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RESUMO

Vismia guianensis (Aubl.) Chosy, espécie vegetal tipica de regido amazonica, é utilizada
popularmente para tratar infec¢des da pele, como cicatrizante e purgativo. Investigou-se a agao
anti-Candida do extrato hidroalcodlico das folhas de V. guianensis (EHVG) in vitro, in vivo e
in silico. O EHVG foi obtido por maceragédo das folhas em &lcool (70%), por 7 dias, seguido
por rotaevaporacdo e liofilizacdo. O EHVG foi submetido a avaliacdo fitoquimica e a
caracterizagcdo cromatogréfica por HPLC-UV e FIA-ESI-IT-MS". A citotoxicidade do EHVG
foi avaliada pelas técnicas de MTT, vermelho neutro e pela determinacdo da atividade
hemolitica. A agdo antifungica do EHVG foi avaliada in vitro, para determinar a concentracao
inibitéria minima (CIM) e fungicida minima (CFM) utilizando linhagens padrdo de Candida
albicans, C. glabrata e linhagens clinicas de C.albicans. Avaliou-se também os efeitos do
EHVG sobre os principais fatores de viruléncia incluindo agdo sobre: a adesdo flngica,
biofilmes jovem e maduro e a cinética de crescimento flngico. Em outro grupo de
experimentos, determinou-se a a¢do do extrato sobre as enzimas proteoliticas, em cepas de
Candida albicans sensiveis Ca(S)FIu ou resistentes Ca(R)FIu ao Fluconazol, e o efeito
sinérgico do EHVG associado a Anfotericina B e ao Fluconazol. A avaliacdo in vivo
determinou a sobrevida de camundongos Swiss, fémeas, imunosuprimidos com
ciclofosfamida, 48 horas antes da infeccéo letal por C. albicans (3x108), que foram tratados
com EHVG (5mg/kg), em seguida a infeccdo, ou 6 horas depois. Para anélise in silico, por
docagem molecular e simulag¢bes por dinamica molecular, selecionou-se a enzima CaCYP51
de C. albicans como alvo de quatro compostos identificados no EHVG. Nesse ensaio o
Posoconazol foi usado como controle positivo. Foram identificados na triagem fitoquimica do
EHVG catequinas, saponinas, antocianinas, antocianidinas, benzoquinonas e flavondides e a
caracterizacdo quimica do EHVG, permitiu identificar como compostos majoritarios: vismiona
D, antraquinona F, kaempeferol, quercetina e &cido eldgico. O EHVG apresentou baixa
citotoxicidade, nas varias concentracdes testadas e inibiu, eficientemente, o crescimento tanto
das formas planctonicas como dos biofilmes jovens e maduros de C. albicans e C. glabrata. O
EHVG apresentou sinergismo com Fluconazol e com Anfotericina B, quanto a acdo anti-
Candida, sendo efetivo até mesmo para o isolado clinico resistente ao fluconazol (Ca(R)Flu).
Animais tratados com EHVG, em qualquer intervalo, apresentaram melhor sobrevida e maior
expectativa de vida, com eficacia semelhante as drogas padrdo. Na analise in silico os 4
compostos testados apresentaram afinidade com a enzima CaCYP51, mas a Vismiona D
apresentou melhores resultados quanto a afinidade, sendo inclusive superior ao Posoconazol.
Conclui-se que 0 EHVG apresenta atividade anti-Candida, in vitro e in vivo, confirmando os
ensaios in silico, possivelmente porque € capaz de inibir mecanismos de viruléncia de Candida
albicans e C. glabrata, sendo efetivo até mesmo em linhagem de C. albicans resistente ao
Fluconazol. Conclui-se, também, que a acdo anti-Candida, pode estar relacionada a
combinacdo de pelo menos 4 compostos quimicos presentes no extrato, sendo vismiona D o
mais efetivo deles. Em conjunto, os dados mostram que Vismia guianensis € um importante
alvo para a bioprospecgédo de novas drogas com acdo anti-Candida.

Palavras-chave: Candida albicans; Candida glabrata; Fluconazol; CaCYP51; Vismia
guianensis, Vismiona.
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ABSTRACT

Vismia guianensis (Aubl.) Chosy, a typical plant species from the Amazon region, is popularly
used to treat skin infections, as healing and purgative. We investigated the anti-Candida effect
of hydroethanolic extract from the leaves of V. guianensis (EHVG) in vitro, in vivo, and in
silico. The leaves were macerated in alcohol (70%), for 7 days, followed by evaporation and
lyophilization to obtain the EHVG. The EHVG was submitted to phytochemical screening and
chromatographic characterization by HPLC-UV and FIA-ESI-IT-MS". The EHVG
cytotoxicity was evaluated by neutral red, MTT, and by determination of hemolytic activity.
The antifungal activity in vitro was assessed by the minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimum fungicide (CFM) using standard strains of Candida albicans, C. glabrata, and
clinical isolates of C. albicans. It was also evaluated in vitro the effects of EHVG on the
virulence factors such as fungic adhesion, young and mature biofilms, and fungal growth
kinetics. In another group of experiments, we determined the effect of EHVG on the proteolytic
enzymes using two C. albicans strains, one sensitive (Ca(S)Flu), and the other resistant
(Ca(R)Flu) to Fluconazole. The synergistic effect of EHVG with Amphotericin B or
Fluconazole was also determined. The in vivo evaluation was performed in Swiss female mice,
immunosuppressed with cyclophosphamide, 48 hours before the lethal infection by C.
albicans (3x10%). Groups treated with EHVG (5mg/kg), at the time of infection, or 6 hours
later, were compared to the untreated control group. The in silico analysis was performed by
molecular docking and molecular dynamics simulations, using the enzyme CaCYP51 from C.
albicans as the target and four compounds identified in the EHVG. Posaconazole was the
positive control in this assay. According to the phytochemical screening, EHVG is rich in
catechins, saponins, anthocyanins, anthocyanidins, benzoquinones, and flavonoids. After the
chemical characterization of EHVG, it was possible to identify as the main compounds:
vismiona D, anthraquinone F, kaempferol, quercetin, and ellagic acid. EHVG presented low
cytotoxicity at the various concentrations and efficiently inhibited the growth of both
planktonic forms and biofilms formation. The EHVG presented a synergistic effect when
associated either to Fluconazole or Amphoterin B and showed an anti-Candida effect even in
the Ca(R)Flu strain. Animals treated with EHVG, always, presented better survival and longer
life expectancy, with similar efficacy to standard drugs. The four evaluated compounds showed
high affinity for the enzyme CaCYP51 after in silico analysis. However, Vismiona D presented
better results, even superior to Posaconazole. We conclude that EHVG exhibits anti-
Candida activity, in vitro as in vivo, confirming the in silico assays, probably because it can
inhibit the various fungus virulence mechanisms, even in the Fluconazole resistant strain. It is
possible to suggest that the anti-Candida action may be due to the combination of at least four
chemical compounds present in the extract, but vismione D, seems to be the most effective.
Based on this, it is reasonable to propose Vismia guianensisas an essential target for
bioprospecting new drugs for the Candida infections treatment.

Keywords: Candida albicans; Candida glabrata; Fluconazole; CaCYP51; Vismia guianensis,
Vismione.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo ubiquos na natureza e existem como saprofitos, de vida livre, que
ndo derivam de beneficios obvios de parasitar humanos ou animais. Antes que um fungo
especifico possa ser confirmado como a causa de uma doenca, ele deve ser isolado, a partir de
amostras seriadas, para que os elementos fungicos, morfologicamente consistentes com o
isolado, possam ser observados e identificados nos tecidos retirados da lesdo (KOBAYASHI,
2019).

Candida albicans esta entre as espécies fungicas mais prevalentes da microbiota
humana e coloniza de modo assintomatico individuos saudaveis, podendo ser facilmente
encontrada na mucosa oral, trato gastrointestinal, trato urogenital e pele de seres humanos
desde o nascimento. (SANTANA et al., 2013; 40; GUZMANA et al., 2011; MUTHAMIL et
al., 2018; SHARMA et al., 2019, SHARMA et al., 2016).

A incidéncia das infec¢bes fungicas vem aumentando, significativamente, nos
altimos anos, sendo Candida albicans responsavel pela maioria das infec¢Ges invasivas, com
incidéncia global estimada em 750.000 casos/ano, e com um indice de mortalidade superior a
40% (BEN-AMI, 2018).

O aumento no namero de pacientes susceptiveis, como: pacientes submetidos a
tratamentos imunossupressivos; pessoas que fazem uso prolongado e/ou abusivo de
antibioticos de amplo espectro, de pessoas que usam de cateteres e sondas, ou ainda o
crescimento das cirurgias vasculares, tém favorecido o aumento da prevaléncia desta infec¢ao
com o indice de mortalidade variando entre 40 a 60% mesmo ap6s tratamento (ABRAO et al.,
2010; COLOMBO et al., 2017) Assim, a candidiase € a quarta causa de infec¢do nosocomial
no mundo, sendo Candida albicans a espécie mais frequente e a de maior relevancia médica,
em funcdo da sua prevaléncia tanto em hospedeiros higidos, como naqueles com alguma
alteracdo de base ou comprometimento imunitario (BEN-AMI, 2018).

Em geral, infec¢Oes flngicas e as doencas que elas causam séo acidentais, pois
alguns fungos desenvolveram uma relacdo comensal com humanos e fazem parte da microbiota
nativa, como é o caso das varias espécies de Candida, especialmente Candida albicans.
(KOBAYASHI, 2019).

Nesse contexto, infeccdo por Candida albicans, normalmente, depende de sua
capacidade em formar biofilmes, que sdo comunidades de células que se ligam a superficies

dos tecidos e dos dispositivos médicos implantados (LOHSE et al, 2018). Tratamentos variados
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sdo utilizados para esse tipo de infeccao, no entanto, tem sido crescente 0 nimero de casos com
resisténcia aos antimicrobianos disponiveis. Dessa forma, a busca de novos medicamentos,
originados de plantas, surgem como perspectiva na bioprospeccao de novos compostos a serem
utilizados em conjunto, ou isoladamente, com os antifingicos atuais, no controle das infecgdes
ocasionadas por Candida albicans e por outras espécies do mesmo género (BALUNAS;
KINGHORN, 2005; BRANDAO et al, 2010).

Vismia guianensis, uma planta da familia Clusiaceae, apresenta acéo
antimicrobiana e antifungica. Essa acdo tem sido associada, especialmente, ao latex alaranjado
que exsuda da quebra dos galhos e das folhas. Popularmente, essa espécie € utilizada para tratar
feridas, ulceragdes, afeccbes de pele, dermatomicoses e herpes, principalmente na regido
amazonica (CAMELO et al., 2011). Entre os compostos ja identificados nas folhas, estdo as
antraquinonas, flavonoides, xantonas e benzofenonas, sendo as antraquinonas 0s compostos
mais frequentes (GUERRA, 1997; POLITI et al, 2004; BARBOSA et al., 2011; TALA et al,
2013). Essa espécie vegetal apresenta também, alguns outros constituintes farmacologicamente
ativos, tais como as vismionas e a ferruginina, que apresentam atividade imunossupressora
(GUERRA, 1997), atividade antioxidante (ALVAREZ et al, 2008), antibacteriana
(OLIVEIRA, 2009) e antifingica (SOUZA, 2014).

Considerando a grande utilizacdo da espécie vegetal Vismia guianensis (Aubl.)
Chosy pela populacdo, bem como seus efeitos bioldgicos ja descritos, avaliou-se nesse estudo
a atividade anti-Candida, verificando a natureza da atividade antifungica, se fungicida ou
fungistatica, bem como os efeitos sobre a adesdo, formacao de biofilmes, na perspectiva de
contribuir com dados que possam direcionar a busca de compostos com ac¢do anti-Candida.

Assim, a hipotese norteadora do presente estudo foi: V. guianensis tem atividade
antifungica e por isso pode controlar o desenvolvimento da infeccdo e assegurar a sobrevida

na sepse letal ocasionada por Candida spp.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Infeccao por Candida

As infeccdes fungicas sdo consideradas um grave problema de salde publica,
especialmente em pacientes imunocomprometidos (OLIVEIRA-SANTOS, 2018). As
infecgbes por Candida correspondem a quarta principal causa de infecgbes nosocomiais
(GUZMANA et al., 2011; NETEA et al., 2015; SHARMA et al., 2016; MUTHAMIL et al.,
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2018). Além disso, os fungos do género Candida sdo responsaveis por 15% das infeccdes
relacionadas aos cuidados em salde e entre 70 e 90% de todas as infec¢des fungicas invasivas,
as quais, frequentemente, evoluem para casos fatais, resultando em sepse e choque séptico.
Entre as espécies do género Candida, C. albicans é a uma das principais responsaveis por todos
os tipos de candidiase, possivelmente porque C. albicans é uma das poucas espécies fangicas
que crescem bem a 37 °C, enquanto a maioria dos fungos cresce melhor entre 20 e 30 °C. Esta
entre as espécies fungicas mais prevalentes na microbiota humana, pois coloniza, de modo
assintomatico, individuos saudaveis e assim vive em equilibrio com o seu hospedeiro (LOHSE
etal., 2017; MUTHAMIL et al., 2018; GULATI et al., 2018).

Normalmente, C. albicans pode ser encontrada em varias partes do corpo, sendo
mais frequente na mucosa vaginal, cavidade oral, trato gastrointestinal e urinario. Entretanto,
a quebra das barreiras, fisicas ou imunoldgicas, pode resultar em infeccdo oportunista,
generalizada, patogénica e altamente resistente a antibioticoterapia disponivel no mercado,
levando a proliferacdo do fungo e ao aparecimento de sinais e sintomas da infeccéo, entre os
quais se incluem: placas brancas na boca, garganta e lingua, dor e ardor ao urinar e corrimento
branco e espesso, entre outros (LOHSE et al., 2018).

Nos ultimos anos, a prevaléncia da infecgdo por C. albicans vem aumentando, em
virtude do nimero crescente de pacientes que fazem uso de drogas imunossupressoras;
antibioticos de amplo espectro, por longos periodos, ou de forma abusiva. Também devido ao
aumento no numero de pacientes infectados pelo virus HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Humana) e de pessoas que tém dispositivos implantados, como cateteres e sondas. Todas essas
situacdes tém contribuindo para o aumento da resisténcia fungica e do nimero de casos com
infeccdes sistémicas, além do aumento na mortalidade associada a essas infeccbes (ABRAO
et al., 2010; ROMANI, 2011; UNDERHILL; ILIEV, 2014, BEN-AMI, 2018; GULATI et al.,
2018; SHARMA et al., 2019).

No Brasil, de acordo com a Rede Brasileira de Estudo de Infec¢Bes Fungicas,
C.albicans foi responsavel por 41% das infec¢Ges fangicas superficiais e sistémicas (NUCCI
et al., 2010; SARDI et al., 2013) e a infeccdo sistémica foi associada as elevadas taxas de
morbi-mortalidade, sobretudo entre os pacientes imunocomprometidos, cComo ocorre em outros
paises no mundo (SHARMA et al., 2016; SHARMA et al., 2019). A proporcdo de pacientes
com infeccdes graves ocasionadas por C. albicans que evoluem para sepse, chega a 30% e para
choque séptico 38%, principalmente em pacientes criticos, como aqueles internados em UTIs
(GUZMANA et al., 2011; QUENOT et al., 2013).
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A variabilidade das espécies é um grande desafio para o controle da infeccéo, pois
h& uma consideravel variabilidade geogréafica, de centro para centro, e mesmo, de unidade para
unidade, quanto a prevaléncia de cepas patogénicas de Candida. De fato, a candidiase ndo é
uma, mas Varias doengas, com cada espécie de Candida e cada linhagem, apresentando suas
proprias caracteristicas em relacdo ao tropismo tecidual, propensdo a causar doenga invasiva,
viruléncia e susceptibilidade antifungica (SHARMA et al., 2016; COLOMBO et al., 2013). Por
isso, o conhecimento pratico da epidemiologia local e das taxas de resisténcia antifungica é
fundamental para a tomada de decisOes terapéuticas a ser adotada, enquanto se aguarda a
cultura e dados de suscetibilidade (PAPPAS et al., 2016).

Os fungos podem induzir um amplo espectro de respostas no hospedeiro o que pode
resultar em infeccdes graves e sepse (DELALOYE; CALANDRA, 2014), em especial, nos
pacientes com defeitos congénitos ou adquiridos na imunidade celular, os quais sdéo mais
susceptiveis a candidiase mucocuténea. Ja as infecgOes sistémicas tém sido mais comumente
associadas a neutropenia ou aos defeitos congénitos que afetam a funcdo dos neutrofilos
(ASHMAN et al., 2004). Além disso, defeitos genéticos na via da Interleucina 17 (IL-17) tém
sido associados a candidiase mucocutanea cronica (CMC), uma condicdo caracterizada por
infeccOes recorrentes ou persistentes da pele, unhas, mucosa genital e oral (TRAUTWEIN-
WEIDNER et al., 2015).

Nesse contexto, o local da infeccdo, seja a candidiase oral, vulvovaginal, ou
candidiase invasiva quando alcanca a corrente sanguinea afeta 6rgdos vitais do organismo e
pode ser fator determinante na evolucdo dessa infeccdo (MUTHAMIL et al., 2018). As
principais espécies de Candida, associadas as doengas incluem Candida albicans e outras
espécies, classificadas coletivamente como Candida nao-albicans (SHIGEMURA et al., 2012).

Existem pelo menos 15 espécies distintas de Candida que causam doencas
humanas, mas 90% das doencgas invasivas sdo causadas pelas mais comuns, C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, e C. krusei. Cada um destes microrganismos tem
mecanismos individuais que lhes asseguram potencial de viruléncia especifico, diferencas
quanto a susceptibilidade antifungica e quanto a epidemiologia. Entretanto, no global todas
essas infeccdes sdo geralmente referidas como candidiase invasiva (SENEVIRATNE et al.,
2016).

Segundo Pappas et al., (2016), a infec¢do invasiva ocasionada pelas diferentes
espécies de Candida é amplamente reconhecida como uma das principais causas de morbi-
mortalidade nos ambientes hospitalares, em grande parte associada ao progresso medico, pois

a infeccdo sistémica por Candida, nessas unidades, torna-se facilmente fatal, ndo somente nos
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pacientes imunocomprometidos, tais como pacientes com diabetes e AIDS, mas também
naqueles com o sistema imune normal (SHIGEMURA et al., 2012).

As espécies de Candida séo classificadas como leveduras e fazem parte da diviséo
de Ascomycota. C. albicans é um fungo polimérfico, que cresce como levedura unicelular, ou
nas formas de pseudo-hifas multicelulares ou hifa de filamentosas. A transformacdo de
leveduras para a hifa é um importante fator de viruléncia de C. albicans tanto nas avalia¢Ges in

vitro, como nas in vivo (GU et al., 2020).

2.1.1 Fatores de viruléncia de Candida spp.

As espécies de Candida spp. apresentam grande adaptabilidade, pois sdo capazes
de crescer em ambientes com diferentes exigéncias quanto a disponibilidade de nutrientes,
temperatura, pH, osmolaridade e quantidade de oxigénio (OLIVEIRA-SANTOS et al., 2018).
Esses microrganismos expressam varios fatores e desenvolveram mecanismos que permitem a
colonizacado ou infeccdo do hospedeiro, incluindo uma série de estratégias especificas voltadas
evadir dos varios mecanismos imunolégicos, sobretudo em individuos susceptiveis, pois C.
albicans, microrganismo comensal em humanos, pode, por exemplo, estimular tanto respostas
regulatdrias como inflamatorias (GU et al., 2020).

As infecgdes por Candida spp. séo favorecidas pela ruptura do equilibrio parasita-
hospedeiro e sua evolugdo esta relacionada aos fatores de viruléncia, os quais aumentam a
eficacia fangica em estabelecer infecgbes nas mucosas ou em causar infeccBes sistémicas,
dependendo da natureza das condic@es clinicas e imunologicas do hospedeiro (SHARMA et
al., 2019).

A patogenicidade das espécies de Candida spp. pode ser atribuida aos seus varios
fatores de viruléncia, os quais incluem: aderéncia, polimorfismo, variabilidade fenotipica,
producéo de enzimas extracelulares e toxinas entre outros. No caso de infec¢fes por Candida
albicans incluem-se, ainda, entre 0s mecanismos de escape a expressao de invasinas, adesinas
e candidalisinas; secrecdo de enzimas hidroliticas e formacéo de biofilmes resistentes a drogas.
Héa ainda os produtos dos genes da aspartil-proteinase (SAP) e da fosfolipase (PLB) (Figura 1).
Em conjunto, essas estratégias representam um grande risco para a salde humana. (SARDI et
al., 2012; SHARMA et al., 2019).
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Figura 1. Aspecto macroscopico da secre¢do das exoenzimas: proteinase (A) e fosfolipase (B)
(MARDEGAN et al., 2006).

As espécies de Candida, em especial Candida albicans, apés produzirem
exoenzimas aumentam a capacidade de estabelecer coldnias e/ou infeccdo, inibindo a
fagocitose de macrofagos e neutrofilos e induzindo reagdes inflamatdrias, além de degradarem
imunoglobulinas e outras proteinas presentes na matriz extracelular, atividades que, em

conjunto, facilitam a adesao e invasdo (RYAN; RAY, 2016 - Figura 2).

Ligacio a fibronectina Atividade da proteinase

fibronectina Hifa

Ligacdo a membrana
Célula epitelial

C 0l 2010 s

Figura 2. Transicdo de Candida albicans de microrganismo comensal para a forma virulenta e

subsequente infeccéo, adaptado de Ryan; Ray (2016).

Nos seres humanos grande parte do ferro esta armazenada intracelularmente como
ferritina, ou encontra-se complexado ao grupamento heme. Ha também uma pequena
quantidade de ferro extracelular ligada as proteinas de transporte de ferro, a transferrina e a
lactoferrina. Assim, outro importante fator de viruléncia é a aquisicao do ferro, um nutriente

essencial ao desenvolvimento do organismo humano e, também de muitos microrganismos.
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Muitas espécies do género Candida produzem hemolisina para captar ferro, o que resulta na
destruicdo de hemécias do hospedeiro. Assim, a producédo da hemolisina, seguida da aquisicao
de ferro, facilita a invaséo e o desenvolvimento da candidiase disseminada (SARDI etal., 2012;
SENEVIRATNE et al., 2016). Candida sp. capta ferro do hospedeiro para estabelecer o
processo infeccioso, esse processo resulta em caréncia de ferro no organismo, afetando o
funcionamento do sistema imune e, po isso, contribui para o aparecimento e o agravamento de
algumas infecgdes (MANNS et al, 1994; OUFI et al., 2020). Esse fator de viruléncia associado
a producdo de proteinases e formacgdo de biofilme, estdo associadas as elevadas taxas de
mortalidade em decorréncia das candidiases sistémicas (MUTHAMIL et al., 2018).

2.1.2 Formacéao de Biofilmes

Muitas das infecces, associadas ou adquiridas nos hospitais, estdo relacionadas a
formagé&o de biofilmes, que se formam tanto nas superficies dos hospedeiros, como em diversas
superficies abidticas, incluindo cateteres e outros dispositivos. O biofilme é uma comunidade
de microrganismos, altamente estruturados, composto por diferentes tipos de células fungicas
incluindo: leveduras; pseudo-hifas e hifas verdadeiras, todas contidas numa matriz extracelular
(Figura 3) (ROSCETTO et al., 2018; GULATI et al., 2018). Essa matriz propria é composta
por polissacarideos, lipidios, proteinas e DNA extracelular (MUTHAMIL et al., 2018).

|

Figura 3. Variacdo morfoldgica de Candida albicans: hifas (a-d), pseudo-hifas (b-e) e blastoconideos
(c-f) (adaptado de THOMPSON et al., 2001).

A capacidade de formar biofilmes aumenta o poder de resisténcia dos fungos aos
mecanismos imunoldgicos e a agdo de antiflngicos, ou seja, uma vez formado, estes biofilmes

servem como reservatorios para gerar infeccdes disseminadas. Os biofilmes de Candida
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albicans se dividem em quatro estagios: (i) adsorcao; (ii) aderéncia a uma superficie, etapa que
consiste na primeira etapa do processo patogénico; (iii) proliferacdo na superficie; (iv)
maturacdo em biofilme complexo, e (v) dispersdo de células do biofilme para semear novos
nichos, como mostra a Figura 4 (SARDI et al., 2012; RIBEIRO, 2016; LOHSE et al., 2017).

Dispersdo e Hifas/pseudohifas

/ ~ s
\‘ l \ Matriz

extracelular
9“ e - 9 f— 0 polimérica
Formagao de
Adsor¢gdo Adesdo microcolonias Maturagdo

Figura 4. Etapas de formacéo do biofilme de leveduras com base na descricdo de Harding et
al. (2009) (RIBEIRO, 2016).

Ao contrario dos organismos planctonicos, as células envolvidas na matriz dos
biofilmes exibem uma resisténcia aumentada, em cerca de 1.000 vezes, para 0s agentes
antifangicos (OLIVEIRA-SANTOS et al., 2018). A transicdo de levedura para hifas também
tem papel significativo na invasdo tecidual e evasdo de fagocitose, pois permite a colonizagédo
de um grande espectro de ambientes, com condigdes altamente variaveis, porque envolve a
expressao de genes hifa-especificos (GULATI et al., 2018; DARTEVELLE et al., 2018).

Os ensaios in vitro tém sido utilizados como etapa inicial para identificar
compostos que inibem a formacéo de biofilme, antes mesmo desses compostos serem testados
quanto a toxicidade em culturas celulares e em modelos in vivo. Portanto, 0s ensaios in vitro
para testar compostos antifingicos sobre a formacdo de biofilmes permitem uma triagem
rapida, e de alto rendimento, a partir de bibliotecas de linhagens padrao ou linhagens clinicas
das espécies de Candida. Embora existam variacGes metodolégicas entre os diferentes ensaios
de biofilme in vitro, de forma geral, todos envolvem etapas semelhantes: aderéncia das células
a uma superficie, com lavagem para remover células fracamente aderidas, seguido pelo
crescimento, que pode variar dependendo do ensaio (LOHSE et al., 2017).

Segundo Gulati et al., (2018) ha protocolos que permitem observar os biofilmes no
microscdpio, enquanto outros usam peso seco para medir a massa do biofilme ou a avaliacéo

por densidade Optica. JA a microscopia de varredura a laser (CSLM) (Figura 5) examina a
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arquitetura de um biofilme, ou pelo menos, as partes do biofilme (DARTEVELLE et al., 2018,
NGUYEN et al., 2018).

Figura 5. Visualizacdo dos biofilmes em microscopia eletronica: Biofilme em formacéo (A) e Biofilme
formado (B) Fonte: (TSUTSUMI-ARAI et al., 2019).

Os ensaios colorimétricos avaliam a biomassa, ou peso seco do biofilme
(SENEVIRATNE et al., 2016; ROSCETTO et al., 2018). Outros ensaios avaliam a formacao
de biofilme com base na viabilidade celular, usando marcadores colorimétricos como XTT
[2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5- [(fenilamino) carbonil] -2H-tetrazolium] (SILVA
etal., 2016, GULATI et al., 2018) ou MTT [Brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-
2H-tetrazdlio] (RODRIGUES et al., 2014, SANTANA et al., 2013) ou ainda, por a
incorporacéo de cristal violeta ao biofilme e determinacdo do nimero de células dispersas, a
partir da contagem de Unidades Formadores de Coldnias (CFU) (PIERCE et al., 2008;
DEMITTO et al., 2012). Outros ensaios avaliam o crescimento em camara microfluidica (JIN
etal., 2003, COSTA etal., 2017), ligagdo ativa a uma superficie abidtica (COSTA et al., 2017),
ou a capacidade de drogas em penetrar no biofilme (FOKOU et al., 2014).

Todas essas técnicas sdo utilizadas para verificar a atividade farmacoldgica de
agentes com potencial acdo antifingica, a partir da observacao dos efeitos sobre a inibicdo ou
sobre o crescimento de biofilmes, verificacdo importante na prospeccdo de novas drogas a

serem incorporadas ao tratamento farmacolégico, incluindo compostos isolados ou néo.

2.1.2 Tratamento Farmacoldgico

O tratamento das infeccBes por Candida sp, no geral, e C. albicans, em especial,
incluem antifungicos azdis, tais como, Fluconazol, Cetoconal, Itraconazol, Variconazol e
Posaconazol, além de outros farmacos como a Anfotericina B, Nistatina, Griseofulvina e

Caspofungina, com diferentes mecanismos de acdo sobre os fungos, pois podem atuar na
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membrana, no nucleo ou na parede celular incluindo ac¢éo sobre o ergosterol, como mostra a
Figura 6 (OLIVEIRA-SANTOS et al., 2018; BEN-AMI, 2018, MUTHAMIL et al., 2018).
Griseofluvina — inibicao

de sintese de
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do ergosterol e rompimento da
integridade da membrana

Figura 6. Mecanismo de acéo dos agentes antifungicos tradicionais e seus locais de acdo (OLIVEIRA-
SANTOS et al, 2018).

