Universidade Federal do Maranhao
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias da Saude

Mestrado

PADRONIZACAO DE EXTRATOS PARA A OBTENCAO
DE PRODUTO FITOTERAPICO ANTIFUNGICO DE

Origanum vulgare L.

SAMARA ARAUJO BEZERRA

Sao Luis

2021



SAMARA ARAUJO BEZERRA

PADRONIZACAO DE EXTRATOS PARA A OBTENCAO
DE PRODUTO FITOTERAPICO ANTIFUNGICO DE

Origanum vulgare L.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-Graduagao
em Ciéncias da Sadde da Universidade Federal do
Maranhdo como requisito para obtencdo do titulo de

Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientadora: Prof.? Dr. ? Denise Fernandes Coutinho

Sao Luis

2021



Aratjo Bezerra, Samara.
PADRONIZACAO DE EXTRATOS PARA A OBTENCAO DE PRODUTO
FITOTERAPICO ANTIFUNGICO DE Origanum vulgare L / Samara

Aratjo Bezerra. - 2021.
74 f.
Orientador (a) : Denise Fernandes Coutinho.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-graduacdo em

Ciéncias da Saude/ccbs, Universidade Federal do Maranhdo, Sé&o
Luis, 2021.

1. Acido rosmarinico. 2. Antioxidante. 3. Candidiase. 4.
Orégano. 5. Ovulo vaginal. I. Fernandes
Coutinho, Denise. II. Titulo.




SAMARA ARAUJO BEZERRA

PADRONIZACAO DE EXTRATOS PARA A OBTENCAO
DE PRODUTO FITOTERAPICO ANTIFUNGICO DE

Origanum vulgare L.

Dissertagcdo apresentada ao Programa de Pds-Graduagio
em Ciéncias da Sadde da Universidade Federal do
Maranhdao como requisito para obtencdo do titulo de

Mestre em Ciéncias da Saide.

Banca Examinadora

Avaliadoem: / /

Prof.? Dr.? Denise Fernandes Coutinho
Orientadora - Universidade Federal do Maranhao

Prof.* Dr.* Fldvia Maria Mendon¢a do Amaral Neiva

Universidade Federal do Maranhao

Prof.* Dr.* Ludmilla Santos Silva de Mesquita

Faculdade Pitagoras

Prof. Dr. Valério Monteiro Neto

Universidade Federal do Maranhio



Esperei com paciéncia no SENHOR, e ele se

inclinou para mim, e ouviu o meu clamor.

(Salmos 40:1)



Dedico
A minha familia, Socorro e Mauricio,

Sarah e Jodo, pela paciéncia e amor.



AGRADECIMENTOS

Agradeco imensamente a Deus, por essa conquista, por sempre guiar o meu caminho, cercar-
me de cuidados e me fazer crescer em meio as dificuldades que encontrei nos caminhos da
vida.

Aos meus pais, Socorro e Mauricio, meus maiores exemplos de herdis, batalhadores
incansaveis e que ndo mediram esfor¢os e incentivos para que eu pudesse chegar até aqui. Sao
vinte e seis anos de amor e dedicacdo, cuidados, conselhos e confianga. Vocés sao meu porto
seguro. Os amo muito! Muito obrigada! As minhas duas preciosidades, Jodo Victor e Sarah,
os maiores presentes que eu pude ganhar, apesar de todas as brigas de irmaos, nosso amor
prevalece e eu sou incompleta sem té-los comigo.

Aos meus avos, por todo amor que me foi oferecido desde o meu nascimento, pela protecao e
carinho, mais uma etapa da minha vida académica tio sonhada. A minha familia materna, de
Manaus, sinto muitas saudades de cada um, meus amados tios e primos, apesar da distancia, o
amor que tenho por vocé€s ndao diminuiu, em especial aos meus tios José Paulo, Socorro e
Silvia, que cuidaram de mim em oragdo. Deus os guarde sempre.

A familia paterna, com a qual eu tive a alegria de conviver nestes anos morando em Séo Lufs,
meus tios-avos Terezinha e Ivo, vocés sdo uma raridade e um exemplo de casal. Obrigado por
me acolherem com tanto amor. Meu tio Balbernak e Matthew, meu primo e irmao, meus
parceiros fiéis de passeios, aventuras e risadas.

A Prof? Dr. ® Denise e toda equipe do Laboratério de Farmacognosia II, José Antonio,
Edilene, longe ou perto, por contribuir com este trabalho. A Tassio Rémulo, um amigo e
irmdo que me foi dado, muito obrigado pelos ensinamentos, aulas, dicas, conversas e pela
paciéncia comigo, principalmente. Vocé € parte essencial da realizacdo deste trabalho. A
todos que direta ou indiretamente estiveram comigo, me apoiando, muito obrigada! Nao vou
citar nomes para acabar sendo injusta com alguém.

A minha amada familia em Cristo, Igreja Cristd Evangélica em Bequimio, Pr. Lindomar
Moreira e Abigail, pelo apoio emocional e em oragdes por mim, gldrias a Deus por suas vidas.
Nilson, grande colega de experimentos e aperreios, que se tornou um grande amigo, um

presente em minha vida, obrigada por tudo!



RESUMO

Dentre as principais doengas infecciosas, a candidiase € considerada oportunista, sendo a
enfermidade mais comum ocasionada por fungos. A resisténcia as terapias antifiingicas é um
problema de sadde publica e vem sendo ocasionado pela extensa prescricdo desses farmacos
associada a baixa adesdo ao tratamento, além de terapia repetida ou prolongada. Visando a
descoberta de alternativas terapéuticas eficazes, busca-se, nas plantas medicinais, compostos
que possam ser empregados nesse contexto, explorando beneficios terapéuticos a partir da
grande variedade de metabdlitos biologicamente ativos. Este trabalho teve como objetivo
padronizar o extrato das folhas da espécie Origanum vulgare L. (Lamiaceae — orégano), para
subsidiar a elaboracao de um produto de uso vaginal, contribuindo na obten¢do de alternativas
para o tratamento de candidiase vulvovaginal. Folhas secas de Origanum vulgare L. foram
coletadas na Universidade Federal do Maranhdo, cidade de Sdo Luis, Maranhao e submetidas
a trés diferentes métodos de extragdo: maceracdo, percolacdo e soxhlet, utilizando para cada
extracdo os hidromoddulos: 1:8, 1:10 e 1:12. Os extratos obtidos foram avaliados
qualitativamente empregando-se testes fitoquimicos, quanto ao teor de flavonoides e
polifendis e foram submetidos a avaliagdo de seu potencial antifingico frente cepas de
Candida. A extragdo por Sohxlet, hidromédulo 1:10 apresentou 41,11% de rendimento,
enquanto a triagem fitoquimica evidenciou variacdes nos constituintes, presenca de polifendis
e taninos em diferentes concentracdes para os extratos testados, indicando também atividade
antioxidante diferenciada que pode corroborar com o mecanismo antifingico. A
cromatografia liquida apontou nove principais picos, entre eles dcido rosmarinico, definido
como marcador analitico. Todos os extratos apresentaram atividade fungistitica. A partir dos
resultados, com o objetivo de padronizar o processo de extracdo, foi escolhido extrato obtido
por soxhlet 1:10, que apresentou melhores resultados fitoquimicos e antifingicos, além de
rendimento superior. Com o extrato padronizado foi elaborado bioproduto piloto, na forma
farmacéutica de 6vulos a 5%, tendo demonstrado boa estabilidade por 20 dias. Dessa forma,
demonstrou-se o processo de obtengdo de um extrato das folhas de Origanum vulgare além de
formulagdes estdveis para uso terapéutico, portanto, uma alternativa promissora no tratamento

de candidiase vulvovaginal.

Palavras-chave: Candidiase; 6vulo vaginal; orégano; antioxidante; d4cido rosmarinico.



ABSTRACT

Among the main infectious diseases, candidiasis is considered opportunistic, being the most
common disease caused by fungi. Resistance to antifungal therapies is a public health
problem and has been caused by the extensive prescription of these drugs associated with low
adherence to treatment, in addition to repeated or prolonged therapy. In order to discover
effective therapeutic alternatives, medicinal plants are sought for compounds that can be used
in this context, exploring therapeutic benefits from the wide variety of biologically active
metabolites. This work aimed to standardize the extract of the leaves of the species Origanum
vulgare L. (Lamiaceae - oregano), to subsidize the elaboration of a product for vaginal use,
contributing to obtain alternatives for the treatment of vulvovaginal candidiasis. Dry leaves of
Origanum vulgare L. were collected at the Federal University of Maranhao, city of Sao Luis,
Maranhao and submitted to three different extraction methods: maceration, percolation and
soxhlet, using hydromodules for each extraction: 1: 8, 1:10 and 1:12. The extracts obtained
were evaluated qualitatively using phytochemical tests, regarding the content of flavonoids
and polyphenols and were subjected to evaluation of their antifungal potential against strains
of Candida. Extraction by Sohxlet, hydromodule 1:10 showed 41.11% yield, while
phytochemical screening showed variations in constituents, presence of polyphenols and
tannins in different concentrations for the tested extracts, also indicating differentiated
antioxidant activity that may corroborate with the mechanism antifungal. Liquid
chromatography showed nine main peaks, including rosmarinic acid, defined as an analytical
marker. All extracts showed fungistatic activity. From the results, in order to standardize the
extraction process, an extract obtained by soxhlet 1:10 was chosen, which presented better
phytochemical and antifungal results, in addition to superior yield. With the standardized
extract, a pilot bioproduct was prepared, in the pharmaceutical form of eggs at 5%, having
demonstrated good stability for 20 days. Thus, it was demonstrated the process of obtaining
an extract of the leaves of Origanum vulgare in addition to stable formulations for therapeutic

use, therefore, a promising alternative in the treatment of vulvovaginal candidiasis.

Keywords: Candidiasis; vaginal ovum; oregano; antioxidant; rosmarinic acid
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1 INTRODUCAO

Doencas causadas por microrganismos tem destaque no contexto nacional e mundial
por apresentar elevados indices de morbimortalidade (WHO, 2010). Dentre as principais, a
candidiase, doenca oportunista, ¢ a mais comum das infec¢des fungicas (PEIXOTO et al.,
2014). Sao conhecidas cerca de 200 diferentes espécies do género Candida, porém poucas
relatadas por promover infecgdes em humanos (JAMES et al., 2006, PEIXOTO et al., 2014),
sendo C. albicans a mais patogénica entre todos e de grande prevaléncia, em 70 a 90% dos
casos (MENEZES et al., 2012; HANI et al., 2015).

Agentes antifungicos disponiveis empregados em candidiase incluem geralmente
polienos, azo6is ou fluoropirimidinas, € em casos de infec¢des resistentes utilizam-se
equinocandinas (BASMA et al., 2009). A resisténcia as terapias antifingicas originou-se da
extensa prescricdo associada a baixa adesdo ao tratamento, promovendo irregularidades
geralmente sub-Otimas nas concentragdes do farmaco (SHIELDS et al., 2014), terapia repetida
ou prolongada e exposi¢ao profilatica a medicamentos (SANGLARD, 2016).

A resisténcia a esses medicamentos pode ser classificada em primdria (intrinseca),
encontrada naturalmente entre fungos que niao foram expostos previamente e secundaria
(adquirida), quando as espécies tornam-se suscetiveis geralmente devido a expressdo génica
alterada na exposi¢do continua a certas drogas (SHOR; PERLIN, 2015).

Indiretamente, o emprego de fungicidas agricolas favorece o surgimento de
organismos resistentes, devido a semelhan¢a dos alvos moleculares por antiflingicos
empregados na clinica (SHOR; PERLIN, 2015), bem como recursos terapéuticos insuficientes
para o controle de algumas doencas fungicas, decorrente dos diferentes mecanismos
desenvolvidos para invalidar a acdo dos farmacos, como a regulagao da bomba de efluxo, que
promove reducdo intracelular da droga, mudancgas qualitativa e/ou quantitativas nos sitios
alvos e alteracdes metabdlicas (SANGLARD, 2016).

Visando a descoberta de alternativas terapéuticas eficazes, e como forma de
contribuir com a elaboracdo de produtos, vérias pesquisas vém concentrando suas buscas em
plantas medicinais que possuam cardter antifiingico, embasada no fato que representam uma
fonte importante de substancias bioativas e constituem modelos para sintese de um grande
numero de farmacos (HARVEY et al., 2015).

As plantas tém sido usadas expressivamente desde os tempos antigos pelas

sociedades primitivas de todos os continentes por seus beneficios terapéuticos (MARTINS et
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al.,, 2014), e estudos indicam que grande parte da populacdo brasileira usa a medicina
alternativa como fonte de recursos curativos ou paliativos (ROSA et al., 2012). Sendo assim,
o mercado farmacéutico de produtos a base de plantas € um ramo promissor, além de
constituir-se em uma opgdo eficaz e culturalmente aceita (COUTO et al., 2009; SIMOES et
al., 2017).

