmente conhecido por reduzir o
colesterol sanguineo o qual se assemelha
ao ergosterol presente na membrana
fungica, justificando-se a possibilidade de
sinergismo desses elementos. A pesquisa
envolve as espécies de Candida: C. krusei,
C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata,
sendo culturas positivas de rejeitos do
laboratério de Andlise Clinica de um
Hospital terciario de Londrina. O extrato
obtido a partir do método desenvolvido
no Laboratério do prof. Dr. Carlos Alberto
Mayora Aita, o qual direciona a utilizagéo de
extrato aquoso. Os testes de suscetibilidade
antifingica foram determinados por método
de microdiluicdo em caldo, de acordo com
as normas do NCCLS MS38-A. A partir
das concentragdes inibitérias minimas
(CIM) dos compostos, determinado pela
metodologia na placa de microdiluicdo
incubada por 24 horas e 48 horas a 37°C
com duplicata de cada espécie, diferentes
concentragbes dos medicamentos foram
combinados com o extrato da folha de
Campomanesia xanthocarpa, avaliando-
se assim, a interacdo dos compostos.
Concluimos, a partir de leitura visual das
placas que a menor concentracdo do
extrato de Campomanesia xanthocarpa é
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capaz e inibir o crescimento fungico. Sendo assim, foi comprovado que o efeito sinérgico
entre antifingicos e o extrato da planta utilizada na pesquisa pode ser de grande valor para
a superagado dos desafios de estratégias terapéuticas que visam a cura perante a infecgoes
dos fungos: C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata.

PALAVRAS-CHAVE: Antifingicos, Candida, Sinergismo, Extrato de plantas.

11 INTRODUGAO

As candidemias ainda séo infec¢des frequentes e estdo apresentando, nos dias
atuais, resisténcia aos tratamentos tornando-se assim um empecilho para desenvolver
estratégias terapéuticas eficientes contra essas infeccées. Sendo assim, pesquisas em
funcao de desenvolver novos métodos terapéuticos para a cura das infec¢des por Candida
sp. sao legitimas e devem ser estimuladas.

O extrato de Campomanesia xanthocarpa, segundo relatos populares, apresenta
utilizacdo para diversas doencas, incluindo inflamatdrias, renais, digestivas, entre outras.
N&ao ha na literatura a utilizagdo com efeito microbicidas ou microbiostaticos, porém em
estudos realizados por este grupo de pesquisa, obteve-se um desempenho desse extrato
na inibicado de fungos filamentosos.

Essa pesquisa, entdo, apresenta requisitos de atividade inventiva, ou seja, a
tecnologia nédo é Obvia para um técnico no assunto e ndo decorre de maneira evidente,
pois foi utilizado o extrato de Campomanesia xanthocarpa como antimicético, meio de uso
da planta ndo antes registrado. Dessa maneira, temos na pesquisa também uma aplicagédo
industrial, pois o extrato da Campomanesia xanthocarpa pode ser utilizado em diversos
veiculos farmacolégicos.

21 OBJETIVOS

Avaliar a acao do extrato de Campomanesia xanthocarpa e antifingicos utilizados
na pratica médica em espécies de ndo Candida albicans provenientes de isolados clinicos
de um hospital terciario da cidade de Londrina — PR.

2.1 Objetivos especificos

»  Comparar a acao do extrato de Campomanesia xanthocarpa e Fluconazol em
Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida glabrata de
isolados clinicos.

31 REVISAO DE LITERATURA

O género Candida spp, espécie leveduriforme, representa um fator significativo
na epidemiologia de infeccdes com carater oportunista em pacientes hospitalizados
(BARBEDO, 2010). Vale ressaltar que a instalacéo do agente estéa diretamente relacionada
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com a viruléncia fungica e competéncia imunolégica do paciente, sendo esta determinante
na evolugdo de cepa comensal para patoldgica (VIEIRA; SANTOS, 2017). As principais
espécies que causam sintomas clinicos de crescimento excessivo mucocutaneo e infecgbes
da corrente sanguinea, caso tenha um déficit no sistema imune (SARDI et al., 2013) e que
vamos nos referir nessa pesquisa séo: C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata.

Essas espécies de Candida representam um aumento significativo em causas
de infecgdes fungicas invasivas (SAHAL; BILKAY, 2018). Ademais, pesquisas recentes
demonstram que essas espécies se tornaram cada vez mais resistentes a agentes
antifingicos (DOl et al., 2016).