Os azdis, como o Fluconazol, inibem a sintese do ergosterol no reticulo
endoplasmatico dos fungos. Interferem na enzima lanosterol 14-a-demetilase, envolvida na
transformacdo de lanosterol em ergosterol, o principal esterol da membrana plasmatica dos
fungos. Ja os polienos, como a Anfotericina B, ligam-se ao ergosterol e causam a ruptura
estrutural da membrana, com consequente 0 extravasamento de constituintes intracelulares, o
que resulta na morte desses microrganismos. A Flucitosina inibe a enzima timidilato-sintetase
interferindo no DNA. As equinocandinas inibem a (1,3) B-D-glucan-sintase, enzima que
produz 1,3-B-D-glucan, carboidrato presente na parede celular fangica. Alilaminas e
tiocarbamatos inibem a enzima esqualeno-epoxidase, que participa da sintese de ergosterol. A
Griseofulvina interrompe a producdo de microtubulos, inibindo assim a mitose fungica
(OLIVEIRA-SANTOS et al., 2018; BEN-AMI, 2018).

As células fangicas desenvolveram diferentes mecanismos de resisténcia as
multiplas drogas disponiveis no mercado (Figura 7), Embora varias classes de medicamentos
estejam disponiveis, a terapia antifingica tem eficacia limitada devido a alta resisténcia a
maltiplas drogas, altos custos com a salde, toxicidade e efeitos colaterais desagradaveis
(SHARMA et al., 2019), incluindo:
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(a) alteracdo do alvo enzimatico, o que afeta a expressdo dos genes que codificam
as enzimas da via biossintética do ergosterol - levando a uma fraca ligacdo de drogas toxicas
aos locais alvo na enzima afetando a acdo de drogas como a flucitosina, equinocandinas e azdis;

(b) super-expressao das proteinas do farmaco que levam ao aumento do efluxo,
interferindo na agcdo dos azéis;

(c) alteraces nas propriedades bioldgicas e/ou na composi¢do da membrana, o que
afeta a importacdo normal de medicamentos (flucitosina);

(d) reducdo de esterdis na membrana plasmatica (polienos).

Flucitosina (a) e (c)

Azdéis (a) e (b)

Increased
efflux ¢

Equinocandinas (a)

Figura 7. Diferentes mecanismos de resisténcia aos agentes antiflingicos tradicionais: (a) alteracdo do
alvo enzimaético; (b) aumento do efluxo farmaco, (c) alteragdes composicdo da membrana e (d) reducéo
de esterdis na membrana plasmaética (OLIVEIRA-SANTOS et al., 2018).

O recente surgimento de espécies de Candida multirresistentes aos farmacos
disponiveis complica a selecdo de terapia antiflngica, pois ainda ndo ha dados prospectivos
para guiar essas terapias (PAPPAS et al., 2016). Varios sdo 0s mecanismos que envolvem
mutagdes ou modificagdes nos alvos genéticos de ligacdo desses farmacos, tais como: mutacéo
nos fatores de transcricdo, principalmente CDR1 (Candida Drug Resistance gene 1) e CDR2
(Candida Drug Resistance gene 2), além do MDR1 (Multidrug Resistance no gene 1),
responsavel pela bomba de efluxo. Ha também a mutacdo ou superexpressao do gene ERG11
(Ergosterol biosynthesis gene 11) e ERG5 (Ergosterol biosynthesis gene 5) ou ERG3
(Ergosterol biosynthesis gene 3), envolvidos na biossintese do ergosterol. O ERG3, também
conhecido como citrocromo P450 lanosterol 14 a-desmetilase (CYP45014pm ou CYP51), ao
sofrer a mutacdo pode evitar que ocorra a ligacdo dos azois a essa enzima, que € responsavel
pela biossintese do ergosterol (OLIVEIRA-SANTOS et al., 2018).
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As enzimas do citocromo P450 (CYP450), pertencem a uma superfamilia ampla e
diversificada de heme proteinas, encontradas em todos os individuos vivos, tanto eucariontes
quanto procariontes, que possuem a fungéo de transferir elétrons no meio bioldgico, de oxidar
substancias tornando-as mais polares e também estdo envolvidas na sintese e no metabolismo
de drogas , toxinas e componentes celulares. Entre os substratos de enzimas do citocromo P450
encontram-se 0s esteroides, biomoléculas que atuam na manutencdo das propriedades das
membranas celulares dos organismos vivos. Os esteroides, classe de moléculas indispensavel
a manutencdo da vida, sdo derivados do isopreno, e atuam na membrana celular modulando
sua fluidez, integridade e permeabilidade. A biossintese desses esteroides difere
significativamente entre os Reinos, sendo o 6xido de esqualeno um intermedidrio comum a
todos os eucariotos (Figura 8) (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).
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Figura 8. Biossintese comparativa de esteroides estruturais de membrana de diferentes
classes de seres vivos (SUETH-SANTIAGO, 2015).

A partir 6xido de esqualeno, hd uma divergéncia de rotas biossintéticas que déo
origem a diferentes esteroides: no reino animal, o principal esteroide é o colesterol. Nos fungos,
o principal esteroide é o ergosterol e nas plantas, o sitosterol. Assim, no caso dos fungos,

substancias capazes de inibir a enzima CYP51 ou CYP45014pm, tém uma vantagem como alvo
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na bioprospeccdo de drogas com acdo antifingica, ja que esses alvos podem atuar na conversao
para o ergosterol (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

O uso excessivo de agentes antifungicos esté listado entre os principais motivos
para 0 aumento da resisténcia de fungos (DARTEVELLE et al., 2018). Portanto, o
desenvolvimento de novas moléculas alternativas aos agentes antiflngicos convencionais
constitui, uma possiblidade de reduzir esse problema de saude publica.

As espécies vegetais ainda representam as maiores fontes de substancias bioativas
que podem ser usadas na terapéutica, devido a grande diversidade estrutural de metabodlitos
produzidos, tais como esteroides, terpendides, alcaloides, flavonoides, glicosideos, triterpenos,
polifendis e saponinas. Vale lembrar que essa €, talvez, a fonte mais antiga de medicamentos
para 0 homem.

A busca de medicamentos originados de plantas necessita de abordagens
multidisciplinares, pois engloba diversos conhecimentos que véo desde aspectos agrondmicos,
botanicos, quimicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos (BALUNAS; KINGHORN, 2005;
BRANDAO et al., 2010). A utilizacdo popular das plantas ¢, geralmente, um fator decisivo na
pesquisa de novas substancias ativas, o que tem resultado, ao longo do tempo, no

desenvolvimento de varios medicamentos (ALVAREZ et al., 2008).

2.2 Plantas com atividade anti-Candida

A busca por alternativas terapéuticas para tratamento de infecgcdes ocasionadas por
fungos tem merecido atencdo nos Gltimos anos e as plantas e suas moléculas bioativas surgem
como promissoras formas de reduzir a resisténcia de fungos do género Candida (GIORDANI
etal., 2015).

Alves et al (2009) mostraram que varias plantas de uso medicinal, incluindo a
aroeira do sertdo, malva e goiabeira, apresentavam acdo sobre biofilme dental e sobre a
candidiase oral. Jovito (2016) mostrou, a partir de ensaios in vitro, que extrato etandlico das
folhas de Schinopsis brasiliensis (baratna) apresentava atividade anti-biofilme e era citotoxico
para Candida albicans (ATCC 60193); Candida krusei (ATCC 31135) e Candida tropicalis
(ATCC 750), mesmo ndo apresentando toxicidade para as células humanas nédo infectadas.

No estudo de revisdo realizado por Freire et al (2016) sobre candidiase oral, as
plantas mais estudadas, no periodo de levantamento realizado entre 2000 e 2016, foram
Melaleuca atnerfolia (arvore-de-cha), Allium sativum (alho) e Ricinus communis (mamona),
seguidas Punica granatum (romé), Uncaria tomentosa (unha de gato) e Cymbopogon citratus
(Capim-santo), sendo que todas apresentaram significativa atividade antifingica in vitro.
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Outro estudo realizado com o extrato das folhas de Rosmarinus officinalis (alecrim)
mostraram que o extrato, comercialmente adquirido, apresentou ac¢do anti- Candida albicans e
algumas bactérias, quando utilizado na concentracdo de 200mg/mL. Os resultados mostraram
reducdo no numero de unidades formadoras de coldnias e, ainda, que o extrato foi efetivo tanto
na reducéo do biofilme mono, como no polimicrobiano, mantendo a viabilidade celular acima
de 50% (OLIVEIRA et al., 2017).

Os resultados obtidos por Rodrigues et al., (2014), mostraram que 74 extratos
apresentaram CIM entre 0,06 e 1mg/mL, quando testado quanto acdo anti-Candida albicans
(ATCC 11006), Candida glabrata (2001) e Candida parapsilosis (ATCC 22019) a partir da
determinacéo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Nesse estudo foram avaliados extratos
de 28 plantas da floresta amazodnica, preparados com solventes de diferentes polaridades,
sobretudo extratos aquosos, diclorometano e metandlico contra as espécies com destaque para
as espécies das familias Arecaceae, Apocynaceae, Salicaceae e Uticaceae.

Varios outros autores investigaram a acao anti-Candida de compostos de origem
vegetal isolado incluindo: Geraniol - alcool presente no 6leo essencial de algumas plantas
(SHARMA et al., 2016); Berberine - alcaloide isolado de raizes, rizomas e cascas (SILVA et
al., 2016); Licochalcone-A - polifenol encontrado em raizes de licorice Glycyrrhiza sp
(SELEEM et al., 2016); Acido quinico - derivado Syzygium cumini, sozinho e associado
(sinergismo) ao acido undecanoico (MUTHAMIL et al., 2018) e o p-citronelol -
monoterpenodide presente no 6leo essencial de algumas espéecies (SHARMA et al., 2019). Na
maioria dos estudos a atividade antifangica, bem como a descrigdo dos provaveis mecanismos
de acdo, incluiram a reducédo do biofilme em formacéao ou pré-formado e a inibi¢do das enzimas
proteinase e hemolisina, todos considerados fatores de viruléncia.

Alguns levantamentos etnobotanicos e etnofarmacologicos sobre plantas de uso
medicinal com atividade antifingica, especialmente, anti-Candida, indicam que as diferentes
partes botanicas de V. guianensis, sdo usadas popularmente para tratar feridas, dermatomicoses,
coceiras como cicatrizante, purgativo. Estudos in vitro e in vivo mostraram que essa espécie
apresenta acao anti-leishimaniose, antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana, além do
uso etnoveterinario (RITTER et al., 2012; SANTOS et al., 2012; BIESKI et al., 2015; MANS
et al., 2016; LAGO et al., 2016; ODONNE et al., 2017; REIS, 2017; RICARDO et al., 2017;
ROJAS et al., 2019; VIZA JR et al., 2019). Em conjunto esses dados mostram o potencial que
algumas plantas possuem como possivel alternativa para producdo de drogas com efeito anti-

Candida, incluindo entre elas Vismia guianensis (Aubl.) Chosy.
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2.3 Vismia guianensis (Aubl.) Chosy

O género Vismia compreende 52 espécies, com ampla distribuicdo nas Américas
Central e Sul. Em relacgdo a distribuicdo geogréafica no Brasil, espécies desse género pode ser
encontradas em localizadas em estados das varias regides geogréficas do pais, tais como: Acre,
Amazonas, Amapa, Pard, Ronddnia, Roraima, Tocantins, Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, Goiads, Mato Grosso, Espirito
Santo. Também esta presente em diferentes dominios fitogeograficos, como Amazonia,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, conforme mostra a Figura 9 (RODRIGUES, 2013;
NOBRE et al, 2015; VOGEL et al, 2020).

Regido Norte
Regido Nordeste

Regido Centro Oeste

I Regido Sudeste Q

Figura 9. Distribuicdo geografica de espécies do género Vismia (VOGEL et al., 2020).

Os membros do género Vismia sdo reconhecidas fontes de compostos fendlicos
incluindo: antronas preniladas, antraquinonas, xantonas e benzofenonas (TALA et al., 2013).
Alguns metabdlitos secundarios ja foram isolados e caracterizados em espécies pertencentes a
esse género incluindo: flavonoides, flavonobis, xantonas, antronas, antraquinonas,
benzofenonas, lignanas, esteroides, monoterpenos e triterpenos (BARBOSA et al., 2013). Os
metabdlitos mais preponderantes sdo as antraquinonas, classe de substancia mais isolada do
género, representadas principalmente pelas vismiaquinonas (A e B), as quais geralmente sdo
coloridas e se caracterizam por serem p6s com granulometria muito fina (VIZCAYA et al.,
2011; RODRIGUES, 2013).

Entre as espécies mais estudadas do género Vismia destacam-se: Vismia laurentii,

V. orientalis Engl, V. baccifera (L.) Planch; Triana, V. jefensis N. Robson, V. macrophylla
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Kunth, V. latifolia Choisy (syn. Hypericum latifolium Aubl.) (VIZCAYA et al.,, 2012;
RODRIGUES, 2013), como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Diferentes espécies de Vismia conforme constituintes quimicos identificados
(RODRIGUES, 2013).

Constituinte
guimico

Espécie

Referencias

Antraquinona

V.guianensis syn V. reichardtiana

V. japurensis

Gongcalves; Mors, 1981; Guerra,
1997; Epifano et al., 2007, Tala et al.,
2013

Miraglia et al., 1981

V. martiana Nagem; Faria de Jesus, 1990
V.parviflora Nagem; Faustino., 1997
V.baccifera Hussein et al., 2003

V. laurentii Nguemeving et al., 2006
V.baccifera var ferruginea Delle Monache et al., 1979
V. decipiens Gonzales et al., 1980

Psopermun corimbiferum
Psopermun febrifugum

V. laurentii

V. guaramirangae

V.guianensis syn V. reichardtiana

Delle Monache et al., 1985
Botta et al., 1983
Nguemeving et al., 2006
Delle Monache et al., 1983
Botta et al., 1986

Antronas

V.baccifera Hussein et al, 2003
Antranoides V.bacc_if_era var ferruginea Delle Monache et al., 1979
V. decipiens Gonzales et al., 1980
prenilados V. macrophyla Hussein et al., 2003
V.guianensis syn V. reichardtiana Botta et al., 1986
V. decipiens Gonzales et al., 1980
Benzofenonas V- guaramirangae Camelle et al., 1983
V cayennensis Euller et al., 1999
V.guianensis syn V. reichardtiana Seo et al, 2000
Flavonoides v aurentii

Nguemeving et al., 2006

V. guianensis syn V. reichardtiana conhecida como arvore-da-febre, goma-lacre,
pau-de-lacre, lacre-branco, tém importancia econdémica devido ao latex amarelo-alaranjado, ou
goma resinal, que exsuda do seu caule. Esse latex era anteriormente utilizado para fechar
correspondéncias, dai 0 nome popular da espécie “lacre”. Atualmente o latex ¢ utilizado para
obtencéo de tintas e esmaltes (BITTRICH et al. 2015).

Dados etnobotanicos mostram que o latex também tem sido utilizado para o
tratamento de feridas, herpes e de infecgdes fungicas da pele, por algumas tribos indigenas e
pela populacdo dos Estados do Amazonas, Para e Maranhdo. Além do latex, as folhas e o caule
de V. guianensis tem sido usado no tratamento de dermatoses, feridas, ulceracdes na pele, e
ainda, como laxativo, ténico, antipirético e antirreumatico (CAMELO, 2011; RODRIGUES,
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2013; BITTRICH et al. 2015). A Figura 10 mostra a distribuicdo V. guianensis no estado do

Maranhdo, segundo registro realizado nacional no banco de dados da rede speciesLink.
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Figura 10. Distribuicdo geogréfica da espécie Vismia guianensis conforme registro na rede de banco
de dados speciesLink (Disponivel em: http://www.splink.org.br/index?lang=p). Mapa de autoria
prépria.

V. guianensis caracteriza-se por apresentar frutos marrons quando jovens e verdes
quando maduros. As folhas apresentam coloracdes diferentes na parte superior e inferior
(Figura 11). Tem como sinbnimos relevantes: Hypericum guianense Aubl., Vismia guianensis
var. acuminata (Lam.) M. E. Berg, Vismia acuminata (Lam.) Pers., Vismia caparosa Kunth,
Vismia ferruginea Kunth, Vismia reichardtiana (Kuntze) Ewan. (BITTRICH et al. 2015;
RODRIGUES, 2013). Apresenta a seguinte classificacdo botanica:

Familia: Clusiaceae
Subfamilia: Hypericoideae
Tribo: Vismieae

Género: Vismia

Espécie: Vismia guianensis
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Figura 11. Vismia guinanensis com suas flores (A) e folhas (B).

Segundo Politi et al., (2004) estdo presentes quatro classes de metabolitos
secundarios como componentes principais nas folhas da V. guianensis: antraquinonas,
flavondides, xantonas e benzofenonas, sendo que as antraquinonas, cujo esqueleto base é
a emodina: 1,3,8-trihidroxi-6- metil-antraquinona, s&0 0s compostos predominantes, além
de uma vismiona (GUERRA, 1997; POLITI et al., 2004) e ferruginina A (GUERRA, 1997),
constituintes esses considerados também como parte da estratégia de defesa da planta
(CAMELDO, 2011).

V. guianensis tem propriedades farmacoldgicas ja descritas as quais incluem:
atividade imunossupressora (GUERRA, 1997), antioxidante e anti-inflamatéria (GUERRA,
1997; ALVAREZ et al., 2008; NOBRE et al., 2015, OLIVEIRA et al., 2017), antimicrobiana
(OLIVEIRA, 2009; VASCONCELOS et al.,, 2011) e antifangica (OLIVEIRA, 2009;
RODRIGUES, 2013; SOUZA, 2014; OLIVEIRA et al., 2017).

Entretanto, ainda sdo escassos 0s estudos que mostrem como 0S principais
compostos bioativos presentes nas folhas de V. guianensis controlam a infeccdo fungica por
Candida spp, bem como séo também escassos 0s estudos que avaliam seu efeito in vivo, in
silico e possiveis mecanismos de acéo.

Nesse contexto, a quimica medicinal busca a descoberta de moléculas bioativas, de
reconhecido papel central no processo de pesquisa e desenvolvmento de farmacos, abrangendo
diversas especialidades, tais como quimica organica, bioquimica, farmacologia, informatica,
biologia molecular e estrutural, entre outras. De acordo com a Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry), € uma

disciplina com base em quimica, envolvendo a invencdo, a descoberta, o planejamento a
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identificacdo, a preparacao e a interpretacdo do mecanismo de acdo molecular de compostos
biologicamente ativos, como por exemplo das plantas de uso medicinal. Além da descoberta
de moléculas bioativas, a quimica medicinal também incorpora os estudos do metabolismo e
das relagdes entre a estrutura quimica e atividade. Assim, sdo desejaveis na bioprospec¢édo de
novos compostos bioativos e no desenvolvimento de novas drogas, iniciativas
multidisciplinares integradas, empregando alvos moleculares especificos em microrganismos
associados a doengas infecciosas, incluindo-se a bioinformatica estrutural (GUIDO et al.,
2010).

2.4 Bioinformatica Estrutural

A convergéncia de tecnologias genémicas e o desenvolvimento de farmacos
planejados contra alvos moleculares especificos resulta em muitas oportunidades para o uso da
bioinforméatica. A bioinformatica estrutural tem crescido como método eficaz no
desenvolvimento de novas drogas, seja por cristalografia de proteinas, por modelagem
molecular, dindmica molecular ou docking e screening virtual. Esses métodos possibilitam a
construgdo de modelos com os receptores-alvo, baseados na homologia sequencial e na
similaridade estrutural (GUIDO et al., 2010).

O docking ou ancoramento molecular estd entre as técnicas computacionais
disponiveis para o planejamento de farmacos. Esta técnica permite estabelecer as
caracteristicas de interacdo entre um ligante (micromolécula) e um alvo bioldgico
(biomacromolécula). Deste modo, a técnica pode ser usada no entendimento do metabolismo
de farmacos, incluindo as interagdes do tipo ligante-proteina (OLIVEIRA et al., 2014). Essa
técnica também permite investigar as estruturas quimicas e as possiveis orientacdes que
determinada molécula pode assumir, no interior do sitio ligante de um biorreceptor, ou na
ligacdo entre duas macromoléculas, P. ex: proteina-proteina ou proteina-DNA (DE OLIVEIRA
etal., 2014; SILVA, 2018).

Os protocolos de bioinformatica tém sido usados na avaliacdo e selecdo de novas
moléculas anti-C. albicans, em associa¢cdo com as investigacdes in vitro. Assim, os calculos de
docagem molecular podem auxiliar na selecdo dos compostos mais promissores para 0
tratamento das candidiases, utilizando, em sua maioria, derivados e analogos das moléculas
com conhecido potencial anti-Candida. Um dos alvos mais usados inclui os inibidores da
enzima 14-a-Desmetilase (CYP51) (DAVOOD, 2013; SANTOS et al, 2018). Essas enzimas

séo alvos bioldgicos extremamente importantes para o planejamento de novos farmacos, em
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razdo do seu papel essencial em vias bioquimicas associadas a doencas e suas consequentes
disfuncdes em humanos.

O conhecimento das estruturas de alvos macromoleculares ou de complexos do tipo
ligante-receptor, no caso das enzimas, permite a aplicacdo de estratégias de planejamento de
farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD). Em contraste, quando a estrutura do alvo
eleito ndo é conhecida, métodos de planejamento de fArmacos baseado na estrutura do ligante
(LBDD) podem ser utilizados, para explorar as propriedades e caracteristicas dos ligantes
bioativos. Em muitos casos, 0 uso integrado de estratégias de SBDD e LBDD pode gerar
informac0es Uteis no planejamento de novas moléculas bioativas, por meio da sinergia e
complementaridade de conhecimentos entre as estratégias (GUIDO et al., 2010).

Assim, considerando as observagdes acima elencadas a hipotese condutora desse
estudo foi: Vismia reichardtiana apresenta agdo antimicrobiana e, por isso tem acdo anti-
Candida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral: Investigar o efeito anti-Candida de Vismia guianensis (Aubl) Chosy em ensaios in

vitro, in vivo e in silico.

3.2 Especificos
Capitulo 1

— Realizar o levantamento bibliografico sobre o potencial farmacoldgico de Vismia

guianensis (Aubl) Chosy.
Capitulo 2

— ldentificar os metabdlitos secundarios, bem como o0s constituintes quimicos
majoritarios presentes no extrato das folhas de V. guianensis;

— Caracterizar quimicamente 0s compostos presentes no extrato hidroalcodlico das folhas
de V. guianensis;

— Verificar in vitro os efeitos de Vismia guianensis em linhagens de Candida ssp.;

— Investigar a atividade fungicida e/ou fungistatica de V. guianensis;

— Auvaliar o efeito do extrato na cinética de crescimento de Candida albicans in vitro;

— Determinar a capacidade de Vismia guianensis em controlar adeséo e biofilme;

— Avaliar in silico a intera¢do de compostos presentes no extrato com um alvo molecular

de Candida albicans.
Capitulo 3

— Verificar os efeitos do extrato bruto de V. guianensis em linhagens de Candida albicans
padrdo, sensivel e resistente ao Fluconazol;

— Analisar o efeito de V. guianensis sobre a cinética de crescimento de em linhagens de
Candida albicans padréo, sensivel e resistente ao Fluconazol,

— Avaliar o efeito inibitorio de V. guianensis sobre atividade das exoenzimas liberadas
por cepas de Candida albicans padrao, sensivel e resistente ao Fluconazol;

— Investigar o efeito de V. guianensis na sepse experimental flngica in vivo;



4. RESULTADOS

4.1 Capitulo 1

POTENCIAL FARMACOLOGICO DA ESPECIE VEGETAL Vismia guianensis
(AUBL.) CHOSY

PHARMACOLOGICAL POTENTIAL OF Vismia guianensis (AUBL.) CHOISY
Fitoterapia

The Journal for the Study of Medicinal Plants
Quialis: B1 (Medicina I) Fator de impacto: 2.527

50



51

ABSTRACT

Plants are the primary sources of active substances with therapeutic properties due to the vast
structural diversity of metabolites they produce. The aim of this study was to investigate the
ethnopharmacology, biological activity, and pharmacological potential of Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy. The primary databases used were: Pubmed, Virtual Health Library,
and Google Scholar considering the publications for the last ten years. As a result, we found
12 references concerning the pharmacological activity of Vismia guianensis. Most of them
evaluated the anti-inflammatory and antimicrobial activity, with emphasis on the anti-bacterial
effect. Some studies investigated the antitumoral effect of Vismia guianensis. Many studies
were based on in vitro assays evaluating the hydroalcoholic extract from the leaves activity.
The phenolic compounds, including anthraquinones, and terpenoids, were frequently
identified. In conclusion, Vismia guianensis presents advantages as a promising plant with
therapeutic potential for the development of new drugs with anti-microbial and anti-
inflammatory, and cancer, activities possibly related to the presence of anthraquinone and other
chemical compounds produced as a result of secondary metabolism.

Keywords: Vismia guianensis; Lacre; antimicrobial; anti-inflammatory; Biological activity
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1. INTRODUCTION

The popular use of plants, in general, is a decisive factor in the search for new
active substances, mainly because several of the existing medicines today were obtained from
plant origin compounds based on research in several systems, including traditional medicine,
Chinese and Indian, among others [t 121 1,

The genus Vismia comprises 52 species, amply distributed in Central and South
America. Regarding geographical distribution in Brazil, it can be found in several regions, such
as, north (Amazonas, Acre and Pard); northeast (Maranhdo, Ceard, Bahia and Paraiba) and
central-west (Goias and Mato Grosso) in different phytogeographic domains, such as
Amazonia, Caatinga, Cerrado and Atlantic Forest °. Among the most researched species are
Vismia laurentii, Vismia orientalis Engl, Vismia baccifera (L.) Planch; Triana, Vismia jefensis
N. Robson, Vismia macrophylla Kunth, Vismia latifolia Choisy (syn. Hypericum latifolium
Aubl.) 67,

Some secondary metabolites have already been isolated and characterized in
species belonging to this genus including: flavonoids, flavonols, xanthones, anthraxes,
anthragquinones, benzophenones, lignans, steroids, monoterpenes and triterpenes5, with the
most evident metabolites being anthraquinones, which represent the class of most isolated
substances in the genus. The vismiaquinones (A and B) stand out, which are usually colored
and are characterized by being very fine-grained powders “[7}ELI51,

The vegetable species Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, belonging to the family
Cluseaceae, subfamily Hypericoideae, tribe Vismieae and genus Vismia, is popularly known

as: lacre, arvore-da-febre, goma-lacre, pau-de-lacre and lacre-branco, with significant
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importance of yellow-orange latex exuding from the stem. This latex has been used by some
tribes in the state of Amazonas and Para to treat wounds, herpes and fungal infections on the
skin, such as ringworm. From the latex a resinous gum called “gamboge” is used, used in
paintings and in obtaining nail polish. Relevant synonyms: Hypericum guianense Aubl., Vismia
guianensis var. acuminata (Lam.) MEBerg, Vismia acuminata (Lam.) Pers., Vismia caparosa
Kunth, Vismia ferruginea Kunth, Vismia reichardtiana (Kuntze) Ewan [} [0} [11]. [12], [13]

Ethnobotanical surveys carried out in different Brazilian municipalities,
particularly in the state of Par4, report its popular use in dermatose treatment. There is also a
description of the use as laxative and purgative. In addition, leaves are used as a tonic,
antipyretic and antirheumatic (41 [15] [16],

Members of the genus Vismia are recognized as rich sources of phenolic
compounds such as prenylated anthraxes, anthraquinones, xanthones and benzophenones 1.
And in the same way these compounds were identified from leaves, stem barks and roots of V.
guianensis, in addition to anthraxes, triterpenoids, sesquiterpenes, lignans and flavonoids,
among others 10 1L 71 1 the latex that is extracted from the stem, some compounds have
also been identified, such as lupeol, friedelin and betulinic acid 2!,

According to Politi et al., (2004)8 in the leaves of V. guianensis, four classes of
secondary metabolites are present, as main components: anthraquinones, flavonoids, xanthones
and benzophenones. The largest number of compounds found belongs to the class of
anthraquinones, whose base skeleton of that class is emodine: 1,3,8-trihydroxy-6-methyl-
anthraquinone.

Considering ethnobotanical relevance of Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, and
due to the scarcity of data regarding scientific approaches regarding its pharmacological
properties, this study sought to review the works published in the last 10 years, and also in vivo

studies in vitro studies, its chemical composition and main pharmacological activities.

