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RESUMO: A espécie Candida albicans
representa a maior parte das cepas isoladas
em fungemias. O tratamento antifingico
principal compreende o uso de triazolicos,
como o Fluconazol que, entretanto, seu
uso continuo evidenciou um aumento
na resisténcia fungica. Pela similaridade
funcional do extrato de Campomanesia
Xxanthocarpa com 0 mecanismo do
fluconazol, evidencia-se uma lacuna na
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avaliacdo do sinergismo entre esses
elementos. O seguinte trabalho buscou
constatar efeito sinérgico do antifungico
Fluconazol com extrato de Campomanesia
xanthocarpa em Candida albicans. Foram
obtidas 3 amostras isoladas de sangue de
um Laboratério Clinico Hospital terciario
de Londrina e os testes suscetibilidade
antifingica foram determinados pelo método
de microdiluicdo em caldo, de acordo com
as normas do NCCLSM38-A (NCCLS,
2002). As concentragdes inibitérias minimas
(MICs) das drogas antifungicas foram
definidas utilizando em todos os testes
RPMI 1640 (sigma-Aldrich), como o meio
para testes. A variabilidade de concentra¢do
para o fluconazol foide 0,125a64 u/mle a
de Extrato de Campomanesia xanthocarpa
de 0,02 a 6,25 pg / ml. A partir do MIC
dos compostos, diferentes concentracoes
de antifungicos foram combinados a
diferentes concentracdes de extrato de
Campomanesia xanthocarpa. Para avaliar a
intera¢@o entre ambos compostos, o indice
de concentracao inibitdria fracionaria (FICI)
foi realizado como descrito por CHIN et al.,
1997. Verificou-se a redugdo do MIC do
agente antifungico para 16 pg/mL em todas
as amostras. O MIC do extrato revelou-se
minimizado nas placas 29 e 44 e manteve-
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se com 0 mesmo valor para a amostra 24. A partir dos valores de FICI, a amostra 24 revelou-
se antagonista, a 29 encontrou-se indiferente e a 44 demonstrou-se com efeito sinérgico.
A associagdo do agente antifingico ao extrato vegetal proporcionou redugdo no MIC em
relacdo ao uso do medicamento de forma isolada. Esse fato possibilita a discusséo a respeito
de um novo método terapéutico em casos de C. albicans com resistividade ao fluconazol.
PALAVRAS-CHAVE: C. xanthocarpa. Candida albicans. Fluconazol. Resisténcia.

EVALUATION OF THE SYNERGIC EFFECT OF CAMPOMANESIA
XANTHOCARPA EXTRACT AND ANTIFUGAL ON CANDIDA ALBICANS FROM
CLINICAL ISOLATES

ABSTRACT: The species Candida albicans represents most of the isolated samples in
fungal infections. The main antifungal treatment comprehend the use of triazoles, such as
Fluconazole, which, however, its continued use has shown an increase in fungal resistance.
Due to the functional similarity of the Campomanesia xanthocarpa extract with the mechanism
of fluconazole, there is a gap in the evaluation of the synergism between these elements. The
following work aimed to verify the synergistic effect of the Fluconazole with Campomanesia
xanthocarpa extract on Candida albicans. Three isolated blood samples were obtained from
a clinical laboratory at a hospital in Londrina and the antifungal susceptibility tests were
determined by the microdilution method, in accordance with the NCCLS38-A (NCCLS, 2002)
standards. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of the antifungal drugs were defined
in all tests using RPMI 1640 (Sigma-Aldrich). The concentration variability for fluconazole
was from 0.125 to 64 ug / ml and 0.02 to 6.25 ug / ml for the Campomanesia xanthocarpa
Extract. Different concentrations of antifungals were combined with different concentrations
of Campomanesia xanthocarpa extract. In order to evaluate the interaction between both
compounds, the fractional inhibitory concentration index (FICI) was performed as described
by CHIN et al., 1997. A reduction in the MIC of the antifungal agent to 16 pug/mL was verified
in all samples. The MIC of the extract was minimized in plates 29 and 44 and remained at the
same value for sample 24. Based on the FICI values, sample 24 was antagonistic, sample
29 was indifferent and sample 44 demonstrated a synergistic effect. The association of the
antifungal agent with the plant extract provided a reduction of the MIC in relation to the use of
the medicine alone. This fact makes it relevant to discuss a new therapeutic method in cases
of C. albicans with resistance to fluconazole.

KEYWORDS: C. xanthocarpa. Candida albicans. Fluconazole. Resistance.

11 INTRODUGAO

O género Candida spp, espécie leveduriforme, representa um fator significativo
na epidemiologia de infeccdes com carater oportunista em pacientes hospitalizados
(BARBEDO; SGARBI, 2010) Vale ressaltar que a instalagdo do agente esta diretamente
relacionada com a viruléncia fungica e competéncia imunologica do paciente, sendo esta
determinante na evolucao de cepa comensal para patologica (PFALLER; DIEKEMA, 2007).