Candida krusei € o patdgeno fungico para pacientes com neoplasias hematologicas
e para receptores de transplantes de sangue e medula 6ssea. E conhecido pela sua
resisténciaintrinseca ao fluconazol e esta ocorrendo relatos da diminuicéo da suscetibilidade
a anfotericina B. A infecgéo por C. krusei ainda permanece relativamente incomum em todo
o mundo. Esta precede infeccdo 70% dos pacientes que apresentam colonizag¢do por esse
patégeno, sendo assim, seu isolamento é importante para a selegéo terapéutica (PFALLER
et al., 2008).

Candida tropicalis € a segunda espécie de candida mais virulenta, por sua formagéo
de biofilmes muito resistentes e outros fatores de viruléncia incluidos como a adesédo de
células epiteliais e endoteliais bucais, a secrecdo de enzimas liticas e a troca fenotipica.
Varias investigacdes recentes relatam resisténcia a azois, anfotericina B e equinocandinas.
Tem ampla semelhanca genética com a Candida albicans. A C. tropicalis pertence a
microbiota normal da pele, trato gastrointestinal e respiratério dos seres humano. Esta
levedura estd associada com infecgGes superficiais e sistémicas, principalmente em
pacientes neutropénicos ou em individuos que tiveram danos na mucosa gastrointestinal,
ou que fizeram o uso de antimicrobianos (ZUZA-ALVES; SILVA-ROCHA; CHAVES, 2017).

A Candida parapsilosis é a terceira espécie de candida mais frequente em isolados
de pacientes. Muito associada também com infecces adquiridas em hospitais. E capaz
de formar biofilmes em cateteres venosos centrais e outros dispositivos implantados
clinicamente. Apesar de apresentar taxa de morbimortalidade mais baixas que outros tipos
de candidas, ela apresenta uma resisténcia a certos antifungicos, dificultando a escolha
terapéutica para o seu tratamento. Tem como caracteristica marcante a transmisséo
horizontal (TOTH et al., 2019).

A Candida glabrata é um fungo patébgeno oportunista nos seres humanos, que
pode causar infecgdes de mucosa e corrente sanguinea com risco de vida em pacientes
com a imunidade comprometida. Ela é capaz de desativar macrofagos, diminuindo a
resposta imune inflamatéria do hospedeiro em sua infecgdo, podendo também se replicar
intracelularmente. Possui muita semelhanga evolutiva com a levedura Saccharomyces
cerevisiae, do que com a Candida albicans. Sua replicagdo € predominantemente por
clonagem (KUMAR et al., 2019).
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O tratamento antifingico principal compreende o uso de triazélicos, como o
Fluconazol ou derivados poliénicos, como Anfotericina B (VIEIRA; SANTOS, 2017).
O mecanismo de acéo desses farmacos envolve a inibicdo da sintese do ergosterol ou
podem ligar-se a sua estrutura desestabilizando a fisiologia da membrana celular fungica
(NOGUEIRA DE CASTRO et al., 2016).

A Anfotericina B, pertencente ao grupo dos poliénicos, atua na membrana celular
fungica, onde ha grande afinidade com o ergosterol. Mas também interfere na permeabilidade
e em fungdes de transporte, através de sua habilidade de formar poros na membrana, o
que leva a disturbios de concentracdo de K+. Além disso, usa outras vias de sinalizacéo
intracelular para induzir a morte da levedura (VIEIRA; SANTOS, 2017), sendo uma droga
de primeira escolha para o tratamento de infec¢des fungicas.

A Anfotericina B tem agéo pro-inflamatéria, estimulando a imunidade inata que é
uma resposta inflamatoria produzida por linfocitos. Tem interacdo com TLR-2 (toll-like
receptor) e com CD14, causando a liberagdo de citocinas, quimiocinas e outros compostos
com atividade pré- inflamatoria. A resisténcia perante essa droga ocorre quando o fungo
tem baixa biossintese do ergosterol e faz a sintese de esterdéis alternativos. Essa droga
€ aplicada por via endovenosa, quando existe o risco para doenga renal, e via inalatoria
para o tratamento de pneumonia por fungos. Apresenta uma baixa concentragao no liquido
cefalorraquidiano e para atingir o sistema nervoso central é testada administracao intratecal.
(THOMPSON; CADENA; PATTERSON, 2009). Tendo a melhor resposta no tratamento de
doencas pulmonares, mas em geral é muito indicada para o tratamento de infecgcéo por:
Aspergillus, Cryptococcus, Blastomyces, Candida, Histoplasma, Zygomycoces. (ARNOLD
et al.,, 2010).