2. MATERIAL AND METHODS

This is an integrative and descriptive bibliographic review on V. guianensis, based
on works published on different platforms. The search took place in different and independent
periods. The survey was divided into the following stages:

First stage, exploratory phase: We sought to identify publications that covered the
subject in question, limiting publications to the last 10 years, in the following databases:

Publisher Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (PubMed), Virtual Health
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Library ( VHL), Google Scholar, Science Direct and Scopus, with the following descriptors:
“Vismia guianensis”; "lacre"; “Pharmacological activity” combined or not with the inclusion,
also in the English language (Medical Subject Headings - Mesh). And a search was also carried
out in the patent bank, Google Patents, with the descriptors “Vismia”; "Vismia guianensis" and
"pharmacological activity".

Second stage, in the selective phase: The publications were selected according to
year of publication, the references that addressed V. guianensis and its use and application;
access to the full texts and publications in Portuguese, English and Spanish were included.

Third stage, analytical phase: The publications were read and organized according
to the relevance of the topic that addressed studies in vitro and in vivo and without repetition
in the databases. The bibliographic content was carefully analyzed independently, in order to
contemplate the proposed objectives in order to have an exact interpretation and analysis of the
researched sources. Finally, the results were presented in a table format for better categorization

using Microsoft software version 2017.

3. RESULTS

691 references were evaluated in the exploratory phase, followed by 154 in the selective
phase and finally, n=15 in the analytical phase. In relation to the PubMed database, it was found
that 56 publications were described using only the descriptor Vismia, with 40 of the references
found dealing with other species of the genus, the most cited being: V. laurentii; V.
bacciferous; V. macrophylla; V. cauliflora; V. mexicana; V. orientallis. However, two
publications in this bunch were reviews, one on the genus Vismia and the other referring to the
three species (V. laurentii; V. baccifera; V. macrophylla). In the end, 15 articles were selected
when the searches were restricted to publications that addressed only the species Vismia
guianensis and pharmacological activity.

41 references were found on the Virtual Health Library (VHL) platform, with only 11
remaining in the selective phase, but after comparing publications already found in the PubMed
database, only one reference remained in the analytical stage. The same occurred in Google
Scholar that despite having presented 32 references in the first stage, only 9 described results
with Vismia guianensis in the analytical phase. Both in Science Direct, with 54 references, and
in the Scopus database, with 52 references, presented approaches by V. guianensis in
agriculture/livestock or mentioned in the bases mentioned above and 7 dealt with
ethnopharmacological or ethnobotanical surveys. Thus, at the end of the selection and analysis
steps, only one reference remained for SCOPUS database (Figure 1).
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Regarding the search on the Google Patents platform, no results were found for Vismia
guianensis, however, using only the descriptor Vismia, records were found for the species

Vismia laurentii and Vismia rubescens.



56

Search for Vismia

EXPLORATORY STAGE
\
PUBMED BVS GOOGLE SCHOLAR SCIENCE DIRECT SCOPUS
56 references 41 references 364 references 130 references 127 references

Organization and Filter
SELECTIVE STAGE

Search for Vismia guianensis \ ‘
32 references

15 references 11 references Articl 54 references 52 references
. . - 1C1ES; . . . .
- Articles with approach - Articles with approach - Articles with approach - Articles with approach
on Vismia guianensis on Vismia guianensis theses on Vismia guianensis on Vismia guianensis
dissertations
|

ANALYTIC STAGE | 7 e — R T
Search for in vitro/ in vivo

2 references 1 reference 9 references 2 references 1 reference

Figure 1 Selection process flowchart of researched references (2009-2019).
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After refining the research found, references were organized in a table to better
expose data, highlighting the part of the plant used, type of extract, researched pharmacological
activity, isolated substances and tests studied, whether in vivo or in vitro (Table 1). It was
observed that of all references (n = 15), 86.6% (n = 13) of studies carried out in vitro evaluation
and of those only n = 11 carried out in vitro, which justifies the tendency of most researches

that involve plants as a preliminary criterion before in vivo evaluation.

3.2. The most studied parts of Vismia guianensis and their relationship with biological

activity and chemical characterization

Leaves correspond to the most used part (86.6%) in extract preparation, and to
obtain fractions and oil. Probably, they are easiest to access in several periods throughout the
year, independently of a specific season or period. Ethanol was the most used extractive solvent
(53.3%).

The majority of works investigate the chemical composition, exception for only
four among them. High performance liquid chromatography (HPLC) coupled with mass
spectrometry (MS) or Ultraviolet-visible was the most used method to evaluate the chemical
composition of the extracts. Although, Gas chromatography coupled with mass spectrometry

(GC-MS), thin layer chromatography and phytochemical prospecting were also used.

The antimicrobial effect against fungi, bacteria or both was the most investigated
activity, followed by the anti-inflammatory and antioxidant actions. Only one study
investigated the anti-Leishmania and another one the anti-Candida activity for the aqueous

extract and essential oil from the leaves, respectively.

The main pharmacological activities as well the kind of study and extact were

summarized on Table 1.



Table 1: The pharmacological activities of Vismia guianensis.
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Extract Part Biological activity Chemical constituents ‘-FF;SE Reference
Ethanol L eaves Hypotensive Not investigated Invivo  Gomes et al, 2009 [*8
Ethanol, Hexane Bark and  Antimicrobial and In vitro
Fractions, Acetate and : . Anthraquinones, flavonoids, tannins and saponins and Oliveira 2009 ("]
; Leaves immunological .
Butylica In vivo
Ethanol Leaves Antimicrobial Saponins, tannins, phenolic compounds, catechins, iy Camelo, 2010 44
steroids and triterpenoids; alkaloids
Ethanol Leaves Antimicrobial Total Anthroguinones Invitro  Camelo et al., 2011 119
Ethanol Leaves Antimicrobial Benzophenones, xanthones and anthraquinones In vitro Vasc;giell[gg] etal,
Essential Oil Fruit Antlm_lcrpblal and Pre_:sence of 38 sesquiterpenoids, the main ones Invitro  Silvestre et al. 2012 B9
antioxidants. being B-Karyophylene, a-copaene and é-cadinene.
Methanol and Hexane  Leaves Antifungal Anthraqumones,.glycosy.lated anth_raqumones, In vitro Rodrigues, 2013 [
flavonoids, tannins, saponins
L eaves Kaempferol, Vismiaquinone A, B-sitosterol,
Ethanol, Fractions ' - . Stigmasterol. 43 components were identified with . [9]
. branches Antimicrobial RN . In vitro Souza, 2014
Oil the majorities for trans-caryophyllene, 6-cadinene
Flowers .
and caryophyllene oxide
Hexane Leaves A\ntinociceptive and Not investigated Invivo Nobre et al, 2015 ]
Anti-inflammatory
Aqueous Leaves Anti-Leishmania Not investigated In vitro Mans et al, 2016 1
Ethanol/ Aerial Vismiaquinone A, B-sinosterole and stigmasterol-
Hexane, Acetate, Antioxidant bis- (2-methylheptyl) -ftlate and 15-ethoxy (15 In vitro Lins et al., 2016 [36
Parts . . RO
Methanol relr) -porphyrinolactone, flavonoid and vitexin
Anti-Inflammator O-glucosyl-flavonoids and 16 prenylated In
Ethanol Leaves : Y benzophenone derivatives vitroand  Oliveira et al, 2017 B3
and Antifungal in Vivo
Essential Oil Leaves Anti-Candida Caryophylene Oxide and Humulene-Epoxy | In vitro Costa et al, 2017 B9
Ethanol Leaves Antimicrobial Not investigated In vitro Reis, 2017 @
Petroleum ether fethyl ¢ g Antioxidant Not investigated Invitro  Rojas et al, 2019 Y

acetate / metanol
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4. DISCUSSION

The possible cause of the reduction in in vivo studies may be related to the
replacement of experiments by in vitro methods since they do not depend on the creation
and maintenance structure of laboratory animals with consequent cost reduction. One
must also consider the numerous protests, worldwide, against the use of animals in
experimental research®®. However, the replacement of animal models is still a distant
reality for drug testing, as there is still a shortage of viable in vitro and in silico models

to consider this substitution safe.

4.1 Vismia guianensis botanic and ethnobotanic data

Vismia guianensis is a shrub or small tree, with oval, oblong leaves, inflorescence
in terminal panicle and fleshy globose fruit. It is a species native to South America, which
can be found in secondary vegetation forests in the states of Amazonas, Para, Maranhéo,
Bahia and Minas Gerais, where it is popularly known as a lacre, arvore da febre, goma-
lacre, pau-de-lacre ou lacre-branco %1, It is commonly found in countries and regions of
tropical America, such as: Colombia, Venezuela, Guyana and different areas of North and
Northeastern Brazil 4. It plays an important role in the colonization of deforested areas,

since they are usually the first plants to grow in these areas 21,

According to ethnobotanical data, stem shavings are used as a purgative, and
orange latex, obtained from breaking branches, leaves or fruits, is used in the treatment
of superficial skin mycoses 261, The leaves have antipyretic and antirheumatic properties
231 It is also used by the population in the treatment of skin diseases, as a laxative, as a

tonic as an antipyretic and antirheumatic agent 1%,

According to Hussain et al., (2012) 2% species of the genus Vismia are popularly
used to treat skin diseases such as dermatitis, leprosy, syphilis, herpes, scabies and
eczema, and as an anticancer in breast cancer, of the central nervous system (CNS) and
human lungs. However, data obtained so far has not been conclusive as to most of the
activities attributed by the population. Reason why further studies are needed to establish
safe extract use, two pharmacological actions and the main pharmacological targets, so
that it is possible and V. guianensis, evaluating its cytotoxicity to normal cells, and
investigating the main mechanism of action of the metabolites and or constituents

associated with each of the effects.
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4.2 Chemical constituents identified in Vismia guianensis

The extraction techniques and the nature of the solvent directly affect the
yields, the identification and plant extract metabolite quantification, which can also
interfere with their biological and pharmacological activity. Ethanol is the most used
solvent to prepare vegetal extracts due to the good resolution to isolate and identificate
the majority of vegetal compounds. Additionally, ethanol is used in almost all industries,
as it has low toxicity, easy evaporation to obtain extracts and low cost 2. It is worth to
mention that 24,

Table 1 shows that the majority of studies investigated the composition of
Vismia guianensis extract, with exception of only among them. The identification of
chemical constituents is important to the biological activity investigation, since they may
contribute to elucidate the possible mechanisms associated with a given activity.

Hussain et al. (2012) 22 carried out a survey on the ethnopharmacological,
phytochemical to investigate the genus Vismia therapeutic potential. This study identified
as the main classes of phytochemicals in this genus: flavonoids, flavanols, xanthones,
anthrones, anthraquinones, benzophenones, lignans, steroids, monoterpenes and
triterpenes. These compounds were identified by HPLC/MS, HPLC/UV-VIS and
GC/MS. These data corroborate with the findings founding the similar compounds not
only in the leaves, but also in other parts of V. guianensis [ 44 48l-

Several secondary metabolites from V. guianensis were identified including:
p-sitosterol, vismiona H [P quinones P8 2% vismiona B%; diantrones [
anthraquinones (8 B34 and xanthoness 21,

Tala et al. (2013)® investigated the chemical constituents present in V.
guianensis seeds and identified in this vegetal part as main compounds: vismiaquinone,
vismiaquinone B, laurentiquinone A, laurentiquinone B, laurentiquinone C, betulinic
acid, stigmasta-4-en-3-one and a mixture of b-sitosterol and stigmata-5,22-dien-3-ol
(anthraquinones and triterpenoids). It is important to emphasize that some of these
compounds were also found in leaves % flowers ! and fruits 34 1351,

According to Politi et al. (2004)8, anthraquinones, flavonoids, xanthones
and benzophenones were the principal classes of secondary metabolites identified in
Vismia guianensis leaves. The anthraquinone, whose base skeleton is emodin: 1,3,8-

trihydroxy-6-methylanthraquinone, seems to be a chemical marker from Vismia genus,
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since a large number of compounds belonging to this classe was indentified in several
Vismia species,

Lins et al, (2016)® identified compounds such as Vismiaquinone A, p-
sitosterol and stigmasterol-bis- (2-methyl-heptyl) -ftlate and 15-ethoxy (15 relR) -
porphyrinolactone , and vitexin in latex exuding from the stem, confirming previous
findings of Goncalves; Mors (1981)"!: Delle Monache et al (1985)® and Torres et al.,
(2008)141,

Quinones, such as vismiaquinone, woks as V. guianensis chemical markers
and are present in several parts, including: leaves Hussain et al., (2012)%2, fruits (57} [381
[301. 1341 ' |atex, seeds [*®1 and flowers [°. The quinones are also present in other species of
the genus Vismia, for example in the seeds of Vismia laurentii [,

Diniz et al., (2013)%° determined the mineral compostition of V. guianensis
leaves and found high levels of iron and zinc and low levels of calcium, copper and
manganese. Inorganic constituents can exert some metabolic functions in the human
body, with emphasis on iron and zinc. Iron is an abundant element on Earth, and is an
essential component of every living organismP2l. In the mammalian group the iron is
required for the synthesis of oxygen transport proteins, in particular hemoglobin and
myoglobin, and for the formation of heme enzymes and other iron-containing enzymes
involved in electron transfer and oxidation-reductions . Almost two-thirds of the
mammalian body iron is found in the hemoglobin present in circulating erythrocytes, as
mobilizable iron store, bound to muscular myoglobin, and in a variety of enzymes
involved in the oxidative metabolism and many other cell functions®4.

Zinc is a trace nutrient essential for all living organisms including plants,
animals and for humans. This mineral is a structural component in proteins, and when
included as nutritional supplement in humans has the potential to decrease diarrhea
mortality in children and aged people, to reduce the incidence of infections and to improve
immune functions B B8l 71 Thys, these assessments must also be focused on the
association of the main constituents and the biological activity with which they are

associated.

4.3 Antimicrobial activity in Vismia guianensis and other species in the genus Vismia.

The anti-inflammatory and antimicrobial effect were the most reported
biological activity of Vismia guianensis extracts. The results related to the antimicrobial
effect evaluated the action on fungi and bacteria, Although, the majority of them
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evaluated the anti-bacterial efficacy of extracts obtained from different parts, and with
diverse polarity.

The aqueous extract of V. guianensis syn V. reichardtiana fruits has
antimicrobial [l antibacterial activity against Gram-positive and Gram-negative strains.
The same estract also showed antifungal activity 1,

The methanolic extract from Vismia rubescens stem bark showed
antimicrobial effect against Salmonella typhi; Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa. The same extract was also effective against Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis and Cryptococcus neoformans 4,

The hydroalcoholic extracts from leaves and bark of Vismia guianensis
inhibited the growth of S. aureus, Staphylococcus epidermides and Bacillus subtilis 7,
and the different extracts from leaves showed antifungal action agains Sporothrix
schenckii. 1 %

Despite the ethnobotanical data related to the use of V. guianensis for the
treatment of fungal infections, few studies related to this use have been found regarding

in vitro or in vivo evaluation.

4.3 Antioxidant and anti-inflammatory activity in V. guianensis and other species
from the genus Vismia

The search for therapeutic alternatives for antioxidant and anti-inflammatory
activity is promising not only using V. guianensis, but other species of the same genus,
such as Vismia baccifera ssp. Ferrugine, due to phenolic compound presence 11,

Phenolic compounds can be characterized as flavonoids and non-flavonoids,
with important antioxidant properties, and the most well-known flavonoids are: catechins,
epicatechins, epigallocatechins, kaempeferol, quercetin, mycetin, anthocyanins, rutin and
naringenin. In the second compound group, non-flavonoids, the most well-known
substances are phenolic acids, hydroxybenzoic acid, hydrokinamino acid and resveratrol
[421 observed, for example, in grapes (Vitis labrusca and Vitis vinifera) 31, which were
also detected in V. guianensis extracts 2% [51,

According to Camelo (2011) 4, the secondary metabolites of V. guianensis
also function as a defense mechanism, as they prevent insects and other animals from
feeding on their sap, present in the organs and tissues most exposed to attack, such as
leaves, flowers and the fruits. Concentration may therefore depend on a temporary
response to some injury or pathogenic attack.
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4. 4 Other Vismia guianensis biological activities

The aqueous extract of V. guianensis syn V. reichardtiana fruits shoed
immunomodulatory activity by interference on antibody and cytokine production B0 (451,
This extract was also effective as hypotensive [“é1, antioxidant 47} 31 anti-inflammatory,
antifungal 31, and as antitumor agent for colon adenocarcinoma cells !

The immunomodulatory activity was related to the vismione content of the
aqueous extract %, and the antioxidant activity was related to the presence of y-hydroxy-
ferruginin. y-hydroxy-ferruginin is a phenolic compound able to inhibit the human
topoisomerase Il-a action, activity knowning as a starting point for the development of
antitumor drugs, suggesting that it has a potential anticancer effect, which makes it
another target in prospecting for compounds with antitumor action 1,

Vismiaquinone showed anti-tumor action, in vitro, when tested in three
cancer cell lines, with results similar to that of Doxorubicin, used as a positive control.
Hussain et al., (2012) 221, also mention that the same compounds found in the leaves were
identified in the roots of V. guianensis and that they also showed moderate antitumor

activity in in vitro tests.

5. FINAL CONSIDERATIONS

Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, presents is a promising vegetable for to
bioprospect new drugs, due to its pharmacological potential including the antibacterial,
antifungal, anti-inflammatory, anti-tumor, and immunomodulatory activities, detected in
in vitro and in vivo. Those activities may be related to the presence of secondary
metabolites as the anthraquinones, vismiaquinones and terpenoids, and the content of iron
and zinc that are possible associated to those several biological activities. These
compounds may be targets possible targets in the search for drugs with multiple effects

and low toxicity to develop new formulations with better therapeutic value.
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RESUMO

Vismia guianensis (Clusiacea) é uma planta de uso medicinal caracteristica da regido
amazonica utilizada pela populacéo, sobretudo as partes areas, para tratamento diversos,
tais como inflamacdes e infec¢Bes de pele, seja na forma de chas ou banhos. Esse estudo
teve como objetivo caracterizar quimicamente o extrato hidroalcoolico das folhas de
Vismia guianensis (EHVG) e avaliar a sua atividade anti-Candida in vitro e in silico.
Apos a coleta, identificacdo do material vegetal, producéo do extrato hidroalcoolico em
diferentes hidromodulos (maceragdo) e liofilizacao, foi realizada a caracterizagao quimica
do extrato por HPLC-UV e FIA-ESI-IT-MS". Para os ensaios in vitro, foi realizado a
citotoxicidade do extrato em culturas de ceélulas RAW 264.7 e heméacias. Determinou-se
na avaliacdo in vitro, a concentracdo inibitoria (CIM), concentracdo fungicida minima
(CEM), curva de crescimento, adesdo, a formacdo do biofilme jovem e maduro. Para
avaliacdo do biofilme foi utilizado contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC)
e técnicas colorimétricas, por MTT e cristal violeta e utilizou-se como controle positivo,
Anfotericina B e Fluconazol. Na avaliacdo in silico utilizou-se docking molecular. A
atividade anti-Candida foi avaliada contra trés linhagens padrdo de Candida albicans
(ATCC90028; ATCC14053; SC 5314); e uma nao-albicans (ATCC2001) e sete isolados
clinicos. Obteve-se como resultado inicial, a escolha do hidromoédulo 1:10 devido a
melhor caracterizagdo e obtencdo dos compostos no extrato. Foram identificados como
constituintes quimicos, 14 substancias, tais como, antraquinona F, vismiona D,
kaempeferol, quercetina, vitexina, acido quinico, dentre outros. Para o ensaio de
citotoxicidade o EHVG apresentou baixa toxicidade para células RAWe eritrGcitos nas
concentragcOes de 0,5 a 5 mg/mL. A partir da relagdo CIM/CFM o extrato apresentou
potencial fungicida contra todas as linhagens de Candida testadas nesse estudo, sendo
que as amostras mais sensiveis foram ATCC90028 e ATCC2001. Ao se realizar a
avaliacdo do biofilme o extrato inibiu adesao fungica de forma semelhante a Anfotericina
B e ao Fluconazol, bem como inibiu a formagéo do biofilme jovem e maduro frente as
linhagens ATCC90028, ATCC2001 e SC5314. Os resultados de docagem molecular
mostraram que antraquinona F, catequina, kaempeferol e a vismiona D apresentaram
afinidade pela enzima CaCYP51 de C. albicans sendo que a vismiona D foi o isolado
com maior afinidade e com menor gasto de energia de ligacdo, mesmo em relagdo ao
Posaconazol usado como controle positivo. Concluiu-se que o extrato hidroalcéolico das
folhas de Vismia guianensis apresenta ac¢ao fungicida para Candida albicans e Candida
glabrata (ndo-albicans) e ainda, que essa atividade esteja relacionada a presenca de
vismiona D, devido sua elevada afinidade com a enzima CaCYP51, ressalta-se a
importancia da acdo conjunta dos constituintes presentes no EHVG gerando um
fitocomplexo.

Palavras-chaves: Vismia guianensis; Lacre; Candida albicans; Vismiona; Biofilme.
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ABSTRACT

Vismia guianensis (Clusiacea) is a plant of medicinal use characteristic of the Amazon
region used by the population, especially the areas, for various treatments, such as
inflammations and skin infections, whether in the form of teas or baths. This study aimed
to chemically characterize the hydroalcoholic extract of the leaves of Vismia guianensis
(EHVG) and evaluate its anti-Candida activity in vitro and in silico. After collection,
identification of plant material, production of hydroalcoholic extract in different
hydromodules (maceration) and lyophilization, the chemical characterization of the
extract was carried out by HPLC-UV and FIA-ESI-IT-MSn. For in vitro assays, the
extract was cytotoxic in cultures of RAW 264.7 cells and red blood cells. In vitro
evaluation determined the inhibitory concentration (MIC), minimum fungicidal
concentration (MFC), growth curve, adhesion, the formation of young and mature
biofilm. Colony-forming units (CFU) counts and colorimetric techniques were used to
evaluate the biofilm, using MTT and violet crystal, and Amphotericin B and Fluconazole
were used as positive controls. Molecular docking was used in the silica evaluation. Anti-
Candida activity was assessed against three standard strains of Candida albicans
(ATCC90028; ATCC14053; SC5314); and one non-albicans (ATCC2001) and seven
clinical isolates. As an initial result, the choice of 1:10 hydromodule was obtained due to
better characterization and obtaining of compounds in the extract. 14 substances were
identified as chemical constituents, such as anthraquinone F, vismione D, kaempeferol,
quercetin, vitexin, quinic acid, among others. For the cytotoxicity assay, the EHVG
showed low toxicity for RAWe erythrocyte cells at concentrations of 0.5 to 5 mg/mL.
From the CIM/CFM ratio, the extract showed fungicidal potential against all Candida
strains tested in this study, with the most sensitive samples being ATCC90028 and
ATCC2001. When the biofilm was evaluated, the extract inhibited fungal adhesion in a
similar way to Amphotericin B and Fluconazole, as well as inhibiting the formation of
young and mature biofilm against the ATCC90028, ATCC2001 and SC5314 strains. The
results of molecular docking showed that anthraquinone F, catechin, kaempeferol and
vismione D showed affinity for the enzyme CaCYP51 from C. albicans and vismione D
was the isolate with the greatest affinity and with the lowest energy expenditure, even in
relation to the Posaconazole used as a positive control. It was concluded that the
hydroalcoholic extract of the leaves of Vismia guianensis has a fungicidal action for
Candida albicans and Candida glabrata (non-albicans) and also, that this activity is
related to the presence of vismione D, due to its high affinity with the enzyme CaCYP51,
points out the importance of the joint action of the constituents present in the EHVG is
generated, generating a phytocomplex.

Keywords: Vismia guianensis; Lacre; Candida albicans; Vismione; Biofilm.
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1. INTRODUCAO

A incidéncia global de candidiase estd estimada em 750.000 casos/ano,
possivelmente em decorréncia do aumento na resisténcia e do nimero de hospedeiros
susceptiveis, como: pacientes submetidos a tratamentos com imunossupressores; ao uso
prolongado de antibidticos de amplo espectro e ao uso de cateteres e sondas (ABRAO et
al., 2010; BEN-AMI, 2018).

A candidiase € a quarta causa de infeccdo nosocomial no mundo, sendo
Candida albicans a espécie mais frequente e a de maior relevancia médica, em funcéao da
sua prevaléncia tanto em hospedeiros higidos, como naqueles com alguma alteracdo de
base, ou comprometimento imunitario. Candida albicans esta entre as espécies fangicas
mais prevalentes da microbiota humana, pois coloniza de modo assintomatico individuos
saudaveis. Por isso, pode ser facilmente encontrada na mucosa oral, trato digestoério, trato
urogenital e pele de seres humanos, desde o nascimento (SANTANA et al., 2013).

A infeccdo por Candida spp, esta relacionada a sua capacidade de formar
biofilmes (LOHSE et al., 2018), seqguida da adesao, que corresponde a primeira etapa do
processo patogénico de colonizacdo (SARDI et al, 2012). Assim, a adesdo com posterior
formacéo de biofilme estéo entre os fatores de viruléncia, pois enquanto a adesao permite
a infeccdo, o biofilme contribuiu para crescimento fingico e protecdo da coldnia,
aumentado a persisténcia da infeccdo (ROSCETTO et al., 2012; SANTOS et al., 2018).

Tratamentos variados sdo utilizados para infeccdo por Candida spp, no
entanto, tem sido crescente o ndmero de casos com resisténcia aos medicamentos
disponiveis, tanto para as Candida albicans como para Candida glabrata, fungo
patogénico emergente com resisténcia ao Fluconazol (COLOMBRO et al., 2013). Assim,
a busca de novas drogas é sempre desejada e as plantas, surgem como importante alvo na
bioprospeccéo de novos compostos, a serem utilizados em conjunto, ou isoladamente,
com os antifungicos ja disponiveis no mercado (BALUNAS; KINGHORN, 2005;
BRANDAO et al, 2010).

Vismia guianensis, familia Clusiaceae, € uma planta popularmente utilizada
para tratar feridas, ulceragdes, afeccdes de pele, dermatomicoses e herpes, principalmente
na regido amazénica, onde a atividade antimicrobiana é popularmente associada ao latex
alaranjado que exsuda da quebra dos galhos (CAMELO et al., 2011). Essa planta de uso
medicinal apresenta em suas folhas compostos fendlicos como as antraquinonas,
flavonoides, xantonas e benzofenonas, sendo as antraquinonas 0S compostos mais
frequentes (GUERRA, 1997; POLITI et al., 2004; BARBOSA et al., 2011; TALA et al.,
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2013). Apresenta, também, alguns outros constituintes farmacologicamente ativos, tais
como vismiona D e a ferruginina, que possuem atividade imunossupressora (GUERRA,
1997), antioxidantes, antibacterianas e antifingicas (ALVAREZ et al., 2008; OLIVEIRA,
2009; SOUZA, 2014).

E assim, algumas estratégias sdo utilizadas para demonstrar a atividade
farmacologica, bem como o possivel mecanismo que possa apresentar interesse
farmacoldgico e clinico, quer seja in vitro, in vivo ou in silico dos constituintes quimicos
identificados na composicdo dos extratos obtidos.

O estudo in silico é uma das técnicas utilizadas para caracterizar um provavel
mecanismo de atividade que ndo seja com animais, por meio da bioinformatica, como,
por exemplo, a docagem molecular ou docking molecular. O docking ou ancoramento
molecular estd entre as técnicas computacionais disponiveis para o planejamento de
farmacos. Esta técnica permite estabelecer as caracteristicas de interacdo entre um ligante
(micromolécula) e um alvo bioldgico (biomacromolécula). Deste modo, a técnica pode
ser usada no entendimento do metabolismo de farmacos, incluindo as intera¢des do tipo
ligante-proteina. Permite, também, investigar as estruturas quimicas e as possiveis
orientacGes que determinada molécula pode assumir, no interior do sitio ligante de um
biorreceptor, ou na ligacao entre duas macromoléculas, por exemplo, proteina-proteina
ou proteina-DNA (DE OLIVEIRA-SANTOS et al., 2018; SILVA, 2017).

Considerando a utilizagdo popular de V. guianensis para tratar infec¢fes
fangicas, bem como seus efeitos bioldgicos descritos, avaliou-se a atividade anti-Candida
e a natureza da atividade antifingica, se fungicida ou fungistatica, bem como os efeitos
sobre a adesdo e sobre os biofilmes jovens e maduros, na perspectiva de contribuir com
dados que possam direcionar a busca de compostos por meio da caracterizacdo quimica

e identificacdo desses constituintes para posterior estudo da docagem molecular.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e identificacdo de Vismia guianensis

A coleta das folhas ocorreu no més outubro de 2018, pela manhd, em S&o Luis,
MA — Brasil (2°28°47.1”S 44°13°17.4”W). Em seguida, as folhas foram limpas e secas,
ao abrigo da luz solar, sob ventilacdo natural, a temperatura ambiente (£24°C), durante 7
dias. O material vegetal encontra-se devidamente identificado e depositado sob n° 11.078

no Herbéario do Maranhdo (MAR) na Universidade Federal do Maranhéo e sob o registro
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Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen), conforme previsto em Lei n. 13.123/15, sob o cadastro n. AFE7A08.