Nessa esfera, demonstra-se fundamental o reconhecimento da importancia clinica de
Candida albicans, a qual representa a maior parte das cepas isoladas em fungemias, 50%
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a 70% dos casos, fator que motivou o estudo (MARTINEZ, 2006). Este patdégeno flngico
€ usualmente encontrado em diversos sitios anatdmicos de individuos saldaveis e pode
desencadear infecgbes superficiais ou sistémicas de acordo com condicdes ambientais e
fisiolbgicas especificas (DADAR; TIWARI; KARTHIK; CHAKRABORTY; SHAHALI; DHAMA,
2018).

O processo infeccioso decorre do acometimento da regido cutidneo-mucosa, o
qual pode acarretar seu desenvolvimento sistémico (MARTINEZ, 2006). O tratamento
antifingico principal compreende o uso de triazélicos, como o Fluconazol ou derivados
poliénicos, como Anfotericina B (VIEIRA; SANTOS, 2017). O mecanismo de acédo desses
farmacos envolve a inibicdo da sintese do ergosterol ou podem ligar-se a sua estrutura
desestabilizando a fisiologia da membrana celular fingica (NOGUEIRA DE CASTRO et al.,
2016).

Aliteratura descreve o uso desses farmacos como eficazes no controle de infeccoes
por céndida. Entretanto, o uso continuo desses medicamentos evidenciou o aumento da
resisténcia fungica (NOGUEIRA DE CASTRO et al., 2016). Nessa perspectiva, a pesquisa
propde o estudo sinérgico dos antifungicos descritos com o extrato de Campomanesia
xanthocarpa a fim de reduzir a concentracao inibitéria minima desses farmacos necessaria
no combate de C. albicans.

O extrato de Campomanesia xanthocarpa, proveniente das folhas da planta
guabiroba, é 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 C. albicans.

21 OBJETIVOS

Avaliar o efeito sinérgico do antifingico Fluconazol com extrato de Campomanesia
xanthocarpa em Candida albicans, provenientes de um hospital terciario da cidade de
Londrina - PR.

2.1 Objetivos especificos

» Analisar a acéo sinérgica do extrato de Campomanesia xanthocarpa e Fluco-
nazol em Candida albicans através do FICI (indice de concentracéo inibitoria
fracionaria).

31 REVISAO DE LITERATURA

Hodiernamente, reconhece-se que as infec¢des invasivas de origem etiologica
por espécies de Candida representam uma génese consistente na morbimortalidade em
saude. Cerca de 90% dessas patologias s@o representadas pelos 5 principais agentes
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fungicos dessa espécie: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei
(PAPPAS; KAUFFMAN; ANDES; BENJAMIN; CALANDRA; EDWARDS JR; SOBEL, 2009).
Sendo que C. albicans representa 46,3%, seguido por C. glabrata (24,4%) e C. parapsilosis
(8,1%) (ANDES; SAFDAR; BADDLEY; ALEXANDER; BRUMBLE; FREIFELD; HADLEY;
HERWALDT; KAUFFMAN; LYON, 2016).

Colombo, Nucci, Park, Nouér, Arthington-Skaggs, Matta, Warnock e Morgan (2006)
realizaram um estudo em territorio nacional a respeito da epidemiologia de candidemias
em onze hospitais tercidrios publicos. A pesquisa contou com a avaliacdo de fatores de
incidéncia, etiologia da espécie de Candida, fatores de risco e resisténcia antifungica. Para
Candida albicans, verificou-se a responsabilidade de 40,9% dos casos diagnosticados.

Candida albicans, pertence ao reino fungi, filo Ascomycota; classe Saccharomycetes;
ordem Saccharomycetales; familia Saccharomycetaceae e género Candida. Representa o
principal grupo leveduriforme a causar infeccbes de carater oportunistas em individuos
imunologicamente comprometidos. Usualmente, C. albicans edifica-se em uma relagcédo
comensal com o hospedeiro H. sapiens e aloja-se predominantemente na microbiota
normal do trato gastrointestinal e geniturinario de humanos (PAPPAS; KAUFFMAN;
ANDES; CLANCY; MARR; OSTROSKY-ZEICHNER; REBOLI; SCHUSTER; VAZQUEZ;
WALSH, 2015).

A levedura é estabelecida em uma disposi¢cdo diploide com dois pares de oito
cromossomos. Caracteriza-se por uma estrutura dimoérfica em que pode apresentar-se
como levedura ou filamentosa. Reproduz-se na forma de brotamento e, em situacbes
especificas, ha a possibilidade de gerar um tubo germinativo e ampliar-se como uma hifa
verdadeira ou pseudo-hifa (DIGNANI, 2009).

