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RESUMO

Infeccdes fungicas resistentes mostram uma crescente prevaléncia nas
Ultimas décadas, levando a procura farmacos mais eficazes, incluindo produtos
naturais. Uncaria tomentosa (unha-de-gato) possui uma complexa composic¢éo de
polifenois, alcaloides e triterpenos, que tem sido pouco explorada nesse contexto.
Assim, o presente trabalho teve por objetivo a avaliacdo da atividade anti-
Candida e de mecanismos de acdo ewventualmente envolvidos. Para essa
finalidade seis isolados de Candida ndo-albicans foram selecionados pelo seu
histérico de resisténcia. Amostras de cascas secas foram extraidas com EtOH a
50%, seguido de concentragdo e armazenagem a 10 °C durante 24 h. A porcéo
soluvel foi separada e fracionada em fase polimérica solida, originando trés
fragBes ricas em polifenois, alcaloides e triterpenos. A porcéo insolivel em agua
(Water-insoluble Fraction - WIF) foi retomada no mesmo solvente etandlico,
repetindo-se o processo anterior. Os testes exploratorios de susceptibilidade
antifungica revelaram atividade moderada para todas as fracdes sollwveis e uma
atividade superior para a fracdo insoluvel. A analise por CLAE e o teste da
Vanilina &cida indicaram a predominancia de polifenois de alta massa molecular
(70,8%) em WIF. A associacdo da fracdo WIF com terbinafina e fluconazol
mostrou uma clara atividade sinérgica, com alteracdes morfologicas evidenciadas
por MEV e pelo teste com sorbitol. Testes utilizando verapamil (inibidor da
bomba de efluxo) excluiram a participagdo deste mecanismo. Pelo contrario, 0s
resultados das analises por DSC e FT-IR apontam para um mecanismo externo a
célula. O conjunto das observagfes sugere um mecanismo de acdo sobre a parede
celular, provavelmente vinculado a interagBes intermoleculares entre a fracdo e

o0s antifungicos testados.

Palavras-chave: Uncaria tomentosa, polifenois, antifungicos, Candida spp.,

checkerboard.



ABSTRACT

ANTI-Candida ACTIVITY OF BIOACTIVE FRACTIONS OF Uncaria
tomentosa (Willd) DC. AND SYNERGISM WITH FLUCONAZOLE AND
TERBINAFINE

Resistant fungal infections show an increasing prevalence in recent
decades, demanding therefore more effective new drugs, including herbal
products. Uncaria tomentosa (cat's claw) has a complex polyphenols, alkaloids
and triterpene composition, which has been little explored in that sense. Thus, the
present study aimed at evaluation of the anti-Candida activity and related
mechanisms of action. For this purpose six isolates of non-albicans Candida
species were selected owing their history of antifungal resistance. Samples of the
dried bark were extracted with 50% EtOH, followed by concentration and
storage (10 °C for 24 h) steps. The soluble portion was separated and fractionated
on a solid polymer phase, yielding three enriched fractions of polyphenols,
alkaloids and triterpenes. The water-insoluble portion (WIF) was dissolved again
using the same ethanolic solvent, and submitted to the procedure described
abowve. Screening antifungal susceptibility testing revealed just a moderate
activity for all soluble fractions, and a superior one respecting the WIF fraction.
HPLC analysis and vanillin acid assay of WIF indicated the polyphenol
prevalence (70.8 %). The association of fraction WIF with terbinafine and
fluconazole showed a clear synergic activity with morphological changing, as
observed by MEV and the wall integrity test with sorbitol. Tests using verapamil
(inhibitor of efflux pump) excluded the participation of this mechanism in the
synergic response. Moreo\er, the results from both FT-IR and DSC analysis of
WIF, alone and combined with terbinafine and fluconazole, suggest a mechanism
acting outside the cell membrane. The results all together hint a mechanism of
action probably linked to wall cell, probably due to specific intermolecular

interactions between the fraction WIF and both antifungals matter of this study.

Keywords: Uncaria tomentosa, polyphenols, antifungals, Candida spp.,

checkerboard.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo de mestrado foi redigida na forma de capitulos, em
conformidade com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa de
PoOs-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, e encontra-se organizada da seguinte forma:

* Introducdo e Relevancia do Tema;

= Objetivos: geral e especificos;

= Referencial tedrico;

= Capitulos 1 e 2: artigos a serem submetidos a publicacéo;
» Discusséo Geral;

=  Conclusdes;

= Anexos;

=  Referéncias.
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1. INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA

Lewveduras, principalmente espécies de Candida spp., séo tidas como os
principais agentes causadores de micoses oportunistas (SAGHROUNI et al.,
2011). Historicamente, Candida albicans é a espécie mais frequente envolvida na
candidiase, contudo, a participacdo de espécies ndo-albicans tem aumentado de
forma significativa nos dltimos anos, principalmente devido ao aumento da
expressdo de fatores de viruléncia e da aquisicdo da resisténcia aos antifungicos

de uso clinico tradicional (MEAN et al., 2008).

Apesar dos potentes agentes antifingicos disponiweis, a taxa de
mortalidade associada a candidiase ainda é alta (ANDES; LEPAK, 2011),
sobretudo em pacientes imunossuprimidos e imunodeprimidos, como portadores
de HIV, em tratamento quimioterapico, ou que tenham sido submetidos a
transplante de 6rgdos ou procedimentos cirlrgicos de médio a grande porte
(ENDO et al., 2010). Por essa razdo, existe um interesse crescente na procura de
novos farmacos antifungicos mais seletivos e menos toxicos, uma vez que 0 Uso
indiscriminado de agentes antifungicos vem acarretando em um acelerado

aumento da resisténcia desses microrganismos (FORTUN, 2011).

Nas ultimas décadas, tem-se evidenciado interesse em tratamentos a base
de produtos naturais para a terapia de candidiases (MONDELLO et al., 2006;
NOUMI et al., 2010). Para a espécie Uncaria tomentosa (Willd) D.C.
(Rubiaceae) — conhecida como unha-de-gato — ainda que existam relatos de
atividades como antiproliferativa (GONZALEZ; VALERIO, Jr., 2006),
imunoestimulante (LEMAIRE et al., 1999), anti-inflamatéria (AGUILAR et al.,
2002), antiviral (REIS et al., 2008) e antioxidante (PILARSKI et al., 2006), os
dados sobre atividade antifungica s@o bastante incipientes. De fato, ha apenas um
relato no que se evidenciou melhora clinica em pacientes com candidiase oral,
apds tratamento com gel contendo extrato de U. tomentosa (PAIVA et al., 2009).
Contrariamente, a espécie tem sido objeto de vérios estudos fisico-quimicos,
destacando altos teores em alcaloides oxindolicos pentaciclicos (HEMINGWAY;
PHILLIPSON, 1974; LAUS et al., 1997), triterpenos derivados do &cido
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quinovico (AQUINO et. al., 1991; 1997) e polifenois, como é&cidos fenolicos,
mondmeros de flavonoides e polimeros de elevada massa molecular, como
taninos (HEITZMAN et al., 2005).

Embora existam relatos de a¢do antimicrobiana, a atividade antifungica de
cascas de U. tomentosa ainda ndo foi prospectada de modo aprofundado. Em
vista disso, o presente trabalho tem por objetivo estudar a atividade antifingica e
sinérgica de uma fracdo rica em polifenois presentes na casca do caule de U.
tomentosa, assim como o seu efeito sinérgico com fluconazol e terbinafina contra

Candida spp. procedentes da Micoteca do Laboratério de Micologia da UFRGS.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antifingica de extrato bruto e fragGes enriquecidas
de cascas de U. tomentosa frente a espécies emergentes e resistentes de Candida

ndo-albicans, avalindo-se o efeito sinérgico com terbinafina e fluconazol.