2.2 Caracterizagdo da Matéria-Prima Vegetal
2.2.1 Granulometria do pé das folhas

As folhas secas foram trituradas em moinho elétrico (Tenal TE 340) e 0 po
obtido foi utilizado para determinar a granulometria, o teor de cinzas do material e
preparacdo do extrato. Para a caracterizacdo do material vegetal, a granulometria, foram
colocadas duas amostras de 100g da droga vegetal em um tamisador (PRODUTEST,
4228) com tamises n° 16, 20, 40, 60, 80 e 120 e aberturas de 1190, 850, 425, 250,180 e
125um, respectivamente, conforme determinacdo da ABNT, por 20 minutos, com
reostato ajustado para intensidade 7. As amostras foram retiradas e pesadas para
verificacdo em quais malhas ficou retido maior percentual do pé (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

2.2.2 Teor de cinzas e rendimento do pé das folhas

A quantificagdo das cinzas totais foi avaliada conforme procedimento descrito
na Farmacopeia Brasileira (2010). Amostras po de folhas de Vismia guianensis (3g), em
duplicata, foram dispostas em cadinhos, estabilizadas por 30 minutos, em dessecador e
levadas separadamente para forno mufla (Magnus LTDA®), a temperatura inicial de
200°C, sendo acrescida a cada duas horas, em 200°C, até atingir a temperatura de 600°C.
Em seguida, as amostras foram retiradas e transferidas para o dessecador, até atingir a

temperatura ambiente, quando foram pesadas para calculo do volume de cinzas.

2.2 Obtencao do extrato hidroalcodlico e rendimento de V. guianensis (EHVG)

O extrato hidroalco6olico foi obtido por maceracgéo por sete dias, sob o abrigo da
luz. Preparou-se o extrato hidroalcéolico com diferentes hidromodulos para verificar
melhor perfil de obtencdo dos metabolitos. Foram utilizados os seguintes hidromddulos,
1:5; 1:10; 1:15 e 1:20. Apdés uma semana de maceragdo, 0 material rotaevaporado e
liofilizado mantido sobre refrigeracéo para posterior avaliagéo.

Para calcular o residuo seco e o percentual de rendimento de cada hidromédulo
amostras de 1 mL do extrato foram colocadas em placas de Petri e incubadas a 37°C, até
secagem completa. Amostras individuais foram testadas em triplicata (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).
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2.4 Caracterizacao quimica do EHVG
2.4.1 Analise do EHVG por HPLC-UV-Visivel

Para essa analise foi utilizado o sistema de HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) (Shimadzu Corp., Japao), com detector UV-VIS (Ultravioleta-Visivel)
(SPA-10A) e coluna 150 pm x 4,6 pum (Luna 5um C18 100 A), conforme descrito por
Santos et al., (2018).

Foram utilizados como solventes de eluicdo o acido acético (2% em agua) e
metanol. As amostras (20 pL) foram eluidas de acordo em gradientes que variaram de 5%
a 60 % em metanol, durante 60 min. A taxa de fluxo foi de 1 mL/min, a temperatura
ambiente. Os dados foram coletados e processados usando o software LC Solution
(Shimadzu Corp., Japdo) (MEDEIROS et al.2019).

2.4.2 Andlise do EHVG por FIA-ESI-IT-MS"

Para a analise de infusdo direta em fluxo de (FIA-ESI-IT-MS") 10 mg do
EHVG foram dissolvidos em 1mL de MeOH: H>O (1:1, v/v). Apds imersdo em banho
ultrassonico, por 5 minutos, o extrato foi filtrado (0,22um) e aliquotas de 20uL, na
concentracdo de 5ppm, foram diretamente injetadas no sistema FIA-ESI-IT-MS".

A analise de varredura completa foi registrada na faixa de 100-1000 m/z.
Fragmentacdes de multiplos estagios (ESI-MS") foram obtidos usando o método de
dissociacdo induzida por colisdo contra o hélio (CID), para ativacdo de ions. A
identificacdo dos diferentes compostos do EHVG foi feita a partir da comparagao entre
o0s espectros no ultravioleta (UV), as fragmentacdes caracteristicas e os dados da literatura
(DE OLIVEIRA-SANTOS et al, 2018).

2.5 Avaliagéo da atividade anti-Candida in vitro
2.5.1 Isolamento dos microrganismos

Foram utilizadas trés amostras padrdo de Candida albicans (ATCC 90028;
ATCC 14053; ATCC SC5314), uma néo-albicans (Candida glabrata - ATCC 2001).
Foram também utilizadas oito amostras de Candida albicans obtidas a partir de isolados
clinicos, identificados por PCR multiplex, provenientes da colecdo do Laboratorio de
Pesquisa em Microbiologia Aplicada da Universidade CEUMA, Séao Luis, MA, Brasil,

conforme aprovacgdo do comité de ética (Parecer n°.813.402/2014). (Tabela 1)
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Tabela 1. Detalhamento das linhagens e isolados testados.

Identificacdo Espécie Tipo de amostra
ATCC 20012 C. glabrata Padréao
ATCC 90028 C. albicans Padréo
ATCC 14053 C. albicans Padréo

SC 5314 C. albicans Padréo
Al(vaginal) C. albicans amostra clinica
A2 (vaginal) C. albicans amostra clinica
A3 (vaginal) C. albicans amostra clinica
A4 (vaginal) C. albicans amostra clinica
A5 (vaginal) C. albicans amostra clinica
A6 (vaginal) C. albicans amostra clinica

AT (oral) C. albicans amostra clinica

A8 (oral) C. albicans amostra clinica

a: ATCC® (American Type Culture Collection)

2.5.2 Preparo do in6culo

As diferentes linhagens foram ativadas em meio Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) com Cloranfenicol, sendo semeadas e incubadas por 24h, a 35°C. As colonias
foram suspensas em 5mL de solucdo salina estéril [(0,145 mol L; 8,5 g Lt NaCl
(0,85%)] e a suspensdo resultante foi homogeneizada, em agitador do tipo Vortex®,
durante 15 segundos. A densidade celular foi ajustada por meio da espectrofotometria,
em comprimento de onda de 530nm, acrescentando-se solucao salina suficiente para obter
a transmitancia equivalente da solugcdo-padrdo, correspondente a 0,5 da escala de
McFarland.

2.5.3 Determinacao da concentracao inibitoria minima (CIM)

A padronizacdo dos testes de susceptibilidade antifungica (TSA) seguiu
normas previamente estabelecidas (CLSI, 2012/M27-S4). O teste foi realizado em placas
de microtitulagdo estéreis de 96 pocos. Foram adicionados aos po¢os: as suspensdes de
Candida citadas na tabela 1 (1x10% CFU/mL), 100 pL do meio de cultura RPMI-1640
(com glutamina, vermelho de fenol e sem bicarbonato e com indicador), tamponado em
MOPS [&cido 3- (N-morfolino) propanosulfénico. Em seguida, foram adicionados a
primeira coluna 100 pL das diluigbes seriadas do EHVG (50 a 0,095mg/mL). Foram
utilizados como controle positivo Anfotericina B em diluicédo seriada (16 a 0,0313-pg/mL
- ANFO B) e Fluconazol (256 a 0,125-pug/mL - FLU) (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil).
Para controle de crescimento utilizou-se somente 0 meio RPMI. As placas foram

incubadas a 37°C, por 24 horas. O resultado foi analisado visualmente e considerado
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como CIM a menor concentracdo onde ndo foi detectado crescimento. O teste foi

realizado em triplicata em dois experimentos diferentes.

2.5.5 Determinacdo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

A CFM foi determinada a partir dos resultados obtidos na determinacao da
CIM. Uma aliquota, de 10uL dos pogos correspondentes até 4x o valor da CIM, foi
semeado em placa contendo ASD com Cloranfenicol. As placas foram incubadas a 37°C,
por 24h-48 horas e ao final considerou-se como CFM a menor concentragdo do EHVG e
dos antifungicos sem crescimento flngico. Todos os testes foram realizados em triplicata.
A razdo CFM/CIM foi calculada para determinar a atividade fungistatica (CFM/CIM >
4) ou fungicida (CFM/CIM < 4) (SIDICQUI et al, 2013).

2.5.6 Avaliacdo da Cinética de crescimento por determinacdo das unidades
formadoras de col6nia (UFC)

Foram selecionadas duas linhagens padrdo para avaliagdo dos efeitos do
EHVG na cinética de crescimento, sendo uma Candida glabrata (ATCC 2001) e outra
Candida albicans (SC 5314). O ensaio foi realizado segundo Seleem et al., (2016), com
adaptacbes. O inoculo fungico foi diluido em meio RPMI-1640, para se obter a
concentragéo final de 5x10® CFU/mL. Esses indculos foram entéo adicionados aos pogos
de uma placa (96 pocos) e tratados com diluigdes do EHVG correspondentes aos valores
da 1xCIM e 2xCIM. A Anfotericina B e o Fluconazol foram utilizados como controle
positivo e pogos com indculo e meio RPMI-1640, foram considerados como controle
negativo. As placas foram incubadas a 37° por 24 horas, para contagem do numero de
unidades formadoras de coldnias (UFC). A cinética de crescimento foi avaliada em
diferentes periodos de incubacéo: 0; 3; 6; 12; 24; 36 e 48 horas. Foi realizada a diluicdo
seriada para cada amostra (10 a 10#), e transferidos 10uL para placas de Petri contendo
ASD com Cloranfenicol. Ap6s contagem das coldnias foi aplicada a seguinte formula:

UFC/mL = n° de col6nias contadas x 10" /g, onde n corresponde ao valor
absoluto da diluicdo escolhida e g ao volume semeado (mL) nas placas para cada diluicdo
(ZAGO et al, 2015). Experimento realizado em triplicata em dois experimentos

diferentes.
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2.5.7 Avaliacéo do efeito do EHVG na adeséo de Candida spp.

Inoculos de Candida das amostras foram ativadas (vide item 2.5.2) e em
sequéncia lavados com PBS estéril (3mL) e centrifugados 2060 x g, durante 5 minutos,
por duas vezes. Apos a ultima lavagem os indculos foram resuspendidos em PBS estéril
(5mL) e as amostras foram avaliadas em espectrofotdmetro a 530nm, para ajusta-los a
concentragéo de 1 x 10” CFU/mL (OLIVEIRA et al., 2017; GULATI et al., 2017).

Para a determinar a adesdo foi adicionado aos in6culos 100uL de PBS estéril
e 100pL de EHVG, nas concentragcOes correspondentes a 1xCIM e % CIM, para cada
linhagem de Candida testada (ATCC2001; ATCC90028 e SC5314). As amostras foram
diluidas seriadamente e incubadas a 37°C, por 90 min. Em seguida, foram descartados os
sobrenadantes e as placas foram lavadas duas vezes com PBS estéril. Na ultima lavagem
todo o PBS foi descartado e as células foram resuspensas em 100pL PBS estéril.

A técnica de microgotas foi utilizada para semear as diluicGes entre 102 a 10°
“em placas ASD com Cloranfenicol, as quais foram incubadas a 37°C, por 24 horas. Apds
contagem das coldnias foi aplicada a seguinte formula:

UFC/mL = n° de colbnias contadas x 10"/q

onde n = valor absoluto da dilui¢do escolhida e g = volume (mL) semeado de
cada diluicdo nas placas (ZAGO et al, 2015). O ensaio foi realizado em triplicata em dois

experimentos diferentes.

2.5.8 Avaliagéo do efeito do EHVG sobre a formacéo de biofilme

Os experimentos foram realizados conforme Senevirante et al (2016) com
adaptacOes. Para avaliacdo da interferéncia do extrato na formacdo do biofilme, foram
utilizadas as concentragdes sub-inibitérias do EHVG (200uL), correspondentes aos
valores de ¥4 CIM e % CIM (ATCC2001; ATCC90028 e SC5314). As placas foram
incubadas a 37°C, por 24 horas. Ap0s esse periodo o sobrenadante foi retirado e as placas
foram lavadas 2x com PBS estéril. A determinacdo do efeito do EHVG foi realizada a
partir da contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC), atividade metabdlica por
MTT (GULATI et al, 2017) e biomassa por cristal violeta (ZAGO et al., 2015).

Para quantificar o nimero de UFC utilizou-se a técnica de microgotas para
semear as diluicdes entre 102 a 10 em placas ASD com Cloranfenicol, as quais foram
incubadas a 37°C, por 24-48 horas. Apds contagem das colonias foi aplicada a formula
descrita por Zago et al., (2015) (vide item 2.5.6).
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Para analise do efeito do extrato no biofilme formado maduro seguiu-se o
mesmo procedimento adotado para o biofilme jovem, sendo que as microplacas foram
incubadas por 48 horas, a 37°C, com uma troca do meio de cultura depois de 24 horas. O
sobrenadante foi aspirado e o biofilme lavado 2x com PBS estéril. Utilizou-se
concentracbes EHVG (200uL), correspondentes aos valores de 2xCIM e 4xCIM. As
placas foram incubadas a 37°C, por mais 24 horas, apés a adi¢cdo do extrato. Ao final as
amostras foram lavadas 2x com PBS estéril, antes da contagem de unidades formadores
de colbnias e determinacdo da atividade metabolica e avaliacdo do biofilme pela
coloragéo com cristal violeta (SENEVIRATNE et al, 2016). Os efeitos do EHVG sobre
0 biofilme foram também avaliados apds incubagcdo com MTT.

Para quantificar o n® de UFC, utilizou-se também a técnica de microgotas para
semear as diluicGes entre 102 a 10 em placas ASD com Cloranfenicol, as quais foram
incubadas a 37°C, por 24-48 horas (ZAGO et al, 2015).

Em todos os experimentos, biofilmes sem extratos foram utilizados como
controle negativo e biofilmes tratados com Anfotericina B (ANFO B) ou Fluconazol

(FLU) foram utilizados como controle positivo.

2.6 Ensaio de viabilidade e citotoxicidade do EHVG
Foram realizados trés testes distintos para avaliar a viabilidade e

citotoxicidade: MTT, atividade hemolitica e o teste com vermelho neutro.

2.6.1 Citotoxicidade por MTT

Foi avaliada a citotoxicidade dos extratos sobre macrofagos murinos (RAW
264.7) (APABCAM, Rio de Janeiro, Brasil). As células foram incubadas por 1 hora, a
37°C e presenca de CO2 (5%), em meio de RPMI, adicionado de soro fetal bovino [10%
(Invitrogen, Nova York, EUA)] e de penicilina/estreptomicina [1% (Gibco, Grand Island,
EUA)]. Apos a sub-confluéncia, as células foram desprendidas com auxilio do cell
scraper (TPP) e centrifugadas a 2000 rpm, por 5 min. O sobrenadante foi descartado e as
células foram novamente ressuspensas em meio RPMI-1640 e distribuidas em placas de
microtitulacdo (100 pL/1x10%pogo) e incubadas novamente por 4 horas, na presenca de
CO», para que aderissem. Em seguida foram adicionadas concentragdes crescentes do
EHVG (0,5 a 50mg/mL) e incubadas a 37°C, em presenca de 5% CO,, durante 24h. Para
controle de crescimento as células foram incubadas na presenga do meio RPMI-1640 sem

0 extrato.
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Ao final do periodo de incubacdo o sobrenadante foi retirado e as células
aderidas foram avaliadas adicionando-se aos pogos 10uL da solugao de MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5- brometo de difenilltetrazol (5 mg/mL; Sigma, USA)]. As placas
foram incubadas a 37°C, por 4h, ao abrigo da luz. Para leitura retirou-se o sobrenadante
e adicionou-se em cada 100 puL de Sodio Dodecil Sulfato (SDS), para a extragdo do
formazan. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 570 nm, apds 24h de

incubacéo.

2.6.2 Determinacdo da atividade hemolitica do EHVG

O sangue de carneiro desfibrinado (EB FARMA, Rio de Janeiro, BR) foi
utilizado no estudo. Os eritrdcitos foram isolados por centrifugacdo a 290 x g, por 10
minutos, a 4°C. Apds a remocdo do plasma, os eritrécitos foram lavados trés vezes com
PBS (pH 7,4) e ressuspensos a 2% (v/v). Para avaliar a atividade hemolitica 100 uL da
solucdo eritrocitaria foram adicionados a microplacas de 96 pocos de fundo chato (Kasvi,
Italia) e adicionados de diluicdo seriada do EHVG variando de 0,05 a 50 mg/mL. O Triton
X-100 (Sigma-Aldrich) foi utilizado a 1% como controle da hemolise total e PBS estéril
foi usado como controle negativo.

Apds incubacdo por 60 minutos a temperatura ambiente, as células foram
centrifugadas a 300 x g, por 10 minutos, e o sobrenadante foi utilizado para medir a
absorbancia a 540 nm (SILVA, et al., 2016).

A atividade hemolitica relativa foi expressa em relacdo aos valores obtidos
com Triton X-100, usando a seguinte férmula:

Atividade hemolitica relativa (%) = [(As-Ab).100] / (Ac-Ab), onde (Ab) é
absorbancia de controle negativo, (As) absorbéncia na presenca do extrato e (Ac)
absorbancia na presenca de Triton X-100. Os ensaios foram realizados em quadruplicata

em trés experimentos diferentes.

2.6.3 Viabilidade celular por Vermelho Neutro

Para o teste por vermelho neutro analisou a incorporacdo do corante aos
lisossomos de células viaveis. Para este fim, o Vermelho Neutro (Vetec/Sigma Aldrich,
SP, Brasil) foi preparado em PBS estéril (20 pg/mL) e 100 pL/poco desta solucdo foi
colocada nos pocos onde ja tinham sido adicionados células RAW 264.7, (100 uL/1 x
10°), tratadas com diferentes concentraces de EHVG a partir de 50mg/mL a 0,5mg/mL.
Apb6s 2 h de incubacdo, sob o abrigo da luz, as placas foram centrifugadas e o
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sobrenadante foi removido. Em seguida foi adicionado aos po¢os alcool etilico P.A. (100
uL). A placa foi agitada em mesa orbital (Solab), por 15 min. Em seguida, a absorbancia
foi determinada a 570nm. Os valores obtidos foram convertidos em percentual de
viabilidade celular (OLIVEIRA et al., 2017).

2.7 Anadlise in silico
2.7.1 Ligantes e preparac0es de alvo

Os compostos, Vismiona D, Antraquinona F, Kaempferol e Catequina,
identificados por HPLC-UV/Vis e FIA-ESI-IT-MS no extrato bruto das folhas de V.
guianensis, foram estruturalmente esquematizados em trés dimensbes (3D) com o
GaussView 5.0.8 (DENNINGTON et al., 2009). As propriedades geométricas e
vibracionais foram calculadas, no vacuo, considerando o método relativo a Teoria
Funcional da Densidade (DFT), usando a funcéo hibrida B3LYP, combinada com o
conjunto de bases 6-31 ++ G (d, p) com o Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009). A estrutura
tridimensional da 14-alfa-demetilase da levedura Candida albicans (CaCYP51) foi
obtida do Protein Data Bank (PDB) (# 5FSA), resolvido por cristalografia de raios X,
com resolucio de 2,86 A.

2.7.2 Ancoragem molecular (Docking molecular)

As estruturas de CaCPY51 e dos ligantes foram preparadas para os calculos
de docking molecular (DM) usando o modulo AutoDock Tools (ADT), versdo 1.5.6. A
estrutura do CaCYP51 foi considerada rigida, enquanto cada ligante foi considerado
flexivel. As cargas parciais de Gasteiger foram calculadas apds a adicdo de todos os
hidrogénios. Em seguida, os hidrogénios apolares da CYP e dos ligantes foram
subsequentemente fundidos. Uma caixa clbica com 120x120x120 pontos espacamentos
de 0,35A foi gerada em toda porcdo que compreende o sitio ativo da macromolécula.

A caixa de grade foi centrada no grupo HEME da enzima CaCPY51. Para o
DM foi feita a busca global usando Algoritmos Geneéticos Lamarckianos (AGL) e busca
local (LS) usando pseudo-Solis e Wets. Cada ligante foi submetido a 100 execucOes
independentes de simula¢des de acoplamento e o restante dos parametros de encaixe
foram definidos como valores padrdo. As coordenadas iniciais das interacdes da enzima
CaCYP51 e dos compostos presentes no EHVG foram escolhidas, utilizando o critério de

menor conformacdo de encaixe do cluster e menor energia combinada com a inspecao
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visual (RAMOS et al., 2012; SILVA et al., 2016). A ancoragem molecular foi realizada
usando o AutoDock 4.2 (MORRIS et al., 2009).

2.8 Andlise dos dados

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (SD). O
tratamento estatistico foi por analise de variancia (One-way ANOVA), seguido de pos-
teste Teste Dunn’s para Multiplas comparagdes e teste T de Student para comparagdes
entre dois grupos. Todas as analises foram feitas com o auxilio do software GraphPad
Prisma, versdo 7.0. O nivel de significAncia adotado para rejeicdo da hipdtese de nulidade
foi de 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS
3.1 Granulometria e teor de cinzas do material vegetal

A Figura 1 mostra que de acordo com a granulometria o pé das folhas de V.
guianensis pode ser classificado como pé semi-fino, pois grande parte do material ficou
retido na malha M60 (34,09%), seguida da malha M80 (20,73%).

407
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Figural. Percentual do p6 das folhas secas de Vismia guianensis, apds a moagem e tamisacao,
utilizando diferentes tipos de malhas.

Em relacdo ao teor de cinzas o percentual de matéria organica obtido do po
das folhas de V. guianensis foi de 97% e o rendimento dos hidromddulos foram

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. VValores de rendimento dos diferentes hidromddulos do extrato hidroalcoélico
das folhas de Vismia guianensis.

Hidromodulo Residuo seco (X£SD) Residuo total Rendimento extrativo (%o)

1:5 21 +0.0018 210 0,5
1:10 13 +£0.0004 258 13
1:15 8 +0.0006 119 6
1:20 7 £0.0017 15 8

X - média; SD — desvio padrio; valores do residuo seco e total (mg).

3.2 Analise quimica dos extratos por HPLC-UV/Vis e FIA-ESI-IT-MS" do EHVG
A figura 2 apresenta o resultado do perfil cromatografico dos hidromddulos,

sendo 0 1:10, selecionado para o estudo, por apresentar quantificacéo relativa, em area de

pico, o melhor perfil de extracdo com os percentuais de rendimento dos compostos

sinalizados na figura.
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Figura 2. Cromatogramas dos hidromddulos do extrato hidroalcodlico das folhas de Vismia
guianensis por HPLC com detec¢do no ultravioleta (HPLC-UV/Vis), com picos e areas definidos.

A Figura 3 mostra o espectro do full scan, do extrato hidroalcoodlico de V.

guianensis, do hidromodulo 1:10 para a identificacdo dos compostos quimicos. Foi

possivel identificar 14 compostos, apresentados na Tabela 3, tendo a presenca dos

marcadores majoritarios desses metabolitos, antraquinonas, flavonoides e a vismiona D.
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Figura 3. Espectro de primeira ordem para a analise por injecdo direta em fluxo (FIA-ESI-IT-
MS") obtidos em modo negativo para o EHVG. (A) fragmentos dos constituintes quimicos

identificados.

Tabela 3. Identificacdo dos compostos de Vismia guianensis por MS".

Numero [M'H]T MS"ions Composto proposto
1 191 173,111,85 Acido quinico
2 431 269 Isovitexina
3 447 429, 357 Isoorientina
4 289 Catequina
5 447 429, 301, 269, 229 Orientina
6 431 285,163 Kaempferol-o-ramnosideo
7 731 285,255 Kaempferol galactodideo-ramnosideo
8 1153 1001, 983, 789 Tetramero de Catequina
9 463 301, 283, 273, 229, 179, 121 Quercitina glicosideo
10 577 425, 407, 285, 257, 213 Dimero de Catequina
11 Trimero de procianidina digalatoe tipo
1167 1015, 863, 711
A
12 409 273,255 Vismiona D
13 283 269, 239 Antraquinona F
14 285 Kaempferol
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A Figura 4 demonstra as estruturas das substancias identificadas no extrato
das folhas de V. guianensis, conforme espectro da Figura 3 e tabela 2. Importante notar

as estruturas da Vismiona D, da Antraquinona F e do Kaempferol, marcadores do género
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Figura 4. Estruturas quimicas de compostos identificados de Vismia guianensis.

3.3 O EHVG apresentou baixa toxicidade para macrdfagos e eritrdcitos

O EHVG apresentou baixa toxicidade tanto para eritrécitos (Figura 5A) como
para leucdcitos (Figura 5B), sobretudo nas concentracdes entre 10 e 0,5 mg/mL, as quais
apresentaram valores de citoxicidade menores do 10%. O EHVG néo afetou a viabilidade

celular que foi superior a 80% nas concentra¢des menores do que 10mg/mL (Figura 5C).
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Figura 5. Atividade citotoxica das diferentes concentragdes do extrato das folhas de Vismia
guianensis (EHVG) avaliado por hemdlise de eritrdcitos (A), sobre células RAW264.7, por MTT
(B) e com vermelho neutro (C). Meio e DMSO foram utilizados como controle negativo e Triton
X como controle positivo. Os dados representam X+SD de amostras individuais testadas e
quadruplicata. (*) p<0,05 em relacdo ao controle positivo e (#) p<0,05 em relacdo ao controle
negativo.

3.4 Acdo anti-Candida do EHVG considerando diferentes linhagens

Todas as linhagens de Candida testadas foram sensiveis a acdo do EHVG,
como mostram os valores de CIM e CFM na tabela 4, inclusive as linhagens Candida
albicans SC5314 e Candida glabrata (ATCC 2001), além dos isolados clinicos.
Importante também mencionar que 0 EHVG apresentou atividade fungicida para todas as
amostras, sendo o menor valor de CIM para as amostras ATCC 2001 — C. glabrata.
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ATCC 90028 — C. albicans entre as amostras padrdo e para 4 entre dos sete isolados
clinicos (A2; A4; A5 e Ab).

Tabela 4. Determinacdo da Concentracdo inibitéria minima (CIM), Concentracdo fungicida
minima (CFM) e a atividade fungicida ou fungistatica do extrato das folhas de Vismia guianensis
sobre linhagens de Candida spp.

Vismia guianensis (Aubl.) Chosy Antiflingicos
Linhagens CIM CFM Atividade ~ ANFOB®  FLU®
(mg/mL) (mg/mL) CFM/CIM

ATCC 20012 - C. glabrata 3,125 6,25 2 0,25 16
ATCC 90028 — C. albicans 3,125 3,125 1 1 8
ATCC 14053 — C. albicans 6,25 6,25 1 0,5 8
SC 5314 - C. albicans 6,25 6,25 1 0,5 16
Al C. albicans (vaginal) 6,25 12,5 2 1

A2 C. albicans (vaginal) 3,125 3,125 1 0,5 8
A3 C. albicans (vaginal) 6,25 6,25 1 0,25 4
A4 C. albicans (vaginal) 3,125 6,25 2 0,5 16
A5 C. albicans (vaginal) 3,125 3,125 1 0,5 16
A6 C. albicans (oral) 3,125 3,125 1 0,5 16
AT C. albicans (oral) 6,25 6,25 1 1 16

(a) Valores expressos em mg/mL; (b) Concentracdo da Anfotericina B — 0,03 a 16ug/mL; (c) Concentracédo
de Fluconazol - 0,125-256ug/mL.

A CIM, além de mostrar as concentracdes efetivas do EHVG diante de
diferentes linhagens, serviu, também como parametro para a selecéo dessas linhagens nos
ensaios a seguir, quando foram selecionadas, inicialmente, apenas duas linhagens, uma
C. albicans (SC 5314) e ndo-albicans (Candida glabrata ATCC 2001), ambas de interesse

clinico.

3.4.1 O tratamento com EHVG inibe o crescimento de Candida spp.

A Figura 6 mostra que o EHVG apresentou atividade fungicida tanto na
concentracdo correspondente a 2x os valores de CIM (12,5mg/mL) como na 1xCIM
(6,25mg/mL), para linhagem SC 5314, apds 36 e 48 horas, respectivamente (Figura 6A).
O mesmo ocorreu para a linhagem ATCC 2001, nas concentragdes 2xCIM (6,25mg/mL)
e 1xCIM (3,125mg/mL) apds 24 e 36 horas, respectivamente (Figura 6B). Observou-se
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que o EHVG apresentou melhor atividade em menor tempo, diante de Candida glabrata

(ATCC 2001).
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Figura 6. Efeito do EHVG sobre a curva de morte de Candida albicans SC5314(A) e Candida
glabrata ATCC 2001 (B), em concentragdes 1xCIM ou 2xCIM, comparado ao tratamento com

Anfotericina B CIM (0,5pg/mL) e 2x CIM (1pg/mL) (ANFO B)

3.4.2 O tratamento com EHVG inibiu a adesao de Candida spp
A partir desse ensaio, acrescentou-se outra espécie de Candida albicans

(ATCC 90028), além Candida albicans SC5314 e de Candida glabrata (ATCC 2001),

como mostra a Figura 7.