Os aspectos microbiol6gicos de C. albicans s&o detalhadamente descritos por
Naves, Santana, Ribeiro e Menezes (2013):

[...] morfologia colonial Umida, cremosa e odor especifico, de aspecto liso ou
rugoso e coloragdo branco-amarelada em meio de cultura dgar Sabouraud,
formacdo de tubo germinativo, assimilagdo de carbono e capacidade
fermentativa. Seu crescimento é favorecido em temperaturas variando entre
20°C a 38°C. O pH &cido favorece sua proliferacdo sendo que a faixa ideal
de pH varia de 2,5 até 7,5. Microscopicamente as células leveduriformes sao
de formato esférico, ovéide ou alongado, medem de 3 a 5um de diametro
e apresentam-se como Gram-positivas em preparagdes coradas por esta
técnica.

Os principais fatores de risco associados a infecgdo ativa sdo a utilizagcdo de
agentes antibidticos, corticoesteréides ou imunossupressores, disposi¢cao de cateterismo
venoso, realizagdo de quimioterapia, pacientes neutropénicos ou internados em unidades
de terapia intensiva (SERPA, 2011).

Ainfecgédo ativa € designada de acordo com o sistema imunol6gico do paciente em
associacao a resposta ativa dos tecidos ou 6rgaos afetados (SCHULZE; SONNENBORN,
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2009). Ademais, deve-se considerar o sitio de infec¢édo, a viruléncia fungica, além da
morfologia e expressdo génica das hifas (DADAR; TIWARI; KARTHIK; CHAKRABORTY;
SHAHALI; DHAMA, 2018).

Kashem et al. (2015) revela que a manifesta¢do da candidiase mucocutanea cronica
(CMC) esta associada com a auséncia de matrizes inatas das interleucinas IL-17 e IL-22,
além da deficiéncia na imunidade celular Th17 — usualmente ineficiente em pacientes com
HIV ou sindrome de hiper IgE. Outra associacdo observada € a mutagéo no receptor de
lectina do tipo C de reconhecimento dos fungos Dectina-1 (KASHEM; IGYARTO; GERAMI-
NEJAD; KUMAMOTO; MOHAMMED; JARRETT; DRUMMOND; ZURAWSKI; ZURAWSKI;
BERMAN, 2015). Entretanto, constata-se que a Candida pode colonizar superficialmente
individuos imunocompetentes (DADAR; TIWARI; KARTHIK; CHAKRABORTY; SHAHALI;
DHAMA, 2018).

As infeccbes de carater benigno estdo fortemente relacionadas as membranas
mucosas da orofaringe e vagina e caracterizam-se por um supercrescimento local.
O carater de maior persisténcia e extensdo patologica é encontrado em pacientes
imunocomprometidos. Ha a possibilidade de acometimento visceral generalizado
em individuos com neutropenia ou em unidade de terapia intensiva (UTI) através da
disseminagéo hematogénica (KAUFFMAN, 2021).

Como mencionado, os principais sitios de colonizagdo correspondem as mucosas
digestiva e vaginal. Ha a certificagdo de que as formas de transmisséo da levedura podem
ocorrer ao nascimento ou pelo contato com secregdo oral, vaginal ou cutanea. A forma
vaginal assintomatica é encontrada em aproximadamente 10% das mulheres sexualmente
ativas e cerca de 30% das gestantes. Ja a colonizagédo do trato gantrointestinal pode ser
verificada em 20 a 80% dos individuos (POULAIN, 2015).

Outro fator de importante consideracdo para o sucesso infeccioso de C. albicans
encontra-se em sua plasticidade: ha uma variabilidade em suas populacdes, células
individuais, moléculas e biogénese. Foram verificadas alteragées genéticas, fenotipicas,
estruturais, na parede celular, na regulacdo, na remodelacéo, entre outras (POULAIN,
2015).

Nessa esfera, edifica-se a importancia de mencionar os principais fatores de
viruléncia de C. albicans descritos na literatura: “[...] secrecdo de enzimas hidroliticas,
expressao de adesinas e invasinas, tigmotropismo, bomba de efluxo, formagéo de biofilme
e morfologia celular” (ROCHA; NUNES; NEVES; XIMENES; ALBUQUERQUE, 2021).

Ademais, vale ressaltar que a viruléncia fungica pode variar de acordo com a regido
acometida devido a diferencas fisioldégicas e estruturais de microambiente (PARK; LIU;
SOLIS; SPOTKOV; HAMAKER; BLANKENSHIP; YEAMAN; MITCHELL; LIU; FILLER,
2009).

O quadro clinico verificado na candidiase apresenta relagdo direta com a forma

manifestada: cutdneo-mucosa, invasiva ou sistémica. Essas manifestacdes sdo retratadas
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por Vieira e Santos (2017):

A candidiase cutaneo-mucosa consiste em manifestacdes superficiais,
apresentando as seguintes formas: candidiase intertriginosa, onicomicose,
candidiase oral, vulvovaginite, balanopostite e candidiase cutdneo-mucosa
crénica. Ja a candidiase invasiva ou sistémica caracteriza-se por apresentar
infecgbes profundas ou invasivas, podendo localizar-se em um 6rgédo ou
disseminar-se via sanguinea (candidemia). Apresentam-se como quadros de
sintomatologia cardiaca, digestiva, respiratéria, hepatica, renal, ocular, do
sistema nervoso central, ou disseminada, que é uma forma clinica de dificil
tratamento.