Os azdlicos representam outro grupo de antifingicos com amplo espectro de
atividade, baseados nos nudcleos imidazol ou triazol. Esses farmacos atuam na inibicdo da
enzima lanosina-14a-desmetilase, autora da conversao de lanosterol em ergosterol, fato
que afeta a fluidez da membrana e das enzimas presentes. O Fluconazol, representado
pelo grupo de triazdlicos, alcanca grandes concentragdes no liquido cefalorraquidiano,
como também adquire boas concentracdes na saliva, pele, unhas e tecido vaginal (VIEIRA;
SANTOS, 2017). A falta de esgosterol aumenta a vunerabilidade do fungo ao estresse
oxidativo fagocitico, sendo assim seu efeito € mais fungistatico do que fungicida, pois
o fungo pode se replicar, mas ndo consegue compor parede (THOMPSON; CADENA;
PATTERSON, 2009).

Fluconazol possui uma excelente biodisponibilidade, depois de sua administragéo
sua concentragdo no sangue é de 80% da dose ingirida, e no sistema nervoso central
temso 70% da concentragdo do sangue. 60- 70% é eliminado na urina, por isso a dose
deve ser ajustada. Esse medicamento ndo é ativo contra Candida krusei e Candida
glabrata, mas é ativo contra os outros tipos de Candidas como também para: Cryptococcus
e Coccidiodomyces (THOMPSON; CADENA; PATTERSON, 2009). Muito indicado para
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candidiase de oro-faringe (BARTLETT, 2004) e criptococose causando meningite (KON et
al., 2008).

Aliteratura descreve o uso desses farmacos como eficazes no controle de infeccoes
por candida. Entretanto, o uso continuo desses medicamentos evidenciou o aumento da
resisténcia fungica (NOGUEIRA DE CASTRO et al., 2016).

A ameaca de resisténcia aos antifUngicos em conjunto com a exiguidade do arsenal
de medicamentos, assim como os desafios do desenvolvimento de novas drogas contra
essas leveduras, devido a natureza eucariética de fungos e humanos, fazem com que seja
de suma importéancia a exploragéo de terapias alternativas contra a infec¢céo causada por
estes (JAMIU, A. T. et al., 2020).

Ja sobre a acéo das folhas da planta Campomanesia xanthocarpa, sua utilizacdo
medicinal € aplicada como adstringente, antidiarreica e através da infuséo de suas folhas
em banhos de imersdo agindo como relaxante para aliviar dores musculares. (Nativas &
Cerrado, n.d.).

O extrato de C. xanthocarpa, proveniente das folhas da planta guabiroba,
€ popularmente reconhecido por ocasionar efeito redutor de colesterol sanguineo
(SANT’ANNA, 2012). Nessa perspectiva, pela similaridade funcional do colesterol animal
com o ergosterol, presente na membrana fungica, torna-se valido a analise do sinergismo
desses elementos a inibicao do desenvolvimento de Candidas.

Ao considerar essa linha de raciocinio associada as constata¢des de resisténcia
dos antifingicos atualmente utilizados, demonstra-se relevante o estudo sinérgico dos
antifingicos descritos com o extrato de Campomanesia xanthocarpa a fim de reduzir a

concentracgéo inibitéria minima desses farmacos necessaria no combate de Candidas.

41 MATERIAIS E METODO

4.1 rocedimentos Eticos

Esse estudo foi realizado com microrganismos de residuos de culturas positivas
apoés liberagdo dos respectivos resultados, sendo rejeitos do laboratério de Analises
Clinicas de um Hospital terciario de Londrina.

Além disso, os pesquisadores envolvidos se comprometeram a manter
confidencialidade sobre os dados coletados, bem como a privacidade de seus conteudos.

4.2 Amostras

Os isolados foram obtidos de residuos de um Laboratério Clinicos de um Hospital
terciariode Londrina. Foram cultivados e armazenados em sabouraud dextrose, armazenados
em glicerol 20% a -20°C; O in6culo foi preparado a partir de um cultivo de Sabouraud
dextrose por 48 horas a 37°C; Em seguida uma aliquota de células foram subcultivadas em
meio RPMI suplementado com 2% de glicose por 24 horas a 37°C. Posteriormente, com o
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auxilio da camara de Neubauer foi realizado o ajuste de concentragéo celular em 1x1077
cel/ml em meio RPMI.