Na Figura 7A € possivel observar que o EHVG foi mais efetivo do que a
Anfotericina B em inibir adesdo de C. glabrata (ATCC 2001) e C. albicans (SC5314),

quando na menor concentragéo (1/2xCIM). Na maior concentracdo de EHVG (1xCIM)
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inibiu a adesdo das trés linhagens testadas, com efeito similar aos controles positivos,

independente da concentracao utilizada (Figuras 7B e 7C).
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Figura 7. Tratamento com EHVG na adesdo de C. glabrata ATCC2001 (A) e a C. albicans ATCC
90028 (B) e C. albicans SC5314 comparados com a Anfotericina B (ANFO B) e ao Fluconazol (FLU).
(*) p<0.05 e (**) p<0,01 em relagdo ao Controle nédo tratados (#) p<0.05 em relagdo a Anfotericina B.

3.4.3 O EHVG interferiu tanto no biofilme jovem como o maduro
A Figura 8 mostra que o tratamento com EHVG inibiu tanto os biofilmes

jovens, formados em até 48h (Figuras 8A; 8C; 8E), como 0s maduros com até 72h
(Figuras 8B; 8D; 8F), com efeito semelhante a Anfotericina B e o Fluconazol, em
comparagao aos controles nédo tratados. Para ATCC 90028, no biofilme jovem nédo houve
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diferenca, o que ndo aconteceu no biofilme maduro, onde o EHVG apresentou efeito

melhor que o Fluconazol.
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Figura 8. Efeito inibitério do EHVG na formac&o de biofilmes jovens (A; C; E) e maduros (B; D; F).
Os valores de UFC/mL foram estabelecidos em culturas de C. albicans. (ATCC90028 — A e B);
Candida glabrata (ATCC2001 — C e D), e C. albicans (SC5314 — E e F) apds 48h e 72h (UFC/mL).
Os efeitos do EHVG foram comparados aos da Anfotericina B (ANFO B), do Fluconazol (FLU) e aos
biofilmes néo tratados (Controle). (*) p<0.05 e (**) p<0,001 em relagdo ao controle e (#) p<0,05 em
relacdo ao Fluconazol ou Anfotericina B. (ns) resultados similares.

Por meio da utilizagdo do teste colorimétrico, MTT, a figura 9 mostra que o
tratamento com 0 EHVG, mesmo nas concentragfes sub-inibitorias (¥axCIM e ¥%2xCIM)

inibiu a formacéo de biofilme jovem e maduro, com eficicia semelhante ao Fluconazol,
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para a linhagem de Candida glabrata (ATCC 2001) e Candida albicans (ATCC 90028).

E se apresentou mais efetiva para Candida albicans (SC5314) com maior CIM.
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Figura 9. Percentual de inibicdo da formacdo de biofilme por MTT de Candida spp. (ATCC
90028 — A e B), (ATCC2001 — C e D) e (SC5314— E e F) apds 48h e 72h em amostras tratadas
com EHVG e comparadas as tratadas com Anfotericina B (ANFO), com Fluconazol (FLU) e com
as ndo tratadas (Controle) em mg/mL. (*) p<0.05 em relacdo ao Fluconazol e a Anfotericina B.

A Figura 10 mostra reducao da biomassa, realizada pela técnica colorimétrica
Cristal Violeta (CV) nos grupos tratados com EHVG, por 48 horas e 72 horas. A inibi¢éo
observada foi semelhante a das amostras tratadas no ensaio por MTT servindo como

confirmatdrio para os achados anteriores. Destaca-se que 0 EHVG apresentou percentual
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de reducdo da biomassa com eficacia semelhante ao Fluconazol, para a linhagem de
Candida albicans (ATCC90028) e Candida glabrata (ATCC2001) tanto para o biofilme
jovem como o maduro. E demonstra sua efetividade, também, frente a C. albicans
SC5314.
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Figura 10. Percentual de reducdo da formacéo de biomassa por Cristal Violeta (CV) de Candida
spp. (ATCC90028 — A e B), (ATCC2001 —C e D) (SC5314- E e F) apds 48h e 72h em amostras
tratadas com EHVG e comparadas as tratadas com Anfotericina B (ANFO), com Fluconazol
(FLU) e com as néo tratadas (Controle) em mg/mL. (*) p<0.05 e (**) p<0,01 em relacdo ao
controle (#) p<0,05 em comparacdo ao Fluconazol e a Anfotericina B.
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3.5 Os compostos presentes do EHVG, especialmente Vismiona D, apresentam
interacdo com CaCYP51 de Candida albicans.

Para a docagem molecular foram utilizados quatro dos compostos
identificados no extrato hidroalcéolico das folhas de V. guianensis: Antraquinona F,
Catequina, Kaempferol e Vismiona D.

Vismiona D foi o composto que apresentou os melhores parametros de
afinidade no docking molecular com a enzima CaCYP51, com 10,96 kcal/mol para
energia de ligagdo livre (AGbind) e 0,009 uM como constante de inibi¢do (Ki), em
comparagdo ao Posoconazol e ao Fluconazol. A Antraquinona F apresentou resultados
semelhantes ao Posoconazol e a catequina e o Kaempferol apresentaram resultados

semelhantes ao Fluconazol (Tabela 5).

Tabela 5. Energias de ligacdo livre e constante de inibicdo dos compostos do extrato
bruto de Vismia guianensis usando a estrutura de CaCYP51 de Candida albicans (PDBID
5FSA) como ligante no docking molecular.

Ligante AGbind (kcal/mol)* Ki (uM)**
Vismiona D -10.96 0.009
Antraquinona F  -7.92 1.56
Catequina -6.97 7.79
Kaempferol -6.70 12.35
Posaconazol -8.43 0.57
Fluconazol -6.89 11.61

Dessa forma, a figura 11 mostra a interacdo molecular entre a vismiona D,
presente no EHVG e que apresentou melhor interacdo, e a molécula CaCYP51 de
Candida albicans. A avaliagdo desse complexo (Vismiona D + CaCYP51), mostra que o
ligante produziu ligacGes de hidrogénio com os residuos de aminoécidos Tyr118, Ser378
e Met508 e contatos hidrofébicos com os residuos de aminoécidos Leul21, Phe228,
Pro230, Phe233, Gly303, 11e304, Gly307, Gly308, Thr311, Leu376, Phe380, Ser507,

incluindo também intera¢cdes com o grupo HEME.
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Figura 11. Representacdo esquematica das interacdes identificadas no docking molecular na
interacdo entre Vismiona D e a estrutura do CaCYP51. Figura obtida com o PoseView.

A figura 12 mostra a conformacdo espacial do acoplamento molecular que a
molécula de vismiona D apresentou quando inserida no sitio de CaCYP51 apresentando

varios pontos de ligacdo favorecendo assim sua possivel acdo sobre a enzima.

Figura 12. Conformacao espacial obtida apds o acoplamento molecular de Vismiona D (azul) e
Posaconazol (verde) com CaCYP51 (PDB: 5FSA), mostrando os varios sitios de ligacdo em
comum entre 0 composto e o antifungico. Imagem obtida com a quimera USCF.
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4. DISCUSSAO

A busca por compostos naturais que possam servir de fonte a novas moléculas
capazes de debelar e controlar a resisténcia de microrganismos aos medicamentos
tradicionais, tem resultado na busca constante por essas novas moléculas bioativas que
ndo sejam tdo toxicas. Nesse contexto, as plantas surgem, como a principal fonte desses
bioativos, e entre elas encontra-se V. guianensis, planta nativa do Brasil, encontrada em
diferentes regiGes, principalmente na regido norte e nordeste do pais.

No intuito de trabalhar de uma forma padronizada com a planta, obteve-se a
granulometria das folhas de V. guianensis considerado um material de pé semi-fino e o
teor de cinzas apresentou um percentual elevado de matéria organica. Esses dados, séo
relevantes na preparacdo dos extratos padronizados, pois permitem determinar as
dimensGes das particulas do agregado e de suas respectivas porcentagens de ocorréncia,
0 gque pode influenciar nas propriedades extrativas desse material.

Utilizou-se na preparacdo do extrato, diferentes hidromddulos, os quais
resultaram também em diferentes rendimentos e diferentes perfis cromatograficos, sendo
que o hidromodulo 1:10, apresentou melhor perfil cromatografico, pois apresentou picos
mais intensos, com maiores amplitudes e melhor definidos. Assim, avaliar diferentes
hidromodulos, torna-se, importante, para determinar o que tera melhor resolutividade na
elucidacdo dos principais compostos presentes no extrato, pois a concentracdo desses
compostos pode influenciar nas atividades avaliadas (TRABULSI-FILHO et al., 2013).

A andlise por injecdo direta em fluxo do extrato hidroalcoolico de Vismia
guianensis (EHVG), utilizando o hidromodulo 1:10, permitiu identificar a presenca de
compostos fendlicos, como antraquinonas, catequinas, epicatequinas, kaempeferol,
vismiona e flavonoides. Os compostos encontrados sdo 0s mesmos ja descritos
anteriormente em outros estudos utilizando as folhas de Vismia guianensis. (POLITI et
al., 2014; HUSSAIN et al., 2012; OLIVEIRA 2009; SEO et al., 2000).

Por conseguinte, na avaliacdo in vitro, encontrou-se como resultado para a
determinacdo da CIM e CFM do EHVG o efeito fungicida caracterizando o poder de
inibicdo de crescimento do fungo tanto para as linhagens padréo como para o0s isolados
clinicos de Candida albicans. Dados esses, que podem ser corroborados com estudo,
anteriormente, descrito por Rodrigues (2013) que apresentou resultados semelhantes
atividade antifingica frente a Candida albicans obtidos dos extratos secos das folhas de

Vismia guianensis.



99

Diferentemente, no estudo realizado por Da Silva et al (2020), foi necessario
CIM e CFM com concentragcdes superiores para inibir o crescimento das mesmas
linhagens padrdo ATCC2001 e ATCC90028, quando comparados aos achados para 0
EHVG.

A utilizacdo do EHVG foi importante tanto para linhagens padrdo como para
isolados clinicos. E por se tratar, também, de uma planta encontrada no cerrado, pode ser
uma alternativa para atividade anti-Candida, pois Correia (2016) ao avaliar atividade
antifungica de cinco plantas do cerrado brasileiro contra linhagens padrdo de ATCC de
Candida spp., dos oito extratos utilizados (4 aquoso e 4 etanoicos) nenhum apresentou
atividade antifangica contra Candida albicans e em relacdo aos isolados clinicos apenas
trés tipos de extratos aprestaram atividade antifingica o que torna Vismia guianensis uma
opcao efetiva como planta caracteristica, também, dessa regido.

Diante da atividade antifingica apresentada, os efeitos citotoxicos do EHVG
sobre leucdcitos e eritrécitos, bem como a viabilidade celular de leucdcitos expostos a
varias concentragdes do extrato resultou que o EHVG apresentou baixa toxicidade com
resultados muito semelhantes para todas as técnicas utilizadas, considerando que doses
menores ou iguais a 10mg/mL podem ser classificadas como de baixa toxicidade e a dose
de 50mg/mL, como sendo de toxicidade moderada. A citotoxicidade foi avaliada por
mais de uma técnica, pois segundo Oliveira et al., (2017) a coloracdo do extrato pode
interferir na avaliagdo da viabilidade celular por MTT. Além disso, a avaliacdo da
citotoxicidade sobre eritrdcitos visou avaliar se os efeitos antifungicos ndo estavam
relacionados a morte dessas células, considerando que sdo fontes do ferro necessario a
replicacdo e amadurecimento de C. albicans.

A captagdo de ferro, a partir das hemacias dos hospedeiros, € um dos
mecanismos de escape e de viruléncia, de muitas espécies do género Candida. Essa
captacdo ocorre a partir da producdo de hemolisina, enzima produzida, o que resulta na
destruicdo de hemacias do hospedeiro. Assim, a producdo da hemolisina, seguida da
aquisicdo de ferro, facilita a invasdo e o desenvolvimento da candidiase disseminada
(MANNS et al, 1994; SARDI et al., 2013; SENEVIRATNE et al., 2016).

Na etapa seguinte do estudo n vitro foram selecionadas duas linhagens padréo
sendo uma de C. albicans (SC5314) e uma de C.glabrata (ATCC 2001), para avaliacéo
dos efeitos do EHVG na cinética de crescimento. Essas linhagens foram escolhidas com
base na sensibilidade ao EHVG e por se tratar de uma linhagem de Candida albicans e
uma Candida nao albicans (Candida glabrata), ambas de interesse clinico, além de serem
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linhagens comumente utilizadas para avaliar a acdo anti-Candida de extratos vegetais e
outros produtos (REIS et al., 2016; BONI et al., 2016; SELEEM et al., 2016; COSTA et
al., 2017; BARBOSA et al., 2017).

O EHVG eliminou, em até 48 horas, a linhagem SC5314 e, em até 36 horas,
a linhagem ATCC 2001, com importante efeito de eliminacéo assim como realizado pela
Anfotericina B. O EHVG foi mais efetivo para C. glabrata, pois ocasionou reducéo
significativa logo nas primeiras 12 horas, apresentando acdo de forma mais efetiva
considerando que se trata de um extrato bruto e ndo de um isolado como Anfotericina B.

Para se ter um parametro da importancia desse processo, no estudo realizado
por Ahmad et al., (2010) foi preciso utilizar um valor 4x CIM dos compostos estudados
enquanto para o EHVG, além de apresentar melhor efetividade em relacdo ao menor
tempo de acdo, foram utilizados valores menores de CIM.

Por conseguinte, verificou-se que o EHVG, também, interferiu na adeséo das
trés linhagens ATCC utilizadas, sendo uma de Candida glabrata ATCC 2001 e duas de
Candida albicans (ATCC 90028 e SC5314). A adeséo, evento inicial da infec¢éo, seguida
da formacdo de biofilme estd entre os fatores de viruléncia, pois enquanto a adesdo
permite a infeccdo, o biofilme contribui para o crescimento fungico e protecao da colonia,
aumentado a persisténcia da infeccdo (ROSCETTO et al., 2012; SANTOS et al., 2018).

Nesse contexto, a formacao de biofilme e sua evolucao pode ser avaliada por
varias metodologias, sendo as mais frequentes a reacdo colorimétrica baseada na reducao
do sal MTT, ou pela coloragdo com cristal violeta (SILVA et al., 2016; OLIVEIRA et al.,
2017). Optou-se aqui por avaliar de trés formas, pela incorporacdo de MTT, pela
coloracdo com cristal violeta e por Unidades Formadoras de Col6nias. O EHVG
apresentou atividade semelhante nas trés metodologias, com importante acdo na inibicdo
sobre os biofilmes em formacgdo (jovem) ou os ja formados (maduros), com efeito
semelhante, principalmente ao Fluconazol.

Grande parte das infeccbes por Candida spp. estdo associadas com a
formacéo de biofilme na superficie de materiais médicos ou epitélio do hospedeiro. As
células sésseis que constituem o biofilme apresentam fendtipos drasticamente diferentes
das células planctonicas, tais como resisténcia aos agentes antimicrobianos e aos
mecanismos de defesa do hospedeiro que sao de importancia do ponto de vista clinico.
Dessa forma, o tratamento EHVG reduziu a formacdo do biofilme jovem, de forma
semelhante a Anfotericina B, para ATCC 90028 e ATCC 2001. E quando comparado ao
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Fluconazol, o EHVG apresentou melhor efeito nas doses sub-inibitérias do CIM,
inclusive para ATCC SC5314.

Em relagdo ao biofilme maduro, observou-se, ao utilizar o EHVG em
concentracdo correspondente a 2xCIM, o extrato apresentou acdo semelhante a
Anfotericina B e Fluconazol para ATCC 2001 e ATCC 90028. Para C.albicans (SC5314)
o EHVG néo apresentou diferenca em relacdo ao Fluconazol, apesar de também ter
reduzido a formacdo do biofilme maduro.

Os biofilmes, de um modo geral, atuam como barreiras protetoras, fazendo
com que as células fungicas figuem mais resistentes aos tratamentos. Como os biofilmes
provenientes das infecgbes por Candida s@o dificeis de tratar dependendo da fase do
biofilme, exigem concentracdes inibitorias maiores do que as usadas em células
planctdnicas. Além disso, hd uma variagdo de formac&o do biofilme entre as linhagens de
Candida frente aos diferentes antifingicos, 0 que podem aumentar a viruléncia
(ROSCETTO et al., 2018). Contudo, o EHVG, conseguiu interferir na evolugdo do
biofilme em formacéo, bem como no biofilme pré-formado, com eficacia semelhante e,
algumas vez melhor, que os dois agentes antifingicos utilizados, achados relevantes e de
interesse clinico, sobretudo se considerarmos a efetividade de baixas concentraces do
extrato, pois 0s tratamentos convencionais usam com doses cada vez maiores,
provocando efeitos toxicos e aumento da resisténcia aos antifungicos.

Na busca de entender um possivel mecanismo de acdo do EHVG em relacéo
a atividade anti-Candida spp. apresentada até aqui e com a identificacdo dos compostos
presentes no extrato, ao se realizar o docking molecular, possibilitou que os quatro
compostos identificados e selecionados do EHVG foram capazes de se ligarem ao alvo,
a enzima CaCYP51 de C. albicans. Foram testados Vismiona D, Antraquinona F;
Catequina e Kaempferol. Curiosamente, todas as substancias apresentaram interacao
favoravel com CaCYP51, embora o composto mais efetivo tenha sido Vismiona D,
sugerindo que mais de um composto pode estar associado a atividade anti-Candida do
EHVG o que pode originar um possivel fitocomplexo.

O docking molecular mostrou que a inibi¢cdo da CaCYP51 pelo constituinte
do EHVG foi bastante relevante, e de intensidade semelhante ao Posoconazol, droga da
classe dos azdis que esta entre os farmacos fungicidas mais amplamente utilizados. A
enzima CaCYP51 (citocromo P450 lanosterol 14a-demetilase) foi selecionada como alvo,
pois é importante para a sintese do ergosterol, a partir de lanosterol, o seu precursor,

sendo, portanto, vital para sobrevivéncia de Candida albicans (OLIVEIRA-SANTOS et
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al., 2018). Assim, sua inibicdo inviabiliza o crescimento flngico e resulta em controle da
infeccdo, efeito que pode indicar se este € 0 mecanismo de a¢cdo do EHVG.

Assim, esses dados do docking molecular mostraram que a Vismiona D foi o
composto que apresentou maior afinidade, sendo inclusive maior do que os dois
antifngicos utilizados como controle, o Posaconazol e o Fluconazol. E a energia livre
de ligacdo € um parametro utilizado o quanto espontaneo a interacdo da molécula e o alvo
pode ocorrer, sendo que a vismiona D foi o que apresentou valor mais negativo e
constante de inibicdo com menor valor resultando em melhor atividade. Energias livre de
ligacdo negativas indicam que essas interagdes sdo favoraveis para formacdo do
complexo ligante-receptor (GUIMARAES et al., 2014).

As interagcdes intermoleculares, tais como, pontes de hidrogénio com o0s
residuos de aminoacidos Tyr-118, Ser-378 e Met-508 e intera¢6es hidrofdbicas, além da
interacdo do grupo HEME, certificaram a capacidade de estabilizar o ligante na cavidade
de ligacdo para formar o complexo ligante-receptor, ou seja, comparado ao posaconazol,
que ¢ fungicida, a vismiona D fez interagdo com praticamente todos os aminoacidos que
0 posaconazol também faz, mas de forma mais espontanea e com maior potencial de
interacdo, além de apresentar estrutura mais linear conforme apresentado na conformacéo
espacial obtida. Valores abaixo de 2A indicaram que o protocolo de acoplamento
utilizado foi valido, ou seja, apresenta similaridade com a estrutura experimental
(GUIMARAES et al., 2014).

Quanto ao Fluconazol que apresentou parametros de afinidade semelhantes a
catequina e kaempeferol e menor que antraquinona F e vismiona D e ao proprio
Posaconazol, apesar de ser uma molécula de estrutura pequena, ndo apresentou dados
satisfatérios no presente estudo em relacdo a docagem molecular. Dados esses também
relatados por Gémez-Garcia et al, (2018), Oliveira (2018) e Hargrove et al, (2017). N&o
ha& estudos dessa atividade in silico envolvendo o EHVG ou mesmo qualquer outra
espécie do género Vismia, destacando a importancia dessa avaliagdo como possivel
mecanismo de acdo para atividade antiflngica.

Importa ressaltar que os fitocomplexos presentes no EHVG apresentam efeito
anti-Candida e, por isso, tem um grande potencial para serem utilizados no
desenvolvimento de novos antifingicos, com largo espectro de acdo, possivelmente até
mais amplo do que os medicamentos tradicionais. Esses fitocomplexos originarios do

metabolismo primario e/ou secundario das plantas, sdo responsaveis pelos efeitos
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bioldgicos das plantas utilizadas como medicinais e dos produtos dela derivados
(CORREIA, 2016).

Assim, os resultados do presente estudo sugerem que a atividade bioldgica de
V. guianensis contra C. albicans podem estar associadas a uma atividade que pode ser

utilizada na inibicdo da biossintese de ergosterol, mediada pela CaCYP5L1.

5. CONCLUSAO

O extrato hidroalcéolico (1:10) das folhas de Vismia guianensis apresentou
atividade anti-Candida inibindo o crescimento fungico, a adesdo e a evolugdo dos
biofilmes em formacéo ou pré-formado tanto para linhagens de Candida albicans como
para Candida glabrata. Esses efeitos ocorrem, possivelmente, devido a presenca de
compostos complexados, com especial participagdo de Vismiona D, os quais atuam na
inibicdo da CaCYP51, inviabilizando a evolugéo da infeccdo. Desta forma, conclui-se
que Vismia guianensis é uma espécie vegetal promissora na bioprospeccdo de novos

antifingicos com acao na enzima responsavel pela sintese do ergosterol.

AGRADECIMENTOS

A FAPEMA (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Maranhdo), ao CNPq (Conselho
Nacional de Desenvolvimento e Tecnologico), ao Laboratério de Imunofisiologia (LIF)
do Departamento de Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade CEUMA ao
Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da UFMA, Laboratorio
de Estudos Avancgados em Fitomedicamentos (LEAF) e Produtos Naturais e Universidade

Federal do Piaui (UFPI) — Departamento de Farmécia.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. ABRAO, F.Y, PONTES, N.P, SILVA, M.R.R,, LINO, J.R.R.S, SOUZA, P.H.H,
SOUZA, L.K.H. 2010. Atividade in vitro de Fluconazol e itraconazol em biofilme de
Candida albicans. Trabalho de concluséo de curso do Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica (IPTSP). 15p.

2. AHMAD, A., KHAN, A., MANZOOR, N., KHAN, L.A. 2010. Evolution of
ergosterol biosynthesis inhibitors as fungicidal against Candida. Microbial Pathogenesis,
48: 35-41.

3. ALVAREZ, E.R,, GIL, J.H.G., JIMENEZ, 0.J.G., POSADA, C.M.A., ROJANO,
B.A., GARCIA, C.M.P., DURANGO, D.L.R. 2008. Actividad antioxidante y contenido



104

fenolico de los extractos provenientes de las bayas de especies del género Vismia
(Guittiferae). Vitae Revista De La Facultad de Quimica Farmacéutica, 15 (1): 165-172.
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

4, BALUNAS, M.J., KINGHORN, A.D. 2005. Drug discovery from medicinal
plants. Life Science, 78: 431.

5. BARBOSA, J.P. 2018. Atividade anti-Candida de 6leos essenciais de espécies de
Eucalyptus. Dissertacdo apresentada a Faculdade de Odontologia de Piracicaba da
Universidade Estadual de Campinas: S&o Paulo, 73p.

6. BARBOSA, W.L.R., VASCONCELOS, F., VIEIRA, J.M.S., SILVA JUNIOR,
J.0.C. 2011. Phytochemical evaluation and antimicrobial activity of ethanolic extract of
Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, International Journal of Pharmaceutical Sciences and
Research (IJPSR), 2 (12): 3224-3229.

7. BEN-AMI R. 2018. Treatment of invasive candidiasis: a narrative review. Journal
of Fungi, 4:97.

8. BONI, G.C. 2016. Avaliacdo da atividade anti-Candida de compostos purificados
isolados de diferentes espécies de Mentha. Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual de Campinas: Sao Paulo, 66p.

9. BRANDAO, H.N., DAVID, JP., COUTO, R.D., NASCIMENTO, J.AP.,
DAVID, J.M. 2010. Quimica e farmacologia de quimioterapicos antineoplasicos
derivados de plantas. Quimica Nova, 33 (6):1359-1369

10. CAMELO, S.R.P.,,COSTA, R.S.,RIBEIRO-COSTA, R.M., BARBOSA, W.L.R.,
VASCONCELOS, F., VIEIRA, JM. DOS S., SILVA JUNIOR, J.O.C. 2011.
Phytochemical evaluation and antimicrobial activity of ethanolic extract of Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy. UPSR, 2 (12): 224-3229.

11.  CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI). 2012.
Method for broth diluition antifungical susceptibility testing of yeasts: approved M27-S4.
CLSI, Wayne, PA, USA.

12. CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CSLI). 2010.
Method for antifungical disk diffusion susceptibility testing of yeasts: approved guideline
M44-A2. CLSI, Wayne, PA, USA.

13.  COLOMBO, A.L., GARNICA, M., CAMARGO, L.F. A, CUNHA, C.A,
BANDEIRA, A.C., BORGHI, D., CAMPOS, T., SENNA, AL, DIDIER, M.E.V. ;
DIAS, V.C. ; NUCCI, M. 2013. Candida glabrata: an emerging pathogen in Brazilian
tertiary care hospitals. Medical Mycology January, 51, 38-44. doi:
10.3109/13693786.2012.698024.

14.  CORREIA, AF., Avaliacdo da atividade antifungica de extratos de plantas do
cerrado brasileiro sobre isolados clinicos de Candida spp. Tese de Doutorado em Ciéncias
da Saude - Brasilia, 2016. 95 p.

15.  COSTA, M.D.C.M.F.D., SILVA, A.G.D., SILVA, AP.S.D., LIMA, V.L.M,,
BEZERRA SILVA, P.C., ROCHA, S.K.L.D., NAVARRO, D.M.D.A.F., CORREIA,
M.T.D.S., NAPOLEAO, T.H., SILVA, M.V.D., PAIVA, P.M.G. 2017. Essential Oils
from Leaves of Medicinal Plants of Brazilian Flora: Chemical Composition and Activity
against Candida Species. Medicines (Basel), 3 (4).



105

16. DA SILVA, AF., DA ROCHA, C.Q., DA SILVA, L.C.N.,, CARVALHO
JUNIOR, A.R., MENDES, I.N.F.V., DE ARARUNA, A.B., MOTTA, E.P.,SILVA,R.S.,
CAMPOS, C.D.L., FARIAS, JR., OLIVEIRA, AD.S. SILVA, D.H.D.S,
NASCIMENTO, F.R.F., GUERRA, R.N.M., MONTEIRO, C.A., Antifungal and
Antivirulence Activities of Hydroalcoholic Extract and Fractions of Platonia insignis
Leaves against Vaginal Isolates of Candida Species. Pathogens 2020, 9, 84;
doi:10.3390/pathogens9020084

17. DENNINGTON, R., KEITH, T., AND MILLAM, J. (2009). GaussView. Version
5. Shawnee Mission, KS: Semichem Inc.

18. DE OLIVEIRA-SANTOS, G.C. Efeito de Terminalia catappa L. em leveduras de
Candida: avaliacdo in silico, in vitro e in vivo. Tese de doutorado em Biotecnologia da
Rede Nordeste de Bioteconologia (Renorbio), S&o Luis, Maranhéo, 2018.95p.

19.  FARMACOPEIA BRASILEIRA, volume 2 / Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria. Brasilia: Anvisa, 2010. 1. Substancias farmacéuticas quimicas, vegetais e
bioldgicas. 2. Medicamentos e correlatos. 3. Especificacdes e métodos de analise. | Titulo.
546p., 1v/il.

20.  FRISCH, M. J.; TRUCKS, G. W.; SCHLEGEL, H. B.; SCUSERIA, G. E.; ROBB,
M. A.; CHEESEMAN, J. R. ET AL. (2009). Gaussian 09, Revision, D.01. Wallingford,
CT: Gaussian, Inc.

21. GOMEZ-GARCIA 0., ANDRADE-PAVON D., CAMPOS-ALDRETE E.,
BALLINAS-INDILI R., MENDEZ-TENORIO A.VILLA-TANACA L., ALVAREZ-
TOLEDANO C. Synthesis, molecular docking, and antimycotic evaluation of some 3-
acyl imidazo[1,2-a]pyrimidines. Molecules. 2018, 23 (3): 1-17.