Ja as formas infecciosas mais invasivas, sdo representadas por uma maior taxa de
mortalidade e internagdes extensas. Esses casos necessitam de um diagnéstico precoce e
inicio da terapéutica com antifungicos (VIEIRA; SANTOS, 2017).

Outros achados clinicos evidentes correspondem a:

[...] candidiase oral-faringea (aftas) ou vaginal ou cervical; lesdes
intertriginosas das dobras gluteas, nadegas, pescoco, virilha e axila;
paroniquia; e oniquia. Disfungéo de linfécitos T, outros disturbios imunolégicos
e doencas endocrinolégicas estdo associados a candidiase mucocutanea
cronica (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2021).

Quanto ao diagnéstico, o padrao-ouro corresponde a presenca de uma hemocultura
positiva para C. albicans. Nos casos em que ha lesdes focais, pode-se fazer a biopsia
para coloracao, cultura e andlise histopatol6gica (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS,
2021).

Ha reconhecimento na literatura dos beneficios da introdugcéo precoce da terapia
empirica antifungica para a reducao da morbimortalidade e do periodo de internagdo. Em
pacientes com fatores de rico para a doenca invasiva e outras causas de febre descartadas,
deve-se iniciar a terapéutica (GEHRING, 2015).

Os principios do tratamento de candidiase invasiva incluem o manejo de triazélicos
— como o fluconazol — em individuos com quadro leve a moderado sem neutropenia. Ja
nos casos mais graves, normalmente recomenda-se derivados de poliénicos como a
anfotericina B (PAPPAS; KAUFFMAN; ANDES; CLANCY; MARR; OSTROSKY-ZEICHNER,;
REBOLI; SCHUSTER; VAZQUEZ; WALSH, 2015).

O fluconazol, pertencente da familia dos triazolicos, € um farmaco bem tolerado,
de alta biodisponibilidade e apresenta boa atividade clinica contra patbgenos tais como
Cryptococcus neoformans e a maioria das Candida spp. isoladas. O mecanismo de agéo
consiste na inibicdo da enzima fungica lanosina-14a-desmetilase, a qual realiza a conversao
de lanosterol em ergosterol. A supressdo dessa atividade altera a fluidez da membrana
fungica e de suas enzimas ligadas (RANG; DALE, 2016).

Esse farmaco, ap6s sua administracdo oral, atinge elevadas concentra¢gdes no
liquido cefalorraquidiano e concentragdes consideraveis plasmaticas, na saliva, pele, unhas
e tecido vaginal. Os efeitos adversos observados em alguns pacientes sdo nauseas, vomito,
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dor abdominal, diarreia, cefaleia, elevagdo transitéria de enzimas hepaticas, alopecia,
prurido, rash, plaquetopenia, leucopenia, anafilaxia e alongamento do intervalo QT. A
dose diaria recomendada depende da regido acometida pelo agente fungico (BRUNTON;
GILMAN, 2012).

O metabolismo do fluconazol é hepéatico, apresenta meia-vida de 30 horas e sua
excrecao é renal e predominantemente em forma ativa, apenas 11% de metabdlitos. Vale
ressaltar que sua absor¢éo independe de alimentos ou &cidos presentes e em uma a duas
horas atinge sua concentracao plasmatica maxima (RANG; DALE, 2016).

As limitacbes mais evidentes no uso desse medicamento seriam em sua baixa
eficacia na atividade contra fungos filamentosos, além da aquisi¢édo de resisténcia no uso a
longo prazo (RANG; DALE, 2016). Ha evidéncias na literatura que indicam a identificacao
de potenciais alvos de drogas ou substancias as quais possam elevar o efeito do fluconazol
e, assim, elevar sua eficacia (LU; SHRIVASTAVA; WHITEWAY; JIANG, 2021).

Vale-Silva, Coste, Ischer, Parker, Kelly, Pinto e Sanglard (2012) revelam a existéncia
de cerca de cinco mutacdées que culminam em resistividade ao farmaco fluconazol.
Destacam-se as mutacdes nos genes ERG3 (resulta em falha na biossintese de ergosterol),
ERG11 (reduz ligagéo ao antifungico). Além das altera¢des nos genes MRR1, TAC1, UPC2
que resultam em um fator de transcricéo hiperativo.

A anfotericina B esta incluida no grupo dos poliénicos — forte avidez ao ergosterol
- e sua principal indicagédo é associada as formas graves da candidiase invasiva. O seu
mecanismo ativo mais reconhecido é a estruturagdo de canais ibnicos que se assemelham
a proteinas na membrana celular fingica através de sua interagdo com o ergosterol. Esse
fato leva a disturbios no equilibrio dos ions e perda de potassio extracelular (CHUDZIK;
KOSELSKI; CZURYIO; TREBACZ; GAGOS, 2015).