2.1. Objetivos especificos

i) Analisar por CLAE-PDA o perfil quimico da matéria prima wegetal,

constituida pela casca do caule da espécie;

ii) Obter fragOes enriquecidas de alcaloides e triterpenos mediante separagédo
em fase solida polimérica, assim como de polifendis com diferentes

massas moleculares mediante separacéo;

iii) Caracterizar e quantificar os principais polifenois presentes nas fragoes
de U. tomentosa mediante métodos por CLAE-PDA, método da vanilina,

UV e espectrofotometria por FT-1V.

iv) Avaliar a cito e genotoxicidade do extrato e das fracdes de Uncaria

tomentosa através do ensaio cometa;

V) Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das fragBes e do
extrato de U. tomentosa frente a isolados das espécies Candida krusei, C.

glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis;

vi) Avaliar o efeito sinérgico da fracdo de polifenois de U. tomentosa com o
antifangico azolico fluconazol e o derivado alilaminico terbinafina,

frente as leveduras emergentes acima relacionadas;

vii) Caracterizar a interacao fisico-quimica entre os polifenois e antifingicos
mediante DSC e FT-1V, bem como o efeito sobre o potencial zeta

celular;

viii) Caracterizar mecanismo de acdo mediante teste do sorbitol, teste da
bomba de efluxo, microscopia eletronica de varredura e teste da

composic¢éo quimica do pseudomicélio por FT-1V.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.  Atividade antifangica e espécies vegetais

Os antifingicos efetivamente disponiveis no mercado estdo restritos a
apenas algumas classes quimicas (MATHEW; NATH, 2009), das quais algumas
apresentam toxicidade ou problemas de resisténcia (MUKHERJEE et al., 2003).
Nesse contexto, 0 estudo de substancias wegetais providas de atividade
antifingica vem merecendo maior atencdo (DANELUTTE et al., 2003;
MALHEIROS et al.,, 2005; STEIN et al., 2006; AGUERO et al., 2007;
PACCIARONI et al., 2008). Alem do seu uso na forma isolada, a combinagé&o de
antifngicos comerciais com especies vegetais surge como uma estratégia valida
para melhorar a atividade antifingica, aumentar o espectro de a¢do, melhorar a
tolerancia, diminuir os efeitos adversos e reduzir fatores indutores da resisténcia
(ELIOPOULOS; MOELLERING, 1996; KONTOYIANNIS; LEWIS, 2001;
ENDO et al., 2010).

3.2. Uncaria tomentosa

Uncaria tomentosa (Willdenow ex Roemer & Shultes) D.C., pertencente a
familia Rubiaceae, € uma liana com espinhos lenhosos popularmente conhecida
como unha-de-gato ou cat’s claw. A espécie é caracterizada como uma trepadeira
de aproximadamente 40 m de comprimento e 20 m de altura (POLLITO;
TOMAZELLO, 2006) (Figura 1). A espécie possui uma distribuicdo geografica
bastante ampla, distribuida em sua maioria na Africa e Asia (HEITZMAN et al.,
2005) e pode ser encontrada naturalmente nas florestas tropicais do Sul e
América Central (Peru, Colémbia, Equador, Guiana, Venezuela, Trinidad,
Suriname, Guatemala, Costa Rica, Panamd, Republica Dominicana). No Brasil,
U. tomentosa se distribui nos estados do Amapa, Amazonas, Pard e,

principalmente, no Acre (POLLITO, 2006).
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Figura 1 — Uncaria tomentosa. (A) Exemplar adulto; (B) mostrando detalhes do
caule (C) e dos tomentos. (Imagens gentilmente cedidas por Ewvelyn Maribel
Condori Pefialoza)

A espécie Uncaria tomentosa tem sido objeto de diferentes estudos
realizados pelo grupo, principalmente tecnoldgicos, na obtengdo de fracdes
enriquecidas de alcaloides, polifenois e triterpenos derivados do acido quindvico
(PAVEI et al., 2010; PAVEI et al., 2011; PAVEI et al., 2012; KAISER et al.,
2013), e de algumas atividades bioldgicas relevantes associadas a essas, como
antiproliferativa (KAISER et al., 2013b; LENZI et al., 2013). Em relagdo a
atividade antifangica da espécie ha poucos relatos (PAIVA et al., 2009) e
praticamente nada sobre a potencial associacdo dos compostos bioativos dessa

com antifangicos convencionais.

3.2.1. Aspectos analiticos e tecnoldgicos relativos a fragdo de polifenois de U.

tomentosa

A diversidade estrutural e as diferentes massas moleculares dos polifenois
tornam laboriosa a tarefa de desenwolver um método de extracdo que seja de
aplicacdo geral. Ha diversos fatores que podem influenciar nesse processo, como
tempo de extragdo, solubilidade, fracdo solvente-amostra e tamanho de particula
da matéria-prima. Solventes, como metanol, etanol, propanol, acetona, acetato de
etila e suas combinagbes séo utilizados na extragdo de polifenois, geralmente
com diferentes proporgdes de &gua (ANTOLOVICH et al., 2000; ROBARDS et
al., 2003; ZADERNOWSKI et al., 2005; LUTHRIA et al., 2006). Assim, rutina
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e &cido clorogénico foram extraidos eficazmente do trigo sarraceno (Fagopyrum
esculentum) por maceracdo dindmica com etanol a 30%, a 60 °C, por 2 h
(HINNEBURG et al., 2005). Diferentes tempos de extracdo s&o utilizados,
podendo variar de 1 min (PRICE et al., 1977) a 24 h (BURNS et al., 1971).
ExtragGes mais longas aumentam a chance da oxidagédo dos polifenois, a ndo ser
que sejam utilizados agentes redutores. Uma extragdo com acetona 70% em agua,
durante 1 min, a 10.000 rpm foi utilizada vantajosamente para extrair 0s taninos
de amostras comerciais de canola (Brassica napus L.) (NACZK et al., 1991). No
entanto, Deshpande e Cheryan, mostraram que o tempo de extracdo étimo para
fendlicos em feijdo (Phaseolus vulgaris) foi de 50 a 60 min. Kaiser (2012)
comparou a eficécia da extracdo de polifenois de U. tomentosa com solugfes
hidroetanolicas em proporgdes de 10 a 90%, assim como variagdes de tempo e
proporcbes farmaco-solvente como variaveis independentes. O méximo de
extracao foi alcancada na proporcao de 50% de solucdo hidroetandlica, tempo de
2 h e proporgdo farmaco-solvente 0,5:10 (m/v), evidenciando uma fécil saturagéo
do solvente com o aumento da massa da planta. Concentragdes similares foram
utilizadas na extracdo de polifenois de Citrus hystrix (52,9%), Morinda citrifolia

(40%) e Castanea sativa (50%) (CHAN et al., 2009; THOO et al., 2012).

No entanto, uma determinacéo real do teor de compostos fendlicos esbarra
nas dificuldades da analise cromatografica dos taninos condensados de maior
grau de polimerizacdo, presentes nos extratos e fragBes hidroetandlicas das
cascas de U. tomentosa (SCHOFIELD et al., 2001; HEITZMANN et al., 2005).
Os taninos condensados ou proantocianidinas séo polimeros de flavonoides,
cujos mondmeros sdo unidos por uma ligacdo carbono-carbono. O método da
vanilina costuma ser empregado para quantificacdo desses compostos, embora o
reagente da vanilina detecte tanto flavonoides monoméricos quanto poliméricos.
Igualmente, o método ¢é especifico para uma classe limitada de compostos que
apresentam uma ligagcdo simples na posicao 2,3 e grupos hidroxila em posicoes
alternadas no anel A. Catequinas e proantocianidinas reagem com a vanilina na
presenca de HCI para produzir um produto de condensacdo wvermelho
(AGOSTINI-COSTA, 2003).
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Face a escassez de metodos analiticos para a quantificagdo de polifenois
de baixa massa molecular de U. tomentosa, Pawei (2010) desenvolveu e validou
metodologia por CLAE para a quantificagdo de polifenois em extratos
hidroetanolicos das cascas de U. tomentosa. Foi observada a presenca de cinco
picos majoritérios, dos quais trés foram identificados como &cido clorogénico,

acido caféico e rutina, mediante comparagdo com padréo de referéncia.

Diferentemente de alcaloides oxinddlicos, ha poucos trabalhos
tecnoldgicos de purificagdo das subfracdes dos polifenois, o que,
consequentemente impede de estabelecer relagdes inequivocas sobre a verdadeira

fragéo bioativa.
3.3. Leveduras do género Candida

As leveduras do género Candida fazem parte do reino Fungi; Divisao
Deuteromycotina; Classe Deuteromycetes; Ordem Cryptococcales; Género
Candida. E neste grupo dos deuteromicetos que estdo incluidos a maioria dos
fungos patogénicos ao homem. Mais especificamente, dos fungos considerados
patogénicos para humanos, o género Candida é aquele que ocorre com maior
frequéncia. Dentre as espécies de Candida conhecidas, C. albicans é aguela que
mais prevalece em pessoas imunossuprimidas e imunodeprimidas. Entretanto,
nas Ultimas décadas o numero de infeccdes devido a C. ndo-albicans tem
aumentado significativamente (CALDERONE, 2002; RUAN; HSUEH, 2009).
Esse aumento pode estar relacionado com o fato de espécies ndo-albicans serem
capazes de desenvolver maior resisténcia a certos antifingicos (GONZALEZ et
al., 2008), associado ao melhor poder discriminante dos métodos de diagndstico,
permitindo a diferenciagdo inequivoca entre as especies de Candida (LIGUORI

etal., 2009).