Os metabdlitos presentes nas plantas, principalmente os secunddrios, sdo os
responsaveis por suas acoes farmacoldgicas, podendo destacar os flavonoides, taninos, fendis
simples e além dos que compdem os dleos essenciais. Plantas que apresentam dleos essenciais
em sua composicdo sio conhecidas como aromiticas (SIMOES, 2017). Dentre as espécies
com Oleos essenciais, pode-se destacar os exemplares da familia Lamiaceae, composta por
250 géneros e 7.000 espécies (THE PLANT LIST, 2013), cujo uso envolve fins culinérios,
ornamentacdo e medicinais (TOPCU; KUSMAN, 2014) e detém géneros de importancia
econdmica conhecidos pela presenca de compostos volateis e odor marcante, como Lavandula
L., Mentha L., Ocimum L., Melissa L. e Origanum L. (MESQUITA et al., 2018).

O género Origanum compreende 43 espécies (LUKAS et al., 2013) as quais sdo
tradicionalmente aplicadas no combate a diversas doencas, além de ter importincia na
alimentacdo (KOYUNCU et al., 2010). Origanum vulgare L., vulgarmente conhecido como
orégano, compreende uma erva aromadtica e perene, frequentemente presente na alimentacio
devido ao aroma e sabor marcantes e também na medicina tradicional com finalidade
digestiva, expectorante, antisséptico e antiespasmédica (CINBILGEL; KURT, 2019). E uma
espécie bem disseminada por todo sudoeste da Asia, Américas, Europa e Africa, sendo
facilmente cultivada (BORGES, 2012).

Entre as atividades bioldgicas de interesse clinico descritas na literatura estdo a
antibacteriana, inseticida, antioxidante e antifungica (BARROS et al., 2010). Apresenta 6leo
essencial (BORGES et al., 2012) rico principalmente em monoterpenos fendlicos, timol e
carvacrol (BAKKALI et al., 2008), compostos largamente investigados por intimeras acoes,
como antimicrobiano e larvicida (KHALFI et al, 2008; KURSAT et al., 2011; NOSTRO;
PAPALIA, 2012; SUNTRES et al., 2015) e cujas concentragdes nesses exemplares podem
variar conforme sua localidade e condicdes de cultivo (MECHERGUI et al., 2016).

Como o 6leo essencial é considerado o produto principal de O. vulgare, grande parte
dos estudos cientificos dessa espécie volta-se para sua investigacdo, inclusive seu potencial

antimicrobiano, assim, tem sido direcionado no desenvolvimento de produtos de limpeza
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(BRASIL, 2020), mas ainda com escassos estudos sobre sua ac@o nas células epiteliais (HAN;
PARKER, 2017). Apesar dos 6leos essenciais serem empregados em inumeras formulagdes
ou mesmo puros, hd relatos de intolerancia em parcela dos pacientes, devendo assim utiliza-
los com precaugdo, devido a possibilidade de ocasionar fotossensibilidade, bem como efeitos
neurotoxicos e hepatotoxicos que ja foram relatados (MARTINS et al., 2014). O 6leo de O.
vulgare foi descrito em literatura por sua acao cdustica e potencialmente toxico (MANOHAR
et al., 2001), orientando-se cautela ao uso indiscriminado tépico e interno.

Considerando a problematica das resisténcias antiftingicas e buscando contribuir com
formulagdes seguras e obtidas com extratos padronizados para uso tépico com esta atividade a
partir de espécies vegetais de facil obtencdo, este trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizagdo quimica e avaliar a atividade antifungica frente cepas de Candida sp. de
extratos das folhas da espécie Origanum vulgare L., cultivada em S3ao Luis, Maranhdo,
selecionando um procedimento ideal para obtencdo de extratos padronizados e formulacdo de
um produto de uso vaginal estdvel, assim contribuindo no levantamento de alternativas

terapéuticas para o tratamento de candidiase vulvovaginal.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos

Os fungos sdo espécies pertencentes a classe dos Eucariotos e podem ser divididos
em dois subgrupos morfologicamente distintos: leveduras e bolores. Leveduras geralmente
tem tamanho reduzido, crescem individualmente ou em aglomerado (ALIMARDANITHEUIL
et al., 2011). Bolores desenvolvem-se de forma multicelular, formando estruturas
denominadas micélio, sistema ramificado em que se observam células agregadas (CAIXETA,
2019). Geneticamente, podem apresentar-se haploides, diploides ou poliploides (MOLINARO
et al., 2009); dependem de substincias organicas previamente formadas como fonte de
energia e para formacdo estrutural e constitui¢do celular; possuem parede rigida rica em
quitina responsavel por varios processos bioldgicos essenciais, como definicdo do formato da
célula, protecdo fisica, suporte osmoético, adesdo, reproducdo (MAGNELLI et al., 2005) e
nutri¢ao, a partir da absorcdo de nutrientes soliveis simples e reservam energia sob a forma
de glicogénio (OLIVEIRA, 2014). Podem reproduzir-se de forma vegetativa, sexual, assexual

e parassexual (PEIXOTO et al., 2014).
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Possuem larga distribui¢do, sendo cosmopolita, porém necessitam que o substrato
forneca substincias para sua nutricdo, mantendo-os assim em estado de saprofitismo,
parasitismo, simbiose ou mutualismo (MOLINARO et al., 2009). Alguns fungos tém
capacidade de colonizar o homem e os animais e cerca de 150 espécies sdo descritas como
patogénicas aos seres humanos (BRASIL, 2013).

A maioria desenvolve-se melhor em temperaturas amenas, entre 25° a 30° C. Alguns
fungos isolados do estado parasitdrio preferem temperaturas proximas de 37° C, para seu
isolamento inicial, preferencialmente em ambientes saturado de umidade, ndo necessitando de
luz para se desenvolver, em sua maioria (OLIVEIRA, 2014).

Comercialmente, podem ser empregados na industria alimenticia, como o Agaricus
bisporus (champignon-de-Paris)(CITRS, 2011), na producao de substancias quimicas, como
acido citrico (obtido a partir de Aspergillus sp.) e na terapéutica: vitamina B ou riboflavina
(obtida da espécie Ashbya gossypii), antibidticos e estatinas, como penicilina e lovastatina,
provenientes de Penicillium e Aspergillus terreus (ALIMARDANITHEUIL et al., 2011;
SANTIAGO, 2011) e a ciclosporina, droga imunossupressora inibidora de calcineurina,
isolada de Tolypocladium inflatum gams. Estudos avaliam que algumas espécies podem
auxiliar na degradacdo de poluentes ambientais e residuos industriais, através da producao de
enzimas (VARJANI; UPASANI, 2017; GU et al., 2017; CAIXETA, 2019).

O metabolismo de certos fungos do gé€nero Aspergillus (Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius e Aspergillus pseudotamarii) produz micotoxinas,
conhecidas como aflatoxinas, capazes de promover quadros de intoxicagdo graves a necrose
aguda, cirrose e carcinoma de figado, (CDC, 2013). Algumas espécies sao conhecidas por sua
acdo alucindgena e neurotdxica, principalmente Psilocybe cubensis (Ear.) Sing (cogumelo
magico) e Amanita muscaria (L.Fr.) Hook (amanita), cuja semelhanca a cogumelos
comestiveis promove confusdo e consequente intoxicacao por ingesta (CITRS, 2011). Outros
géneros, como Candida, que geralmente habitam a pele de seres humanos ndao possuem
micotoxinas, entretanto, merecem destaque visto que podem causar quadros de infeccdo

simples ou graves, de grande incidéncia no mundo inteiro (CDC, 2019).

2.2 Candida sp.
O género abrange cerca de 200 espécies, na maioria comensais que compdem a

microbiota da pele e mucosas vaginal e digestiva, encontradas na forma de esporos,
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filamentos - denominados hifas ou pseudo-hifas — colonizando tecidos em seu hospedeiro -
(Figura 1), blastoconideos e leveduras, variando de 2 a 6 um, apresentando formato esférico,
alongado ou ovéide (SBI, 2019), cuja estrutura € composta por quitina, membrana plasmética
fosfolipidica e associacdo de esterdis, principalmente ergosterol (NAVES et al., 2013).
Reproduzem-se por brotamento e desenvolvem col6nias de cor creme a branca, com aspectos
liso ou rugoso (ALVARES et al., 2007) e organizam-se em estrutura denominada
clamidoconidios, forma latente para situacdes cujo meio ndo possui todos os nutrientes
necessarios para seu desenvolvimento (BARBEDO; SGARBI, 2010). Crescem
favoravelmente em temperaturas variando entre 20°C a 38°C, pH dcido (na faixa de 2,5 até
7,5), téem capacidade fermentativa e em teste de Gram, cora-se positiva (ALVARES et al.,

2007).

Figura 1. Imagem de leveduras do género Candida obtidas por microscopia eletronica de
varredura.
Fonte: https://www.cdc.gov/fungal/diseases/candidiasis/antifungal-resistant.html

Normalmente, mantém-se em equilibrio com o hospedeiro, entretanto, alteragdes na
microbiota normal resultam em desequilibrio local, comumente relacionados com o excessivo
crescimento de Candida sp. e poucas bactérias colonizadoras (GOLDMAN; SCHAFER,
2015). Sob condic¢des endogenas e exdgenas, como variacao hormonal, gestagdo, extremos de
idade (recém-nascidos e idosos), uso de contraceptivos orais, diabetes mellitus
descompensada, desnutri¢dao aguda, hébitos de higiene inadequados, rompimento das barreiras
cutdnea e mucosa, exposi¢do direta aos fungos, quimioterapia, transplantes, resisténcia a

antifungicos (BARBEDO;SGARBI, 2010), terapia com corticosteroides e alteracdes na
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resposta imunoldgica podem desencadear um amplo espectro de doencas que variam em
gravidade conforme a localizacdo e a disseminacdo do microrganismo (GOLDMAN;
SCHAFER, 2015).

Assim como muitos microrganismos, Candida sp. dispde de fatores de viruléncia
eficientes. Pode-se destacar:

1. aderéncia as células do hospedeiro através de adesinas, codificada por diferentes
glicoproteinas de superficie, facilitando o processo de adesdo (DE OLIVEIRA et al., 2015)

2. Variag¢do morfoldgica ou dimorfismo, essencial para escapar de ataques do sistema
imune (JIMENEZ-LOPEZ et al., 2013)

3. Modulagdo do sistema imune empregando mananas € manoproteinas, capazes de
ativar e desativar a acdo das defesas do hospedeiro e influenciam o processo de indugdo de
lise de macréfagos através de piroptose (WELLINGTON et al., 2014).

4. Adaptagdo ao ambiente oxidativo em que genes sdo temporariamente induzidos ou
reprimidos, garantindo a flexibilidade do metabolismo em ambiente hostil (NOBLE, 2013;
BROWN et al., 2014);

5. Liberacao da protease candidalisina, promotora de lesdes e poros em membranas
que permite ao microrganismo atravessar o epitélio do hospedeiro (KRYSAN et al., 2014;

MOYES et al., 2016).

2.3 Candidiase

Os termos candidiase, moniliase ou candidose abrangem grande variedade de
doencas fungicas (DEPAUW et al.,, 2008): sist€micas ou invasivas como candidoses
disseminadas agudas ou cronicas, candidemia e infec¢des superficiais (mucocutineas)
(PAPPAS et al., 2009; PEIXOTO et al., 2014). Candidemia € frequentemente citada como
infeccdo mais comum por Candida e que leva a O6bito a partir de quadros invasivos,
observados em pacientes hospitalizados em uso de sondas, cateteres, imunossuprimidos ou
submetidos a procedimentos cirurgicos (PAPPAS et al., 2015; RUHNKE, 2019).
Classicamente, ndo se consideram invasiva quando acometem mucosas, especialmente

orofaringe, esdfago e vagina (KOHLER et al., 2017).

a) Candidiase orofaringea

7z

Candida albicans € encontrada em mais de 90% dos isolados da cavidade bucal

(CORONADO-CASTELLOTE; JIMENEZ-SORIANO, 2013), seguida de C. glabrata, C.
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guillermondii, C. kruesi, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. pseudotropicalis, C. stellatoidea e
C. tropicalis, promovendo a chamada candidiase oral ou pseudomembranosa (SINGH et al.,
2014). O uso de esterdides inalatérios empregados na terapia para asma, como a fluticasona,
suprime a resposta imune e consequentemente aumentam os riscos de acometimento da

mucosa (RHEN; CIDLOWSKI, 2005 ).

Figura 2. Varia¢oes de sinais nas manifestacdes clinicas de candidiase oral.
Fonte: Lijun Hu et al., 2019.

Os principais sinais manifestam-se por placas brancas na mucosa bucal, palato,
orofaringe ou lingua. Raspando as lesdes com depressor de lingua, evidencia-se uma mucosa
eritematosa e sem dulceras sob as placas (RUHNKE, 2019). A estomatite, inflamagdo da
mucosa oral, manifesta-se quase sempre como um palato eritematoso doloroso, além de
rachaduras nos cantos da boca, que podem ocorrer com ou sem aftas (GOLDMAN;
SCHAFER, 2015). Pode ser classificada como aguda ou cronica conforme a duragcdo dos
sintomas (PATIL et al., 2015).