Outro mecanismo reconhecido edifica-se no uso das vias de sinalizacao intracelulares
da levedura culminando em sua morte (RANG; DALE, 2016). Os principais efeitos
indesejaveis identificados no uso de anfotericina B estdo em seu potencial nefrotoxico, nas
reacoes agudas infusionais, trombocitopenia, hiperbilirrubinemia, disturbios eletroliticos,
cefaleia, tremores, hipertenséo, dispneia, entre outros (FALCI; PASQUALOTTO, 2015).

Ap6s a definicdo da terapia antifungica de escolha, deve-se considerar a
possibilidade de resisténcia da Candida albicans. A falha na terapéutica pode decorrer
de resisténcia desenvolvida ao longo do tratamento ou resisténcia clinica. A resistividade
clinica usualmente esta associada a pacientes com neutropenia, imunodeficiéncia, estados
infecciosos de tecidos com baixa vascularizagéo, baixa adeséo ao tratamento, estruturacao
de biofilme em prétese e cateteres, entre outros (ARTHINGTON-SKAGGS; REX, 2008).

Quanto ao carater microbiolégico, pode-se constatar as mutacdes em fatores de
transcricdo. Uma vez que tais patdbgenos nao realizam a recombinagéo sexual, verifica-se
constantes mutagdes e recombinagbes mitdticas, sendo que o mecanismo permeado por
bombas de efluxo € um dos mais evidentes (FORD; FUNT; ABBEY; ISSI; GUIDUCCI; A
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MARTINEZ; DELOREY; LI; WHITE; CUOMO, 2015).
Os principais mecanismos de resisténcia a classe dos azbis sdo descritos por

Rocha, Nunes, Neves, Ximenes e Albuquerque (2021):

Os mecanismos atribuidos a resisténcia aos azéis tanto em C. albicans como
espécies Candida n&do-albicans estdo bem definidos e estdo associados
principalmente a expressdo aumentada da bomba de efluxo de drogas, a
maior expressao e modificagcdo na estrutura de sitios alvos, além da formagao
de biofilme. Esses mecanismos podem ocorrer isolados ou em conjunto,
sendo que a expressdo aumentada da bomba de efluxo de drogas é relatada
como a causa primaria da resisténcia aos azoéis em espécies de Candida.
Outros métodos identificados sdo a mutagéo ou superexpressao do gene ERG11,
mutacéo do gene ERGS3, acéo do RTA2 na regulagéo positiva de calcineurina — fosfatase
que atua na sinalizacao da célula fungica. Ademais, destaca-se a acédo da proteina Hsp90
e das histonas desacetilases (HDACs) na expressao de determinados genes relacionados
a proteinas transportadoras das bombas de efluxo. As enzimas antioxidantes fungicas
também devem ser consideradas ao interferirem no estresse oxidativo provocado por azobis
(VIEIRA; SANTOS, 2017).
Em relacdo a anfotericina B:

Os mecanismos envolvidos em aumento de resisténcia a anfotericina B
resultam de alteracdes na composicdo da membrana plasmatica fungica,
alteracbes quantitativas de esfingolipideos na membrana com diminuigcao
da formacéo de ergosterol e funcionamento incorreto de bombas de efluxo,
mutacao do gene ERG3, que leva a formacao de esteréis com menor afinidade
de ligagao da anfotericina B e superexpressao de bombas de efluxo (VIEIRA;
SANTOS, 2017).

Em suma, ratifica-se a adversidade no campo da saude que o surgimento de novas
cepas, espécies e métodos de resistividade representam no acometimento grave de
pacientes intrataveis e no desenvolvimento de prognéstico ruim (ROCHA; NUNES; NEVES;
XIMENES; ALBUQUERQUE, 2021). Dessa forma, os métodos antifingicos disponiveis
necessitam de atualizagbes e, segundo Lu, Shrivastava, Whiteway, Jiang (2021) deve-se
averiguar alvos de drogas ou substancias especificas que possam aumentar a eficacia dos
antifingicos ja utilizados na pratica clinica.

A Campomanesia xanthocarpa, conhecida como gabiroba, guabirobeira guabiroba-
miluda e guabirobeira-do-mato, € utilizada popularmente para o tratamento anti-inflamatorio.
Trata-se de uma arvore frutifera da familia Myrtaceae a qual € comumente encontrada
no cerrado brasileiro, possui entre 10 a 20 metros de altura e seus frutos apresentam
importancia econémica (VALLILO; MORENO; OLIVEIRA; LAMARDO; GARBELOTTI,
2008).