Candida ndo-albicans sdo usualmente encontradas em reservatorios
humanos e animais, solo, plantas, alimentos e ambiente hospitalar (LACAZ et
al., 2002).

3.3.1. Epidemiologia
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As espécies de Candida sdo mais frequentemente isoladas da cavidade
oral, vulvovaginal e trato urinario e, apesar de serem mais percebidas em
pacientes imunocomprometidos, sao detectadas em aproximadamente 31 a 55%
dos individuos sadios (SAMARANAY AKE et al., 2002). Dados epidemiolégicos
indicam que C. albicans é o agente causal mais comum. Contudo, a sua
incidéncia em infec¢Bes tem declinado, dando lugar a prevaléncia de outras
espécies, como C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis
(COLOMBO et al.,, 2003; BASSETTI et al.,, 2006), que sdo as especies

relacionadas no presente trabal ho.

Na década de 80, C. albicans representava 68% dos isolados de Candida
detectados em pacientes, enquanto que C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
glabrata representavam 12, 10 e 3 % dos isolados, respectivamente (KIEHN et
al., 1980). Em estudos mais recentes, a maioria dos casos de fungemia tem sido
significativamente associada as especies ndo-albicans (PFALLER et al., 2010).
Segundo Colombo (2000), a segunda principal causa de infeccdo flungica
invasiva deve-se a C. parapsilosis, ficando atrés apenas de C. albicans. Esta
espécie de Candida ndo-albicans costuma ser mais frequente em criangas,
principalmente entre recém-nascidos prematuros, e esta associada a fontes
exogenas de infecgbes, como alimentacdo parenteral, uso de cateter e de solucdes
contaminadas (KRCMERY; BARNES, 2002; ALMIRANTE et al., 2006).

Candida tropicalis € uma das espécies de Candida ndo-albicans mais
prevalente, principalmente na América Latina (PFALLER et al., 2000). No
Brasil, acomete de 16 a 26% dos pacientes com candidiase (NUCCI;
COLOMBO, 2007). Autores descrevem o isolamento de C. tropicalis em
hemocultura de pacientes com cancer, leucemia e neutropenia (ALMIRANTE et
al., 2005; COLOMBO et al., 2006; NUCCI; COLOMBO, 2007). Por sua vez,
Candida glabrata estd enwolvida em 5 a 24% dos episédios de candidiase,
observando-se sensibilidade reduzida ao fluconazol nos isolados clinicos. Cerca
de 10 a 20% das cepas isoladas de hemoculturas foram resistentes ao fluconazol

(PFALLER et al., 2000). A taxa de mortalidade associada a esta espécie varia de
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10 a 73% (COLOMBO et al., 1999). No caso de Candida krusei, a espécie tem
uma prevaléncia minoritaria em fungemias, ocorrendo principalmente em
pacientes com cancer, transplantados e naqueles infectados por HIV. Contudo, a
resisténcia intrinseca desta levedura ao fluconazol explica sua maior ocorréncia
nestes grupos especificos de pacientes que, com frequéncia, recebem esse

farmaco profilaticamente (HORN et al., 2009).
3.3.2. Aspectos da estrutura celular de Candida spp.

O género Candida é composto por um grupo heterogéneo de organismos
fangicos. Macroscopicamente, as col6nias de Candida spp. sdo de cor creme a
amarela. Dependendo da espécie, a textura da col6nia pode ser lisa, brilhante ou
seca, ou enrugada e magante. Sob condi¢BGes habituais, com nutrientes ideais, a
levedura cresce na fase log como células de blastoconidios (Figura 2-A), que sdo
células esféricas a ovais com tamanho de aproximadamente 2-5 X 3-7 pm
(LARONE, 2002). Além disso, certas especies, como C. albicans e Candida
dubliniensis, podem produzir um tipo filamentoso de crescimento, como hifas
verdadeiras (Figura 2-C3) ou, mais frequentemente, como pseudo-hifas (Figura
2-C1).

A distingdo entre as hifas e pseudo-hifas esta relacionada com a maneira
pela qual elas sdo formadas. Pseudo-hifas sdo formadas a partir de células de
leveduras ou de hifas por gemulagdo ou brotamento (Figura 2-B1), mas 0 novo
crescimento permanece ligado a célula-mée que se alonga, resultando em
filamentos com constricdes nas jungBes célula-célula. N& ha paredes
transversais internas (septos) associados com pseudo-hifas (Figura 2-C2). Em
comparacédo, as verdadeiras hifas sdo formadas a partir de células de levedura ou
mesmo como ramos de hifas existentes. O desenvolvimento das hifas verdadeiras
é iniciado por uma projecdo do "tubo de germinagdo" (Figura 2-B2), que se
alonga e se ramifica com septos definidos que dividem as hifas fungicas em
unidades separadas (Figura 2-C3) (SILVA et al., 2011).
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Figura 2 — Diferentes morfologias de Candida spp. (A) Blastoconideos; (B1)
Forma de reproducdo por gemulacdo ou brotamento; (B2) Formacdo do tubo
germinativo; (C1) Formagdo de pseudo-hifas; (C2) Forma de lewvedura; (C3)
Formacao de hifa (septo interno). (SILVA et al., 2011)

Candida albicans e C. dubliniensis sédo verdadeiramente polimdrficas,
devido a sua capacidade de formar hifas e/ou pseudohifas, e essas especies séo
também referidas como "tubos germinativos positivos”, uma caracteristica de
diagnostico (CALDERONE, 2002). Em contraste, C. glabrata ndo é polimdrfica,

crescendo apenas como blastoconidios (levedura) (Figura 3) (SILVA et al.,
2011).

Com relagcdo a C. parapsilosis, esta espécie ndo produz hifas verdadeiras,
mas pode gerar pseudo-hifas que séo caracteristicamente grandes e curvas, e

muitas vezes referidas como "células gigantes"” (SILVA et al., 2011).

Em contraste, C. tropicalis produz blastosporos ovais, pseudo-hifas e,
dependendo de alguns relatos, hifas verdadeiras (Figura 3) (CALDERONE,
2002; LARONE, 2002; YOSHIO; KOUJI, 2006).
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C. glabrata C. parapsilosis C. tropicalis C. krusei

Figura 3 — Estruturas macroscépicas e microscépicas de Candida spp. Estruturas
microscopicas: (A) Candida glabrata; (B) Candida parapsilosis; (C) Candida
tropicalis;(D) Candida krusei; Colonias macroscopicas: (E) C. glabrata; (F) C.
parapsilosis; (G) C. tropicalis; (H) C. krusei. (Adaptado de SILVAetal., 2011).
Candida krusei € normalmente encontrada em duas formas morfoldgicas
bésicas, como leveduras e pseudo-hifas. Ambas estdo frequentemente presentes
simultaneamente nas culturas em crescimento, e ndo podem ser facilmente
separados. Em contraste com a maioria das outras Candida spp. que tem forma
ovoide, as células de C. krusei sdo geralmente alongadas e tém a aparéncia de
"arroz de grdo longo" (Figura 4). Variacdo na morfologia da col6nia de C. krusei,

também tem sido observada (Figura 4) (YUTHIKA et al., 1994).

Figura 4 — Microscopia eletrbnica de varredura de isolados de C. Kkrusei.
Diferentes tamanhos de blastéporos e pseudohifas.
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Vérios dos aspectos a serem abordados na sequéncia passam a ser melhor
entendidos na medida que entendermos os possiveis sitios de acdo dos polifenois

e dos farmacos fluconazol e terbinafina, selecionados para o presente estudo.
3.3.3. Parede Celular

A parede celular fungica é uma estrutura relativamente rigida, porém
dindmica, que participa de varios processos bioldgicos essenciais a célula. Ela
determina o formato da célula, fornece suporte osmatico, protecao fisica, além de
estar relacionada a eventos de sinalizagéo celular, adeséo e reprodugdo (RIBAS,
2004; MAGNELLI; CIPOLLO; ROBBINS, 2005; NIMRICHTER et al., 2005;
PEREZ), sendo por isso necesséria para o crescimento e desenvolvimento dos
fungos nos ambientes onde sdo encontrados (DURAN; NOMBELA, 2004). A
composicdo quimica da parede celular é bastante complexa, constituida
principalmente por polissacarideos ligados ou ndo a proteinas ou lipideos,
polifosfatos e ions inorganicos formando a matriz de cimentagdo. Quitina,
glucanas, galactomananas e proteinas sdo compostos mais frequentes, embora
sua quantidade varie entre as diferentes espécies de fungos (ADAMS, 2004). De
acordo com Aguilar-Uscanga e Francois (2003) a parede celular de leveduras
apresenta como componentes polimeros de manose  (constituindo
manoproteinas), glicanas (principalmente beta-glucanas, mas galactanas também
podem ser encontradas) e polimeros de N-acetilglucosamina (formando quitina)
(Figura 5). Como a parede celular é essencial para a sobrevivéncia da célula
fangica e estd ausente em células de mamiferos, essa se torna um alvo atrativo

para a acdo de farmacos (FUKUDA et al., 2009).
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Figura 5 — Representagdo da parede celular fangica®.