A esofagite pode acompanhar a candidiase orofaringea ou pode ocorrer
independentemente das lesdes na orofaringe. O desenvolvimento de esofagite por Candida
estd quase sempre relacionado a disfungcdao imunoldgica, pacientes com leucemia ou terapias
imunossupressoras. Os sintomas cldssicos sdo odinofagia (dor ao engolir) e disfagia

(dificuldade para deglutir), enquanto exames como endoscopia e esofagoscopia atestam a
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presenca de tlceras e erosdes no esdofago (GOLDMAN; SCHAFER, 2015; RUHNKE, 2019).

b) Candidiase gastrointestinal

Naturalmente, pode haver presengca de Candida sp. no trato gastrointestinal e
raramente sao consideradas promotoras de infec¢gdes ou lesdes do estbmago ou intestinos em
pessoas sauddveis (BASMACIYAN et al.,, 2019). Em individuos imunossuprimidos/
imunocomprometidos, pode haver formagdo de ulceragdes ou erosdes purulentas na mucosa
géstrica, favorecendo a colonizagdo por leveduras, expressas na presenca de placas
esbranquicadas, semelhantes as lesdes no intestino delgado e grosso (SHEPPARD; FILLER,
2014).

Apesar da classificacdo ndo invasiva, a capacidade de aderéncia e entrada em
membranas do hospedeiro favorece a incursdo na barreira mucosa intestinal, porta de acesso
para a corrente sanguinea, atingindo a camada epitelial e possivelmente disseminando-se no
sangue (SHEPPARD; FILLER, 2014). Os sintomas clinicos incluem nduseas, diarreia,
vomitos, desconforto abdominal e sangramento gastrointestinal (BARBEDO; SGARBI,
2010).

¢) Candidiase cutanea

A infec¢do da pele ocorre principalmente nas dreas intertriginosas (virilhas, axilas,
dobras em geral) e interdigitais (maos ou pés), caracterizando-se por lesdes com bordas bem
delimitadas, avermelhadas, com prurido e frequentemente ha formacdo de pustulas, quase
sempre associados a lesdes menores, cuja presenga auxilia no diagndstico de infec¢do por
Candida ou Tinea (cruris ou corporis) (GOLDMAN; SCHAFER, 2015).

A onicomicose afeta as unhas dos pés e/ou mados e expressa-se por espessamento,
opacidade, mudanca de coloragdo, formato e onicdlise (descolamento), acompanhada ou nao
de dor e aspecto esponjoso (SBD, 2017). Pode causar inflamag¢do nas pregas da lamina basal,
denominada paroniquia, especialmente em individuos que frequentemente imergem as maos
na agua pelas atividades exercidas profissionalmente (BARAN; NAKAMURA, 2018),
considerado assim um fator de manutencdo para o quadro, bem como clima e disfuncao

hormonal (CHANUSSOT; ARENAS, 2007).
d) Candidiase vulvovaginal
A candidiase vulvovaginal (CVV) instala-se a partir do desequilibrio e favorecimento

do aumento de Candida, com até 50% das mulheres assintomdticas (BRASIL, 2015) e em
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idade fértil, principalmente por serem associadas diretamente a mudangas hormonais como
aumento dos niveis de estrogénio (SBI, 2019).

Os sintomas clinicos de CVV incluem episddios de coceira na vulva e vagina,
irritacdo, inflamacdo, edema, ardor ao urinar, dor durante o ato sexual e leucorreia,
representada por corrimento vaginal sem odor, irregular (sem um padrdo caracteristico) e
pode apresentar-se com textura fina e aquosa (FEBRASGO, 2010) ou espesso e branco,
assemelhando-se a leite coalhado e aderido as paredes vaginais (GUNTHER et al., 2014;
MENDLING et al., 2015).

Tratamentos a base de antibidticos de amplo espectro e glicocorticéides sistémicos,
pacientes diabéticas descompensadas (GONCALVES et al., 2016), uso de contraceptivos
orais combinados (JACOB et al., 2018) e gravidez estdo diretamente associados com o
surgimento de candidiase. Cerca de 50% das mulheres que apresentam prurido vaginal sdo
realmente ocasionados por Candida albicans ou C. glabrata, mas em grande parte, outras
condi¢des favorecem este sintoma, como hébitos de higiene inadequados, vestudrio justo e
que favoreca aumento de umidade na regido e contato com substincias irritantes a regiao
intima (SBI, 2019). Casos frequentes (4 vezes ou mais no periodo de 12 meses) nao devem
ser desconsiderados por indicar um quadro de candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR),

que acomete 5% das mulheres (BARBEDO; SGARBI, 2010).

e) Balanite

Balanopostite ou balanite apresenta-se como um quadro que acomete homens, de
forma infecciosa ou ndo, levando a inflamagdo aguda ou cronica da glande do pénis,
geralmente sem sintomas ou apenas leve prurido, secre¢do fétida e surgimento de vesiculas no
pénis. Em casos mais graves, geram placas pseudomembranosas, intensa coceira,
vermelhidao, dor, fissuras, erosdes e pustulas superficiais na glande (SBU, 2018).

Se ndo tratadas, as lesdes podem atingir escroto e as pregas da pele, associado a
uretrite transitéria, em alguns casos. A balanite pode estar associada diretamente com relagdes
sexuais com parceiro infectado, homens nao circuncidados, e semelhantemente a candidiase
feminina, a terapia com antimicrobianos, m4 higienizacdo e descontrole no diabetes mellitus

(BARBEDO; SGARBI, 2010; SBU, 2018).

2.4 Diagnostico de candidiase

O diagnéstico para candidiase cutinea € realizado através de anamnese do paciente,
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avaliando sintomas e caracteristicas da drea afetada e montagem de uma lamina com
fragmentos da pele obtido por raspagem para identificacio microscopica de hifas
(MOLINARO et al., 2009).

O diagndstico de onicomicoses pode ser realizado inicialmente observando as
caracteristicas e confirmando através de exame micoldgico direto (EMD), por cultura fingica
ou exame histopatologico (ZANARDI et al., 2008). O EMD ¢€ a primeira etapa do diagndstico
laboratorial e indica se o material examinado contém estruturas fungicas, avaliando-as quanto
a morfologia e coloracdo: agentes hialinos e hifas regulares sdo sugestivos de dermatofitos;
pseudo-hifas ou hifas irregulares e conidios, podem indicar presenga de fungos miceliais nio
dermatoéfitos (CORREIA et al.,, 2005); leveduras ovoides com pseudofilamentos sem
coloracdo e dispostas em colOnias induz a suspeita de Candida sp. Nestes casos, faz-se cultura
para diferenciar e confirmar o achado (ZANARDI et al., 2008).

Casos de candidiase gastrointestinal, esofdgica e esofagite podem ser avaliados por
endoscopia e esofagoscopia, além das queixas apresentadas pelo paciente (SHEPPARD;
FILLER, 2014).

Pacientes com queixa de sintomatologia de CVV, antes de supor um autodiagnostico,
devem ser submetidas a avalia¢do padrao, através de exame fisico, em que se observam placas
esbranquicadas sob o colo uterino. Laboratorialmente, para diferenciar doengas com sintomas
semelhantes, faz-se:

a. Teste de Whiff (teste das aminas ou “do cheiro”): uma gota de KOH a 10% ¢
adicionada ao conteudo vaginal coletado sobre uma lamina de vidro. A presenca de “odor de
peixe” € considerada positivo e sugestivo de vaginose bacteriana, excluindo CVV (BRASIL,
2015);

b. Exame a fresco: faz-se um esfregaco em lamina de vidro com laminula de amostra
do material vaginal e uma gota de salina, examinando sob objetiva com aumento de 400x,
avaliando a presenca de leucdcitos, células parabasais, leveduras e/ou pseudo-hifas e
Trichomonas sp. méveis (WORKOWSKI; BERMAN, 2006; FEBRASGO, 2010).

c. Bacterioscopia por coloracdo de Gram: presenga de células epiteliais escamosas de
aspecto granuloso pontilhado e bordas indefinidas cobertas por numerosos cocobacilos (clue
cells) indicam vaginose bacteriana (BRASIL, 2015)

O pH vaginal ndo pode ser utilizado isoladamente como diagndstico, mas o

complementa; quando o pH > 4,5 considera-se sugestivo para vaginose bacteriana ou
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tricomoniase, enquanto pH<4,5 € sugestivo para candidiase (BRASIL, 2015).

O principal diagndstico para balanites embasa-se nos sintomas referidos pelo
paciente e no exame fisico, avaliando a les@o. Para diferenciacido da origem, inflamatdria ou
infecciosa, coleta-se uma amostra do liquido presente nas lesdes. Para descartar outras

doencas em casos graves, como cancer de pénis, opta-se por realizar bidpsia (SBU, 2018).

2.5 Agentes antifiingicos e tratamento da candidiase

Os agentes antiftingicos utilizados atualmente estdo divididos em cinco classes:
Polienos, azdéis, equinocandinas, alilaminas e andlogo de nucleosideo. Destacaremos as
classes mais utilizadas. As escolhas da classe de antiftingico e forma de administragdo sio
feitas a partir do quadro clinico do paciente, local da micose e a espécie fungica envolvida
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). Um resumo dos mecanismos de acdo pode ser

observado na figura 3.

a) Polienos

Polienos incluem anfotericina B e nistatina, descobertos na década de 50 e obtidos a
partir de Streptomyces noursey e Streptomyces nodosus, bactérias aer6bias com atividade
antifungica de amplo espectro (COLOMBO et al., 2013) e ambas empregadas em infeccdes
por Candida: anfotericina B em formas graves de candidiase invasiva, enquanto a nistatina €
utilizada somente em infec¢des superficiais, na forma de suspensdo, pomada ou pasta
associada a 6xido de zinco, devido ao seu carater nefrotoxico (GRANINGER et al., 2018).

Sua principal acdo parte da interacdo com esteroides presentes nas membranas
celulares, promovendo ruptura da célula. Sugere-se que esta classe induza a producdo de
radicais livres de oxigénio por fagécitos no hospedeiro (GRANINGER et al., 2018). Por
décadas considerou-se anfotericina B o padrdo ouro, entretanto, ndo absorvivel por via oral e
uso exclusivamente intravenoso, apesar da acdo nefrotéxica, minimizada quando veiculado
em formulacdes lipossomica e lipidica (ALMEIDA, 2013; STEIMBACH et al., 2017).
b) Azdbis

Frequentemente os medicamentos desta classe sdo utilizados em quadros invasivos e
ndo invasivos devido ao amplo espectro de acdo e disponibilidade de formas farmacéuticas,
entre cremes, injetaveis, 6vulos vaginais, shampoo e comprimidos (COLOMBO et al., 2013);
divide-se em duas subclasses:

- Imidazois



27

Dentre muitos agentes, clotrimazol € o primeiro antifingico tdpico, lancado em
meados da década de 60, seguido por miconazol. Em seguida, por terapia oral, incluiu-se o
cetoconazol. Entretanto, a desvantagem em seu uso € a elevada toxicidade quando utilizados
por via oral (FDA, 2016), que pode estar relacionado ao seu mecanismo de acdo que inibe
diversas enzimas e bloqueia a formacdo de colesterol no figado, promovendo
hepatotoxicidade e queda na esteroidogénese e consequentemente, alteracdes dos niveis de
testosterona e cortisol (SHEA; DEL POETA, 2006).

- Triazéis

Os triazéis de primeira geracdo sdo o itraconazol e o fluconazol, enquanto que o
voriconazol e o posaconazol sdo considerados de segunda geragdo. Sdo os representantes mais
utilizados nesta categoria, com vantagem de maior especificidade aos sitios alvo, comparado
aos imidazodlicos, estabelecendo-se como seus substitutos (ARNOLD et al., 2010; DE
VASCONCELOS et al., 2011). Estao disponiveis para administracdo via oral e intravenosa.
Entre estes, o fluconazol € o mais comumente prescrito para infec¢des por Candida, devido a
sua farmacocinética desejavel e eficidcia dentro do hospedeiro (ROBBINS et al., 2016).
Porém, apresenta atividade reduzida contra C. glabrata e C. krusei, comparado as demais
espécies de Candida.

O mecanismo de acdo dos azodlicos estd relacionado a inibicdo da enzima lanosterol
desmetilase do citocromo P450 (14a-desmetilase), codificada pelo gene ERGI11, na via de
biossintese do ergosterol. O dtomo de nitrogénio livre presente no anel azdlico liga-se a um
atomo de ferro dentro do grupo heme da enzima (SANGUINETTI et al., 2015). Desta forma,
nao hé ativacdo do oxigénio, levando a desmetilacdo do lanosterol, que inibe o processo de
biossintese do ergosterol, um componente essencial das membranas celulares do fungo.
Quando inibido, hd acumulo dos ester6is metilados na membrana celular fungica,
promovendo a intoxicagdo e interrupcao do crescimento celular (ROBBINS et al., 2017).
Outros mecanismos sao incluidos, como a inibi¢do da transformacgdo de levedura em micélio e
menor adesdo do fungo a célula (HEERES et al., 2010; COLOMBO et al., 2013).