22. GUERRA, R.N.M. 1997. Atividade imunossupressora dos frutos de Vismia
reichardtiana (tese de Doutorado em Ciéncias — Imunologia). Universidade de Sdo Paulo.
120p.

23.  GUIMARAES, A.G.,SCOTTI, L., SCOTTI, M.T., MENDONCA, F.J.B., MELO,
N.S.R, ALVES, R.S., DE LUCCA, W., BEZERRA, D.P., GELAIN, D.P., QUINTANS,
L.J. Evidence for the Involvement of Descending Pain-81 Inhibitory Mechanisms in the
Attenuation of Cancer Pain by Carvacrol Aided through a Docking Study. Life Sciences.
2014, 116 (1): 8-15.

24.  GULATI, M., ENNIS, C. L., RODRIGUEZ, D. L., AND NOBILE, C. J. (2017).
Visualization of biofilm formation in Candida albicans using an automated microfluidic
device. J. Vis. Exp. 130:¢56743. doi: 10.3791/56743.

25.  GULATI, M., LOHSE, M.B., ENNIS, C.L.,, GONZALEZ, R.E., PERRY, AM.,
BAPAT, P., VALLE AREVALDO, A., RODRIGUEZ, D.L., NOBILE, C.J. 2018. In vitro
culturing and screening of Candida albicans biofilms. Current Protocols in microbiology,
e60. doi: 10.1002/cpmc.60

26.  HARGROVE,T.Y., FRIGGERI, L., WAWRZAK, Z., Ql, A., HOEKSTRA, W.J.,
SCHOTZINGER, R.J., YORK, J.D., PETER, GUENGERICH F., LEPESHEVA, G.I.
Structural analyses of Candida albicans sterol 14a-demethylase complexed with azole
drugs address the molecular basis of azole-mediated inhibition of fungal sterol
biosynthesis. Journal of Biological Chemistry. 2017, 292 (16): 6728-6743.



106

27.  HUSSAIN H, HUSSAIN J, AL-HARRASI A, SALEEM M, GREEN IR, VAN
REE T, GHULAM A. Chemistry and biology of genus Vismia. Pharmaceutical Biology,
2012; 50 (11):1448-1462.

28. LOHSE, M.B., GULATI, M., JOHNSON, A.D., NOBILE, C.J. 2018.
Development and regulation of single-and multi-species Candida albicans
biofilms,16:19-31.

29. MANNS, J. M., MOSSER, D. M., & BUCKLEY, H. R. (1994). Production of a
hemolytic factor by Candida albicans. Infection and Immunity. 62 (11): 5154 —5156.
30. MEDEIROS, A.C., ALMEIDA, E. QUINTINO-DA-ROCHA, C,
TANGERINA, M., LIMA NETO, J.S., SILVA, A., ROCHA, C., MARTINS, L. 2019.
Antiparasitic activities of hydroethanolic extracts of Ipomoea imperati (Vahl) Griseb.
(Convolvulaceae). PL0S One, 14: e0211372.

31. MORRIS GM, RUTH H, LINDSTROM W, SANNER MF, BELEW RK,
GOODSELL DS, OLSON AJ. Software news and updates AutoDock4 and
AutoDockTools4: Automated docking with selective receptor flexibility. Journal of
Computational Chemistry, 2009; 30 (16):2785-2791.

32.  MUTHAMIL, S., BALASUBRAMANIAM, B., BALAMURUGAN, K. AND
PANDIAN, S.K. 2018. Synergistic Effect of Quinic Acid Derived from Syzygium cumini
and Undecanoic Acid Against Candida spp. Biofilm and Virulence. Front. Microbiol.
9:2835. doi: 10.3389/fmich.2018.02835

33.  OLIVEIRA, A.H. 2009. Atividade antimicrobiana e imunoldgica in vitro dos
extratos de Senna reticulata (Willd). Irwin; Barneby (mata-pasto) e Vismia guianensis
(Aubl.) (lacre). Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista. “Julio de
Mesquita Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pos-Graduagédo em
Ciéncias Farmacéuticas. Araraguara.

34. OLIVEIRA, AH.G.G.F., CARNEVALE NETO, D.F., PORTUONDO, A.
BATISTA-DUHARTE, 1.Z, CARLOSA. 2017. Anti-inflammatory activity of Vismia
guianensis (Aubl.) Pers. extracts and antifungal activity against Sporothrix schenckii.
Journal of Ethnopharmacology,195:266-274.

35. OLIVEIRA, J.R.,, DE JESUS, D., FIGUEIRA L.W., OLIVEIRA, F.E., SOARES,
C.P.,, CAMARGO, S.E.A., JORGE, A.0O.C.,OLIVEIRA, L.D. 2017. Biological activities
of Rosmarinus officinalis L. (Rosemary) extract as analyzed in microorganisms and cells.
Experimental Biology and Medicine, 242: 625-634.

36. OLIVEIRA-SANTOS G.C.; VASCONCELOS, C. C.; LOPES, A. J. 0O,
CARTAGENES, M. S. S.; BARROS-FILHO, A. K. D.; NASCIMENTO F. R. F;
RAMOS, R. M,; PIRES, E. R. R. B.; ANDRADE M. S.; ROCHA, F. M. G.; ANDRADE-
MONTEIRO, C. Candida Infections and Therapeutic Strategies: Mechanisms of Action
for Traditional and Alternative Agents. Frontiers in Microbiology, 2018; 9.

37. POLITI, M., SANOGO, R., NDJOKO, K., GUILET, D., WOLFENDER, J-L.,
HOSTETTMANN, K., MORELLLI, I. 2004. HPLC-UV/PAD; HPLC-MS Analyses of leaf
and root extracts of Vismia guianensis and isolation and identification of two new
bianthrones. Phytochemical Analysis,15:355-364.

38.  RAMOS, R. M.; PEREZ, J. M.; BAPTISTA, L. A.; DE AMORIM, H. L. N.
Interaction of wild type, G68R and L125M isoforms of the arylamine-N-



107

Acetyltransferase from Mycobacterium tuberculosis with isoniazid: A computational
study on a new possible mechanism of resistance. Journal of Molecular Modeling, v. 18,
n. 9, p. 4013-4024, 2012.

39. RAMOS, L.P. 2016. Atividade antimicrobiana e citotoxicidade dos extratos
glicdlicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia L. / Lucas de Paula Ramos. - Sdo José
dos Campos: [s.n.].

40. REIS, AJ., MATA-SANTOS, T., CARRION, L.L., RODRIGUES, K.,
FENALTI, J.M., MESQUITA D.W.O., SCAINI, C.J., MARTINS, D., MESQUITA,
AS.S., SILVA, P.EA, NUNEZ, C.V., RAMOS, D.F. 2016. Avaliagdo das atividades
antifingica, antimicrobacteriana e larvicida de Duroia macrophylla e D. saccifera.
Revista de Epidemiologia e Controle de Infec¢do, 6: SUPLEMENTO - II Congresso
Brasileiro Interdisciplinar de Promocéao da Saude.
http://dx.doi.org/10.17058/reci.v1i1.8188.

41. RODRIGUES, 1.C. 2013. Desenvolvimento e padronizacgao de produto seco por
aspersdo de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy. com atividade antifingica. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Manaus: Universidade Federal do Amazonas
(UFAM).

42.  ROSCETTO, E., CONTURSI, P., VOLLARO, A., FUSCO, S., NOTOMISTA,
E., CATANIA, M.R. 2018. Antifungical and anti-biofilm activity of the first cryptic
antimicrobial peptide from an archaeal protein against Candida spp. Clinical isolates.
Scientific Reports, 8:1-11.

43. SANTANA, D.P.,, RIBEIRO, E.L., MENEZES, A.C.S., NAVES, P.L.F. 2013.
Novas abordagens sobre os fatores de viruléncia de Candida albicans. Revista de
Ciéncias Médicas e Biologicas, 12 (2): 229-233.

44,  SANTOS, G.C.0., VASCONCELOS, C.C, LOPES, AJ.O, CARTAGENES,
M.S.S., FILHO, A.K.D., NASCIMENTO, F.R.F.,, RAMOS, R.M., PIRES, E.R.R.B.,
ANDRADE, M.S., ROCHA, F.M.G., MONTEIRO, C.A. 2018. Candida infections and
therapeutic strategies: mechanisms of action for traditional and alternative agentes.
Frontiers in microbiology July 9.

45.  SARDI, B.B. J.C., SCORZONI, L., BERNARDI, T., ALMEIDA, AM.F.,
MENDES, M.J.S, GIANNINI, M. 2013. Candida species: current epidemiology,
pathogenicity, biofilm formation, natural antifungal products and new therapeutic
options. Journal of Medical microbiology, 62:10-24.

46. SELEEM, D., BENSO, B., NOGUTI, J., PARDI, V., MURATA, R.M. 2016. In
vitro and in vivo antifungical activity of Lichochalcone-A against Candida albicans
biofilms. Plos One June, 10.

47.  SENEVIRATNE, C.J., RAJAN, S., WONG, S.W., TSANG, D.N.C, LAI, C.K.C,
SAMARANAYAKE, L.P., Jin, L. 2016. Antinfungical susceptibility in serum and
virulence determinants of Candida bloodstream isolates from Hong Kong. Frontiers in
microbiology February 7.

48.  SEO, E.K., MUKHERIJEE, R., WANI, M.C., WALL, M.E., NAVARRO, H.,
FARNSWORTH, N.R., KINGHORN, A.D. 2000. New bioactive aromatic compounds
from Vismia guianensis. Phytochemistry,55:35-42.



108

49.  SIDDIQUI, Z.N., FAROOQ, F., MUSTHAFA, T.N.M., AHMAD, A., KHAN,
A.U. 2013. Synthesis, characterization and antimicrobial evaluation of novel
halopyrazole derivatives. Journal of Saudi Chemical Society, 17:237-243.

50. SILVA, A.PS. SILVA, L.C.N., FONSECA, C.S.M. ARAUJO, JM,
CORREIA, M.T.S., CAVALCANTI, M.S., LIMA, V.L.M. 2016. Antimicrobial activity
and phytochemical analysis of organic extracts from Cleome spinosa Jaqgc. Frontiers in
microbiology, June, 7.

51.  SILVA, AR. DE, ANDRADE NETO, J.B., SILVA, C.R. DA, CAMPOS, RD.S.,
COSTA SILVA, R.A,, FREITAS, D.D., NASCIMENTO, F.B.S.A. DE, ANDRADE,
L.N.D., SAMPAIO, L.S., GRANGEIRO, T.B., MAGALHAES, H.I.F., CAVALCANTI,
B.C., MORAES, M.O., NOBRE JUNIOR, H.V. 2016. Berberine antifungical activity in
Fluconazole-resistent pathogenic yeasts: action mechanism evaluated by flow cytometry
and biofilm growth inhibition in Candida spp. Antimicrob. Agents Chemother, 60:3551-
3557.

52. SOUZA, M.S.R. 2014. Contribuicéo para o conhecimento fitoquimico da Vismia
guianensis (Hypericaceae). Disssertacdo de Mestrado (UFPB/CCS), Jodo Pessoa, 94p.
53. SPRINGFIELD, E.P., AMABEOKU, G., WEITZ, F., MABUSELA, W,
JOHNSON, Q. 2003. An assessment of two Carpobrotus species extracts as potential
antimicrobial agents. Phytomedicine, 10:434-439.

54. TALA, M.F., JEANNE, E., LANTOVOLOLONA, R., TALONTSI, F.M.,
WABO, H.K., TANE, P., LAATSCH, H. 2013. Anthraquinones and triterpenoids from
seeds of Vismia guianensis. / Biochemical Systematics and Ecology, 50:310-312.

55. TRABULSI-FILHO F.A., ANDRADE K.C.S., DA SILVA E.C., CASTRO
AT.O., BATISTA M.C.,, ARANHA M.N.S, DO AMARAL F.M.M. Study of
standardization of Anacardium occidentale I. Extracts in research and development of
giardicidals herbal. Cad. Pesq., S&o Luis, julho 2013; 20:7-15.

56. ZAGO, C.E., SILVA, S., SANITA, P.V., BARBUGLI, P.A., DIAS, C.M.l,
LORDELLO, V.B., VERGANI, C.E. 2015. Dynamics of Biofilm Formation and the
Interaction between Candida albicans and Methicillin-Susceptible (MSSA) and -
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Plos One, April, 13:1-15.

CONFLITOS DE INTERESSE
Nao existe conflitos de interesse entre os autores.



109

4.3 Capitulo 3

ATIVIDADE ANTI-VIRULENCIA DE Vismia guianensis (Aubl.) Chosy
CONTRA Candida albicans

MOTTA, Elizangela Araujo Pestanal; ROCHA, Claudia Quintino?, GUERRA, Rosane Nassar
Meireles®.

A ser submetido:
Journal of Antimicrobial Chemotherapy
Qualis Medicina | — Al e Fator de impacto 5.113



110

RESUMO

Vismia guianensis, planta da regido amazonica, tem apresentado constituintes quimicos
de interesse farmacoldgico e que possuem uma variedade de atividades, tais como,
antiinflamatdrios, antioxidantes e antimicrobianos. E utilizada, popularmente, para tratar
infeccbes fungicas na pele. Dentre a diversidade de fungos, o género Candida, tem
despertado interesse devido ao aumento da resisténcia aos medicamentos tradicionais,
inclusive para Candida albicans. Esse fungo apresenta patogenicidade atribuida a varios
fatores de viruléncia, dentre eles a capacidade de formar biofilme, a diversidade
morfologica e a producdo de enzimas. Dessa forma, investigou-se a agdo do extrato
hidroalcoolico das folhas Vismia guianensis (EHVG) contra Candida albicans,
considerando os efeitos in vitro sobre os fatores de viruléncia e in vivo na sepse letal
induzida em camundongos Swiss. Foram utilizadas trés linhagens de Candida albicans:
um padrdo (ATCC 10231) e duas clinicas, sendo uma delas sensivel ao Fluconazol
Ca(S)Flu e outra resistente Ca(R)Flu ao Fluconazol. Foi determinado os efeitos anti-
Candida do EHVG sobre a concentracdo inibitéria minima (CIM), a Concentracdo
Fungicida Minima (CFM) e curva de crescimento. Também foi avaliado o efeito do
EHVG sobre a producdo de exoenzimas, sobre o biofilme em formacéo e a transigéo
morfoldgica de leveduras para hifas. A Anfotericina B (ANFO B) e o Fluconazol (FLU)
foram utilizados como controles positivos. Avaliou-se também o efeito checkerboard do
EHVG com os antifungicos. Para avaliacdo in vivo de sobrevida de camundongos foi
induzida sepse experimental letal por C. albicans (ATCC10231). Como resultados, o
EHVG inibiu o crescimento do biofilme em formacgdo, a transformacdo em hifas e
interferiu na liberagdo das enzimas proteoliticas nas trés linhagens C. albicans, mas néo
interferiu na producdo de hemolisina. Adicionalmente, 0 EHVG apresentou sinergismo
com os antifungicos para a linhagem ATCC 10231 e Ca(R)Flu, e foi indiferente sobre o
isolado clinico Ca(S)Flu. O tratamento in vivo com EHVG aumentou a sobrevida dos
animais com sepse fungica ao ser administrado concomitantemente e seis horas apos a
infeccdo. Conclui-se que o tratamento com EHVG é efetivo em inibir o crescimento de
trés linhagens de C. albicans, além de interferir na formacéo de biofilme, na producéo
das exoenzimas e na transformacdo em hifas, sugerindo que o prolongamento da
sobrevida na sepses fungica, possivelmente esta relacionada aos efeitos do extrato sobre
os principais fatores de viruléncia de C. albicans. Em conjunto, os dados indicam que 0
EHVG parece ter em sua composi¢do compostos com potente acdo anti-fangica.

Palavras-chave: Vismia guianensis; Viruléncia; Antifangicos; Candida albicans.
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ABSTRACT

Vismia guianensis, a plant from the Amazon region, has shown chemical constituents of
pharmacological interest and that have a variety of activities, such as anti-inflammatory,
antioxidants and antimicrobials. It is popularly used to treat fungal infections of the skin.
Among the diversity of fungi, the genus Candida, has aroused interest due to the increased
resistance to traditional medicines, including Candida albicans. This fungus has
pathogenicity attributed to several virulence factors, including the ability to form biofilm,
morphological diversity and the production of enzymes. Thus, the action of the
hydroalcoholic extract of the leaves Vismia guianensis (EHVG) against Candida albicans
was investigated, considering the in vitro effects on virulence factors and in vivo in the
lethal sepsis induced in Swiss mice. Three strains of Candida albicans were used: one
standard (ATCC 10231) and two clinics, one of which is sensitive to Fluconazole
Ca(S)Flu and the other resistant Ca(R)Flu to Fluconazole. The anti-Candida effects of
EHVG on minimum inhibitory concentration (MIC), minimum fungal concentration
(MFC) and growth curve were determined. The effect of EHVG on the production of
exoenzymes, on the biofilm in formation and on the morphological change to hyphae was
also evaluated. Amphotericin B (ANFO B) and Fluconazole (FLU) were used as positive
controls. The EHVG checkerboard effect with antifungals was also evaluated. For in vivo
assessment of mouse survival, lethal experimental sepsis was induced by C. albicans
(ATCC10231). As a result, EHVG inhibited the growth of the biofilm in formation, the
transformation into hyphae and interfered with the release of proteolytic enzymes in the
three C. albicans strains but did not interfere with the production of hemolysin.
Additionally, the EHVG showed synergism with the antifungals for the ATCC 10231 and
Ca(R)Flu strain and was indifferent about the clinical isolate Ca(S)Flu. In vivo treatment
with EHVG increased the survival of animals with fungal sepsis when administered
concomitantly and six hours after infection. It is concluded that treatment with EHVG is
effective in inhibiting the growth of three strains of C. albicans, in addition to interfering
in the formation of biofilm, in the production of exoenzymes and in the transformation
into hyphae, suggesting that the prolongation of survival in fungal sepsis, possibly it is
related to the effects of the extract on the main virulence factors of C. albicans. Taken
together, the data indicate that EHVG appears to have compounds with a potent anti-
fungal action.

Keywords: Vismia guianensis; Virulence; Antifungals; Candida albicans.
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1. INTRODUCAO

Os fungos do género Candida fazem parte da microbiota normal de mucosas
e pele de mamiferos, pois colonizam, de modo assintomatico, individuos saudaveis e,
assim, vivem em equilibrio com o seu hospedeiro (MULTHAMIL et al., 2018). S&o
frequentemente encontrados em Vvérias partes do corpo, sendo mais frequentes na mucosa
vaginal, cavidade oral, trato gastrointestinal e urinario (DELALOYE E CALANDRA,
2014; LOHSE et al., 2018). Entretanto, o desequilibrio desses microambientes ou do
sistema imunoldgico, pode resultar em infec¢des também denominadas de candidiase,
especialmente em pacientes imunocomprometidos e por isso sdo consideradas um grave
problema de salude pablica (SANTOS et al., 2018).

Na maioria dos casos de candidiase, em mamiferos, o agente etioldgico €
Candida albicans. Esta associada entre 70 e 90% de todas as infec¢des fungicas invasivas,
as quais frequentemente evoluem para casos fatais, como ocorre na sepse e no choque
séptico, principalmente em pacientes criticos, como aqueles internados em unidades de
terapia intensiva ou em pacientes imunosuprimidos. A propor¢cdo de pacientes com
infeccbes graves ocasionadas por C. albicans, que evoluem para sepse, esta entre 30 e
35% no mundo (GUZMANA et al., 2011; QUENOT et al., 2013). No Brasil, de acordo
com a Rede Brasileira de Estudo de Infec¢des Fungicas, C. albicans é responséavel por
41% dos casos de infeccdo (NUCCI et al., 2010; SARDI et al, 2012). Vale ressaltar que
C. albicans &, também, agente etiologico de micoses oportunistas, em diversas espécies
de animais domésticos e silvestres (LACAZ et al, 2002).

A patogenicidade de Candida albicans é atribuida a varios fatores de
viruléncia, desenvolvidos para facilitar a infeccdo dos tecidos dos hospedeiros, pois
permitem que o fungo se dissemine para diferentes partes do corpo, muitas vezes
inativando mecanismos imunolégicos de controle da infeccdo. Entre os principais fatores
de viruléncia pode-se listar a mudanca fenotipica e transicdo morfoldgica de leveduras
(disseminagdo) para hifas (invaséo tecidual); a expressdo de invasinas, adesinas e
candidalisinas; secrecao de enzimas hidroliticas e a formacédo de biofilmes que tornam
esses microrganismos resistentes a drogas. Incluem-se ainda entre os fatores de viruléncia
0s produtos dos genes da aspartil-proteinase e da fosfolipase (SARDI et al., 2012;
SHARMA et al., 2019). E de alguma forma, todos esses fatores tém favorecido o aumento
de resisténcia ao tratamento convencional, incluindo, o grupo dos azdis (Fluconazol) e

polienos (Anfotericina B).
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O desenvolvimento de novas moléculas alternativas aos agentes antifingicos
convencionais constitui uma possiblidade de reduzir a resisténcia desses fungos, o que
chama aten¢édo no setor de saude publica (DARTEVELLE et al., 2018). Assim, espécies
vegetais, por serem fontes de substancias ativas, tem sido utilizadas na busca de novos
compostos.

O uso popular de plantas €, em grande parte das vezes, um fator decisivo na
pesquisa de novas substancias bioativas, devido a grande diversidade estrutural de
metabdlitos produzidos. Importante ressaltar que as plantas sdao também a fonte mais
antiga de medicamentos para 0 homem (DORNAS, 2009; CAMELO, 2011; DAS et al.,
2016).

Vismia guianensis (Clusiacea) (Aubl.) Choisy, planta de uso medicinal
popularmente conhecida como lacre, espécie nativa da América do Sul é encontrada nas
matas de vegetacgdo secundéria dos estados do Amazonas, Par4, Maranh&o, Bahia e Minas
Gerais. E uma planta com acdo antimicrobiana e o latex, as folhas e as cascas sdo
utilizadas popularmente para tratar infecgdes fungicas. Tem sido avaliada, também, em
estudos de atividade antibacteriana (SEO et al., 2000; CAMELO et al, 2011; SOUZA,
2014; REIS, 2017).

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os mecanismos de acao
associados ao efeito anti-Candida do extrato hidroalcoolico das folhas de Vismia
guianensis, considerando os efeitos do extrato sobre os principais fatores de viruléncia de
trés linhagens de Candida albicans, sendo uma linhagem padrédo ATCC, um resistente e
outra sensivel ao Fluconazol, antifungico comercial amplamente utilizado no tratamento

de candidiases.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e identificacdo de Vismia guianensis

A coleta das folhas ocorreu no més de outubro, pela manha, em Séao Luis, MA
— Brasil (Latitude: -2.479740 e Longitude: -44.22136). Em seguida as folhas foram
limpas e secas, ao abrigo da luz solar, sob ventilacdo natural, a temperatura ambiente
(x24°C), durante 7 dias. O material vegetal foi identificado e depositado sob n° 11.078
no Herbéario do Maranhdo (MAR) na Universidade Federal do Maranhdo (ANEXO A) e
sob o registro Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e do Conhecimento
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Tradicional Associado (SisGen) (ANEXO B), conforme previsto em Lei n. 13.123/15,
sob o cadastro n. AFE7AQ8

2.2 Obtencéo do extrato hidroalcoolico de Vismia guianensis (EHVG)

As folhas secas foram trituradas em moinho elétrico (TENAL TE 340) e 0 p0
obtido foi utilizado para preparagédo do extrato. O extrato foi obtido por maceracao, por
sete dias, sob o abrigo da luz. Preparou-se o extrato hidroalcoolico com hidromédulo
1:10. Apds uma semana de maceracdo, o material foi rotaevaporado e liofilizado, mantido

sobre refrigeracdo para posterior utilizacdo, resultando em rendimento de 13%.

2.3 Atividade anti-Candida albicans do EHVG in vitro
2.3.1 Isolamento dos microrganismos e preparo do inoculo:

Utilizou-se a linhagem padrdo de Candida albicans (ATCC 10231) e dois
isolados clinicos sendo um deles sensivel ao Fluconazol (Ca(S)Flu) e o outro resistente
(Ca(R)Flu) provenientes do Laboratdrio de Imunofisiologia da Universidade Federal do
Maranhdo. Os isolados clinicos foram identificados pela técnica de ionizagdo por
dessorcdo a laser assistida por espectrometria de massa (MALDI-TOF Microflex, Bruker)
e o perfil aos antifungicos, foi determinado por método automatizado de avaliacdo da
sensibilidade fangica (VITEK®2 Compact, bioMérieux Brasil) e confirmado pelo
método de Kirby-Bauer, tendo o parecer do comité de ética CAAE n.
29660920.7.0000.5087 (ANEXO G).

As amostras de C. albicans foram ativadas em meio Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) com Cloranfenicol, sendo semeadas e incubadas por 24h a 37°C. As
colbnias foram ressuspensas em 5mL de solucdo salina estéril (0,85% - NaCl). A
suspensdo resultante foi homogeneizada, em agitador do tipo Vortex®, durante 15
segundos. A densidade celular foi ajustada, visualmente, a uma turbidez equivalente a 0,5
na escala de MacFarland. A densidade também foi aferida por espectrofotometria (Global
Trade Technology), em comprimento de onda de 530nm, usando como controle uma
solucdo-padréo correspondente a 0,5 da escala de MacFarland (CSLI, 2012/M27-A3).

2.3.2 Teste de difusdao em meio sélido

A atividade antifingica do EHVG foi avaliada contra a linhagem padrédo
(ATCC 10231) e os isolados clinico de Candida albicans em estudo pelo método de
difusdo em pogos. Foram padronizadas individualmente em um inéculo 1x108 UFC/mL

(0,5 da escala de MacFarland) diluidas em PBS estéril, sendo posteriormente espalhadas
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em placas de Petri contendo ASD com Cloranfenicol com o auxilio de um swab estéril.
Posteriormente foi utilizado um utensilio cilindrico estéril com diametro de 6mm sendo
feito pocos nas placas e adicionado 40 pL das concentragdes teste do EHVG (25mg/mL,
50mg/mL e 100mg/mL), controle positivo Fluconazol (25ug/mL) e Anfotericina B (100
pg/mL) e controle negativo PBS estéril. As placas foram submetidas a incubagao a 37°C
e feitas as leituras apos 24h. As zonas inibitorias foram medidas e registradas em
triplicatas para obter valores médios (CLSI, 2010/M44-A2).

2.3.2 Determinacéo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A concentracdo inibitoéria minima (CIM) foi determinada pelo método de
diluicdo em caldo (CLSI, 2012 M27-S4 com adaptacBes). O CIM foi definido como a
concentracdo capaz de reduzir em 90% a absorcao, quando comparado ao controle (CLSI,
2012 M27-S4; SHAMA, 2019). Foi testado o efeito de dilui¢des crescentes do EHVG em

comparacédo ao Fluconazol e a Anfotericina B, utilizados como controle positivo.
2.3.3 Determinacéo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A CFM foi determinada a partir dos resultados obtidos no CIM. Uma aliquota,
de 10puL dos pocgos correspondentes até 4x o valor do CIM, foi semeado em placa
contendo ASD com Cloranfenicol. As placas foram incubadas a 37°C, por 24h-48 horas
e ao final considerou-se como CFM a menor concentracdo do EHVG e dos antifungicos
sem crescimento fungico (CLSI, 2012 M27-S4 com adaptacdes). Todos os testes foram
realizados em triplicata. A razdo CFM/CIM foi calculada para determinar se o extrato
tinha atividade fungistatica (CFM/CIM > 4) ou fungicida (CFM/CIM < 4) (SIDICQUII et
al, 2013).

2.3.4 Cinética de crescimento ou curva de morte

As linhagens de Candida foram sub-cultivadas, pelo menos duas vezes, e
cultivadas por 24 h, a 35°C, em placas contendo ASD com Cloranfenicol. Em seguida,
células [(1x10°) (A595 = 0,1)] foram inoculadas em meio fresco. O EHVG foi adicionado
a cultura e as placas foram incubadas a 37°C, sob agitacdo (200 rpm). Apos diferentes
intervalos (0, 2, 4, 6, 8, 12, 24 e 48 h), as aliquotas foram removidas e o crescimento

observado e quantificado por densidade dptica, com filtro de 595nm (SHARMA, 2016).
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2.3.5 Determinacao da formacao do biofilme por densidade 6tica (OD600nm)

Seguiu-se o protocolo descrito por Gulati et al., (2018), que corresponde a
avaliagdo do biofilme por densidade Optica (OD). Para o ensaio utilizou-se 1x10’ da
linhagem padrdo Candida albicans (ATCC 10231) e isolados clinicos de Candida
albicans - Ca(S)Flu e Ca(R)Flu. Foi adicionado 200 pL de RPMI-1640 + extratos com
diferentes CIMs e incubados a 37 °C. Ap0s a incubacéo foi aspirado o meio com cuidado
e realizado a leitura a 600nm. Realizou-se a lavagem com PBS estéril 2x, e acrescentou
110pL da solucéo aquosa de cristal violeta (0,4%). Deixou-se por 45 minutos em repouso,
e apds esse periodo foi lavado com 200uL de agua destilada estéril. Seguiu-se
adicionando 200uL de etanol (95%) e deixado em repouso por 45 minutos, apds este
periodo foi transferido 100uL de cada pogo para uma nova placa, realizando-se leitura

em ODsgs nm.