Trés enzimas tém mostrado serem essenciais para a formacdo da parede
celular fungica: 1,3-beta-glicano-sintase; 1,6-beta-glicano-sintase e quitina
sintase que catalisam a formacdo de 1,3 e 1,6 beta-glicanos e quitina,
respectivamente. Farmacos sintéticos que tém sua acdo na parede celular sdo da
classe das equinocandinas. Os representantes dessa classe sdo a caspofungina, a
micafungina e a anidulafungina. Esses atuam inibindo a beta-(1-3)-d-glucana-
sintetase, uma enzima da via de sintese da beta-glucanas (FROST et al., 1995). J&
foi postulado que extratos de algumas espécies vegetais possam ter atividade
sobre a parede (ISHIDA et al., 2006; SOUZA-MOREIRA et al., 2013).

Protetores osmoticos tém sido utilizados para estudar o mecanismo de
acdo de antifungicos e antibidticos. Danos aos componentes essenciais da parede
celular a partir de agentes antifungicos (inibidores da sintese da parede celular)
causam lise celular na auséncia de um protetor osmético, porém as células
continuardo a crescer se um estabilizador adequado estiver presente no meio.
Células tratadas com farmacos que interferem na sintese da parede celular

frequentemente tém caracteristicas morfoldgicas distintas. As mudangas na

! fonte: www.abev.com.br/controledeinfeccao/palestras/resistencia.pdf
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morfologia podem sugerir possiveis alvos ou modo de agéo dos inibidores da
parede celular. A morfologia das céelulas tem sido usada como um método para

identificar novos antifingicos inibidores de parede celular (ZACCHINO, 2003).
3.3.4. Membrana Celular

A membrana plasmética de levedura pode ser caracterizada como uma
bicamada de aproximadamente 7,5 nm de espessura (VAN DER REST et al.,
1995). Um fator que as torna Unicas e dificeis de mimetizar é a assimetria entre
as duas camadas, no que se refere a distribuicdo de lipideos. No caso da
membrana plasmatica de leveduras, esta bem esclarecido que certos componentes
lipidicos, como as fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol e fosfatidilserinas, se
localizam preferencialmente no folheto interno ou lado citoplasméatico da
membrana celular, enquanto outros como as fosfatidilcolinas e esfingolipideos
se encontram majoritariamente no folheto externo ou lado exoplasmatico. Em
contraste com 0S eucariotas superiores, em cujas membranas plasmaéticas o
colesterol é o esterol mais abundante, a membrana plasmatica de levedura, aléem
de outros esterois minoritarios, contém majoritariamente ergosterol e uma
pequena quantidade de zimosterol, seu precursor (VAN DER REST et al., 1995).
Os dominios lipidicos da membrana sdo constituidos majoritariamente por
esfingolipideos ou por esfingolipideos e ergosterol, apresentando uma maior

espessura bem como uma maior rigidez local (Figura 6).
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Figura 6 — Composicdo de uma membrana bioldgica (adaptado de LODISH et
al., 2000).
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A membrana celular acaba sendo alvo de muitos farmacos como os
poliénicos (anfotericina B, nistatina) que se ligam diretamente ao ergosterol,
formando poros que aumentam a permeabilidade da membrana, com perda de
material citoplasmatico, o que pode resultar na morte celular, enquanto que 0s
derivados azolicos e as alilaminas interferem na sintese do ergosterol através da
inibicdo de enzimas, bloqueando etapas precursoras da biossintese do ergosterol
(ASHLEY, 2010)

3.3.5. Bomba de efluxo

Duas familias de transportadores membranares de efluxo podem ser
distinguidas em leveduras, de acordo com a fonte de energia utilizada para a
extrusdo de substratos (WHITE et al.,, 2009). As bombas pertencentes a
superfamilia de transportadores ABC (ATP-binding cassette) sdo codificadas
pelos genes CDR1 e CDR2 (Candida Drug Resistance). Estas contém dois
dominios transmembranares e dois dominios nucleotidicos de ligacéo, utilizando
a hidrdlise de ATP para encaminhar os substratos atraves da membrana. A
expressao dos genes CDR1 e CDR2 ¢ regulada pelo fator de transcricdo Tacl

(Transcriptional Activator of CDR genes).

As bombas pertencentes a superfamilia MF (Major Facilitator) séo
transportadores membranares de efluxo codificadas por um Unico gene MDR1
(Multi Drug Resistance 1). A bomba de efluxo codificada pelo gene MDR1
possui 12 dominios transmembranares e utiliza um gradiente eletroquimico de
protons como forca motriz para efetuar a extrusdo de substratos, estando
especificamente envolvida na resisténcia ao fluconazol. A expressdo do gene
MDRL1 é regulada por pelo menos trés fatores de transcrigcdo, entre esses, 0 mais
descrito, o fator de transcricdo Mrrl (Multidrug Resistance Regulator 1), o fator
de transcricdo bZIP Capl, também enwvolvido naresposta a estresses oxidativos, e
o fator de transcricdo Mcml, enwolvido numa grande variedade de processos
celulares e co-regulador do fator Capl (ALARCO et al.,, 1999; NOEL et al.,
2012). Essas bombas estdo envolvidas no transporte de substratos toxicos para a

célula, como antiflngicos, por exemplo, do interior para 0 ambiente extracelular
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(Figura 7). Assim, as proteinas de efluxo contribuem para a manutencdo celular
dos micro-oganismos. Existem substancias que modulam ou revertem a

resisténcia a certos antifungicos por esse mecanismo de acéo.
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Figura 7 — Representacdo (A) de uma célula fungica susceptivel aos azois e (B)
mecanismo de resisténcia de Candida spp. por bomba de efluxo (adaptado de
VANDEPUTTE et al., 2012).

Sabe-se que farmacos sintéticos como verapamil, omeprazol e ibuprofeno
inibem o sistema de efluxo, no entanto requerem concentracdes acima do
permitido clinicamente (VAN BAMBEKE et al., 2003). Dessa forma, produtos
naturais de origem vegetal tem sido testados e identificados como modificadores
da resisténcia por bomba de efluxo (GIBBONS et al., 2004), dentre eles
Rosmarinuns officinallis (OLUWATUYI1 et al., 2004) e Dalea spinosa
(BELOFSKY et al., 2006).

3.3.6. Potencial Zeta

As caracteristicas fisico-quimicas da superficie da célula fangica
influenciam a seletividade e a eficacia dos varios antifungicos. A parede celular
dos fungos protege a célula do meio ambiente. Na maioria dos casos, a parede
das leveduras apresenta carga negativa (FUCHS et al.,, 2007). Rodrigues e
colaboradores (2012) mediram o potencial zeta de diferentes espécies de

Candida, obtendo os seguintes valores: C. albicans: -9,54; C. glabrata: -11,83;
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C. krusei: -14,54; C. parapsilosis: -11,34; C. tropicalis: -14,71. Essa carga
negativa se dewe, provavelmente, a presenca de polissacaridios, devido aos
grupos fosfatos. Por outro lado, a presenca de 4&tomos de nitrogénio nas proteinas
e aminas confere um comportamento mais catibnico a superficie. A
predominancia de determinados grupos funcionais, na parede da célula fangica, e
a interacdo entre eles v@o conferir carga negativa ou positiva a superficie do
micro-organismo (BOTERO et al.,2008). Isso ajuda a compreender e elucidar a

possivel interacdo que possa estar ocorrendo entre 0s agentes antifungicos.
3.3.7. Mecanismo de acéo e de resisténcia de azdlicos e alilaminas

No caso dos antifungicos azolicos, como fluconazol e itraconazol, o
mecanismo de acdo esta relacionado com o bloqueio da biossintese do ergosterol
mediante inibicdo da lanosterol desmetilase (enzima oxidativa associada ao
citocromo P,s5), bloqueando a conversdo de lanosterol em ergosterol, levando a
deplecdo desse esterol da membrana celular fungica e consequente alteragdo na
permeabilidade da membrana das células fdngicas. Essa inibicdo da enzima
origina-se pela ligagdo dos nitrogénios ndo substituidos (N3 ou N4) da sua parte
triazolica ao grupo heme férrico e pela ligacdo do seu N1 substituido a
apoproteina do CYP P,5, (VANDEN BOSSCHE et al., 1989). Além disso, pode
produzir um acumulo de perdxido de hidrogénio, que danifica a estrutura das

organelas celulares do fungo.