Na medicina popular o uso de C. xanthocarpa é reconhecido por seus efeitos anti-
inflamatorios, tratamento de doencgas renais, do trato gastrointestinal, reumatoldgicas e
hipercolesterolemia (SANT'ANNA; MERLUGO; EHLE; LIMBERGER; FERNANDES;
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SANTOS; MENDES; PAULA; MOREIRA, 2017). Outrossim, verifica-se 0 uso empirico no
controle da obesidade e perda de peso (DICKEL; PRECOS; RITTER, 2007).
Sant’anna et al (2017) constatou outras caracteristicas praticas do extrato:

[...] o extrato de C. xanthocarpa apresenta potencial mutagénico, efeitos
sinérgicos que resultam em atividade comutagénica, possui atividades
antiproliferativa e genotoxica utilizando o Allium cepa in vivoteste de células
da ponta da raiz e um aumento na frequéncia de aberragdes cromossémicas,
tem atividades antiplaquetarias, antitrombéticas e fibrinoliticas, pode ser
eficaz na prevengcdo da formacado de trombos por varias vias, reduzindo
0s niveis de colesterol no sangue, tem um efeito gastroprotetor, e reduz o
estresse oxidativo e processos inflamatérios; pode, portanto, ter aplicagdes
terapéuticas.

A composicdo quimica das folhas do extrato revela a existéncia de flavonoides,
sapopinas, taninos e terpenos, substancias as quais sdo ativos biologicos naturais e
apresentam potencial fisiolégico em seres humanos (SANT'ANNA; MERLUGO; EHLE;
LIMBERGER; FERNANDES; SANTOS; MENDES; PAULA; MOREIRA, 2017).Parte superior
do formularioParte inferior do formulario

Na literatura, constatam-se inUmeros estudos a respeito do uso de extratos de
Campomanesia xanthocarpa para finalidades terapéuticas. O seu efeito sobre pacientes
com hipercolesterolemia foi representado através de importante redugéo nos niveis totais
de LDL em pacientes que receberam uma quantidade de 500 mg do extrato aquoso. Outras
funcoes aferidas foram:

[...] reducéo de estresse oxidativo e de componentes do processo inflamatério
(proteina C reativa de alta sensibilidade - PCR-AS) e um aumento significativo
de NO em individuos hipercolesterolémicos que receberam 1000 mg do
extrato aquoso de C. xanthocarpa, quando comparados ao grupo controle
(MENDES, 2018).

A atividade antitrombética e fibrinolitica foi estudada por Klafke, Silva, Rossato,
Trevisan, Walker, Leal, Borges, Schetinger, Moresco, Duarte, Santos, Viecili, Ferreira
(2012) através da administracao de acido acetilsalicilico ou extrato aquoso de guabiroba em
camundongos pelo periodo de 5 dias. Foi observado inibicdo de agregacéo de plaquetas
com auséncia de citotoxicidade, agéo fibrinolitica e prolongamento do TTPa.

O mecanismo de redugéo do processo inflamatoério foi visto Klafke, Pereira, Hirsch,
Parisi, Porto, Almeida, Rubin, Schimidt, Beutler, Nascimento, Trevisan, Brusco, Oliveira,
Duarte, Duarte, Viecili (2016) através do uso do extrato aquoso em camundongos por 4
semanas. Houve aumento de fatores anti-inflamatérios como a interleucina 10 associada a
minimizacao de marcadores pro-inflamatorios (IL-1, IL-6, TNF-a e INF-y).

Especificamente para espécies de Candida, o 6leo essencial da guabiroba foi
identificado como potencial antimicrobiano ao representar atividade antifingica para as
amostras desses fungos (CAVALCANTI, 2012).

Dessa forma, em alicerce com os elementos encontrados na base de dados,
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identifica-se a necessidade de novas pesquisas que associem o extrato vegetal em sua
forma aquosa as espécies de Candida, em especial, Candida albicans devido a sua alta

ocorréncia e viruléncia.

41 MATERIAIS E METODO

4.1 Procedimentos éticos

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

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

4.2 Amostras

Os isolados foram obtidos de residuos de um Laboratério Clinico Hospital terciario
de Londrina.

4.3 Estudo de suscetibilidade antifungica e preparacao dos antifungicos

Os testes suscetibilidade antifungica foram determinados pelo método de
microdiluicdo em caldo, de acordo com as normas do NCCLSM38-A (NCCLS, 2002).

Os MICs das drogas antifungicas foram determinados utilizando em todos os testes
RPMI 1640 (sigma-Aldrich), como o meio para testes. A variabilidade de concentracao para
o fluconazol foi de 0,125 a 64 y / mL e a de Extrato de Campomanesia xanthocarpa de 0,02
a 6,25 ug / mL.

As preparagdes das diluicdes antifungicas foram feitas segundo o CLSI M27 A2.

A técnica de microdiluicdo em caldo é a indicada pela normativa aprovada CLSI
M27 A2, para determinagao de MIC do antifungico, e foi utilizada para a execugéo deste
trabalho.