Reacdes adversas mais comuns descritas incluem cefaleia, dor abdominal, diarreia,
nduseas, vOmitos e aumento de enzimas hepaticas (ARNOLD et al., 2010).
c¢) Equinocandinas

Sdo compostos lipopeptidicos recentemente empregados em casos de infecgdes

fingicas sist€émicas, exclusivamente por via parenteral. Sao obtidos por diferentes processos,
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como semi-sintese a partir da fermentacdo de Glarea lozoyensis ou modificacio de um
lipopeptidio solivel em agua presente na espécie Coleophoma empedri (GRANINGER et al.,
2018). As equinocandinas possuem grande espectro de acdo, atuando como fungicidas e
fungistéticas frente a cepas de Candida sp. e Aspergillus sp., respectivamente, porem tém
acdo reduzida sobre cepas Cryptococcus neoformans € Mucorales (PATTERSON et al.,
2016).

Trés agentes compOem esta classe: caspofungina, micafungina e anidulafungina,
empregados em infecgdes invasivas em que os azdis foram ineficientes, inibindo a sintese de
beta (1,3) -d-glucano, componente essencial e exclusivo da parede celular flingica, tornando-
se a classe melhor tolerada e mais segura na terapéutica (SUCHER et al., 2009). Nao sao
metabolizadas no figado, portanto tem chances minimas de interacdo com outras drogas,
comparada a outras classes ja descritas (COLOMBO et al., 2013), com vantagens em relagio
a efeitos adversos, geralmente raros ou leves, como febre, elevacdo transitoria de enzimas
hepadticas, flebite local, erup¢do cutinea, prurido, broncoespasmo e sensa¢cdo de calor

(MENICHETTI, 2009).

d) Alilaminas

Classe composta por agentes empregados em tratamento de onicomicoses e
dermatomicoses por Candida e Tinea, a terbinafina, burtenafina e naftifina, podem ser
encontrados nas formas de comprimido e cremes. Sua acdo da-se pela interrup¢do na cadeia
produtora de ergosterol, bloqueando a enzima esqualeno epoxidase e favorecendo acimulo de
esqualeno no citoplasma e consequente morte fingica (SHEA; DEL POETA, 2006). Exibem
afinidade com tecido adiposo e queratina, permitindo sua manutencdo farmacologicamente
ativa por seis semanas na pele apés a suspensdo do tratamento (CRAWFORD; HOLLIS,
2007).

Reacdes adversas descritas, principalmente para uso por via oral, incluem dores de
cabeca, nduseas, perda de apetite, dor abdominal leve, desconforto estomacal (azia), diarreia,
inchaco, erupg¢des cutaneas (comichdo), dores musculares e articulares, distdrbio de humor,
perda de sentido do paladar, tonturas e cansaco (COLOMBO et al., 2013).

e) Analogo de nucleosideo

A 5-flucitosina ou fluorocitosina é um inibidor sintético especifico de uma enzima

essencial para a sintese de DNA em fungos, a timidilato sintetase, comprometendo a divisao

celular e a sintese proteica, prejudicando o crescimento fungico (GRANINGER et al., 2018).
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E empregado em casos que necessitam de grande penetracio nos tecidos, por sua facilidade de
permeacdo; seu espectro € estreito, incluindo a maioria de Candida sp., Cryptococcus
neoformans e isolados de Cladophialophora carrionii, portanto, atualmente limita-se ao
tratamento de meningite criptocécica e candidiase sist€émica. Reag¢des adversas incluem
nduseas e vomitos, erup¢des cutaneas e aumento de enzimas hepdticas em cerca de 10% dos

pacientes, em administragdo oral (COLOMBO et al., 2013).

f) Amorolfina e ciclopirox

Amorolfina, derivado morfolinico, é largamente empregado em tratamentos de onicomicoses
e dermatomicoses, nas formas creme e esmalte, (COLOMBO et al., 2013) apresentando efeito
fungistatico e fungicida a partir da alteracdo da membrana da célula fiingica, interrompendo a
biossintese correta do esterol e acimulo de esterdis defeituosos devido a redugdo de ergosterol
(GRANINGER et al., 2018).

Ciclopirox olamina € um agente antifiingico derivado de hidroxipiridonas e
corresponde a dnica classe com mecanismo de a¢do diferente dos outros antifiingicos topicos
ja descritos, pois atua através da quelacdo de cations metdlicos polivalentes, como férrico
(Fe **) e aluminio (Al **), levando 2 inibicdo de enzimas dependentes de metal (citocromos,
catalase e peroxidase), interrompendo atividades celulares basicas, como producdo de energia
e ingestdo de nutrientes através da membrana celular por alteracdio da permeabilidade
(SUBSSI et al., 2010; GRANINGER et al., 2018). Assim como a amorolfina, é possivel

encontra-lo nas formas de esmalte e logao.

Inibi¢do da sintese do ergosterol:
Alilaminas, Morfolinos e Azbis
Membrana citoplasmatica

Parede Celular ~/ ~ Inibigao da polimerizagdo

dos microtbulos: Griseofulvina

Reticulo /

Encoplasmatico / /\

g Inibi¢éo da sintese da parede celular
Inibicdo da sintese dos acidos Equinocandidas

nucleicos: 5-Fluorocitosina

Complexacdo com o ergosterol
Poliénicos

Figura 3. Esquema resumido dos principais sitios-alvo dos agentes antifliingicos.
Fonte: Trabulsi; Alterthum, 2015.
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Tabela 1. Tratamentos farmacoldgicos empregados para diferentes tipos de candidiase, descritos em literatura, e algumas observacdes

adicionais.

Tipo de infeccao

Candidiase vulvovaginal

Candidiase orofaringea

CVVR

Candidiase cutinea

Onicomicose

Balanite

Primeira opc¢ao

Miconazol creme a 2%, via vaginal, um aplicador cheio, & noite

ao deitar-se, por 7 dias ou

Nistatina 100.000 UI, uma aplicagdo, via vaginal, a noite ao

deitar-se, por 14 dias.

Nistatina 100.000-400.000 UI / mL e 4-6 mL, 4x ao dia por 14
dias ou
Itraconazol 200 mg VO com alimentos por 7-14 dias

Triazol tépico
7-14 dias ou
Fluconazol 150 mg / dia a cada 72 h (dias 1, 4 e 7) ou até a
remissao completa dos sintomas

Cetoconazol tépico ou oral

Amorolfina 5% esmalte — 1 x por semana
Ciclopirox 8% esmalte - diariamente
Tioconazol solucdo 28% - diariamente

Fluconazol 150 mg VO dose tnica

Segunda opcao Observacoes

Fluconazol 150 mg, VO,
dose tnica ou
Itraconazol 100 mg, 2
comprimidos, VO, 2 x
dia, por 1 dia

Durante a gravidez, o tratamento deve
ser realizado somente por via vaginal. O
tratamento oral estd contraindicado na
gestacdo e lactagdo

Fluconazol 200 mg VO ou
IV no primeiro dia,
seguido de 100 mg VO por
14-21 dias

Fluconazol 150 mg / dia 1x
/ semana durante seis
meses

Fluconazol 150 mg 1x/sem
—2-6 sem

Itraconazol 200 mg/d
6- 12 sem (maos) e 12-24
sem (pés)
ou
Fluconazol 150 a 300
mg/sem — até cura

Deve-se lixar semanalmente as unhas
permitindo maior contato do
medicamento com a drea infectada

Legendas: UI — Unidades internacionais; VO — Via oral; CVVR — Candidiase vulvovaginal recorrente. Fontes: Trabulsi; Alterthum, 2015;

Pfaller et al., 2015.
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2.6 Resisténcia flingica

O género Candida é responsavel por 3.400 casos de infec¢do por ano e novas cepas
vem apresentando-se resistentes ao fluconazol, com estimativa de 1.700 6bitos e 34 mil
hospitalizagdes no ano de 2017 nos Estados Unidos, variando de casos simples de candidiase
a infeccdes invasivas (CDC, 2019b). No Brasil, existem poucos dados especificos e
atualizados deste género (FRANCA et al., 2008; RIBEIRO, 2013).

As espécies Candida tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata apresentam taxas de
resisténcia entre 4-9%, 2—6% e 11-13%, respectivamente (PFALLER et al., 2015). Em outras
cepas, pode haver resisténcia ao fluconazol mesmo sem exposicdo prévia ao antimicrobiano
(primdria), como observado em C. krusei (PFALLER et al., 2008).

A ascendéncia de Candida auris t€ém levado diversas instituicdes a estado de alerta,
devido a multirresisténcia a antifingicos comumente usados para tratar infecgdes por este
patégeno (polienos, azdis e equinocandinas), aliada a fatores como dificil remog¢do de
superficies em ambientes de saide e possibilidade de longos periodos colonizando pacientes
hospitalizados. Em 2018, a incidéncia de casos aumentou em 318%, comparado aos anos de
2015 a 2017; somente em 2019 nos Estados Unidos, foram confirmados 684 casos de
pacientes infectados e 1209 estdo sob investigacdo (CDC, 2019b). No Brasil, foi emitido um
alerta de risco pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em dezembro/2020,
com a notificacdo de um caso no estado da Bahia, o primeiro confirmado no Brasil, desde a
implantacao da Rede Nacional para identificacdo de Candida auris em servigos de saude, no
ano de 2017 (BRASIL, 2020). Ao todo, 32 paises notificaram casos de infec¢do por C. auris,
incluindo Coldmbia e Venezuela (CDC, 2019a).

Os mecanismos de resisténcia podem diferir entre as classes de agentes antifungicos,

a partir da forma de ac@o e resisténcias primaria e secundaria.

2.6.1 Resisténcia a azois

Sao descritos pelo menos trés mecanismos.

a) por inducdo de bombas multidrogas que atuam reduzindo a concentragdo do
farmaco na enzima alvo lanosterol 14-a-esterol desmetilase na célula filngica
(SANGUINETTI., 2015). As bombas de efluxo em espécies de Candida sdo codificadas

pelos genes CDR e MDR, promovendo resisténcia nas espécies C. albicans, C. glabrata e C.
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dubliniensis, especificamente (SANGLARD et al.,, 2016). Embora a inducdo de bombas
codificadas por CDR apresente resisténcia a quase todos os azdis, as codificadas
por MDR aparentam seletividade para a resisténcia ao fluconazol (KANAFANI; PERFECT,
2008).

b) regulagdo ou alteragdo da enzima alvo lanosterol 14-a-esterol desmetilase,
codificada pelo gene ERGI1, e quando ocorrem mutacdes, a ligagdo entre azdis e sitio
enzimatico é comprometida (SANGUINETTI et al., 2015).

c¢) desenvolvimento de via de escape, através da mutacdo do gene ERG3, impedindo
a formacdo do produto toxico 14-a-metil-3,6-diol, por conseguinte, impede a ruptura da

membrana celular fungica (COWEN et al., 2015).

2.6.2 Resisténcia a equinocandinas

Cepas resistentes a esta classe sdo casos raros com taxas de incidéncia varidveis entre
0% a 1,7% (DABROWSKA et al., 2019). Cerca de 38% dos isolados de Candida glabrata
que se mostram resistentes a equinocandina também sdo resistentes ao fluconazol (PFALLER
et al., 2013), fator alarmante que reduz as opc¢des de tratamento disponiveis.

O mecanismo de resisténcia ndo € totalmente conhecido, entretanto pode estar
correlacionado a mutacdo de um gene (FKS1) que promove aumento de saida da droga
através da bomba de efluxo Cdr2p e degradacao da substancia (TRABULSI; ALTERTHUM,
2015)

2.6.3 Resisténcia a fluorocitosina

Entre as categorias de agentes antifingicos, esta comumente apresenta a barreira
natural da resisténcia primadria, principalmente em espécies ndo-albicans, além de riscos em
até 30% de desenvolvimento para resisténcia secunddria. Fungos leveduriformes sao
susceptiveis a fluorocitosina, porém empregado isoladamente pode gerar resisténcia e desta
forma, combina-se a terapia com outros antifingicos de diferentes mecanismos, como
anfotericina B ou fluconazol (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

Os mecanismos descritos incluem perda da atividade da citosina permease e
diminui¢do da atividade uracil fosforibosil transferase, responsdvel pela conversdo e ativacao
da molécula 5-fluoruracila em 5-fluoruridina monofosfato (COLOMBO et al., 2013;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).
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2.6.4 Resisténcia a poliénicos

Grande maioria das cepas de Candida sao sensiveis a anfotericina B e a nistatina. Os
mecanismos relacionados a resisténcia envolvem principalmente diminui¢do, modificacao de
posicionamento na membrana ou alteracdo estrutural de ergosterol, molécula alvo, reduzindo
a afinidade pelos poli€nicos, através de alteragdes genéticas (ERG2 e ERG3) (ESPINEL-
INGROFF et al., 2017).