Atualmente, com a ewlucdo dos fungos e o uso continuo dos
antifangicos, existem relatos de varios casos de resisténcias adquiridas (QIAO et
al., 2008). Vérios mecanismos de resisténcia tém sido propostos: a) Reducdo da
permeabilidade de Candida spp. ao fluconazol devido a alteragcbes nos
fosfolipidios e na composicdo dos esterdis da membrana (Figura 8), reduzindo o
influxo de farmaco para o interior da célula leveduriforme. b) Reduzida
acumulacdo intracelular de farmaco em funcdo de superexpressdo de
transportadores de farmaco por efluxo (KAKEYA et al., 2003). c¢) Baixa
afinidade do CYP,;, 14DM (alvo dos azbis) para os derivados azdlicos
(SANGLARD et al., 1995) devido a mutagdes pontuais no gene ERG11; d)
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modificacdo ou degradacdo do farmaco no interior da célula (WHITE et al.,
1998).
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Figura 8 — Representacdo do mecanismo de resisténcia de Candida spp. por
alteracdo na biossintese do ergosterol (adaptado de VANDEPUTTE et al., 2012).

Em leveduras do género Candida o alvo dos agentes azolicos é a proteina
Ergll. Esta proteina participa na biossintese do ergosterol, principal esterol das
membranas das células dos fungos. A Ergl1 ¢ uma lanosterol 140-desmetilase,
que catalisa a demetilacdo da lanosterol 140 para formar 4,4’-dimetil colesta-
8,14,24-trieno-3-beta-ol. Membro da familia do citocromo P, a Ergllp é uma
hemoproteina que tem o atomo de ferro como grupo prostético, cuja funcdo €
fixar duas moléculas de oxigénio, necessarias para a atividade enzimatica (Figura
9). As mutacdes no gene ERG11 conferem resisténcia aos azois pela diminuigao
da afinidade de ligagdo do farmaco (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).
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Figura 9 — Representacdo do mecanismo de resisténcia de Candida spp. por
mutacdo no gene ERG11 (adaptado de Vandeputte et al., 2012).

O desenwvolvimento de resisténcia antifingica aos azois € frequente por
duas razdes: i) os azois sdo farmacos fungistaticos e ndo fungicidas, podendo
deixar grandes populacdes de células expostas a uma elevada presséo direcional
para a resisténcia; ii) devido aos varios e diferentes mecanismos de resisténcia

inerentes as proprias espécies fungicas (ANDERSON, 2005).

Por sua wez, terbinafina € um membro do grupo de alilamina de
antimicoticos que inibem um passo inicial na biossintese do ergosterol, a enzima
esqualeno-2,3- epoxidase (Figura 10). Com isso ocorre a acumulagdo macica de
esqualeno e a reducdo dos niweis celulares de ergosterol (SIDRIM; ROCHA,
2004). Sem ergosterol, a membrana celular é enfraquecida, o que leva a um
aumento da permeabilidade celular e um aumento dos niveis toxicos de
esqualeno (KRISTA et al., 2012). Foi demonstrado que pequenas mudancas na
expressao da esqualeno epoxidase podem conduzir a uma resisténcia significativa
do crescimento celular a terbinafina, indicando que o aparecimento de isolados
resistentes pode ser esperado com a utilizagdo bastante disseminada da
terbinafina no tratamento de infecgbes fingicas (KLOBUCNIKOVA et al.,
2003).
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Figura 10 — Via de sintese de esterois de acetato até ergosterol e colesterol. Os
sitios de agdo dos inibidores da biossintese de esterois estdo marcados em azul .2

Klobucnikova e colaboradores (2003), estudando possiveis mecanismos
de resisténcia de Candida spp. a terbinafina, identificaram uma GUnica mudanca
de base no gene da enzima esqualeno epoxidase, identificado como a causa de
resisténcia a terbinafina. Além disso, verificaram que mesmo um baixo nivel de

resisténcia ao gene pode fazer com que exista uma recuperacdo dos niveis de

2 Fonte: Solange de Castro e Rubem Menna-Barreto disponivel em
http://www.fiocru z.br/chagas/cgi/cgilua.e xe/s ys/start.ntm?sid=125
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ergosterol. Estes resultados mostram que mesmo pequenas alteragcbes na
atividade da enzima fungica podem conduzir a uma resisténcia significativa a

terbinafina.

3.4. Atividade antifungica de Uncaria tomentosa

Embora existam relatos de agdo antimicrobiana, onde o extrato de
U. tomentosa foi eficaz na inibicdo de E. coli e S. aureus, com valores de CIM
que variaram de 0,25 a 1 mg/mL (KLOUCEK et al.,, 2005), a atividade
antifingica de U. tomentosa ainda ndo foi prospectada de modo aprofundado,
existindo apenas um relato no qual se evidencia melhora clinica em pacientes
com candidiase oral, apos tratamento com gel contendo extrato de U. tomentosa

(PAIVA et al., 2009).

Paiva e colaboradores (2009) descrevem a atividade clinica de um gel da U.
tomentosa em 20 pacientes portadores de candidose na cavidade oral, apds
tratamento de 14 dias, com aplicag&o local do gel trés vezes por dia. O efeito foi
superior ao miconazol, utilizado como antifingico controle. A diferenca do
grupo-controle, onde 40% dos pacientes apresentaram reacdes indesejaweis,

nenhuma ocorréncia similar foi relatada para o grupo tratado com o gel.

3.4.1. Relacdo entre aspectos fitoquimicos e atividade antifungica de Unha-

de-Gato

A espécie Uncaria tomentosa compreende trés classes principais de
substancias bioativas: alcaloides, compostos fenolicos e derivados triterpénicos

do &cido quindvico.
3.4.1.1. Polifenois

A fracdo polifendlica presente em U. tomentosa é composta basicamente
por &cidos fenolicos, mondmeros de flavonoides e por polimeros de elevada
massa molecular, como proantocianidinas e taninos, em sua maioria condensados
e derivados, principalmente, da epicatequina e catequina, que podem perfazer até
20% do contetdo das cascas secas do caule (GONCALVES et al.,, 2005;
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HEITZMAN et al., 2005). A presenca de derivados cafeoilquinicos, como acido
caféico e clorogénico, e de flavonoides, como a rutina foi corroborada mediante
analise por CLAE-PDA no extrato hidroetandlico a 40% (v/v) das cascas do
caule da espécie (Figural1l) (PAVEI et al., 2010).
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Figura 11 — Representacdo de alguns compostos polifendlicos presentes em

cascas de Uncaria tomentosa.

3.4.1.1.1. Atividade antifungica dos polifenois

Os relatos sobre a atividade antifingica associada aos polifenois de U.
tomentosa sdo praticamente inexistentes. Entretanto, polifenois com presenca
relatada para outras espécies vegetais tem atividade antifUngica comprovada,

especialmente para Candida spp.

Assim, polifenois da classe dos flavan-3-ols do chd wverde (Camellia
sinensis), mais especificamente galatos de epigalocatequina, exibiram atividade
dependente do tempo e da concentracdo contra varios fungos, incluindo C.
albicans (HIRASAWA et al., 2004). De modo similar, a atividade antifingica
frente a C. albicans foi observada para diferentes subfracdes de taninos de
Stryphnodendron adstringens (barbatimé&o), sendo a atividade preponderante
atribuida a subfracdo de proantocianidina triidroxilada no anel B (ISHIDA et al.,
2006).