4.4 Extrato de folhas da Campomanesia xanthocarpa

O extrato aquoso foi preparado a partir de 625 mg das folhas secas de gabiroba
para 100 mL de &agua destilada estérii em banho-maria por 72 horas a 37°C, sendo
posteriormente filtrado em Syringe Filter 13 mm. Para a determinac¢édo das concentracoes
inibitérias minimas (MIC) utilizou-se a metodologia na placa de microdiluicao incubada por
24 horas e 48 horas a 37°C com duplicata de cada espécie.

As concentracgdes inibitérias minimas (MIC) foram determinadas por leitura visual
das placas, sendo definida como a menor concentracdo do extrato de Campomanesia
Xxanthocarpa capaz de inibir o crescimento.
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4.5 Teste de Sinergismo

A partir do MIC dos compostos, diferentes concentragdes de antifungicos foram
combinados a diferentes concentracbes de extrato de Campomanesia xanthocarpa. Para
avaliar a interagcédo entre ambos compostos, o indice de concentracao inibitéria fracionaria
(FICI) foi realizado como descrito por CHIN et al., 1997.

FICI = [FC] / [FCS] + [Cx] / [CxS]

Na representacdo do calculo do FICI mencionado, [FC] corresponde ao MIC
verificado para o fluconazol em sinergismo, [FCS] refere-se ao MIC do fluconazol isolado.
[Cx] esta associado ao MIC da Campomanesia xanthocarpa em sinergismo e [CxS] &
verificado quando o extrato € utilizado 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).

51 RESULTADOS

Os resultados obtidos através da realizagdo da metodologia mencionada
anteriormente sdo descritos na seguinte tabela:

Flucb (ug/  Cx(mg/mL) Fluc / Cx FICI 24h/48h
Amostras mL) MIC90 b MIC90 Sin MIC90 |nterpretagéo
24h/48h 24h/48h 24h/48h

Candida 32 0,04 16/ 0,04 0,5+1 ANT
albicans (24) 1,5

Candida
albicans (29) 64 0,78 16/ 0,39 0,23 ;—50,5 IND

Candida 64 0,78 16/ 0,09 0,25 + 0,11 SIN
albicans (44) 0,36

Flu - fluconazol (sozinho), Cx — Extrato de Campomanesia xanthocarpa (sozinho).

Tabela 1: Amostras isoladas de sangue — Candidemia

Como mencionado, o MIC foi determinado como a menor concentragéo que produziu
90% de reducgéo no crescimento de células fungicas apds 24 e 48 horas de incubacédo. O
procedimento foi realizado de acordo com o protocolo CLSI M27-A3. A concentracdo de
fluconazol variou de 0,125 a 64 /1 / mL e a de Extrato de Campomanesia xanthocarpa variou
de 0,02 a 6,25 yg / mL.
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Ademais, o sinergismo de fluconazol e de Extrato de Campomanesia xanthocarpa
foi constatado através do calculo do FICI (indice de Concentragéo Inibitéria Fracionaria).

Quanto aos efeitos do fluconazol sob Candida albicans, observou-se a amostra 24
com um MIC de 32 pg/ml, fato que a confere uma classificagcdo de sensibilidade dose-
dependente. J4 as amostras 29 e 44 revelaram-se resistentes ao fluconazol com a
determinacao do MIC de 64 pg/mL. Outrossim, mostra-se valido mencionar que as placas
29 e 44 sao sensiveis a uma concentragao de 0,78 mg/ml do extrato de Campomanesia
xanthocarpa, ja a amostra 24 sensibilizou-se com um MIC de 0,04 mg/ml.

Em relacéo aos MICs necessarios a minimizagéo do crescimento de células de C.
albicans quando no sinergismo de fluconazol + extrato de C. xanthocarpa, verificou-se a
reducdo do MIC do agente antifingico para 16 pyg/mL em todas as amostras. O MIC do
extrato revelou-se minimizado nas placas 29 e 44 e manteve-se com 0 mesmo valor para
a amostra 24.

O FICI obtido para cada amostra foi interpretado da seguinte forma: FICI <
0,5-sinergismo (SIN); 0,5 <FICI < 4,0 - indiferenca (IND); e FICI> 4,0 - antagonismo (ANT).
Nesse sentido, a amostra 24 revelou-se antagonista, a 29 encontrou-se indiferente e a 44

demonstrou-se com efeito sinérgico.

61 DISCUSSAO

A espécie Candida albicans € reconhecida por seu elevado potencial patogénico em
seres humanos. O agente fungico € responsavel por cerca de 50% a 70% das fungemias
(MARTINEZ, 2006). As infec¢des sistémicas por essa etiologia revelam imensa relevancia
clinica devido aos importantes indices de morbimortalidade (10 a 49%), longos periodos
de internagdes (até 30 dias) e altos custos ao sistema de saude — cerca de um bilhdo de
dolares no EUA (WILLE; GUIMARAES; FURTADO; COLOMBO, 2013); (NUNES; NUNES;
MONTEIRO; PAES, 2011).