2.3.6 Teste de efeito de combinacéo no biofilme em formacéo (Ensaio Checkerboard)

O efeito combinatorio do EHVG com a Anfotericina B e com o Fluconazol
em culturas de Candida albicans (ATCC 10231), Ca(R)Flu e Ca(S)Flu) foi avaliado pelo
método do tabuleiro de xadrez (Checkerboard) segundo Dong et al. (2015) com pequenas
modificacGes. Foram preparadas solucbes-mée para cada amostra a ser combinada
(EHVG, Fluconazol, Anfotericina B). Posteriormente, em uma placa de 96 pocos, foram
realizadas combinacg6es das diluicdes seriada de EHVG (25-0,78 mg/mL) e Anfotericina
B (16 — 0,25pg/mL), Fluconazol (156 -1pg/mL), em meio RPMI-1640. Em seguida, 100
UL de indculo (1x107 células), de cada uma das trés amostras de C. albicans, foram
adicionados e as placas foram entdo incubadas a 37°C, por 24 h. Ao final do periodo de
incubacdo foi realizada a leitura e os valores utilizados para calcular se houve sinergismo
entre os tratamentos, conforme descrito anteriormente (ALVES etal., 2016, ODDS, 2003;
MATSUMOTO et al., 2014).

Determinacéo do Indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionada (FICI):
FICI= (MICa coms/MICa sozinHo) + (MICs coms/MICg sozinHo)

Para interpretacao dos resultados considerou-se os seguintes valores de FICI: Sinergismo:
FICI <0,5; Indiferente: FICI >0,5 e <4 ; Antagonismo: FICI >4 .

2.3.7 Teste de inibicdo de formacéo de hifas no meio liquido e meio sélido
Para o teste em mio liquido foram avaliados os efeitos do EHVG em

comparacao as drogas padréo (Anfotericina B e Fluconazol) (TSANG et al., 2012; BONI,
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2016). Os compostos foram diluidos em meio RPMI-1640 suplementado (SFB 10%) e
distribuidos em placas de microtitulagdo. Em seguida, foi adicionado um inoculo de cada
linhagem, padronizado em 2,5x10" UFC/mL. As placas foram incubadas a 37°C, em
atmosfera de 10% de COy, por 16 horas. ApoOs a incubacdo, 5uL de cada poco foi
transferido para laminas e as amostras foram coradas pela técnica de GRAM. A avaliacdo
foi realizada com auxilio do microscopio optico invertido (NIKON®, modelo eclipse Ti-
U) nas objetivas panoramicas, 10x e 40x, e do programa NIS- Elements advanced
research (Nikon Corporation®, Jap&o).

Para avaliacdo em meio sdlido foi realizado de forma qualitativa conforme o
método descrito por Tsang et al., (2012). Foram preparados em placas de Petri meio de
cultura sélido (ASD) suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino) para a inducgéo
de formacdo de hifas. Os compostos diluidos na concentragdo 1xCIM e 2xCIM do EHVG
e dos controles positivos Anfotericina B e Fluconazol para a linhagem Candida albicans
ATCC 10231 e para Ca(S)Flu e Ca(R)FIu foram adicionados. Posteriormente, foi
transferido para a placa ASD, 25 pL do in6culo padronizado a 2,5x10® UFC/mL. Os
resultados foram avaliados através da morfologia das colbnias. As coldnias de aspecto
rugoso indicam a presenca de filamentos e as colonias de aspecto liso auséncia de
filamentos. Foram ainda, testados grupos controles sendo: Grupo de controle: ASD + 10%
de SFB acrescido de in6culo, para observar o aspecto das colonias sem o tratamento e
ASD + in6culo para observar o aspecto das coldnias sem a presenca de SFB. As placas
foram incubadas em estufa de aerobiose por 4 dias a 37° C e fotografadas utilizando

camera digital. Foram realizados 3 experimentos independentes.

2.3.8 Avaliagéo da inibi¢éo das exoenzimas de Candida albicans
2.3.8.1 Efeito sobre a producéo de hemolisina

A avaliacdo para a enzima hemolisina foi realizada para todos os isolados de
C. albicans, usando placas com Agar sangue. Essas foram preparadas adicionando 7 ml
de sangue de carneiro desfibrinado (EBE-FARMA®) a 100 ml ASD (Merck)
suplementado com glicose a uma concentragéo final de 3% (w/v). O pH final do meio foi
de aproximadamente 5,6. Inicialmente, as linhagens foram cultivadas em ASD com
Cloranfenicol por 24h, e resuspendidas em solucdo salina e verificada a absorbancia pela
escala de McFarland 0,5 e confirmada por meio da contagem em camara de Neubauer 107
CFU/mL. Apos esse procedimento, em microplaca de 96 pogos foram adicionados 100uL
de meio RPMI-1640 junto ao indculo e as substancias teste (EHVG, Fluconazol e
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Anfotericina B). Foram, entdo, incubadas a 37°C. Apds o tempo na estufa, foram
aliquotados 5L de cada poco e transferidos para as placas contendo agar sangue com a
observacao da leitura do halo em 72h.

A hemolise foi classificada do tipo beta (B) quando houver halo translicido
total ao redor do indculo, atividade do tipo alfa (a) quando formar halo preto esverdeado
¢ atividade do tipo Gama (y) quando ndo produzir hemdlise. Ja a intensidade da hemélise
foi obtida pela razdo: halo + colnia/coldnia. Os experimentos foram feitos em triplicatas
e a classificagéo foi feita de acordo com o Indice Hemolitico (IH): positiva (1,00<IH<1,5)
e fortemente positiva (IH>1,5) (BRANCO et al., 2012; SARDI et al., 2016; FERREIRA
etal., 2019).

2.3.8.2 Efeito sobre a producéo de Proteinase

O meio de teste para proteinase foi meio de agar BSA (Bovine Serum
Albumin) contendo 2g BSA, 145 g YNB (Yeast Nitrogen Base), 20 g de glicose e 20 g de
agar por litro de dgua destilada. As amostras de Candida foram cultivadas em meio ASD
com Cloranfenicol por 24h, e ressuspendidas em solugdo salina e verificadas a
absorbéancia pela escala de McFarland 0,5 e confirmada por meio da contagem em camara
de Neubauer 10" UFC/ ml. Apds esse procedimento, em microplaca de 96 pogos foram
adicionados 100pL de meio RPMI-1640 junto ao indculo e as substancias teste EHVG,
Fluconazol e Anfotericina B). Foram entdo incubadas por 24h a 37°C. Em seguida, foram
aliquotados 5uL de cada poco e transferidos para as placas de Petri com meio BSA e a
observacao da leitura do halo de 48 e 72h, respectivamente. Todos os isolados utilizados
nesse experimento de C. albicans foram testados em triplicata, durante dois experimentos
independentes, para verificar a atividade de proteinases (SAPS).

A atividade enzimatica foi determinada pela formagéo do halo ao redor da
coldnia e medida em termos da razdo entre o diametro da coldnia e o didmetro total da
col6nia mais a zona de precipitacdo (Pz). De acordo com este sistema,

Pz=1,0 indica que a linhagem teste era negativa para proteinase;

Pz entre 0,64 e 0,99 significa que a linhagem teste estava liberando pequenas
quantidades de proteinases (positivas) ou média ++ ou fraca + ;

Pz<0,63 significa que a linhagem teste estava liberando grandes quantidades
de proteinases (fortemente positivas) ou forte +++ (SARDI et al, 2012; BRANCO et al.,
2012).
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2.3.8.3 Efeito sobre a producdo de Fosfolipase

Para o teste para fosfolipase foi utilizado para a producdo do meio, 10g de
peptona, 57,3g (NaCl) de cloreto de sddio, 0,55g (CaCl,) de cloreto de célcio, 30g de
glicose e 20g de agar e a adicionado 100ml de agua destilada com 50% de gema de ovo
(enriquecimento de gema de ovo). As amostras de Candida foram cultivadas em meio
ASD com Cloranfenicol por 24h, e ressuspendidas em solucdo salina e verificadas a
absorbéancia pela escala de McFarland 0,5 e confirmada por meio da contagem em camara
de Neubauer 10" UFC/ ml. Apds esse procedimento, em microplaca de 96 pocos foram
adicionados 100pL de meio RPMI-1640 junto ao indculo e as substancias teste EHVG,
Fluconazol e Anfotericina B). Foram entdo incubadas por 24h a 37°C. Em seguida, foram
aliquotados 5L de cada pogo e transferidos para as placas de Petri com meio preparado
anteriormente com gema de ovo e a observagdo da leitura do halo de 48 e 72h,
respectivamente. A atividade enzimatica foi determinada pela formacéo do halo ao redor
da coldnia e medida em termos da razéo entre o didmetro da col6nia e o didmetro total da
col6nia mais a zona de precipitacdo (Pz). De acordo com este sistema,

Pz=1,0 indica que a linhagem teste era negativa para fosfolipase;

Pz entre 0,64 e 0,99 significa que a linhagem teste estava liberando pequenas
quantidades de fosfolipase (positivas) ou média ++ ou fraca +

Pz<0,63 significa que a linhagem teste estava liberando grandes quantidades
de fosfolipase (fortemente positivas) ou forte +++ (SARDI et al, 2012; BRANCO et al.,
2012). Todas as amostras de C. albicans, padréo, resistente e sensivel, foram testados em
triplicata, durante dois experimentos independentes, para verificar a atividade de

fosfolipase.

2.4 Avaliacéo da atividade do EHVG in vivo
2.4.1 Animais

Todos os experimentos foram conduzidos conforme determinacdo COBEA,
e do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMA (CEUA) - (parecer de
aprovagdo do projeto com Protocolo n° 23115.009717/2015-10). Foram utilizados
camundongos Swiss fémeas (n=30), divididos em 6 grupos com 5 animais cada.
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2.4.2 Ensaio in vivo Sobrevida sepse letal por Candida albicans.

O protocolo in vivo procedeu-se conforme conhecimento do Comité de Etica
e Pesquisa com Animais e foi realizado de acordo com o descrito por Alves (2018) com
adaptacOes para a investigacdo da sepse fungica. Realizou-se da seguinte forma:
a. Animais utilizados: Camundongos - Linhagem Swiss/ fémeas com 8 a 14 semanas de
idade;
b. Imunossupressao: utilizou-se Ciclofosfamida 50mg/Kg — administracdo de dose Unica
via intraperitoneal 48h antes da infeccéo;
c. Infeccdo pelo microrganismo: Candida albicans (ATCC 10231): 3x10%/animal-
administrado pela via intraperitoneal;
d. Tratamento controle positivo: Anfotericina B solugdo 0,06mg/Kg — administracdo em
dose Unica por via subcutanea concomitante a infecgéo;
e. Tratamento com EHVG solucdo 5mg/Kg — administragdo em dose Unica por via
subcutanea concomitante e 6 horas apos a infec¢do. Na tabela 1 mostra a distribuicdo dos

grupos para a avaliacéo dos efeitos do EHVG na sepse experimental.

Tabela 1. Organizagdo dos grupos a serem utilizados para o experimento in vivo de sepse flngica.

Grupos (Experimento Sobrevida) N

SHAM Sem imunossupressdo, sem infecdo e ndo tratado 5

Imunossuprimido  Imunossuprimido, sem infeccédo e néo tratado 5

(IMUNOS)
PBS Imunosuprimido, infectado e administrado PBS (100uL) 5
ANFO B Imunossuprimido, infectado e tratado com Anfotericina B 5
(0,6mg/Kg)

EHVGc Imunossuprimido, infectado e tratado com EHVG (5mg/Kg) 5
concomitante com a infeccéo

EHVGa Imunossuprimido, infectado e tratado com EHVG (5mg/Kg) 5

apos a infeccgao

Para a analise da sobrevida, os animais foram observados por no minimo 5
dias ap6s a infeccdo, e a mortalidade foi calculada considerando o tempo médio de
sobrevivéncia (MST) e o aumento percentual no tempo de vida (ILS), de acordo com a
seguinte férmula: ILS (%) = (MST do grupo tratado — MST do grupo controle) x 100
MST do grupo controle (GUPTA et al., 2000).
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2.5 Anélise Estatistica

Os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA), seguida
do teste de comparagdes multiplas apos a realizacdo do teste de normalidade. Os dados
foram expressos em graficos a partir da determinacdo da média xdesvio padrdo, com
auxilio do programa GraphPad Prism, versdo 8.0. As diferencas serdo consideradas

significativas quando p<0,05.

3. RESULTADOS
3.1 O EHVG inibe o crescimento fangico ocasionando a formacéo de halos.

A Figura 1 mostra que o EHVG inibiu o crescimento das trés amostras de
Candida albicans, sendo que a zona maxima de inibicdo foi observada na maior
concentracdo do EHVG, correspondente a 100mg/mL do extrato. Observa-se que para
Ca(R)Flu, o EHVG demonstrou atividade com a presenca do halo em todas as

concentrages testadas. O que ndo ocorreu para o Fluconazol (D).

ATCC 10231 (1) Ca(S)Flu (11) Ca(R)Flu (I11)

Figura 1. Atividade antifungica do EHVG contra as linhagens de Candida albicans ATCC 10231
(1); Ca(S)Flu (I1) e Ca(R)Flu (I11), mostrando a formacdo de halos correspondentes as zonas de
inibicdo do extrato utilizado nas concentragdes de: 100mg/mL (A), 50mg/mL (B) e 25mg/ml (C),
em comparacao ao Fluconazol (25ug/mL) (D) e a Anfotericina B (100pg/mL) (E) e ao controle
negativo PBS estéril (F).

Os valores do tamanho dos halos, conforme a leitura realizada ap6s 24
horas, confirmaram que a inibi¢do ocasionada pelo EHVG foi dose dependente, com 0s
maiores tamanhos dos halos observados na maior concentragdo do extrato como

apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2. Medidas dos halos referente a cada dose e o efeito inibitério do EHVG sobre
Candida albicans (ATCC 10231, Ca(S)Flu e Ca(R)Flu), apos 24 horas.

TRATAMENTO ATCC 10231 Ca(S)Flu Ca(R)Flu
(mm) (mm) (mm)
EHVG (100 mg/mL) 17+0,01 17+0,71 14+0,70
EHVG (50 mg/mL) 1540,71 16+0,01 1140,0
EHVG (25 mg/mL) 840,70 840,01 640,71
FLUCONAZOL (25 pg/mL) 11+0,01 13+1,41 (R)
ANFOTERICINA B (100 pg/mL) 24+0,71 21+0,01 19+0,01
Controle Negativo - PBS estéril + + +

3.2 O EHVG demonstrou a concentracao inibitéria minima (CIM) em todas as

amostras de Candida albicans

Conforme a tabela 3, os valores de CIM nas amostras tratadas com EHVG
foram semelhantes para ATCC 10231 e sensivel Ca(S)Flu, e pelo menos duas vezes
maiores para a linhagem resistente Ca(R)Flu. A Anfotericina B demonstrou ser mais

eficiente do que o Fluconazol em relagdo ao CIM e a CFM, inclusive para Ca(R)Flu.

Tabela 3. Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM) do EHVG frente as linhagens ATCC
10231, Ca(R)Flu e Ca(S)Flu de Candida albicans em relagdo ao Fluconazol.

V. guianensis (mg/mL) Anfotericina B (ug/mL) Fluconazol (ug/mL)

C. albicans
CIM CFM CIM CFM CIM CFM
ATCC 10231 0,78 3,12 1 2 0,5 8
Ca(S)Flu 0,78 1,56 0,5 1 2 32
Ca(R)Flu 1,56 6,25 1 2 128 >128

3.3 O EHVG apresenta sinergismo com os antifingicos no controle do biofilme

A Tabela 3 mostra que houve reducdo do CIM quando se realizou a
combinacdo do EHVG, Anfotericina B e Fluconazol na ordem de 75%, 75% e 88%,
respectivamente. Os resultados indicam que ndo houve antagonismo entre 0 EHVG e 0s
antifungicos para nenhuma das linhagens testadas. J& o efeito sinérgico entre 0 EHVG e
os dois antifangicos foi observado para as linhagens (ATCC 10231 e Ca(R)Flu. Para a

linhagem Ca(S)Flu o EHVG apresentou efeito indiferente ao Fluconazol e Anfotericina
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B, apesar de ter reduzido o valor do CIM. Por outro lado, a combinacédo entre 0 EHVG e

os antifungicos nao alterou o perfil da resposta, considerada como indiferente.

Tabela 3. Combinagdo (Checkerboard) do extrato (EHVG) com controle positivo
(ANFO B e FLU).

Antifangico (ug/mL) V. guianensis (mg/mL)

C. albicans  Antifungico CIM C'_M CIM CIM combinado FICI Resultado Re((?;();ao

combinado 9
ATCC ANFO B 1,0 0,25* 0,78 0,19* 0,50 Sinérgico 75
10231 FLU 05 0,25% 0,78 0,39* 1,00  Indiferente 50
ANFO B 0,5 0,13* 0,78 0,39* 0,75 Indiferente 30

Ca(S)Flu
FLU 2,0 0,50* 0,78 0,39* 0,75 Indiferente 30
ANFO B 1,0 0,13* 1,56 0,39* 0,37 Sinérgico 75

Ca(R)Flu
FLU 128,0 32,0* 1,56 0,19* 0,37 Sinérgico 88

CIM — Concentracéo Inibitoria Minima;
FICI — Indice de Concentragdo Inibitoria Fracionada

(*) p< 005 em relagdo ao MIC do EHVG ou da Anfotericina testado sem associagao

3.4 O tratamento in vitro com EHVG promove a morte de Candida albicans

A Figura 2 mostra que o tratamento com EHVG (1xCIM = 0,78mg/mL e 2%
CIM= 1,56mg/mL) inibiu a curva de crescimento das trés amostras de Candida albicans
avaliadas, promovendo a morte dessas linhagens. Apos 24 horas, ndo houve diferenca
entre as amostras tratadas com o extrato e com Anfotericina B (Figura 2A; 2B e 2C). No
entanto para o Fluconazol (Figura 2D; 2E; 2F), o EHVG mostrou-se mais eficiente quanto

aos efeitos no isolado resistente (Ca(R)Flu).
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Figura 2. Efeito do EHVG sobre a curva de crescimento de cepas de Candida albicans ATCC 10231; Ca(S)Flu ou Ca(R)Flu. O tratamento com o extrato
hidroalcodlico das folhas de Vismia guianensis (EHVG) foi comparado a Anfotericina B (A; B e C) ou ao Fluconazol (D; E e F). Os resultados correspondem a
média de amostras testadas em quintuplicata (*) p<0,05 em relagdo ao controle ndo tratado e (#) p <0,05 em relagdo controle positivo.
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3.5 O tratamento com EHVG inibe o biofilme em formacao

A Figura 3 mostra acdo inibitéria do EHVG sobre o biofilme em formacéo, de
Candida albicans (ATCC 10231), Ca(S)Flu e Ca(R)Flu. Paraa linhagem padrdao ATCC 10231,
0 EHVG apresentou resultados semelhantes ao Fluconazol e demonstrou diferenca
significativa para a Anfotericina B (Figura 3A). O EHVG demonstrou ser mais efetivo que 0s
dois antifangicos quando testado sobre os isolados clinicos Ca(R)Flu (Figura 3B) ou Ca(S)Flu
(Figura 3C).
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Figura 3. Efeito inibitério do EHVG sobre o biofilme em formacéo. As culturas tratadas com EHVG foram
comparadas aquelas tratadas com Anfotericina B (ANFO B) ou Fluconazol (FLU). Os dados expressos em
densidade 6tica a 600nm (DO) representam média + SD de amostras individuais testadas em quintuplicata
(*) p<0,05 com Teste Kruskal-Wallis com Teste Dunn’s para multiplas comparagdes.
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3.6 O tratamento com EHVG inibe a formacéo de hifas

A Figura 4 mostra o efeito do EHVG nas concentracbes 1xCIM e 2xMIC,
respectivamente, sobre a formacao de hifas na linhagem de Candida albicans ATCC 10231 e
em culturas ndo tratadas. Nas amostras tratadas com EHVG tanto em relagdo a concentragao
ocorreu importante inibicdo tanto na formacdo de hifas como nos blastoconideos em
brotamento, demonstrando também o desarranjo ocasionado pela presenca do extrato.
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Figura 4. Fotomicrografias comparativas de Candida albicans ATCC 10231 tratados com

1xCIM e 2xCIM e obtidas de forma panoramica e com aumento de 10 e 40X em amostras
coradas com coloracdo de GRAM.
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A Figura 5 mostra a presenca de hifas e blastoconideos em brotamento no controle
tratado com Fluconazol, 1xCIM e 2xCIM diante de do isolado Ca(S)Flu. Nas amostras tratadas
com Fluconazol observa-se uma desorganizacdo da construgdo das hifas, além de reducdo no
numero de hifas e blastoconideos em brotamento. Nessa condi¢do o EHVG foi mais efetivo

guando comparado com a linhagem padréo de Candida albicans.
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Figura 5. Fotomicrografias comparativas de Ca(S)Flu tratados com 1XCIM e 2xCIM e obtidas
de forma panoramica, com aumento de 10 e 40% em amostras coradas com colora¢do de GRAM.
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A Figura 6 mostra a presenca de hifas em grandes quantidades e semelhantes ao
controle, tanto duas concentracdes, 1xCIM e 2xCIM, diante de Ca(R)Flu. tratado com
Fluconazol o que ndo acontece para Anfotericina e o0 EHVG. Nas amostras tratadas na

concentragdo 2xCIM raras séo as hifas presentes.
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Figura 6. Fotomicrografias comparativas de Ca(R)
de forma panoramica e com aumento de 10 e 40x em amostras coradas com coloragdo de Gram.
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Na figura 7 é possivel analisar macroscopicamente e de forma qualitativa as
mudancas no aspecto das coldnias apds exposicdo ao EHVG 1xCIM e 2xCIM para Ca(R)Flu
que apresentou uma caracteristica lisa com menos segmentacédo e para o isolado Ca(S)Flu o
aspecto misto (liso e rugoso) na presenca de 1xCIM e 2xCIM. O controle sem exposi¢do ao
soro fetal bovino apresentou coldnias de aspecto liso e o controle com exposicdo ao SFB

apresentou col6nias de aspecto rugoso para as trés amostras de Candida albicans.
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Figura 7. Comparacéo das amostras de Candida albicans (ATCC 10231), Ca(S)Flu e Ca(R)Flu
em meio s6lido para observacdo morfoldgica tratadas com EHVG, Anfotericina B e Fluconazol,
1xCIM e 2xCIM.
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3.7 O tratamento com EHVG interferi nas enzimas de viruléncia de Candida albicans
3.7.1 Efeito sobre as enzimas proteoliticas: proteinase e fosfolipase

Com relagdo a secrecdo da enzima proteinase foi observado que tanto a
linhagem padrédo Candida albicans ATCC 10231, como Ca(S)Flu e Ca(R)Flu, houve a
formacdo do halo ao redor da col6nia para proteinase, no entanto, percebeu-se a reducdo no
tamanho do halo e consequentemente, a reducéo da producdo dessa enzima quando comparado
ao controle (Pz=0,6). O tratamento com EHVG possivelmente reduziu a secrecdo de proteinase
para Ca(R)Flu e ATCC 10231 que apresentaram valores de zona de precipitacdo (Pz) entre
0,74 e 0,99. Por outro lado, na linhagem Ca(S)Flu ocorreu liberagdo de enzimas em grande
quantidade (Pz<0,63), mesmo na presenca do extrato.

Em relacdo a enzima fosfolipase 0 EHVG apresentou também halo, mas com o
Pz entre 0,82-084 nas amostras avaliadas, 0 que pode possivelmente caracterizar reducao da
producéo dessa enzima, para Ca(S)Flu e Ca(R)Flu.

A Tabela 5 mostra o efeito do EHVG na atividade enzimatica, conforme a forca de
ativacdo. Ocorreu maior reducdo na secrecdo de fosfolipase na linhagem Ca(S)Flu em
comparacgao as outras linhagens. Ja para enzima proteinase 0 EHVG reduziu a producéo tanto
na linhagem ATCC 10231 como na Ca(R)Flu.

Tabela 5. Acdo do EHVG sobre as enzimas fosfolipase e proteinase considerando a intensidade de
secrecdo das enzimas por trés linhagens de Candida albicans (ATCC 10231), (Ca(S)Flu) e (Ca(R)Flu).

Fosfolipase Proteinase
Controle EHVG Controle EHVG

Candida albicans

ATCC 10231 +++ +++ +++ +
sensivel Ca(S)Flu +++ + +++ 4
resistente Ca(R)Flu ++ + ++ +

(+++) atividade forte;
(++) atividade moderada;
(+) baixa atividade e

(-) sem atividade
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3.7.2 O tratamento com EHVG néo afeta a secrecédo de hemolisina

A Figura 8 mostra atuacdo do EHVG sobre a producao de hemolisina. Todas as 3
linhagens apresentaram hemolise em meio sélido. Na presenca do EHVG teve efeito tipo a-
hemolise para linhagem ATCC 10231 e B-hemdlise para as linhagens dos isolados clinicos
Ca(S)Flu e Ca(R)Flu de acordo com o halo formado. Em relagéo ao indice hemolitico (IH)
apresentaram IH>1,5, considerado fortemente positivo a producdo da enzima para
ATCC10231.

ATCC 10231 Ca(S)Flu Ca(R)Flu
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Figura 8. Comparacéo da atividade da enzima hemolisina de Candida albicans ATCC 10231, Ca(S)Flu
e Ca(R)Flu.

3.8 O EHVG assegura a sobrevida e aumenta a expectativa de vida na sepse letal
Considerando o efeito anti-Candida do EHVG in vitro, avaliou-se o efeito do
extrato in vivo usando o modelo de infeccéo letal apenas com Candida albicans (ATCC 10231),
concomitante e apos a inducao da sepse assegurando a sobrevida dos animais (Figura 9). Efeito
semelhante pode ser observado no grupo tratado com Anfotericina B ao se comparar 0
tratamento concomitante do EHVG (Tabela 5). Todos os animais que receberam PBS
morreram até o terceiro dia e tanto os animais limpos (SHAM) como aqueles apenas
imunossuprimido (IMUNOS) permaneceram vivos até o final do experimento.



133

100 O @ @ @
90- - SHAM
80- -=- IMUNOS
m 4 . . u -~ PBS
I 70
'g 60- ~oA-okem A - ANFOB
5 50- - - v -A EHVGc
S 40 ¥~ EHVGa
S 30-
204
10-
0 I | ‘ | I L] 1
0 1 2 3 4 5 6 7

DIAS

Figura 9. Percentual de sobrevida dos animais higidos (SHAM) comparados aos imunossuprimidos
com ciclofosfamida e infectados com de Candida albicans (ATCC 10231) tratados com EHVG
concomitante a inducdo da sepse (EHVGc) ou 6 horas apés (EHVGa) e ndo tratados (PBS). A
Anfotericina B (ANFO B) foi utilizada como controle positivo aplicada no momento da infeccdo. Os
resultados representam a média + desvio padrdo de 6 animais/grupo.

Em decorréncia do aumento na sobrevida ocorreu também aumento da expectativa de
vida dos animais infectados com C. albicans (ATCC 10231) e tratados com EHVG (Tabela 6)

Tabela 6. Expectativa de vida de animais com sepse induzida por Candida albicans e tratados com

extrato de Vismia guianensis (EHVG).

Taxa Sobrevivéncia

Tratamento Expectativa de vida (dias) (%)
PBS 1,2 10
EHVGc 4.6* 100*
EHVGa 4* 83*
Anfotericina B 4.8* 100*

p<0,05 em comparacao ao grupo PBS (*)
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4. DISCUSSAO

Variadas sdo as formas e mecanismos que os fungos do género Candida,
especialmente, Candida albicans, se utilizam para aderir, invadir e se disseminar no organismo
dos seres vivos. As infeccdes por C.albicans sdo um importante problema de satde publica,
pois além de serem relativamente frequentes, sdo resistentes a muitos antifungicos. Participam
da resisténcia os varios fatores que desenvolvem, incluindo a formagcao de biofilmes.

Ao se observar no teste de halo de difusdo, pode-se confirmar a atividade do extrato
hidroalcéolico de Vismia guianensis que de alguma forma demonstrou atividade antifngica e
importante ponto de partida para os demais testes.