Outros relatos neste mesmo contexto incluem: a atividade para o extrato
das sementes de Vitis vinifera L. em inibir o crescimento de C. albicans (HAN,
2003) e de Punica granatum L. contra C. albicans e C. parapsilosis. Em ambos
0s casos, a atividade esta atribuida a presenca de polifenois e taninos,

predominantes nos extratos dessas espécies (ENDO et al., 2010).
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Entretanto, o mecanismo de agdo especifico de atividade antifungica dos
taninos frente a espécies de Candida néo esta completamente esclarecido. Alguns
autores tém sugerido um vinculo entre a capacidade dos polifenois interagirem
com proteinas e uma acdo direta sobre a membrana (HASLAN, 1996;
VASCONCELOQS et al., 2003). Outros mecanismos propostos incluem a inibi¢é&o
extracelular de enzimas, privacdo de substratos necessarios para 0 Seu
crescimento e, ainda, a inibicdo direta da fosforilagcdo oxidativa da levedura
(SCALBERT, 1991). Atividade anti-Candida relatada para Vitis vinifera (HAN,
2003) foi associada a um estimulo na producdo de interferon-y (IFN- y) derivado
de células Thl, induzido pela presenca abundante de polifenois, como as
procianidinas (NAIR et al., 2002). Estudos feitos em camundongos mostraram
que, além dos polifenois inibirem C. albicans (MARODI et al., 1994; DONINI et
al., 2007), a atividade é complementada por uma indugdo imunolégica utilizando

Vitis vinifera (YONGMOON HAN, 2007).
3.4.1.1.2. Interagdo taninos-proteinas

Algumas aplicagbes farmacologicas dos taninos foram atribuidas a
capacidade de complexagdo com polissacaridios, proteinas e ions metélicos
(SANTOS; MELLO, 2003; MONTEIRO et al., 2005). Atividades como agéo
bactericida e fungicida, antiviral, antitumoral tem sido atribuidas, em parte, a
capacidade de complexacdo ou a captacdo de radicais livres pelos taninos
(BRUNETON, 2001; MELLO et al., 2003). Souza-moreira (2013) atribui a
atividade antifungica do extrato de Plinia cauliflora aos compostos fendlicos,
propondo que o tratamento com uma subfracdo de polifenois dessa espécie
vegetal tenha desencadeado mudangas na parede celular, observadas por
microscopia, onde houve um espessamento da parede. Essas mudancas foram
atribuidas ao fato de que taninos formam complexos com proteinas e
polissacaridios da parede celular. Além disso, foi observada reducdo da

porosidade da parede celular.

Sabe-se que a estrutura dos taninos e das proteinas influenciam

diretamente os processos de complexacdo. Por exemplo, proteinas mais abertas e
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flexiveis tém maior afinidade pelos taninos, ja proteinas mais compactas
possuem menor afinidade aos compostos fenolicos (CARVALHO et al., 2004).
Além disso, sabe-se que a afinidade das proteinas por taninos € maior naquelas
glicosiladas e também quando estdo no seu ponto isoelétrico (NAKATSUBO et
al., 1997; FICKEL et al., 1999). Quanto aos taninos, moléculas maiores, mas néo
tdo grandes a ponto de ndo conseguirem se intercalar entre os espagos fibrilares
das proteinas, sdo mais eficazes na formacédo de complexos (MONTEIRO et al.,
2005). Quanto a solubilidade em &gua do polifenol, existe uma relagéo inversa,
baixas solubilidades favorecem uma complexacdo mais forte (LUCK et al.,
1994).

Existem algumas discussdes acerca do por que dessas interacdes. Luck e
colaboradores (1994) j& discutiam que a complexagdo com proteinas se da por
fendmenos de superficie, pelo fato dos polifenois serem multidentados, diferentes
grupos fendlicos se ligam de modo simultaneo a mais de um ponto na superficie
da proteina. Jobstl e colaboradores (2004) acreditam que a precipita¢do ocorre
por estagios. Varias moléculas de polifenol, inicialmente, se ligam a um mesmo
peptidio, favorecendo a associacdo entre duas moléculas de peptidios, levando a

formacdo de grandes complexos precipitados.

Siebert e colaboradores (1996) discutiram a natureza da ligagdo entre
taninos e proteinas, afirmando que esses complexos se mantém unidos através da
combinacdo de ligacBes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas. O fato € que
Hagerman e colaboradores (1998) tiveram resultados que indicaram que, para
polifenois mais polares, o fator determinante na complexacao reside nas ligacdes
de hidrogénio e, para polifenois ndo polares, como o galato de epicatequina, as

interacBes hidrofobicas seriam as dominantes na reagdo.
3.4.1.2. Derivados triterpénicos

Os derivados triterpénicos predominantes em U. tomentosa sao
heterosideos derivados do &cido quindvico, ursélico e oleanolico, contendo uma

ou duas cadeias de agUcar ligadas ao nucleo triterpénico (AQUINO et al., 1991;
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AQUINO et al., 1997). Outros heterosideos triterpénicos isolados das cascas de
U. tomentosa sdo estritamente minoritarios, como os derivados do acido 19a-
hidréxi-ursdlico e do acido piroquindvico (Kitajima et al., 2003), até entdo ndo

relatados para outras espécies vegetais.
3.4.1.2.1. Atividade antifungica de derivados triterpénicos

Para a fracdo triterpénica de U. tomentosa nao ha relatos de atividade
antifungica. A presenca de saponinas derivadas dos acidos ursolico e oleandlico
levantam a possibilidade dessas apresentarem um efeito sinérgico sobre
antifngicos conwvencionais, como observado para saponinas do mate e

fluconazol (KLEIN-SILVA et al., dados néo publicados).

A atividade antifungica de triterpenos de diversas espécies vegetais tem
sido amplamente relatada (HOSTETTMAN; MARSTON, 1995; SINDAMBIWE
et al., 1998; OSBOURN et al., 2003). Estudos publicados relacionam a estrutura
dos triterpenos com sua atividade antifingica, fato que possibilitaria a
identificacdo do mecanismo de agdo. Mshvildadze et al. (2000) relatam que
triterpenos podem estar envolvidos em mecanismos de agdo que implicam em
dano na membrana dos fungos, conduzindo a vazamento de material celular e lise
celular. Este modo de atuacdo tem sido também endossado a diversos triterpenos,
frente a uma variedade de fungos, incluindo C. albicans (LALITHA,
VENKATARAMAN, 1991; WOLDEMICHAEL; WINK, 2001). Mais
recentemente, Chapagain e colaboradores (2007), testaram a atividade de extratos
ricos em triterpenos de algumas espécies vegetais a diferentes fungos. A
atividade diferenciada, observada pelos fatores, foi relacionada com as diferencas
na composicdo dos esterdis das células dos fungos, assim como com as
diferencas de composicédo dos triterpenos no extrato. A associacdo de moléculas
de triterpenos com o esterol presente nas células de fungos ja foi reportada na
literatura (MORISSEY; OSBOURN, 1999).
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3.4.1.3. Alcaloides

Os alcaloides de U. tomentosa s&o divididos em dois grupos, 0sS
oxindodlicos e 0s seus precursores indolicos, sendo 0s primeiros 0S mais
representativos da espécie. Por sua wez, os alcaloides oxindolicos sdo
constituidos por derivados oxinddlicos tetraciclicos e oxinddlicos pentaciclicos.
A caracterizacdo da distribuicdo destes alcaloides isomeros nas diferentes partes
do vegetal, assim como o efeito de fatores ambientais tem sido objeto de estudo
do grupo (KAISER et al., 2013b; PENALOZA et al., 2013). Os tecidos mais
ricos em alcaloides séo as cascas do caule, seguidos das raizes (STUPPNER et
al., 1992; LAUS; KEPLINGER, 1994; LAUS et al., 1997).