Outrossim, o potencial de patogenicidade de C. albicans revela-se extenso. Dessa
forma, a capacidade de aderéncia, infeccdo e de causar complicagdes € evidente e esta
diretamente associado aos diversos fatores de viruléncia apresentados: “aderéncia,
polimorfismo, variabilidade fenotipica, producdo de enzimas extracelulares e toxinas”
(SANTANA; RIBEIRO; MENEZES; NAVES, 2013).

Como mencionado, pacientes com fungemias de origem etiolégica em C. albicans
sdo usualmente tratados com compostos azélicos como o fluconazol. Entretanto, o uso
imoderado de agentes antifingicos tépicos ou sistémicos desencadeou o desenvolvimento
de resistividade antifingica (JORDAO, 2019). Atualmente, a resisténcia de C. albicans ao
fluconazol aproxima-se do percentual de 3%, valor que pode alterar-se devido a variagbes
regionais (QUINTERO, 2010).

Mediante esse fato, verifica-se como primordial a atualizagdo dos métodos
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antifingicos viaveis na atualidade. Estudos recentes apontam a necessidade da busca de
alvos especificos de substancias as quais possam potencializar a eficacia desses farmacos
(LU; SHRIVASTAVA; WHITEWAY; JIANG, 2021).

Nessa linha de raciocinio, inumeras producdes cientificas sugerem o uso de extratos
naturais como o da C. xanthocarpa com a finalidade de minimizar a toxicidades desses
agentes farmacolégicos e seus efeitos adversos. Cavalcanti (2012) revelou em seu artigo
cientifico:

[...] esta é a primeira investigacao a respeito da atividade do ¢leo essencial de
X. brasiliensis e C.xanthocarpa frente as leveduras C. albicans, C. tropicalis
e C. krusei, sendo observado seu efeito inibitério. A formacéao de halos de
inibicao superiores a 9,0 mm e 18 mm, respectivamente para X. brasiliensis e
C. xanthocarpa, indica a necessidade mais estudos que possam confirmar a
atividade inibitéria desses extratos vegetais.

Apesar de sua atividade antifungica verificada contra espécies de Candida, verificou-
se na literatura que o 6leo essencial das folhas de C. xanthocarpa demonstrou “[...] baixa
atividade antifingica frente as cepas de A. flavus e C. Gloeosporioides, portanto, sugerimos
novos estudos com diferentes micro-organismos” (OLIVEIRA, 2018).

Em um segundo momento, verifica-se na literatura que o extrato em sua forma
hidroetandlica promoveu atividade anti-inflamatéria no sentido em que inibiu edema e
reduziu migracdo de leucocitos e extravasamento de proteinas para a pleura em uma
situacao de pleurite (DA SILVA; SALMAZZO; ARRIGO; OLIVEIRA; KASSUYA; CARDOSO,
2016).

Os efeitos do extrato sobre as dislipidemias também séo reconhecidos. Verificou-se
a reducao dos niveis de LDL em individuos dislipidémicos durante o0 manejo de 500 mg de
extrato aquoso de C. xanthocarpa (VIECILI; BORGES; KIRSTEN; MALHEIROS; VIECILI;
MELO; TREVISAN; SILVA; BOCHI; MORESCO; KLAFKE, 2014).

Diante dessas abordagens, a seguinte investigacdo cientifica propbe o uso de
extrato aquoso das folhas de guabiroba para a verificacdo de atividade sinérgica com
o antifungico fluconazol. Devido a similaridade quimica do colesterol sanguineo com o
ergosterol presente na membrana fangica, motiva-se a averiguagdo da possibilidade
terapéutica do uso do extrato.

A partir dos resultados constatados, averiguou-se que as amostras de C. albicans
apresentaram um MIC importante ao farmaco fluconazol, recebendo as classificagbes de
sensibilidade dose-dependente ou de resistentes. Quando em associacédo ao extrato de
C. xanthocarpa, identifica-se uma importante queda no MIC e o efeito sinérgico pode ser
certificado na amostra 44 de C. albicans.

Essa pesquisa apresenta contribui¢des a comunidade cientifica no sentido de propor
uma nova perspectiva sobre a associa¢do de extratos vegetais — no caso, o da guabiroba —
com tratamentos classicos por agentes antifungicos. Nessa esfera, permite-se a discussao
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a respeito do manejo nos casos de fungemias resistentes com o fim Gltimo de reduzir as
doses farmacolégicas ja utilizadas e, consequentemente, minimizar os efeitos adversos
usualmente constatados.

71 CONSIDERAGOES FINAIS

A associacao entre o extrato de Campomanesia xanthocarpa e o farmaco fluconazol
demonstrou o efeito de sinergismo com o FICI de 0,36 para a amostra 44 de Candida
albicans. Nesse sentido, a associagdo do agente antifingico ao extrato vegetal proporcionou
reducdo na concentracdo inibitéria minima em relagdo ao uso do medicamento de forma
isolada. Esse fato possibilita a discusséo a respeito de um novo método terapéutico em
casos de C. albicans com resistividade ao fluconazol.
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