Por isso, a determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) do EHVG
demostrou um potencial antifingico frente as linhagens ATCC10231 e Ca(S)Flu, inclusive
diante da linhagem resistente Fluconazol, Ca(R)Flu. Esses resultados mostraram que mesmo o
EHVG, sendo um extrato bruto apresentou capacidade em controlar o crescimento de Candida
albicans. A determinacao da CIM tem relevancia médica, pois permite identificar a quantidade
de agente antifingico adequada para controlar a infecgéo.

Em 2013, Rodrigues verificou que os extratos das folhas de Vismia guianensis
apresentaram atividade antifingica frente a Candida albicans, Malassezia furfur e
Trichophyton rubrum, com concentracdo inibitéria minima (CIM) que variou entre 0,5 a 8
mg/mL, valores semelhantes aos aqui descritos.

Segundo Oliveira (2009), os extratos das cascas e das folhas de V.guianensis
apresentaram atividade inibitoria frente as linhagens padrdo (ATCC) e clinicas dos mesmos
fungos Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes e Microsporum canis, sugerindo
gue 0S compostos presentes nos extratos de V. guianensis podem ter efeito antifingico de largo
espectro, pois além da atividade anti-Candida albicans aqui descrita, podem também inibir o
crescimento de outras linhagens.

Pesquisadores relatam que a investigacdo dos efeitos de compostos de origem
vegetal sobre linhagens padrdo, linhagens clinicas sensiveis e linhagens resistentes, é bastante
atil nos estudos de prospecc¢ao para efeito de comparacgdo. Os achados de Sharma et al., (2019)
confirmaram que a comparacdo entre linhagens padrdo (ATCC90028) e linhagens clinicas
sensiveis e resistentes ao Fluconazol, podem contribuir com a descoberta de novas moléculas
com acdo antifangica, mesmo quando os valores de CIM para a linhagem resistente

corresponda ao dobro do encontrado para linhagem sensivel. Para fins comparativos os valores
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de CIM ap0s o tratamento com EHVG na linhagem resistente, também correspondeu ao dobro
dos valores para linhagem sensivel e para linhagem padrao de C. albicans.

Em sequéncia verificou-se que a curva de crescimento ou a denominada curva de
morte para cada linhagem enfatizou a efetividade do EHVG nas duas concentragdes utilizadas.
O controle negativo de C. albicans apresentou-se em crescimento exponencial a partir da sexta
hora, o que ndo foi observado quando se utilizou tanto o EHVG como os antiflngicos,
mantendo a curva de forma estacionaria para ATCC e Ca(S)Flu apresentando efeito fungicida.
Inibiu o crescimento das trés linhagens de Candida albicans, promovendo a morte nas
primeiras 12h. A avaliacdo ap0s 24 horas, mostrou que o EHVG teve efeito similar a
Anfotericina B. Com relacdo ao Fluconazol o EHVG foi mais eficiente ao inibir o crescimento
fangico, sobretudo na linhagem resistente Ca(R)Flu. E importante destacar que a capacidade
de formar biofilmes, é um dos fatores de viruléncia de Candida albicans, pois uma vez
formado, estes biofilmes podem ser resistentes a drogas antifingicas e aumentam as chances
de infec¢Oes disseminadas (LOHSE et al., 2017).

Os efeitos sobre o biofilme permitem uma triagem réapida e de alto rendimento
quando se busca resultados satisfatorios para uma determinada substancia de interesse. Dessa
forma, esses ensaios in vitro foram e ainda sdo utilizados como o passo inicial para identificar
compostos que inibem a formacéo de biofilme antes desses serem testados em cultura celular
e modelos in vivo verificando, também, toxicidade (LOHSE et al., 2017; GULATI et al., 2018).

Nesse contexto, ao se observar a a¢do antifungica, testou-se por meio da técnica
Checkerboard, o efeito combinado do Fluconazol e a Anfotericina B com 0 EHVG. De forma
positiva, obteve-se uma reducdo na concentracdo inibitéria minima, tanto para os controles
positivos como para o0 EHVG diante das linhagens avaliadas, inclusive Ca(R)Flu. Ao se
destacar as linhagens, ATCC10231 e Ca(R)Flu que apresentou CIM de combinacdo reduzido
de forma significante e sinérgico, especialmente na associacéo entre o EHVG e a Anfotericina
B, pode-se perceber a vantagem dessa combinacgéo na redugdo da concentragdo da Anfotericina
B, farmaco de muitas reacfes adversas intensas e toxicas para 0s seres humanos. Tanto a
Anfotericina B como o Fluconazol sdo amplamente utilizados na clinica, no entanto, devido ao
aumento da resisténcia das espécies de Candida ao Fluconazol e, ainda, devido aos efeitos
danosos ao sistema renal ocasionados pela Anfotericina B (HAN et al., 2007; BASSETTI et
al., 2018) tem-se buscado por alternativas como essa do “jogo de xadrez”.

Outro achado relevante foi referente ao isolado clinico Ca(R)Flu que antes
apresentava uma necessidade maior de concentracdo do EHVG e ao se realizar a combinacgao

do Fluconazol e 0 EHVG apresentou tanto a reducdo do CIM em relag¢do ao Fluconazol como
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do EHVG que era de 1,56mg/mL e passou para 0,19mg/mL, importante dado percebido nessa
pesquisa.

Em uma pesquisa realizada por Multhamil et al., (2018) utilizaram, também, ensaio
Checkerboard, demonstraram a importancia de se testar a associagao, pois ao realizarem esse
procedimento, o composto que antes ndo inibiu o crescimento de todas as linhagens de
Candida, apresentou efeito sinérgico e foi efetivo para todas linhagens testadas, dados esses
que fortalecem a ideia de se trabalhar com a combina¢do do EHVG com Anfotericina B e com
0 Fluconazol, pois ndo s6 inibiu o crescimento de forma isolada, mas o efeito combinado
reduziu o CIM.

Iwazaki et al., (2010) confirmam, também, que a associacdo de compostos com
atividade antifungica pode potencializar a acdo desses medicamentos. Utilizaram um composto
que ndo apresentava atividade antifingica e quando associaram ao Fluconazol no ensaio de
“Checkboard”, gerou uma potencializacdo do efeito do Fluconazol, ocasionando, também, a
reducdo da CIM. No mesmo ano, Endo et al, (2010), também, mostraram que a associacdo da
punicalagina ao Fluconazol resultou em interacdo sinérgica, potenciando a acdo do Fluconazol,
com uma reducédo da CIM, de até duas vezes, demonstrando que essa € importante estratégia
para otimizar os efeitos de medicamentos convencionais, mesmo quando parecem nao ser
eficientes, sobretudo no caso de microrganismos resistentes. No caso do EHVG apresentou
atividade tanto antes como ap6s a combinacdo, com destque para a linhagem resistente
avaliada.

Com interesse em se verificar a questdo da transi¢do morfoldgica de Candida, outro
importnate fator de viruléncia, obteve-se no teste em meio solido o controle da segmentagédo
inicial de Candida, demonstrando a efetividade tanto do EHVG como dos antifingicos em
controlar o crescimento e disseminacdo do microrganismo, uma vez que a hifa esta relacionada
com a invasdo tecidual e a célula leveduriforme esta associada a disseminag&o do fungo. Boni
(2016) também realizou esse tipo de avaliacdo onde conseguiu observar que 0S cCOmpostos
utilizados também conseguiram controlar essa alteracdo morfologica de Candida.

Essa habilidade € importante para Candida albicans, pois estd associada a
capacidade da levedura se transformar em distintas morfologias, deixando de ser unicelular e
podendo gerar brotos (blastoconideos) e/ou formar de hifas verdadeiras. E assim, ao se utilizar
EHVG, também, em meio liquido gerou uma desorganizacao e reducdo na transformacao das
leveduras em hifas, além de ter reduzido o nimero de blastoconideos em brotamento das trés

linhagens de C. albicans.
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Outros estudos, também buscaram verificar a reducdo das hifas como importante
estratégia de controle do fungo, como Boni (2016) ja citado acima, Barbosa, (2018) e Roscetto
et al., (2018). Considera-se, ainda, que esses Ultimos trabalhos utilizaram compostos isolados
e nessa pesquisa, utilizou-se extrato hidroalcodlico bruto das folhas de Vismia guianensis.

Assim como a presenca das hifas, outros fatores de viruléncia podem estar
associados a processos de adesdo, invasdo e disseminacdo de Candida. Dentre eles, as
exoenzimas ajudam a degradar componentes que auxiliam nesse processo, tais como
hemolisina, proteinase e fosfolipase, objetos da pesquisa.

Ao se avaliar as placas apresentadas para o teste de hemolisina, observou-se que
ndo foi possivel inibir a formacao dos halos para as linhagens de Candida albicans, ou seja,
continuaram a produzir a enzima hemolisina, mas a intensidade hemolitica foi menor para
Ca(S)Flu e Ca(R)Flu. Sardi et al., (2012) comentaram que a secre¢do dessa enzima, facilita a
invasdo das hifas e no desenvolvimento da disseminacgdo da candidiase, situacao essa que piora
quando se trata, por exemplo, de pacientes diabéticos com niveis elevados de glicose ou
pacientes imunossuprimidos.

Um outro fator de viruléncia associado a patogenicidade de C. albicans é a secre¢éo
de enzimas proteoliticas, tais como as proteases aspartato (SAP) e fosfolipases. Nesse contexto,
os efeitos do EHVG sobre a proteinase e fosfolipase foi que o extrato reduziu a produgéo de
proteinase nas linhagens ATCC10231 e Ca(R)Flu. No entanto, a acdo do extrato, em relacédo a
fosfolipase, foi mais efetiva para linhagens Ca(S)Flu e Ca(R)Flu. Esses dados mostram que
EHVG, do ponto de vista clinico, pode ser um importante alvo na prospec¢do de produtos
antifungicos, sobretudo se considerarmos sua a¢do na linhagem resistente.

A producéo de enzima é provavelmente um processo bem regulado que € ativado
em um momento especifico durante a colonizacéo e infec¢do para obter beneficios maximos
para C. albicans. A revisdo realizada por Mardegan et al., (2006) mostra as multiplas fungdes
do Genes SAP e relacionam as proteinases como uma familia de genes de viruléncia versétil e
multifuncional de C. albicans o que pode justificar, possivelmente, o ndo controle total da
secrecdo dessas enzimas pelo EHVG.

E ap6s todos esses testes in vitro, partiu-se para o teste in vivo para observar o
comportamento em um organismo vivo diante de uma situacao de sepse. Dessa forma, o estudo
in vivo, demonstrou que a sobrevida gerou que o EHVG utilizado de forma concomitante e seis
horas ap6s a infeccdo, teve a capacidade de garantir uma sobrevida de 60% e 50%

respectivamente, enquanto a Anfotericina B (antifingico padréo utilizado como controle)
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apresentou 80% de sobrevida. Os dados obtidos podem ser relacionados a acdo por diversos
mecanismos como demonstrado nas avaliagfes in vitro.

No estudo realizado por Santos (2018) ao utilizar o extrato de Terminalia catappa
L. (10mg/mL) apresentou um percentual de sobrevida de 40% e a expectativa de vida
encontrada foi de 63,6% concomitante, seguido por 54,5% com administracdo seis horas apos.
Em outro trabalho, Alves (2019), foi utilizado Punica granatum L, apesar de assegurar a
sobrevida dos animais até o final do experimento quando se utilizou seis horas ap6s a
administragcdo, ndo obteve bons resultados ao administrar o extrato concomitante obtendo
comportamento semelhantes aos animais ndo tratados. O que n&o ocorreu ao se utilizar o
EHVG que apresentou resposta mais efetiva quando administrado concomitantemente a
infeccéo.

Assim, percebe-se que o estudo in vivo necessita de mais investigacdo, inclusive
utilizar a forma associada (checkerboard), como realizado na avaliagéo in vitro, a fim de que

se possa obter outros parametros ndo somente do tempo administrado, mas da via utilizada.

5 CONCLUSAO

V. guianensis apresentou acéo antiflngica, pois inibiu o crescimento de trés
linhagens, inclusive isolado resistente de Candida albicans, além de controlar fatores de
viruléncia como, a reducédo da formacao de biofilme, inibicdo do dimorfismo nas diferentes
concentracdes, considerando esse Ultimo fator importante no processo de invasdo desse
microrganismo. Observou-se, também, a acao sinérgica e melhoramento da ac¢do do farmaco
sobre a linhagem resistente juntamente com 0 EHVG. Essas atividades associadas sugerem que
possivelmente, a sobrevida observada na sepse experimental letal nos animais tratados com o

extrato quer seja concomitante ou apos infec¢do podem ter sido favorecida.
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PATENTE



144

5. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do estudo realizado com o extrato hidroalcoolico das folhas Vismia
guianensis, considera-se que o EHVG:

v' Possui constituintes quimicos importantes e presentes no extrato que atuam de
forma conjunta como um fitocomplexo;
v' Apresentou constituintes quimicos capazes de inibir uma importante enzima
para o desenvolvimento de Candida albicans por meio de uma simulagdo molecular;
v" Foi capaz de apresentar atividade anti-Candida diante de linhagens padrédo e
isolados clinicos;
v' Apresentou sinergismo positivo ao se realizar a combinacdo/associacdo com
dois antifungicos utilizados na terapéutica tradicional;
v" Reduziu a concentragdo inibitéria minima quando combinada com o0s
antifingicos testados, podendo prever uma reducdo dos efeitos adversos desses
farmacos;
v" Foi capaz de melhorar a atividade anti-Candida em um isolado clinico resistente
ao Fluconazol com o efeito de combinagéo;
v Interferiu na secrecdo das enzimas proteoliticas reduzindo a a¢do desses fatores
de viruléncia;
v Interferiu no processo de dimorfismo de Candida albicans;
v' Apresentou uma taxa de sobrevida elevada, bem como a expectativa de vida dos
animais induzidos com sepse letal de Candida;
v' Apresenta-se como uma espécie vegetal promissora na bioprospeccdo de novos

antifngicos, em especial de interesse farmacologico com agédo anti-Candida.
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ANEXO A - Certificacdo de deposito e registro da exscicata no Herbario do Maranh&o da
Universidade Federal do Maranhé&o.

FEDERAL DO MARANHAO

w—.uim-m-um--ﬂs

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA - CCBS

I'ERBARIODOIARANHAO-HAR

Sao Luis, 09 de janeiro de 2019
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ANEXO B - Comprovante de cadastro de acesso ao Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)

Ministério do Meio Ambiente
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? AFE7A08

A atividade de acesso ao Patrimbnio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,

em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Namero do cadastro: AFETA08
Usuario: UFMA
CPF/CNPJ: 06.279.103/0001-19
Objeto do Acesso: Patriménio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Vismia guianensis

Titulo da Atividade: Estudo Quimico e Biofarmacolégico de Vismia guianesis
Equipe

Claudia Quintino da Rocha UFMA

Rosane Nassar Meireles Guerra Universidade Federal do Maranhao
Elizangela Araujo Pestana Motta Universidade Federal do Maranhao
Data do Cadastro: 03/07/2019 09:05:28

Situagao do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patrimdnio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 9:07 de 03/07/2019.

YA/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
w DO PATRIMONIO GENETICO
E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
AN

ASSOCIADO - SISGEN
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ANEXO C - Certificado de aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Maranhao.

AQEMN
/ -\ UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
\\\ ¥) COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA
Nniur” CIAEP:01.0341.2014

CERTIFICADO

Certificamos que 2 proposta intitulada “Bioprospeccio de espécies vegetais com
atividade anti-diabetes: acdo sobre a inibicdo enzimatica, a glicemia e a producido
de insulina™ registrada com o n° 23115.009717/2015-10, sob a responsabilidade de
Rosane Nassar Meireles Guerra, que envolve a produgdo, manutengio ou utilizagdo
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi considerado Aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA- UFMA) da Universidade Federal do Maranhdo em reunido de 21/11/2016.

FINALIDADE ()Ensino (X)Pesquisa ( ) Extensdo

Vigéncia da autorizagdo 01/112015 2 30/10.2019

Espécie/linhagem/raca Swiss, NOD, Balb/c, C57BL'6

N° de animais 600 (150 Swiss, 150 NOD, 150 Balb/c, 150
C37BL6)

Peso/Idade 150-250g / 2-6 meses

Sexo Machos e fémeas

Origem 150 Swiss -Biotério Central da UFMA e
450- CEMIB/UNICAMP - SP

Nueding Omewn. S,
Profa. Dra. Lucilene Amornim Silva
Presidente da Comissdo de Etica no uso de animais-CEUA
UFMA
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ANEXO D - Artigo publicado Revista Ceuma Perpectivas, ano 2017.

Revista Ceuma Perspectivas, vol. 30, 2017.
ISSN Eletronico: 2525-5576

(LSS

ESTUDO DO CONSUMO DE PLANTAS MEDICINAIS OBTIDAS EM FEIRAS
LIVRES DE SAO LUIS, PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS CRONICAS.

STUDY OF THE CONSUMPTION OF MEDICINAL PLANTS OBTAINED IN FREE
FAIRS OF SAO LUIS, FOR THE TREATMENT OF CHRONIC DISEASES.

Wellison Amorim Pereira'; Nigila Layane Rabelo Cutrim’; Tatiane Santos Reis’;

Patricia Heleny Pereira de Almeida®; Elizangela Aratjo Pestana Motta”.

RESUMO: As doengas cronicas se estabelecem como um problema de sadde piblica
internacional, em especial no Brasil. Plantas medicinais 1&m sido largamente usadas para
tratar tais doengas, porém, sem os devidos cuidados, seu uso pode causar intoxicagdo ¢ até a
morte. Trata-se de um estudo de campo, descritivo ¢ quantitativo, que objetivou investigar,
listar e realizar a identificagio botinica das plantas medicinais mais utihizadas pelos
moradores de Sdo Luis, para o tratamento da Hipertensdo, Diabetes, Asma ¢ Obesidade. Os
dados das indicagdes foram obtidos apés visitas ds principais fewras da cidade de Sdo Luis.
Apds o levantamento das sete plantas mais indicadas para cada patologia, as mesmas foram

compradas ¢ armazenadas na forma de exsicatas para sua post dentificagdo botinica, para

saber se estas correspondiam a0 que era comercishzado pelos feirantes. Observou-se que
apenas a parte que a qual era atribuida 4 agdo farmacolbgica, era vendida, fator que

bilitou a identificagio botinica, levantando & discussiio sobre os perigos da venda

destes produtos. Foi feita ampla busca em peniddicos cientificos com os nomes populares das
plantas informadas pelos feirantes, com o intuito de verificar sua eficdcia no tratamento das
doengas, sendo venficado que todas clas apresentavam eficdcia comprovada. O presente
estudo proveu maiores informagdes sobre os hibitos de consumo de plantas medicinais dos

moradores de Sdo Luis, assim como seus nscos ¢ beneficios.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas Medicinais; Doengas Crinicas; Fitolerapia.

! Biomédico. Mestrando em Biologia Parasitiria (Universidade CEUMA/FAPEMA )

E-mail: wellison. smorinyié hotmail. com

? Biomédica pela Faculdade Esticio de 8o Luks. E-mail: acutrim@live.com

’ Biomédica pela Faculdade Estécio de S8o Luis . E-mail: tatianesantosreis@outlook com

4 Biomédica pela Faculdade Esticio de S50 Luis . E-mail:patriciaheleny(@hotmail. com

* Farmacéutica, Doutoranda em Cidncias da Sadde (UFMA); Mestre em Quimica (UFRN), Docente Faculdade
Esticio de $30 Luis, Membro do CEP da Universidade CEUMA. E-mail: elifarmabe(gmail. com
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ANEXO E - Publicagdo do artigo como capitulo 18 do livro Saberes e Competéncias pela
Editora Atena (ano 2019).

Saberes e
___. Competencias
™ T em Fisioterapia 3

- Anelice Calixto Ruh
——— ® (Organizadora)

CAPITULD 18 ...coviiicicnissnissssesasssissssesisssssssssssssssssesasssssssssssssassssssssssssssasssssssessasses 197

LEVANTAMENTO ETNOFARMACOLOGICO DAS PLANTAS MEDICINAIS VENDIDAS EM FEIRAS,
ESTABELECIMENTOS COMERCIAIS E MERCADOS, COM FINALIDADES PARA O SISTEMA
DIGESTIVO E ANTIINFLAMATORIO REALIZADO NA CIDADE DE SAO LUIS - MA

Elizangela Araujo Pestana Motta
Silvana Luiza Pires Furtad
Rayanne Jorc Ericeira Cardosc

Rose da Costa Dias

DOI 10.22533/at.ed.44019200818

CAPITULD 19 ..coeeierceerennssssesassssssessssssssssssessssssesmssssssssssssssasessassssssssasssssssesnesses 168
OS EFEITOS DO HIBISCO (HIBISCOS SABDARIFFA) NO EMAGRECIMENTO
ersica Martins Bit
Elient Martir
JESSIK 1¢
Samara da Silva Souza

DOI 10.22533/at.ed.44019200819

CAPITULD 20 ....oovrrrereernssensssssessssssssssssssssssssassessssssesssssssssssssssssessassssssassssssssessesses 1 72
PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE PACIENTES ATENDIDOS NO SERVICO DE FISIOTERAPIA
ORTOPEDICA E TRAUMATOLOGICA DA CLINICA-ESCOLA DE UMA UNIVERSIDADE DO OESTE
DE SANTA CATARINA

Eduardo Linden Junior

DOI 10.22533/at.ed.44019200820

CAPITULOD 21 ...coerrrreenssenssssesssssssssssessssssssssssssssesassssssnsssssssasessasssssssssasssssssesaesses 188
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ANEXO F — Parecer referentes as linhagens referentes do Artigo 2.

@ CENTRO UNIVERSITARIO DO Plataforma
UM MARANHAO - UNICEUMA %M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: EFEITO ANTAGONISTA ENTRE Lactobacillus E Candida E INTERFERENCIA NO
PROCESSO DE ADESAO A CELULA E FORMAGCAO DE BIOFILME
Pesquisador: Cristina de Andrade Monteiro
Area Temitica:
Versdo: 1
CAAE: 36601714.3.0000.5084
Instituigdo Proponente: Centro Universitario do Maranho - UniCEUMA
Patrocinador Principal: Centro Universitario do Maranhao - UniCEUMA

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 813.402
Data da Relatoria: 30/09/2014

Apresentagdo do Projeto:

A microbiota vaginal € dominada por bactérias chamadas Lactobacillus. Estas

bactérias sdo0 adaptadas a este ambiente tendo em vista gue sdo anaerdbicas facultativas
ou obrigatdrias e aciddfilas. Também fazem parte da microbiota normal bactérias como
Gardnerella vaginalis e fungos como Candida albicans. Ambos ocorrem

frequentemente em individuos saudaveis, porém podem causar infecgbes caso ocorra
aumento de suas populagbes. Sugere-se gue estas infecgdes ocorram quando ha um
decréscimo na populagio de Lactobacillus, importante produtor de acido latico,
ocasionando um aumento do pH vaginal. Aparentemente a manutencgao da flora vaginal
“normal” e saudavel depende de condigdes que encorajem o crescimento de
Lactobacillus e desencorajem a proliferagio de Gardnerella vaginalis e Candida
albicans. Oferecendo suporte a essa observagio, temos a terapia com probidticos, onde
Lactobacillus sdo consumidos por via oral ou aplicados diretamente na vagina. O
presente trabalho tem como objetivo principal verificar a atividade antifingica de
Lactobacillus contra Candida albicans e sua interferéncia durante o processo de adesao
e formagao de biofilme, e determinar a expressao génica de C. albicans cultivada de
forma isolada e co-incubada com Lactobacillus durante a formagao de biofilme. As

Enderego: DOS CASTANHEIROS

Bairro: JARDIM RENASCENCA CEP: 65.075-120
UF: MA Municiplo: SAO LUIS
Telefone: (98)3214-4265 Fax: (98)3214-4212 E-mall: cep@ceuma. br

Puagna 01 de 04
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ANEXO G — Parecer Plataforma Brasil sobre amostras clinicas de Candida albicans

clinicas do artigo 3.

UFMA - UNIVERSIDADE Plataforma
FEDERAL DO MARANHAO %wal

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ATIVIDADE DO EXTRATO DAS FOLHAS DE Vismia guianensis (Aubl.) Chosy
L.CONTRA Candida spp.

Pesquisador: ELIZANGELA ARAUJO PESTANA MOTTA
Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: 29660920.7.0000.5087

Instituigdo Proponente: Universidade Federal do Maranhao

Patrocinador Principal: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO MARANHAO -
FAPEMA

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.956.307

Apresentagao do Projeto:

Candida albicans apresenta uma flexibilidade de patogenicidade que é atribuida a varios fatores de
viruléncia, dentre eles a capacidade de formar biofilme e produzir enzimas proteoliticas. Vismia guianensis,
planta da regido amazbnica, tem apresentado interesse contra microorganismos e que possui atividade anti-
candida. O objetivo do presente estudo sera para explorar o potencial anti-candida diante desses fatores de
viruléncia utilizando linhagem de Candida albicans (ATCC 10231) e linhages clinicas cedidas por um
laboratdrio denominadas de Candida albicans sensivel (CAS) e Candida albicans resistente (CAR) ao
fluconazol. O potencial anti-candida sera avaliado pela realizagdo dos testes de CIM, CFM, curva de
crescimento, atuagdo sobre as exoenzimas secretadas biofilme e inibigao de formagao de hifas. Sera
avaliado, também, o efeito do extrato associado aos antifungicos Anfotericina B e Fluconazol. Como
resultados, espera-se agdo fungicida do extrato para todas as cepas desse estudo, com o controle do
crescimento semelhante aos controles positivos, Fluconazol e Anfotericina B, bem como a redugdo da
formagao do biofilme e que a espécie vegetal seja uma promissora alternativa para atividade antifingica
diante das espécies de Candida. quer seja de forma isolada ou associada ao tratamento
convencional.Palavra-chave: Candida. Vismia. Tratamento.

Enderego:  Avenida dos Portugueses, 1966 CEB Velho
Ralren:  Rlnea © Qala 7 Camitd Ads Etiea CED:  aEnan nan
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ANEXO H — Declaragéo de aceite do artigo Potencial de inibi¢do enzimatica (alfa-amilase e
alfa-glicosidase) de plantas com atividade anti-diabetes como capitulo de livro pela Editora
Atena.

'Atena

——— I.ditora

PONTA GROSSA. 04 de julho de 2020.

DECLARACAQ DE ACEITE

Apds avaliacao cega peios pares, membros do Conselho Editorial desta editora, tenho a honra de
informar que o artigo intitulado "POTENCIAL DE INIBICAO ENZIMATICA (A-AMILASE E A-GLICOSIDASE)
DE PLANTAS COM ATIVIDADE ANTI-DIABETES" de autoria de "ELIZANGELA ARAUJO PESTANA
MOTTA", foi aprovado e encontra-se no prelo para publicacao no livro eletrdnico "Ades3o e Preservacao do
Tratamento de Diabetes Tipo II: A Relacao das Pessoas com o Diabetes Tipo Il e os Medicamentos® a ser
divuigado em novembro de 2019.

Agradeco a escolha pela Atena Editora como meio de transmitir ao pdblico centifico e académico o
trabalho e parabenizo os autores pelo aceite de publicagdo.

Reitero protestos de mais elevada estima e consideragao.

» >

C A mf
Prot.* Dr * Antonella Carvaiho de Otiveira
Editor Chefe
ATENA EDITORA
PREFIXO EDITORIAL ISBN 93243
PREFIXO EDITORIAL DOt 10.22533

Atena Editors - CNPJ 26.080 637/0001-29
R JULIA LOPES |, 558, ORFAS

PONTA GROSSA ~ PR ~ CEP. 84070202
E-mail’ contato@atenaedtorna com btr

Site. www. atenaeditors com by
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ANEXO 1 — Certificado do artigo aceito pela Pathogens (ano, 2020).

Indexed in: | [Rakkasasad | IMPACT
PubMed) QX
SCOPUS

an Open Access Journal by MDPI

CERTIFICATE OF ACCEPTANCE

Certificate of acceptance for the manuscript (pathogens-690177) titled:

Antifungal and antivirulence activities of hydroalcoholic extract and fractions of Platonia
insignis leaves against vaginal isolates of Candida species

Authored by:

Anderson Franca da Silva; Claudia Quintino da Rocha; Luis Cldudio Nascimento da Silva;
Alexsander Rodrigues Carvalho Janior; Iven Neylla Farias Vale Mendes; Andrea Borges de
Araruna;

izan P naM ; Rayssa de Sousa Silva; Carmem Duarte Lima Campos; Josivan
. Regis Farias; Aluisio da Silva Oliveira; Douglas Henrique dos Santos Silva;
Flavia Raquel F Nascimento; Rosane Nassar Meireles Guerra; Cristina Andrade Monteiro

7
ﬂw\bw 3::m°"ﬁ§§'gg§;'accepted in Pathogens (ISSN 2076-0817) on 16 January 2020

Basel, January 2020