3.4.1.3.1. Atividade antifungica dos alcaloides

Alcaloides de diversas espécies wegetais tem apresentado atividade
antifangica (MENG et al., 2009; KULAKOV et al., 2011; NCUBE et al., 2011).
O alcaloide indolico ramiflorina de Aspidosperma ramiflorum e o alcaloide
oxinddlico isatinona de Isatis costata apresentaram atividade antifingica quando
testado contra Cryptococcus neoformans e C. albicans, respectivamente,
atividade inclusive melhor do que quando testado o extrato bruto, concluindo que
possivelmente estes alcaloides sejam os responsaweis pela atividade antifangica
exibida (SOUZA et al., 2002; FATIMA et al., 2007). Além disso, berberina, o
alcaloide isoquinolinico majoritario de Fibraurea recisa, apresentou atividade
contra varias espécies de Candida, entre elas C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. krusei (GAO-XIONG RAO et al., 2009)

3.5. Sinergismo

Apesar dos progressos recentes no tratamento de infeccdes fungicas
invasivas, a incidéncia de infec¢Ges fangicas esta aumentando e as taxas de
resposta ao tratamento de primeira linha continuam a ser insuficientes
(HERBRETCHT et al., 2002 MUKHERJEE et al., 2005; AHMAD et al., 2013).
Combinacdes de farmacos podem ser consideradas uma estratégia terapéutica

viavel, considerando a multiplicidade de alvos de fungos contra os quais 0S
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agentes atuais atuam (MUKHERJEE et al., 2005). Uma vantagem da utiliza¢é&o
de farmacos em combinacdo € o efeito sinérgico, caracaterizado quando a
atividade antifingica conjunta € maior do que a adicdo das contribuicdes

individuais de cada farmaco (ENDO et al., 2010). O sinergismo pode resultar:

(a) da inibicdo de diferentes fases de uma mesma rota biossintética (por

exemplo, a terbinafina e azois inibem a sintese de ergosterol);

(b) do aumento da penetracéo intracelular de um agente mediado pela acéo
de um outro agente sobre a parede celular ou membrana (por exemplo, a

anfotericina B e azdis);

(c) da interacdo de transporte (por exemplo, a inibicdo do efluxo da

flucitosina pela anfotericina B);

(d) da acdo em diferentes alvos moleculares (por exemplo, a anfotericina

B e equinocandinas).

De forma paralela, o sinergismo leva a uma redugcdo da toxicidade com
doses individuais inferiores, a0 aumento da taxa de resposta e a uma resposta
acelerada a terapia, permitindo tratamentos de menor duracdo e, como
consequéncia, a reducdo do tempo de hospitalizagdo e de eventos de resisténcia
adquirida (JOHNSON et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2005).

Atualmente, o0 método mais utilizado para investigagcdo do sinergismo é o
checkerboard (método do tabuleiro). Esse método é baseado no protocolo de
microdiluicdo desenwolvido pelo CLSI M27-A3 (Clinical Laboratory Standard
Institute) para leveduras, no qual sdo determinadas as CIMs de dois farmacos
isoladamente e em associacdo. Mais especificamente, é avaliada a evolugéo da
CIM individual de cada farmaco na presenca de um segundo farmaco e por fim
avalia-se se a interagdo é sinérgica, aditiva, indiferente ou antagonista atraves do
célculo do FICI (Fractionary Inhibitory Concentration Index). No entanto, existe
uma dificuldade de interpretacdo visual, além de ndo avaliar a real porcentagem

de dano celular (SANTOS et al.,, 2010). Para contornar esse problema de
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interpretagdo dos resultados, uma alternativa ¢ a utilizagdo de um meétodo
colorimetrico usando brometo de 3-(4,5-dimetitiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
(MTT). O ensaio se baseia na reducdo do MTT pela desidrogenase mitocondrial
de células viaweis, com formacéo do produto azul de formazan. O ensaio mede a
respiragdo celular, que é proporcional a quantidade de formazan produzida e ao
namero de células vidaveis em cultura. A principal vantagem do método € permitir
a quantificagdo precisa da proliferagdo das células fungicas, podendo detectar
pequenas diferencas de atividade. Os resultados costumam ser expressos em
percentual de células vidweis ou de dano celular, sendo este Ultimo o mais
utilizado nos modelos fungicos (MELETIADES et al., 2000; CHIOU et al.,
2001).

3.5.1. Sinergismo de antifingicos convencionais com produtos vegetais

Vaérias investigagfes tém proposto que os extratos ou fracbes vegetais
podem ser usados em combinacdo com antifangicos, a fim de potencializar a sua
eficacia, diminuir a dose do antifungico, e, por conseguinte, reduzir os efeitos

adversos (DAGLIA, 2012).

Endo e colaboradores (2010) observaram uma redugdo de até duas vezes o
valor da CIM do fluconazol ap6s combinacdo com o extrato de cascas de Punica
granatum (romd), rico em compostos fenolicos. A analise por microscopia
eletronica de varredura (MEV) mostrou padrdes de brotamento irregulares e
pseudo-hifas. J& a avaliagdo por microscopia eletrdnica de transmitancia (MET)
evidenciou espessamento da parede celular e alteracdes no espago entre a parede

celular e a membrana, acompanhado de reducdo do contetdo citoplasmaético.
3.5.1.1. Fluconazol e o tratamento contra Candidiase

Fluconazol (FLZ) é o antifingico de uso prevalente no tratamento de
candidiases (VANDEN BOSSCHE, 1985; LORTHOLARY; DUPONT, 1997;
AMBER et al., 2010). No entanto, nos ultimos anos, o uso prolongado de FLZ
tem contribuido para o desenvolvimento de resisténcia em C. albicans e outras
especies (SANGLARD et al., 2003; UPPULURI et al., 2008). As melhorias na
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eficacia da terapia do farmaco antifungico podem ser conseguidas através da
utilizacdo de terapia de combinacdo (KHAN et al., 2010; SILVA et al., 2011;
AHMAD et al., 2013). Essa combinagdo tem sido preconizada principalmente
entre FLZ e espécies vegetais (AMBER et al., 2010; ENDO et al., 2010; YAN et
al., 2012). Khan e colaboradores (2012) relatam a associacdo sinérgica de
eugenol extraido de Eugenia aromatica e fluconazol em uma concentragéo
inibitéria minima inicial de 400 e 256 pg/mL, respectivamente, e quando
associados passa para FLZ:eugenol 32: 25 pg/mL contra espécies de C. albicans.
Adicionalmente, eugenol também se mostrou sinérgico com Anfotericina B
contra as mesmas especies resistentes de C. albicans, no entanto, sem chegar a

propor um mecanismo de acgéo.
3.5.1.2. Terbinafinae o tratamento contra candidiase

Terbinafina € indicada no tratamento de infecgbes causadas por
dermatofitos. Embora tenha mostrado alta atividade in vitro contra uma ampla
variedade de Candida spp., 0 seu uso clinico ainda € incipiente (CHEN et al.,
2007). De forma similar, a eficacia da terbinafina no tratamento oral da
candidiase ungueal, ainda que demonstrada (SEGAL et al., 1996) ndo teve uso
consolidado (MOORE et al, 2001). H& um relato da combinagdo de
caspofungina (CSP) e terbinafina (TRB) in vitro contra C. dubliniensis, C. kefyr e
C. albicans resultando em interacdes positivas contra as duas Ultimas espécies
citadas (GIL-LAMAIGNERE, 2004). Neste estudo, o sinergismo sO foi
observado em cepas resistentes a TRB que se tornaram susceptiveis na presenga
de CSP. Em contraste, indiferenca foi observada contra cepas que ja eram
sensiveis a TRB, indicando que CSP pode, possivelmente, inibir a resisténcia da
TRB. Ja que CSP e TRB afetam a permeabilidade da célula, através da parede
celular ou dano na membrana, respectivamente, foi sugerido que, quando
combinados, um deles pode aumentar a permeabilidade da célula para o outro
farmaco. Além disso, € possivel que, cepas com altos valores de CIMs tenham

uma menor permeabilidade ao antifingico e, quando tratado concomitantemente
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com CSP, essa associacdo aumenta a permeabilidade. Desse modo, a

concentracdo intracelular de TRB aumentaria, afetando a sintese da membrana.

Até o momento, ndo foram encontrados relatos de sinergismo de
terbinafina com espécies vegetais para o tratamento de candidiase. Desse modo,
essa abordagem se torna interessante como exploragdo de uma possivel terapia

alternativa.

3.6. Efeito de fatores metodoldgicos em testes de susceptibilidade a

antifingicos

Varios fatores podem afetar os resultados desses testes, incluindo a
concentragcdo do inoculo, pureza da agua, composicdo e pH do meio de cultura,
temperatura, tempo de incubacdo, propriedades fisico-quimicas do agente
antifangico e variagBes na leitura dos resultados (LASS-FLOR et al., 2010).
Como resposta, a CLSI e a EUCAST (European committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) desenvolveram protocolos padrdo. Entretanto, ambos os
protocolos ndo sdo exatamente iguais, observando-se diferencas enquanto tempo
de incubacdo, concentracdo do in6culo e modo de leitura dos resultados, por

exemplo (ARENDRUP et al., 2010).






Capitulo 1. Avaliacdo da atividade antifungica do extrato e fracdes de Uncaria

tomentosa.