Para conter o surgimento de novas cepas, a OMS lancou em 2015 o Global
Antimicrobial Resistance Surveillance System (GLASS), um sistema de vigilancia em que se
agrupam dados sobre infec¢des agudas gerando relatérios mais completos, permitindo
visualizar o cendrio atual dos paises frente a RAM (OMS, 2018). Até dezembro/2018, o
GLASS contava com 71 paises, incluindo o Brasil. O sistema prioriza microrganismos com
elevado indice de infec¢des em humanos, através de hospitais e laboratérios credenciados.

Dessa forma, faz-se necessario o emprego de novas substincias como agentes
alternativos para obten¢do de antibidticos a partir de compostos ativos do metabolismo
vegetal (PEZZANI et al., 2017) e que atualmente representam percentual significativo das
novas moléculas aprovadas pela European Medicine Agency (EMA) e Food and Drug
Administration (FDA) (PATRIDGE et al.,, 2016), devido a representatividade que esses
derivados secunddrios t€ém demonstrado como potencial terapéutico (ZHANG et al., 2014;
LEYVA-LOPEZ et al., 2017) contra doencas infecciosas e ndo-infecciosas (CASTRO et al.,
2016; THOMFORD et al., 2018).

2.7 Plantas medicinais: importancia da validacao, marcos legais no Brasil e plantas

antifangicas

O histérico de uso de plantas medicinais no Brasil € extenso e costumeiramente
baseia-se na experiéncia e transmissdo oral de informacdes entre pessoas proximas, familiares
ou em comunidades (BRUNING et al., 2012), principalmente quando tratam-se de distirbios
menores, condicdes em que hd problemas de saide, porém considerados ndo graves e que
respondem ao tratamento sintomatico (MACHUCA et al., 2005).

Apesar da ampla utilizacdo de plantas no tratamento de doengas, é importante ressaltar
ser de suma importancia que as espécies sejam validadas cientificamente para garantir a

eficdcia e seguranca no tratamento, além da confirmacdo de sua qualidade (BRITO et al.,



34

2016). Assim, sdo essenciais estudos etnobotdnicos, farmacogndsticos, fitoquimicos,
farmacoldgicos, de toxicidade e farmacotécnicos para a determinacdo da eficicia
farmacoldgica de novos compostos, além da identificacdo de marcadores analiticos utilizados
em testes de qualidade para a confirmacdo da integridade dessas drogas vegetais (BRITO et
al., 2016; LUZ et al., 2019).

Desta maneira, a padronizacdo da extracdo dos compostos quimicos constitui etapa
primordial para a avaliacdo de eficicia do melhor processo extrativo além da sua
caracterizacdo qualitativa e quantitativa, promovendo a elaboracdo de um bioproduto com
acdo efetiva e segura, estabelecendo caracteristicas quimicas e fisico-quimicas que assegurem
qualidade e reprodutibilidade (AGUADO et al., 2006; DADAR et al., 2018), garantindo a
constancia do fitocomplexo, definido como o conjunto de todas as substancias, responsdveis
pelos efeitos bioldgicos da planta medicinal (ANVISA, 2018). Para tanto, podem ser
empregadas diversas varidveis nos diferentes processos extrativos, como secagem,
granulometria, propor¢do de solventes/droga vegetal, temperatura, tempo e agitacdo para
definir as melhores condi¢Oes de obtencao do extrato (YULIANA et al., 2011).

Segundo a OMS, estima-se que 85% da populacdo de paises em desenvolvimento
utilizem preparagdes a base de plantas medicinais; No Brasil, apenas no ano de 2018, foram
dispensados 2.328.919 fitoterdpicos e produtos derivados (ANVISA, 2019). Estes fatos
estimulam a pesquisa e elaboracdo de monografias mais completas que possam garantir a
eficdcia e seguranca no tratamento (LOPES et al., 2019). O Governo Brasileiro vem
publicando varios documentos para disciplinar o uso de plantas, garantindo seu uso racional.
Dentre estes, tem-se a Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) que desde
2006, conta com plantas medicinais e na sua dltima versao 2017, traz 12 plantas medicinais;
Memento terap€utico, com vdrias monografias de plantas (BRASIL, 2016), o Formulario
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos, na sua primeira edicdo 2011 e seu 1°
Suplemento do Formulério de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira (FFFB1S1), aprovado
e publicado em 2018, todos agregando informagdes sobre indicacdo e forma de preparo de
vdrias espécies vegetais empregadas como antimicrobianas, anti-inflamatorias, no tratamento
de disturbios gastrointestinais e urindrios, antigripais e antiespasmédicos.

Algumas espécies presentes nos Formuldrios e em seu suplemento, no Memento
Fitoterdpico e na RENAME sdo expressivamente empregadas no tratamento de afeccdes e

corrimentos vaginais na forma de banhos de assento e sabonetes como Lippia sidoides Cham.,
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Schinus terebinthifolia Raddi e Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (BRASIL, 2014;
BRASIL, 2018), principalmente por sua a¢do anti-inflamatoria local. Segundo De Freitas et
al. (2018) a casca do caule de barbatimao, além de reduzir a inflamacao, também atua como
antiftingico, a partir dos taninos presentes em sua composi¢ao, capazes de combater espécies
resistentes a medicamentos.

Revisdes de Murtaza et al. (2015) e Vikrant et al. (2015) apontam que algumas
familias largamente utilizadas na medicina popular expressam significante acdo antifiingica e
anti-Candida, especificamente, destacando-se Rutaceae, Solanaceae, Ameranthaceae,
Asteraceae, Cupressaceae, Myrtaceae, Rosaceae, Zingiberaceae e Lamiaceae, inibindo ou
destruindo o fungo através de metabdlitos secundérios, como terpenoides, compostos
organossulfurados e fendlicos, alcaldide de isoquinolina, lactona, flavonoides, adcidos graxos e
naftoquinona (VIKRANT et al., 2015). Citada em ambos trabalhos, a familia Lamiaceae
desperta grande interesse farmacoldgico e econdmico, devido a variedade de espécies e
compostos bioativos (TRINDADE et al., 2016).

Atualmente, cerca de 258 géneros compdem a familia Lamiaceae, totalizando 7.193
espécies, origindrias das regides mediterrineas, Oriente Médio e as montanhas subtropicais,
expandidas por todos os continentes e distribui¢do cosmopolita (MBG, 2019), entre arvores,
arbustos e ervas. No Brasil, ocorrem em média 23 géneros, somando 232 espécies nativas,
dentre os quais destacam-se Thymus, Ocimum, Mentha e Origanum (LORENZI; MATOS,
2002). Estas espécies possuem em comum o aroma acentuado e difundido emprego em
culindria, caracteristica geralmente presente nesta familia devido aos O6leos essenciais
(TRINDADE et al., 2016).

O género Origanum possui 45 espécies, 6 subespécies, 3 variedades e 17 hibridos,
distribuidos em torno da regido do Mediterraneo (SKOULA; HARBORNE, 2002; MBG,
2019). E nativo da Asia Tropical, Africa e Europa, mas foi introduzido na India, costa oeste e
leste da América do Norte e México (MARRELLI et al., 2018). E difusamente utilizado na
inddstria alimenticia, como aromatizante para molhos, sopas, carnes e peixes; em muitos
paises, € uma importante planta medicinal aromdtica, empregada no tratamento de
reumatismo, indigestdo e diarreias, dores de cabeca e musculares e asma (ERENLER et al.,
2017).

Quatro exemplares principais sdo comumente usados para fins culindrios: orégano

grego (Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) Ietswaart), orégano espanhol (Coridothymus
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capitatus (L.) Hoffmanns & Link), orégano turco (Origanum onites L.) e orégano mexicano
(Lippia graveolens HBK). Muitas espécies de diferentes familias e géneros sdo conhecidas
como ‘“orégano”, refletindo a extensdo da variagdo morfoldgica que o género exibe
(MARRELLI et al., 2018). A espécie mais importante € O. vulgare subsp. L. vulgare
(D’ANTUONO et al., 2000).

Origanum vulgare L., cujo tamanho varia entre 30-50 cm de altura, com flores
brancas e tons de roxo a lilds, folhas opostas, lanceoladas e dentadas (Fig. 4) (PIGNATTI,
1982), possui 6 subespécies descritas (D’ANTUONO et al., 2000). Como os exemplares do

género, ¢ utilizada em distdrbios bronquicos e estomacais em forma de chd digestivo, no

tratamento de resfriados, como antisséptico e aromaterapia (PEZZANI et al., 2017).

Figura 4. Partes aéreas cultivadas de Origanum vulgare L.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2019.
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As folhas sdo o principal local de armazenamento de Oleo essencial, rico em
componentes bioativos, como carvacrol e/ou timol, linalol e p-cimeno (GUTIERREZ-
GRIJALVA et al., 2017), descritos por sua acdo antiinflamatéria (PEZZANI et al., 2017),
antioxidante, antiviral (ZHANG et al., 2014), antiespasmdédica (GONCEARIUC et al., 2015),
neuroprotetora (GTRD et al., 2016), antiproliferativa (ELSHAFIE et al., 2017; PEZZANI et
al., 2017), antibacteriana e antifingica (AKRAYT et al., 2015). Diferentes partes utilizadas
(folhas, caules, cascas ou rizomas) podem efetivamente exercer esta atividade, seja por meio
de extratos organicos, pds ou dleos essenciais.

Sdo descritos de forma recorrente em sua composicdo taninos, fendis simples,
glicosideos, esterdis, flavonoides e triterpenos (RAT et al., 2016; BENNAOUM et al., 2017),
responsaveis pelas agdes antioxidante (KAURINOVIC et al., 2011; SPIRIDON et al., 2011),
antifiingica e antibacteriana frente cepas gram-positivas e negativas, como Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (GUTIERREZ; BARRY-RYAN, 2008; MARTINS et al., 2014;
BHARTI et al., 2014), atividade anti-Giardia (DAVOODI; ABBASI-MALEKI, 2018) e anti-
hiperglicémica (LEMHADRI et al., 2004). A distribui¢do dos constituintes pode diferir tanto
em Oleo essencial quanto em extrato conforme o tempo de colheita, regido de origem,
condi¢des pluviométricas, entre outros fatores (LICINA et al., 2013), potencializando ou

reduzindo a a¢@o destes metabolitos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver estudo de validagdo da espécie Origanum vulgare L. com énfase na
padronizacdo dos seus extratos hidroetandlicos com atividade antifiingica e elaborar produto
fitoterdpico estdvel, visando contribuicdo efetiva na obtencdo de novas alternativas

terapéuticas para o tratamento da candidiase vulvovaginal.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar parametros quimicos e fisico-quimicos dos extratos das folhas de O. vulgare
obtidos por planejamento fatorial;

Realizar estudo qualitativo e quantitativo de caracterizagdo dos constituintes
quimicos nos extratos de O. vulgare;

Avaliar o potencial antifingico dos extratos estudados;

Desenvolver formulacdes de uso vaginal a partir do extrato padronizado;

Determinar a estabilidade das formula¢des antiftingicas;

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

A espécie em estudo foi coletada no municipio de Sdo Luis, Maranhdo, Brasil, no
Horto Prof.* Dr. * Berta Lange de Morretes (2°33°13.5”” S 44°18°80.8>> W), no més de
setembro de 2018 (periodo seco), na Universidade Federal do Maranhdo — Campus Dom
Delgado. Uma exsicata do material foi enviada ao Herbario do Maranhio (MAR), da

Universidade Federal do Maranhao, registrada sob o niimero 11.084.

4.2 Obtencao dos extratos

As folhas foram secas a temperatura ambiente por sete dias e pulverizadas em moinho
de facas, com granulometria de p6 grosso (Farmacopeia Brasileira, 2019). Nesta etapa do
estudo, foram definidas como varidveis do hidromédulo as relagdes de droga/solvente (p/v) de
1:8, 1:10 e 1:12, e empregados 3 (trés) métodos extrativos empregando solugdo hidroetandlica
a 70% como solvente, sendo 2 (dois) processos a frio: maceracdo sob agitagdo manual (duas

vezes por dia) durante 15 dias e percolacdo, e a quente em aparelho de Soxhlet, em ciclos de
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dez sifonagens completas. Posteriormente foram filtrados e concentrados em evaporador
rotativo.

Os extratos foram identificados utilizando a inicial do método + a propor¢ao utilizada,
Macerados (M1:8; M1:10; M1:12), Percolados (P1:8; P1:10; P1:12) e Soxhlet (S1:8; S1:10;
S1:12).

4.3 Caracterizacao quimica dos extratos

4.3.1 Screening fitoquimico
Os extratos hidroetandlicos foram submetidos a pesquisa de metabolitos secundarios
através dos testes de prospeccdo fitoquimica de acordo com a metodologia proposta por

Matos (2009).