4.3 Extrato de Campomanesia xanthocarpa

A elaboracdo dos extratos pode ser realizada por meio de diferentes técnicas de
acordo com as revisoes bibliogréaficas realizadas. Até mesmo para a escolha do solvente
ideal ha diversos estudos descrevendo a possibilidade de se utilizar cloroférmio, éter,
acetona, alcool, n-hexano, metanol e agua (RODRIGUEZ-AMAYAM, 2001). O solvente
selecionado foi uma solugéo aquosa, a d4gua remanescente ndo apresenta propriedades
fungicidas e nem fungistatica, dessa maneira os futuros resultados ndo apresentaréo viés
da propriedade natural dos solventes, permitindo a acéo exclusiva dos produtos extraidas
da planta.

O extrato aquoso foi preparado a partir de 625 mg das folhas secas de gabiroba
para 100 mL de &gua destilada estéril em banho-maria por 72 horas a 37°C, sendo
posteriormente filirado em Syringe Filter 13 mm. Para a determinacédo das concentragdes
inibitérias minimas (CIM) utilizou-se a metodologia na placa de microdiluigdo incubada por
24 horas e 48 horas a 37°C com duplicata de cada espécie.

4.4 Estudos de suscetibilidade antifungica e preparacao dos antifingicos

Flu - fluconazol (sozinho), Cx — Extrato de Campomanesia xanthocarpa (sozinho).
MIC foi definido como a menor concentragéo que produziu 90% de redugao no crescimento
de células fungicas apds 24 e 48 horas de incubacdo. O procedimento foi realizado de
acordo com o protocolo CLSI M27-A3. A concentracédo de fluconazol variou de 0,125 a 64
v/ mL e o aconcentracédo de Extrato de Campomanesia xanthocarpa variou de 0,02 a 6,25
mg / mL.

A concentracdo de fluconazol variou de 0,125 a 64 y / mL e a de Extrato de
Campomanesia xanthocarpa variou de 0,02 a 6,25 pg / mL.

O efeito sinérgico de fluconazol e de Extrato de Campomanesia xanthocarpa foi
calculado com base no FICI (indice de Concentracédo Inibitéria Fracionaria (FICI = [FC]
/ CFS + [Cx] / CxS), onde [FC] e [Cx] as concentra¢des de fluconazol e de Extrato de
Campomanesia xanthocarpa que apresentaram acao quando combinadas, [CFS] e [CxS]
séo as concentragdes dos mesmos farmacos agindo sozinho.

Os dados foram interpretados de acordo com o valor FICI. FICI < 0,5-sinergismo
(SIN); 0,5 <FICI < 4,0 - indiferenca (IND); e FICI> 4,0 - antagonismo (ANT).

Nesse projeto, fizemos um controle positivo e um negativo. Onde o positivo é o
crescimento do fungo, avaliando se o fungo esta viavel para a realizagdo do teste. O
negativo, € s6 o extrato e/ou antifingico sem contaminagao do fungo.
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51 RESULTADOS

Os resultados apresentados na Tabela 1 abaixo, sdo de grande importancia para
possiveis inovagdes tecnoloégicas dentro dos tratamentos ja disponiveis para a cura de
infeccdes pelos fungos C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata.

A primeira coluna apresentada na tabela é o MIC do Fluconazol, ou seja, a
concentracdo do medicamento que inibe o crescimento dos fungos. A segunda coluna é a
concentracgéo utilizada do extrato da planta Campomanesia xanthocarpa. A terceira coluna
€ o sinergismo, o quanto de concentragdo do fluconazol junto com a concentracdo do
extrato que apresentou inibicdo do crescimento dos fungos. A quarta coluna é o calculo do
indice de Concentragéo Inibitéria Fracionaria (FICI).

Os dados foram interpretados de acordo com o valor de FICI, quando este é < 0,5
- sinergismo (SIN); 0,5 < FICI = 4,0 - indiferenca (IND); e FICI> 4,0 - antagonismo (ANT).

Onde tivemos resultados de sinergismo é porque, ou foi possivel diminuir a
concentracdo do Fluconazol no tratamento quando este é utilizado junto com o extrato,
levando assim a uma melhor toxicidade seletiva (fator protetor para o organismo humano),
ou os resultados de erradicacao dos fungos no tratamento com sinergismo ocorreram em
um periodo de tempo menor do que o tratamento tradicional.

Essas duas situagcbes, apresentam descobertas muito Uteis para novos
desenvolvimentos de estratégias terapéuticas para a cura desses fungos que além de néo
apresentarem muitas alternativas terapéuticas mesmo nos dias de hoje, vém crescendo os
casos de resisténcias entre essas leveduras que foram estudadas nessa pesquisa.