4.3.2 Analise quimica por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Um extrato de cada método foi selecionado com base nos melhores rendimento e
atividade bioldgica para identificagdo dos compostos empregando a técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplado a detector de massas — CLAE-EM (Thermo Finnigan
Surveyor Autosampler liquid chromatography). Utilizando uma coluna analitica Hypersill
BDS C-18 de fase reversa (250 x 3,6 mm, 5 um, Thermo Electron) protegida por uma pré-
coluna C - 18 (4 x 3 mm, 5 pm, Luna, Phenomenex). O volume utilizado na injecdo do
sistema foi de 5 uL com amostras previamente filtradas por um filtro de seringa de Nylon
0,22- um. Como fase mdvel foi utilizada dgua ultrapura contendo 0,1% de 4cido férmico (A)
e 0,1% de 4cido férmico em acetonitrila (B) com gradiente: 0-1 min, 10% de B; 2-15 min,
30% de B; 16-22 min, 50% de B; 23-34 min, 100% de B; 35-36 min, 10% de B. O fluxo foi
de 1,0 mL/min, em temperatura ambiente (MARTINS et al., 2014).

4.3.3 Determinacao do teor de polifendis e flavonoides totais

As concentracdes de polifendis totais foram determinadas utilizando reagente de
Folin-Ciocalteau (Merck) e carbonato de sédio a 20%, por espectrofotometria
(espectrofotometro UV-Vis Lambda 35, Perkin Elmer) a 760 nm, apds 2 horas de reacdo
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013). Os resultados foram expressos como

equivalentes de dcido gdlico (Sigma) (%), calculados a partir de uma curva padriao de acido
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gélico (1 a 30 pg/mL) usada para obtencdo da equagdo da reta.

A concentracdo de flavonoides totais foi determinada utilizando solucdo metanodlica
de cloreto de aluminio (AICls;) a 5%, por espectrofotometria UV-Vis (Lambda 35, Perkin
Elmer) a 425 nm. Concentra¢des de quercetina (Merck) foram utilizadas como padrdes; os
resultados foram expressos em porcentagem de quercetina (DUTRA et al., 2008; FUNARI;
FERRO, 2006). Os teores de polifenois e flavonoides totais dos extratos foram realizados em

triplicata e expressos como média + desvio padrao.

4.4 Determinacao da atividade antioxidante

4.4.1. Método 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

A reducdo do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) foi determinada pela
mudanga colorimétrica, homogeneizando em tubos o etanol, 500 ul de DPPH 250 uM e as
concentracoes 10 pl, 20 pl, 50 pl e 100 pl de amostra. Apés 30 minutos, sob temperatura
ambiente, realizou-se a leitura das amostras, do branco (sem amostra e ssm DPPH) e controle
positivo (apenas DPPH) a 517 nm em espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35, Perkin Elmer
Corporation, Massachusetts, EUA). O poder antioxidante foi calculado pela porcentagem de
inibicdo da atividade do radical livre (IA %), de acordo com a equagao

DPPH scavenging activity (%) = 100 = [[A,, = Ao} ¥ IU(_'I',-'Aumlr_ll_I

mple
onde A ... = absorbancia da amostra ap6s 30 min de reagdo, A ... = absorbancia do
branco, € A ..... = absorbancia do controle (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER, BERST,
1995).

4.4.2 Método capacidade redutora de ferro (Ferric reducing antioxidant power - FRAP)
Utilizou-se o método FRAP para determinar a atividade antioxidante baseada na
reducdo do ferro, inserindo a amostra em meio acido (pH 3,6), produzindo uma cor azul
intensa atribuivel a reducdo do complexo de tripiridiltriazina férrico (Fe III -TPTZ) para a
forma ferrosa (Fe II) (DUTRA et al., 2008). O reagente FRAP foi preparado imediatamente
antes da andlise, misturando 25 mL de tampdo de acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL de
solucdo de TPTZ (TPTZ 10 mM em HCl 40 mM) e 2,5 mL de FeClz - 6 H,O (20 mM) em
solucdo aquosa. Diferentes concentracdes de 100 uL das amostras (1 a 100 ug mL!) foram

adicionados a 300 pL de 4gua destilada e 3 mL de reagente FRAP e incubadas em banho-
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maria a 37 ° C por 30 min. As absorbancias das reacdes e o branco (FRAP) foram lidas a 593
nm usando um espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35, Perkin Elmer Corporation,
Massachusetts, EUA). A curva de calibragdo foi construida usando diferentes concentragdes
de FeSO4 .7H20 (100 a 2000 pM) (1> = 0,9987) e os resultados sdo expressos como milimoles
de Fe II por grama de amostra. Os padrdes de dcido galico e Trolox (Sigma) foram tratados

nas mesmas condi¢des que as amostras (BENZIE; STRAIN,1996).

4.5 Avaliacao da atividade antifiingica

4.5.1 Determinacao de Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinagdo da CIM foi realizada através da técnica de microdilui¢do, utilizando-
se microplacas de fundo chato com 96 pocos, onde, todos estes foram preenchidos com 150
pL de caldo Mueller Hinton. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solugdo dos extratos
avaliados na concentracdo maxima de 200 mg/mL, em todos os pocos de diluicao 1:2,
realizando-se a dilui¢do seriada até a concentracdo de 1:64. O mesmo processo de dilui¢cdo foi
repetido para o solvente utilizado para dissolu¢cdo do extrato (Controle negativo). Como
controle positivo, adicionou-se o antifungico nistatina 100.000 UI/mL ou fluconazol 0,2
mg/mL, no po¢go com caldo Mueller Hinton. Ao final, preparou-se uma suspensdo flingica.
Foram selecionadas 5 espécies: Candida krusei (ATCC 6258), Candida parapsilosis (1C),
Candida tropicalis (1C), Candida albicans (ATCC 14053) e Candida glabrata (IC). Em uma
placa previamente preparada com as espécies a serem testadas, foi feita a retirada de colonias
e ressuspendidas em solugdo salina (0,9 %), concentrados entre 1 x 10° e 2,5 x 10° UFC/mL, e
adicionado 5 pL em todos os pogos. A microplaca foi incubada por 24-48h, a 37°C fazendo-se
a revelacdo da placa com resazurina (0,1%), aguardando-se mais 2-6h para leitura (CLSI,

2017).

4.5.2 Determinac¢ao de Concentracao Fungicida Minima (CFM)

A Concentragdao Fungicida Minima (CFM) foi realizada fazendo-se a semeadura em
agar Mueller Hinton de todas as concentragdes onde ndo houve crescimento de
microrganismo no teste da CIM. As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica por

24/48h a 37° C e em seguida realizou-se a leitura do teste (CLSI, 2013).
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4.6 Desenvolvimento do bioproduto e base do extrato padronizado de Origanum vulgare
L.

4.6.1 Obtencao das formulacgoes

O produto foi desenvolvido na forma de d6vulo vaginal, a partir do extrato seco
escolhido no processo de padronizagdo, em concentragdo adequada a formulagdo e efetividade
de acdo. O extrato seco foi incorporado as bases de gelatina, 4gar ou polietilenoglicol (PEG
4000), desenvolvidas para permitir a obtencdo de preparacdo apropriada (ALLEN Jr. Et al.,
2007; FERREIRA; LEITENBERG, 2013).

4.6.2 Estudo de estabilidade

A formulagdo foi analisada sob os parametros de aspecto fisico, quebra ao manuseio,
faixa de fusdo, determinag¢do do peso médio, tempo de desintegracdo e determinacdo do pH
(BRASIL, 2019; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019), nos tempos 1 (24 horas); 2 (dez
dias); 3 (vinte dias) e 4 (trinta dias), exposto sob trés diferentes condi¢des térmicas:

temperatura ambiente, baixa (5 £ 2° C) e elevada (em estufa, 40 + 2° C) (BRASIL, 2004).

4.7 Analise estatistica

Os resultados das andlises para padronizacao dos extratos foram expressos em média
+ desvio padrao (X £ DP), ou média + erro padrao (X = EP). Todos os dados foram analisados
pelo Programa GraphPad Prism versdo 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA).
Andlise de variancia (ANOVA) e teste de comparagdes multipla de Tukey foram utilizados

para determinar diferencas significativas entre as médias.
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S RESULTADOS
5.1 Analise quimica dos extratos de Origanum vulgare L.
5.1.1 Rendimentos
Os rendimentos entre hidromdédulos em um mesmo método apresentaram diferenga
estatistica. A extracdo por soxhlet demonstrou-se como o processo mais efetivo em extragdo e

o hidromédulo 1:10 apresentou o maior rendimento (41,11%), seguido de 1:12 (38,64%) e 1:8
(36,22%) (Tabela 2).

Tabela 2. Rendimentos dos extratos obtidos por diferentes métodos extrativos e seus
hidromodulos, respectivamente, expressos em (%).

Rendimentos (%) 1:8 1:10 1:12

Maceracio 25,3922 25,334 28,712
Percolacio 30,98*P 32,820 28,052
Soxhlet 36,22%¢ 41,11°¢ 38,64¢¢

Valores representados em média. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (teste de Tukey, p>0,05). A
primeira letra representa comparagdo entre hidromédulos na mesma linha, enquanto a segunda letra representa
comparagdo entre métodos linha x coluna.

5.1.2 Avaliacio qualitativa dos extratos

Os extratos de maceragdo e percolacdo apresentaram odor sui generis do vegetal e
cor esverdeada intensa, enquanto o extrato por soxhlet mostrou-se esverdeado claro e odor
caracteristico. Testes fitoquimicos mostraram-se positivos para saponinas, cumarinas e
compostos fendlicos do tipo fendis simples e taninos condensados, em todos os hidromdédulos
de maceragdo, percolagdo e soxhlet. Foram detectados alcaloides e flavonoides do tipo

flavononas em alguns hidromédulos (Tabela 3).

5.2 Determinacdes do teor de flavonoides totais, polifendis e antioxidante

Os teores de flavonoides totais e polifendis encontram-se descritos na Tabela 4.
Maceragdo com hidromddulo 1:10 expressa o melhor valor de obtencdo para flavonoides,
enquanto percolacdo 1:12 tem o melhor indice de obtencdo de polifendis. Todos os extratos

apresentaram boa atividade antioxidante, com valores préximos ao controle positivo.
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Tabela 3. Avaliacdo qualitativa dos constituintes quimicos nos extratos hidroetandlicos das
folhas de Origanum vulgare L. obtidos por diferentes procedimentos extrativos.

Metabolito
Secundario

M
1:8

M
1:10

M P
1:12 1:8

P
1:10

P
1:12

S
1:8

1

(=)
[

[\9)

Fenodis

+

+

+

Taninos

Cumarinas

+ 4+

Triterpenos

Esteroides

Saponinas

++ ++ + 4
+ + |+

+

+ + |+ 4+ +
1

++ ++ + 4

4+ 4+ + ++m®
+ 4+ 4+ + + ]+ m@

Alcaloides

+ 4+ ]+ + |+

Catequinas

+ 4+ +

Flavonoides:

Antocianidinas e
Antocianidas

Flavonas, xantonas,
flavonois

Chalconas € Auronas

Flavononois

+

Leucoantocianidinas

Flavononas

+ +

+

+

- +

Legenda: (-) auséncia; (+) presenca; M - Maceragdo; P - Percolacdo; S - Soxhlet. Resultados expressos como média
dos ensaios de avaliagdo qualitativa de constituintes quimicos e realizados em triplicata.

Tabela 4. Determinacdes do teor de flavonoides totais, polifendis e avaliagdo da atividade

antioxidante dos extratos hidroetandlicos de Origanum vulgare L.

Amostra Flavonoides Polifenois totais DPPH FRAP
totais (mg EQ/g) (mg EAG/g) CEso(ug/mL)  (mmol Fe**/g)

M1:8 13.88 £ 0.39° 249 +2.8* 275 +0.012 4.78 + (.22
M1:10 14.95 £ 0.54* 24.8 +1.3° 2.66 +0.04* 2.84 +0.05°
M1:12 8+0.1° 21.7 +£0.9° 2.72 +0.04% 6.31+£1.7°
P1:8 7.72£0.17° 18.52 +1.5° 2.81 +0.5° 353 +0.74
P1:10 7.85 £0.63° 22.18 +0.8° 2.79 + 0.08% 2.88 + (.42
P1:12 10.34 £ 0.04° 25.9+2.4? 277 +1.12 501+19¢
S1:8 13.12 £ 0.45% 20.3 +3.4° 251 +0.6% 335+0.19
S1:10 12.48 £ 0.25% 24.7 £3.9% 2.48 + 0.022 6.48 + 1.1¢
S1:12 11.41 £0.51° 23.03 +3.6% 2.55 + 0.07* 5.22 + 0.30°
C+ 1.5£0.5 9.09 +0.10

Valores representados como média + desvio padrdo. Legenda: M - Maceracgdo; P - Percolagdo; S - Soxhlet; EQ -
Quercetina; EAG - Acido gélico; Fe?* - Ferro II; Acido gélico e Trolox (controle positivo). Letras diferentes
indicam diferenga estatistica (teste de Tukey, p>0,05).
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5.3 Atividade antifiingica

Os extratos obtidos por maceragdo, percolacao e soxhlet foram efetivos na inibi¢ao
do crescimento sobre as cepas Candida krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis (IC), C.
tropicalis (IC), C. albicans (ATCC 14053) e C. glabrata em todos os hidromédulos avaliados
(1:8, 1:10, 1:12) (Tabela 5), demonstrando similaridade e pouca varidncia nos valores de
CIM, principalmente na extragdo por soxhlet.

Os valores obtidos para determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima
encontram-se dispostos na tabela 6. Observa-se que extratos obtidos pelo método soxhlet ndao
apresentaram variacdo; independente dos hidromdédulos, as CFM foram iguais para todas as
cepas verificadas. Candida glabrata foi a unica cepa que apresentou resultados similares em

todos os hidromédulos e métodos, cujos CIM e CFM foram 12,5 e 25, respectivamente.
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Tabela 5. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima in vitro dos extratos hidroetandlicos de Origanum vulgare L.

Controle Controle

CIM (mg/ml)

Microrganismos negativo  positivo

M1:8 M1:10 M1:12 P1:8 P1:10 P1:12 S1:8 S1:10  S1:12
Candida  krusei

3,12% 3,128 3,12*  12,5° 12,5° 12,5° 6,25¢ 6,25°¢ 6,25¢ C SC
ATCC 6258
Candida

12,52 12,5 12,5 3,12° 3,12° 3,12° 3,12° 3,12° 3,12° C SC
parapsilosis 1C
Candida

3,122 3,128 3,128 50° 50° 50° 12,5¢ 12,5¢ 12,5¢ C SC
tropicalis 1C
Candida albicans

3,122 12,5 3,12¢0  12,5° 3,122 3,122 3,122 3,122 3,122 C SC
ATCC 14053
Candida glabrata
IC 12,5% 12,5 12,5*  12,5° 12,5% 12,5% 12,5% 12,5% 12,5% C SC

Legenda: CIM - Concentrag@o inibitéria minima; C - Crescimento; SC - Sem crescimento; M - Maceracdo; P - Percolagdo; S - Soxhlet. Controle positivo: nistatina 100.000
Ul/ml ou fluconazol 0,2 mg/ml. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (teste de Tukey, p>0,05).
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Tabela 6. Determinacdo da Concentragdao Fungicida Minima in vitro dos extratos hidroetandlicos de Origanum vulgare L.

Controle Controle

CFM (mg/ml)

Microrganismos negativo  positivo

M1:8 M1:10 M1:12 P1:8 P1:10 P1:12 S1:8 S1:10 S1:12
Candida  krusei

258 252 25% 258 12,5° 12,5° 12,5° 12,5° 12,5° C SC
ATCC 6258
Candida

12,52 12,58 25° 250 25 50°¢ 12,52 12,52 12,52 C SC
parapsilosis 1C
Candida

252 50° 100¢ 252 12,54 12,54 12,54 12,54 12,54 C SC
tropicalis 1C
Candida albicans

502 502 502 502 502 502 12,5° 12,5° 12,5° C SC
ATCC 14053
Candida glabrata
1C 252 252 252 25° 252 252 252 252 252 C SC

Legenda: CFM - Concentra¢do Fungicida Minima; C - Crescimento; SC - Sem crescimento; M - Maceragao; P - Percolacao; S - Soxhlet. Controle positivo: nistatina 100.000
Ul/ml ou fluconazol 0,2 mg/ml. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (teste de Tukey, p>0,05).



48

5.4 Avaliaciao quimica dos extratos hidroetanélicos das folhas de Origanum vulgare L.

A partir de pardmetros anteriores, como maior teor de rendimento, melhor atividade
antioxidante e antifungica, foram selecionados trés extratos: P 1:10, M 1:12 e S 1:10 para a
andlise por HPLC. Pode-se observar o perfil de elui¢do cromatogrifica dos extratos nas
figuras 5 - 7.

A identificacdo das estruturas foi realizada através de espectrometria de massas em

modo negativo; foram detectados 9 principais picos, com pequena variacdo de intensidade.
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Figura 5. Cromatograma do extrato hidroetandlico P 1:10 de Origanum vulgare L. (270 nm). Pico 1 — 3,0
minutos; Pico 2 — 3,8 minutos; Pico 3 — 6,5 minutos; Pico 4 — 9,7 minutos; Pico 5 — 11,6 minutos; Pico 6 — 13,6
minutos; Pico 7 — 14,5 minutos; Pico 8 — 15,0 minutos; Pico 9 — 16,7 minutos. Ndmeros em vermelho:
substancia ndo identificada. (Fonte: Bezerra, 2019).
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Figura 6. Cromatograma do extrato hidroetanélico M1:12 de Origanum vulgare L. (270 nm). Pico 1 — 2,9
minutos; Pico 2 — 3,8 minutos; Pico 3 — 6,5 minutos; Pico 4 — 9,7 minutos; Pico 5 — 11,6 minutos; Pico 6 — 13,7
minutos; Pico 7 — 14,5 minutos; Pico 8 — 15,0 minutos; Pico 9 — 16,7 minutos. Ndmeros em vermelho:
substancia ndo identificada. (Fonte: Bezerra, 2019).
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Figura 7. Cromatograma do extrato hidroetandlico S 1:10 de Origanum vulgare L. (270 nm). Pico 1 — 2,9
minutos; Pico 2 — 3,8 minutos; Pico 3 — 6,5 minutos; Pico 4 — 9,7 minutos; Pico 5 — 11,6 minutos; Pico 6 — 13,7
minutos; Pico 7 — 14,5 minutos; Pico 8 — 15,0 minutos; Pico 9 — 16,7 minutos. Ndmeros em vermelho:
substincia ndo identificada. (Fonte: Bezerra, 2019).

Nas tabelas de 7 a 9 estdo descritas as substancias identificadas. Os picos 1,4, 5¢e 6
sofreram variacdo em sua intensidade, mas ionizagdo e fragmentacOes mantiveram-se,
identificando-os como Acido acetil-hexosil-cafeico, Apigenina-6,8 Di- C glicosideo, 4- [2 ', 5'
di-hidroxibenzoil) oxi] metil] e Acido 3,5-O-dicafeoilquindico, respectivamente. O pico 9 é
caracterizado como 4cido rosmarinico, que ao sofrer uma trimerizacao na fonte, ioniza-se
como outro composto, o alfa terpinoleno.

Tabela 7. Principais constituintes do extrato hidroetandlico das folhas de Origanum vulgare
L. P1:10 identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas.

Fragmentacoes (m/z)

Picos [M-H]

MS? Substéncia proposta
1 383 191 Acido acetil-hexosil cafeico
4 593 473;353 Apigenina-6,8 Di-C glicosideo
5 421 259;183 4- [2 ', 5" di-hidroxibenzoil) oxi] metil]
6 515 353;173 Acido 3,5-O-dicafeoilquinéico
9 1079 719;359 Acido rosmarinico (trimero)

[M-H]" - fon molecular modo negativo; m/z - relagio massa/carga; MS’ - espectro de fons de produto de 2°
geracao
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Tabela 8. Principais constituintes do extrato hidroetandlico das folhas de Origanum vulgare
L. M1:12 identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas.

Fragmentacoes (m/z)

Picos [M-H]

MS? Substéncia proposta
1 383 191 Acido acetil-hexosil cafeico
4 593 473;353 Apigenina-6,8 Di-C glicosideo
5 421 259;183 4- [2 ', 5" di-hidroxibenzoil) oxi] metil]
6 515 353;173 Acido 3,5-0-dicafeoilquindico
9 1079 719;359 Acido rosmarinico (trimero)

[M-H]" - fon molecular modo negativo; m/z - relagio massa/carga; MS? - espectro de fons de produto de 2°
geracao

Tabela 9. Principais constituintes do extrato hidroetandlico das folhas de Origanum vulgare
L. S1:10 identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas

Fragmentacées (m/z7)

Picos [M-HJ

MS? Substéncia proposta
1 383 191 Acido acetil-hexosil cafeico
4 593 473;353 Apigenina-6,8 Di-C glicosideo
5 421 259;183 4-[2 ', 5" di-hidroxibenzoil) oxi] metil]
6 515 353;173 Acido 3,5-0-dicafeoilquinéico
9 1079 719;359 Acido rosmarinico (trimero)

[M-HJ - fon molecular modo negativo; m/z - relagio massa/carga; MS? - espectro de fons de produto de 2°
geracao

Constantes em todos os cromatogramas, Acido rosmarinico e d4cido 3,5-O-
dicafeoilquindico podem ser considerados marcadores quimico para o extrato hidroetandlico

de Origanum vulgare.



51

5.4.1 Escolha do extrato

Com base nos parametros de andlise empregados para esse estudo de padronizacdo
(caracteres organolépticos, rendimento, atividade antioxidante e antifingica) pode-se
constatar que o extrato obtido pelo processo extrativo Soxhlet, hidromédulo 1:10 apresentou
melhores resultados gerais — rendimento de 41,11%, 24,7 mg EAG/g e menor concentragao
fungicida frente Candida albicans - portanto escolhido, na forma de extrato seco a 5% para a

producdo do fitoterdpico.

5.5 Caracterizacao dos 6vulos vaginais

5.5.1 Aspecto fisico

Em relagdo ao controle de qualidade ao qual foi submetido o produto, avaliou-se
caracteristicas como aspecto fisico, quebra ao manuseio, peso médio, tempo de desintegracao
e pH ao decorrer de trinta dias. A tabela 10 resume as caracteristicas fisicas de cinco
formulagdes testadas, nomeadas F1, F2, F3, F4 e F5, os quais foram preparados usando
diferentes composicdes de base para o produto. Os 6vulos foram formulados empregando
extrato seco a 5%, glicerina e &4gua, em diferentes proporcdes, acrescidos de agente

gelificante, em propor¢des ou tipos variados.

Tabela 10. Composi¢do dos 6vulos testados e aparéncia final nos tempos 1, 2,3 e 4 a
temperatura ambiente (29° C).

Composicao T1 T2 T3 T4
Rigido, pequenas
Fi Rigido, levemente
Rigido, liso Rigido, liso ranhuras,
(6 % dgar) ressecado q
ressecado
F2

Rompeu ao retirar do molde

(1 % dgar)

Firme, textura

Firme, textura

Pouco firme, textura

Pouco firme,

F3 levemente grumosa, levemente grumosa, levemente grumosa, bradi
, quebradigco
(6 % gelatina) pouco maledvel pouco maledvel pouco maledvel
F4 Pouco firme, liso, Quebradico, liso,

(5 % gelatina + 1 % dgar)

Firme, liso, maleavel

Firme, liso, maleavel

pouco maledvel

ndo maledvel

F5 Firme, liso, pouco
(5 % gelatina + 1 % dgar + 1 % Firme, liso, maleavel Firme, liso, maledvel Firme, liso, maledvel
PEG 4000) maledvel

Legenda: T1 - 24 horas; T2 - 10 dias; T3 - 20 dias; T4 - 30 dias.
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Os 6vulos da formulagdao F1 apresentaram bom aspecto, de aparéncia lisa e rigida,
macica ao toque (Figura 8), mantendo assim até o T4, com consisténcia ressecada e levemente
quebradica. A formulacdo F2 apresentou leve solidificagdo, mas rompeu-se ao retirar dos
moldes, ndo sendo possivel avaliacdo nas etapas seguintes e descartada, portanto, considerada
invidvel.

A textura e aparéncia dos Ovulos da formulacio F3 (Figura 9) apresentaram leve
presenca de grumos e pouca tolerancia a manipulacdo. As formulacdes F4 e FS apresentaram
inicialmente perfil semelhante, firmeza, tolerdncia a manipulacdo e maleabilidade. Em T4,

apenas F5 apresentou boa estabilidade sem grandes alteracdes a forma inicial.

& ( |
0

Figura 8. Ovulos da formulagdo F1, 4 base de dgar, tamanhos médio e pequeno, durante T1
(24 horas). Fonte: Bezerra, 2019.

oL wa

Figura 9. Ovulos da formulagio F3, 4 base de gelatina e dgar, tamanho médio, durante T1 (24
horas). Fonte: Fonte: Bezerra, 2019.
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Figura 10. Ovulos da formulagio F5, & base de gelatina, 4gar e polietilenoglicol, tamanho
grande, durante T1 (24 horas). Fonte: Fonte: Bezerra, 2019.