Flucb (ug/ Cx (mg/mL) Fluc/ Cx Sin FICI 24h/48h  Interpretacao

Amostras mL) MIC90 b MIC90 MIC90
24h/48h 24h/48h 24h/48h
Candida
parapsilosis (7) 16 1,56 16/0,78 1 J;%S ANT
Candida
parapsilosis (9) 16 3,125 8/0,78 0,5+0,24 IND
0,74
Candida
tropicalis (27) 32 0,39 8/0,09 0,25 + 0,23 SIN
0,48
Candida krusei
(43) 32 1,56 8/0,39 0,25 +0,250,5 SIN
Candida
tropicalis (39) 64 0,39 32/0,09 0,5+0,23 0,7 IND

(FICI = [FC]/ CFS + [Cx] / CxS), onde [FC] e [Cx] as concentrac¢des de fluconazol e de Extrato de
Campomanesia xanthocarpa que apresentaram a¢éo quando combinadas, [CFS] e [CxS] s&o as
concentragdes dos mesmos farmacos agindo sozinho.

Tabela 1: Amostras isoladas de sangue - Candidemia.
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61 DISCUSSAO

O género Candida spp € um dos principais causadores de infec¢gdes com carater
oportunista em pacientes hospitalizados, sendo um fator significativo na epidemiologia de
infeccoes (BARBEDO, 2010). A instalagéo do agente esté diretamente relacionada com a
viruléncias dessas leveduras e a competéncia imunologica do paciente (VIEIRA; SANTOS,
2017). As C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata sdo espécies de Candida
que representam um aumento significativo em causas de infecgdes invasivas nos Ultimos
anos (SAHAL; BILKAY, 2018). E além disso, pesquisas recentes demonstram que essas
espécies estdo se tornando cada vez mais resistente (DOI et al., 2016) ao tratamento
tradicional no qual é utilizado apenas antifungicos, sendo 0os mais comuns o Fluconazol e
a Anfotericina B.

Vale mencionar também que o arsenal de medicamentos contra essas leveduras é
indpia, pois é de grande desafio o desenvolvimento de novas drogas pelo fato de que os
fungos apresentam caracteristicas eucariontes assim como os humanos (JAMIU, A. T. et
al., 2020), ou seja, € necessario drogas com maior toxicidade seletiva.

Na pesquisa, analisamos principalmente o efeito sinérgico entre 0 medicamento
Fluconazol que é o mais comumente utilizado para combater infecgbes fungicas (VIEIRA;
SANTOS, 2017) e o extrato da planta Campomanesia xanthocarpa. Este medicamento
possui como mecanismo de agdo a inibicdo da sintese de ergosterol, ou pode também
ligar-se a estrutura desse composto desestabilizando a fisiologia da membrana celular
fungica (NOGUEIRA DE CASTRO et al., 2016). Ja a planta Campomanesia xanthocarpa
foi escolhida para essa pesquisa por ser utilizada popularmente para reduzir o colesterol
sanguineo (SANT’ANNA, 2012), e este possuir similaridades com o colesterol fungico
mencionado anteriormente, o ergosterol.

Sendo assim, percebemos a necessidade de novas estratégias terapéuticas para
combater as infecgbes causadas por essas leveduras. Durante essa pesquisa empirica,
conseguimos coletar dados que foram muito significativos e possivelmente podem levar a
diminuicdo do custo e tempo de tratamento, como também uma melhor toxicidade seletiva
no tratamento dessas infec¢des. De cinco amostras, tivemos duas que ja apresentaram
resposta positiva a utilizagao do sinergismo proposto, e apenas uma com reagao antagonista.

71 CONSIDERAGOES FINAIS

A interacédo entre fluconazol e o extrato da planta Campomanesia xanthocarpa
apresentou efeito sinérgico com FICI de 0,48 para Candida tropicalis (27) e de 0,5 para
Candida krusei (43). Ou seja, a adicdo do extrato em conjunto com o fluconazol diminui a
concentragéo inibitéria minima que o fluconazol teria se utilizado isoladamente. Implicando
em um possivel novo método de tratamento para leveduras resistentes a esse medicamento.

Porém o sinergismo atuou como antagonista com FICI de 1,3 para Candida
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parapsilosis (7), e foi indiferente na cultura de Candida parapsilosis (9) apresentando FICI
de 0,74, e para a Candida tropicalis (39) com FICI de 0,7.
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