5.5.2 Controle de qualidade

As amostras F1, F3, F4 e F5 apresentam faixa de fusdo entre 37° a 50°. Todas as

amostras foram submetidas as mesmas condi¢des de desintegracio em aparelho a 37° C,

conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira, com duracdo total de 60 minutos. O pH

das formulagdes encontra-se entre 5.4 a 6.3. Faixa de fusdo, pH e tempos de desintegracao

estdo descritos na tabela 11. O peso médio sofreu variacao de 4%, portanto, aprovado segundo

o parametro permitido pela Farmacopeia Brasileira (2019), que estabelece até 5% de

variabilidade no peso total para 6vulos e supositorios.

Tabela 11. Faixa de fusdo, tempo de desintegracdo e pH das formulacdes F1 a F5.

Amostra Faixa de Tempo de pH
fusao desintegracao
F1 45°-55°C <60 min 6.3
F3 38°-42°C 25 min 6.3
F4 35°-49°C 25 min 5.7
FS 35°-39°C 15 min 54
6 DISCUSSAO

Nesse estudo de padronizacdo dos extratos das folhas de Origanum vulgare

(orégano) obtidos por diferentes procedimentos extrativos (maceragdo, percolagdo e Soxhlet)

e relagdes de hidromddulo 1:8, 1:10 e 1:12 foram avaliadas a influéncia dessas varidveis no

rendimento e caracteristicas quimicas e fisico-quimicas.
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Os resultados observados no screening fitoquimico tem cardter qualitativo e semi-
quantitativo (MATOS, 2009) com carater preditivo para os testes subsequentes. Rat et al.
(2016) e Bennaoum et al. (2017) relataram a variedade de compostos presentes nas folhas de
Origanum vulgare, principalmente taninos, fendis, glicosideos, esterois, flavonoides e
terpenos, semelhante ao encontrado no exemplar em estudo. A ocorréncia de flavonoides,
acidos fendlicos e taninos sdo mais comuns, enquanto estilbenos e lignanas menos comuns
(DAIL; MUMPER, 2010).

Os compostos fendlicos compdem uma indispensavel e ampla classe de metabdlitos
secundérios, identificados pela presengca de um ou mais anéis arométicos associados a um ou
mais grupos hidroxila (DAI; MUMPER, 2010); estruturalmente, podem variar de formas
simples, como 4cidos fendlicos, as mais complexas, como taninos (SANTOS-BUELGA et al.,
2012), desempenhando atividades bioldgicas variadas.

Quideau et al. (2011) descreve as principais atividades relacionadas a presenca de
taninos, dentre acdes bactericida e fungicida, antiviral, cicatrizante, citotdxica, antimutagénica
e sequestradora de radicais livres, relacionadas principalmente ao seu potencial de ligagdo
com fons metélicos e macromoléculas (SIMOES et al., 2017).

Os flavonoides por sua vez, sdo metabdlitos diretamente relacionados com o poder
antioxidante do vegetal, sendo expressos quando ha grande incidéncia de radiacdo solar, como
forma de protecdo contra os raios UV-B (GOBBO- NETO & LOPES, 2007), a insetos,
bactérias, fungos e virus (SIMOES et al., 2017). Entre a ampla gama de atividades biolégicas
desta classe, incluem-se atividades antialérgicas, antidiabéticas, anti-inflamatdrias, antivirais,
antimutagénicas, antiproliferativas, antitrombdticas, hepatoprotetoras, anticarcinogénicas,
estrogénicas e antioxidantes (ORHAN et al., 2010).

Avaliando o rendimento do extrato etandlico de Origanum vulgare realizado por
Teixeira et al. (2013) em Portugal, através de maceracdo sem renovagao de solvente durante 3
dias, obteve-se 6,75% de rendimento. Em experimentos de Krdl et al. (2019), comparando
tamanhos diferentes do material vegetal (integro e rasurado) em metanol e hexano, obtiveram
12,37% e 22% para extracdo metandlica e 2% e 1,25% em extracao hexanica. Ambos estudos
relatam rendimentos inferiores ao obtido, o que pode ser considerado primeiramente pelo
solvente escolhido, que permitiu melhor solubilidade dos compostos ao utilizar parte de dgua
na extracdo (PANDEY; TRIPATHI, 2014), associado ao menor tamanho da particula, que

permitiu maior permeacgdo de liquido e vazdo ao longo do tempo, garantindo um rendimento
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superior.

O tempo de contato entre material vegetal e liquido extrator, bem como a polaridade do
solvente podem direcionar a obten¢do de compostos de interesse e influenciar no resultado
final (OLIVEIRA et al., 2016). O método extrativo por Soxhlet permitiu obtengdo
consideravel de metabdlitos, considerando a melhor média de rendimento entre os avaliados.
Uma das vantagens neste método esta na possibilidade de a amostra permanecer em contato
com novas porcdoes do solvente, repetidamente e sob aquecimento, com controle de
temperatura, facilitando a extragcdo (DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Martins e colaboradores (2014), através de decoc¢do das partes aéreas, obtiveram
75,25 mg / g de flavonoides e 98,05 mg / g em compostos fendlicos totais. Em contrapartida,
Tusevski e colaboradores (2014) demonstraram que exemplares da Maced6nia expressaram
em média 38,46 mg / g de flavonoides e ambos apresentaram divergéncias dos resultados
apresentados neste estudo, permitindo afirmar que o método extrativo bem como a localidade,
condi¢des ambientais onde o estudo foi realizado e idade do vegetal interferem diretamente
nestes valores (KR()L et al., 2019).

Diversos autores relatam a composicdo fendlica de O. vulgare, em diferentes
localizagdes, empregando distintas metodologias de extracdo (SKOULA et al.,, 2008;
GREVSEN et al., 2009; HOSSAIN et al., 2010; MIRON et al., 2011; AGIOMYRGIANAKTI;
DAIS, 2012).

Também é possivel que o marcador quimico, dcido rosmarinico, descrito em outras
espécies de Origanum por Ozer; Goren et al. (2020) seja responsdvel pela a¢do antioxidante
observada neste estudo, em conjunto com outros metabdlitos. A caracterizacdo quimica dos
compostos presentes no extrato hidroetandlico de Origanum vulgare responsaveis pelas
atividades biologicas neste trabalho apresentadas nas tabelas 7, 8 e 9 foram referidas
anteriormente em estudo de Martins et al. (2014) com partes aéreas sob infusdo e decocgao.

O pico 4 apresentou um fon [M-H] 593, fragmentos MS?> m/z 473 e m/z 353,
correspondendo a perda sugestiva de flavonas C-hexosil e aglicona apigenina com alguns
residuos de acucar, segundo Ferreres, Silva et al., (2003), o que pode caracterizar o
composto apigenina 6,8-di-C-glucosideo, relatado como constituinte comum de Origanum
vulgare por Grevsen et al. (2006).

O pico 9, composto abundante em todos os cromatogramas, um fon [M-H] 359, liberou

fragmento MS? m/z 161, corresponde ao 4cido rosmarinico, um &cido fendlico. A



56

trimerizacdo dessa molécula (jungdo de trés moléculas idénticas), gera um novo ion, [M-H]
1079, fragmentado em MS? m/z 719 e MS? m/z 359.

Essa caracteristica do processo extrativo pode demonstrar influéncia direta na acao
fungistatica, cujas CFM ativas foram ligeiramente menores entre os hidromddulos do extrato
obtido por Soxhlet. Em estudo de Krdl et al. (2019), em que foram avaliados extratos
metandlico (EME) e hexanico (EHE) de Origanum vulgare frente cepas de Candida krusei, C.
albicans e outros dermatofitos, os valores de CIM encontrados foram respectivamente 25
mg/ml (EME) e 75 mg/ml (EHE), para ambas espécies, valores superiores aos obtidos (Tabela
5) neste estudo, demonstrando possibilidade de emprego de concentracdes menores e
efetividade frente a sensibilizacdo destes microrganismos. Alguns autores sugerem
mecanismos de agdo a partir de algumas classes, como taninos, flavonoides, saponinas e
compostos terpénicos.

Sao sugeridas diversas formas de atuagdo dos metabdlitos secundarios, promovendo
inibicdo ou morte fingica. Descrito por Kursat et al. (2011), cepas de Candida albicans e
Candida glabrata mostraram-se sensiveis aos extratos obtidos por extragdo com acetona e
acetato de etila, sugerindo que o efeito se deva a presenca dos flavonoides, que em vegetais
atuam inibindo a germinacao de esporos (SALAS et al., 2011) e possivelmente interagem com
proteinas dispostas na parede flingica, inibindo seu crescimento ou rompendo a membrana
(ARIF et al., 2011).

Alguns autores relacionam que o mecanismo antifliingico atue principalmente na
superficie do fungo, alterando sua homeostase. Vikrant et al. (2015) relaciona a presenga de
taninos ao aumento da possibilidade de ruptura da membrana flingica através de precipitacao
de proteinas; semelhante proposto por Juven et al. (1994) cuja ligacdo entre compostos
triterpendides e hidroxilas (OH) com proteinas presentes nas membranas dos fungos,
promovem uma alteracdo na permeabilidade das membranas e levam ao extravasamento do
contetido celular. A presenca de saponinas pode atuar sinergicamente a estes mecanismos
citados, a partir da complexacdo com esteroides, promovendo acdo antifingica pela
permeabilizacdo da membrana (OSBOURN et al., 2011). Saleem et al. (2010) sugere que os
esteroides também possam contribuir no rompimento da membrana, a partir da atividade
observada por ele em estudos anteriores frente espécies de Candida. Metabolitos como 0s
alcaloides, conhecidos por sua acdo toxica de defesa, podem intercalar-se a parede fuingica ou

permear a membrana, se ligando ao DNA, gerando a destruicio da célula (SILVA;
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FERNANDES JUNIOR, 2010; XIE et al., 2012)

A escolha do extrato para elabora¢do do produto levou em questdo o rendimento final
do processo extrativo, tempo de extracdo, quantidade de solvente empregada e atividade
antifingica do extrato bruto. Avaliando a combinagdo destes fatores, selecionou-se o extrato
Soxhlet 1:10, preliminarmente incorporado a formulacdo que melhor comportou a quantidade
de ativo, testado em 5 tipos de produtos, dos quais, FS mostrou-se mais estavel em contraste
aos demais.

A diferenga entre formulacdes estd no acréscimo do polietilenoglicol (PEG) 4000,
uma cadeia de polimeros que permite maior estabilidade a composi¢do, conforto durante a
aplicacdo pela textura, além de favorecer retencdo de dgua para a formulagdo, nao observado
na formulacdo FI1, visivelmente ressecada e quebradica.

Apenas uma amostra (F1) ndo apresentou resultado satisfatério conforme requisito de
desintegracdo da Farmacopeia Brasileira, pois seu tempo foi superior a 60 minutos,
ultrapassando o limite especificado para évulos com bases aquosas. O pH das formulacoes,
situado entre 5.4 e 6.3 ndo o invalida para uso vaginal (pH 3,5 — 4,5), visto que ndo existem
especificagdes para este produto e o polietilenoglicol é largamente empregado em preparagdes
com esta finalidade (ALLEN Jr. et al., 2007; FERREIRA et al., 2013). Entretanto, alguns
ajustes podem ser realizados, afim de melhorar o tempo de estabilidade do produto, abrindo
possibilidades para trabalhos futuros, visto que este € o primeiro que utiliza uma preparacao
tecnicamente elaborada com extratos desta espécie vegetal.

O controle de qualidade e a padronizagdo de fitoterdpicos envolvem diversas etapas,
contudo, a qualidade das matérias-primas vegetais tem grande importincia na obtencdo de
produtos em que se necessita constancia de composi¢cdo e propriedades terapéuticas
reprodutiveis (CALIXTO, 2000), observando as condi¢des de cultivo do vegetal, variagdes
climdticas, periodo de colheita, idade e desenvolvimento do vegetal, regido de origem,
presenca de patogenos, entre outros fatores (GOBBO NETO; LOPES, 2007; LICINA et al.,
2013), pois podem alterar ou comprometer a expressao dos compostos, além de induzir a
atencdo para continuacdo de estudos de padronizacdo em ambito nacional, para melhor

aproveitamento da matéria-prima (LEITAO, 2013).
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7 CONCLUSAO

Os testes fitoquimicos dos extratos hidroetandlicos das folhas de Origanum vulgare
L. revelaram presenca de polifenois, sugerindo atividade antioxidante, confirmada por testes
DPPH e FRAP, bem como taninos e alguns flavonoides que podem estar diretamente
relacionados a atividade antifingica e que também atuam como anti-inflamatério, aliviando o
desconforto provocado pela candidiase. O extrato obtido por Soxhlet, hidromédulo 1:10 foi
padronizado para elaboracdo do produto, devido a efetiva acdo fungistitica e presenca de
acido rosmarinico, marcador analitico de O. vulgare. O évulo com composicdo F5 manteve-se
estavel por 20 dias, com excelentes parametros de desintegracdo e pH, considerado assim o
bioproduto mais adequado para uso. Podem ser desenvolvidos mais testes de estabilidade e
seguranca para a formulagdo proposta, visando a certificagdo de um produto seguro para as

pacientes no tratamento da candidiase vaginal.
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