_—

A ser submetido ao periddico Journal of Antimicrobial Chemotherapy
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Introducéo

A prevaléncia de infeccdes causadas por fungos tem registrado
aumento expressivo nas Ultimas décadas (SHAO et al., 2007), associado ao
namero elevado de pacientes imunossuprimidos e imunodeprimidos (portadores
de HIV, em tratamento quimioterapico, submetidos a transplante de oOrgdos e
procedimentos cirurgicos de médio a grande porte) (YONGMOON HAN, 2007;
ENDO et al.,, 2010). Concomitantemente, o uso indiscriminado de agentes
antifungicos vem acarretando em um acelerado aumento da resisténcia fungica,
caracterizada por alteracdes do alvo molecular e diminuicdo da concentragao

intracelular do farmaco (SOJAKOVA et al., 2004).

Nesse contexto, existe um interesse crescente na procura de novos
farmacos antifingicos mais seletivos e com menor toxicidade, incluindo produtos
naturais para a terapia de candidiases (CORREA et al, 2002; ISHIDA et al.,
2006; ENDO et al., 2010). De fato, varios estudos relatam a atividade antifungica
de espécies vegetais, porém poucos abordam questdes pertinentes ao mecanismo
de acéo ou as alteracdes morfoldgicas causadas no fungo pela espécie vegetal em

questéo.

Sobre Uncaria tomentosa, especificamente, hd pouco publicado em
relacdo a sua possivel atividade antifungica. Entretanto, foi relatada melhora
clinica em pacientes com candidiase oral, ap0s tratamento com gel contendo o
seu extrato (PAIVA et al., 2009). A identificacdo da fracdo ou de compostos
bioativos responsaveis por essa atividade permanece desconhecida, até a presente

data.

Tendo em vista os fatos apresentados, este capitulo trata da avaliacdo da
atividade anti-Candida de U. tomentosa, bem como o possivel mecanismo de
acdo enwvolvido. De forma complementar, topicos de cito- e genotoxicidade do

extrato e fracGes de U. tomentosa foram também abordados.

Este capitulo é apresentado na forma de artigo a ser submetido para

publicacdo no periddico Journal of Antimicrobial Chemoterapy.
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SYNOPSIS

Objectives: The aim of this study was to investigate the in vitro antifungal activity of
the hydroethanolic extract (EXT) and related fractions of quinovic acid glycosides
(QAPF), oxindole alkaloids (OAPF), water-soluble (WSF) and insoluble fractions of
polyphenols (WIF) from U. tomentosa bark against non-albicans Candida resistant

isolates. Cytotoxicity and genotoxicity of the major fractions were also assayed.

Methods: The growth inhibition was assayed by the broth microdilution method
according to the CLSI M27-A3 guideline. The most active fractions were evaluated
regarding cell ultrastructure, sorbitol metabolism, and infrared (FT-IR) analysis of
pseudomycelia of C. krusei, C. glabrata and C. parapsilosis. Fluconazole, terbinafine

and anidulafungine were used as reference drugs.

Results: EXT and all fractions were able to inhibit non-albicans C. growth in
concentrations ranging from 500 to 3.9 mg/L. Nonetheless, the WIF showed the best in
vitro anti-Candida activity (3.9 mg/L—15.62 mg/L). This fraction was composed mainly
by high molecular mass polyphenols (70.8%) and, to a lesser extent, oxindole alkaloids
(7.9%) and quinovic acid derivatives (7.8%). No significant cytotoxicity and
genotoxicity could be noticed. As observed by scanning electron microscopy (SEM),
yeasts treated with fraction WIF underwent morphological alterations and loss of
integrity of the cell wall.

Conclusions: The U. tomentosa water-insoluble fraction (WIF) composed mostly by
high molecular mass polyphenols showed significant antifungal activity in several non-
albicans species, among them isolates resistant to terbinafine, fluconazole and
anidulafungin. Noticeable microscopic and physicochemical changes in the cell wall

indicated it as the main target related to this activity.

Keywords: Uncaria tomentosa,; cat's claw, polyphenols, antifungal, Candida
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Capitulo 2. Avaliagdo de sinergismo da fracdo insoluvel de polifendis de

Uncaria tomentosa com fluconazol e terbinafina e possiveis mecanismos de

acao.
—_— |

A ser submetido ao periddico Antimicrobial Agents and Chemoterapy
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Introducéo

Em virtude dos casos de resisténcia relatados para o tratamento
antifungico atual, a terapéutica combinada vem ganhando forca na tentativa de
melhorar 0 sucesso da resposta terapéutica (CHAMILOS; KONTOYIANNIS,
2006; YU et al., 2008; WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009). Limitagbes como
aelevadatoxicidade, a baixa toleréncia e o baixo espectro de acdo conduziram ao

estudo da eficécia daterapéutica combinada (MUKHERJEE et al., 2005).

A fracdo insolivel em agua dos polifenois de cascas de caule de U.
tomentosa, normalmente descartada dos testes bioldgicos, mostrou atividade anti-
Candida em testes preliminares. O presente trabalho teve por objetivo corroborar
essa atividade, assim como avaliar o efeito desta fragdo quando em combinagéo
com os antifungicos comerciais fluconazol e terbinafina. Fluconazol é o farmaco
mais utilizado para tratamento da candidiase, contudo casos de resisténcia e de
toxicidade ja tém sido atribuidos (VANDEPUTTE et al., 2012). Terbinafina,
embora normalmente utilizada para o tratamento de dermatofitos (SANGLARD
et al.,, 2003), tem sido testada contra candidiases, mostrando resultados

promissores (KLOBUCNIKOVA et al., 2003).

Tendo em vista os fatos apresentados, o presente capitulo teve por
objetivo ndo apenas estudar a combinacdo de farmacos para terapia antifingica,
mas também a tentativa de elucidagdo do que esta ocorrendo com 0s compostos
nesse momento, para isso, técnicas como DSC, FT-1V e microscopia eletrénica

foram utilizadas. Como complementacdo, foi avaliada a bomba de efluxo.

Este capitulo e apresentado na forma de artigo a ser submetido para

publicacdo no periodico Antimicrobial Agents and Chemoterapy.
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ABSTRACT

The combination of antifungal drugs as well as with non antifungal drugs
IS seen today as an established therapeutic approach against fungal resistance; it
includes natural products as well (9). Hence, in this work, the potential synergy
between an insoluble fraction (WIF) from Uncaria tomentosa bark, and the
antifungals terbinafine (TRB) and fluconazole (FLZ) against six non-albicans
Candida resistant strains was investigated. A checkerboard inhibitory assay
demonstrated synergy in 66% of the cases for WIF-TRB combination and 50%
for WIF-FLZ one. The best synergistic cell damage was demonstrated
unequivocally for the associations of WIF and TRB (1.95:4.0 pg/mL) and WIF
and FLZ (1.95:8.0 pg/mL) with about 80% of cell damage. Comparatively, for
the fluconazole resistant isolate C. krusei CKO04, these compounds alone caused
cell damage infetior to 50%, at the same concentrations. DSC and infrared
analysis demonstrated intermolecular interactions between WIF and either TRB
or FLZ Hence, quite likely the synergistic effect is related to interaction events
occurring outside the cell wall between antifungal and cat’s claw polyphenols. A
direct action on the cell wall is suggested, without connection with the ABC

eflux pump mechanism.
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4. DISCUSSAO GERAL

A presente dissertacdo foi desenvolvida tendo como hipotese de trabalho a
atividade antifungica de Uncaria tomentosa. Com o intuito de \erificar a
validade dessa hipotese e a qual fracdo da unha-de-gato pode ser atribuida a
atividade, fez-se a determinacdo da concentracdo inibitéria minima da fracéao
purificada de alcaloides, fracdo purificada de derivados de &cidos quinovicos,
fracdo soluwvel e fracdo insollwvel em &gua de polifenois. Comparativamente,
avaliou-se 0 extrato hidroetandlico. Para essas fracdes especificamente de U.
tomentosa ndo foram encontrados estudos na literatura que identifiqguem a qual é
atribuida tal atividade. A partir disso, observou-se que, embora todas as fracdes
possuam determinada atividade antifingica, valores relevantes foram atribuidos a
fracdo de polifenois insoluvel em agua. Essa fragdo normalmente aparece sendo
descartada na maioria dos estudos bioldgicos e fitoquimicos sobre unha-de-gato,
0 que explicaria a falta na literatura de relatos sobre sua composicdo e outros

estudos afins.

Dessa forma, a etapa inicial do trabalho destinou-se a caracterizacdo da
fragdo insollvel em agua, obtida por maceracdo das cascas de unha-de-gato com
solugdo hidroetanolica a 50%, seguida de filtracdo, concentracdo a Vacuo,
armazenamento a 10 °C por 24 h e posterior filtragdo para separar a parte sollwel.
O precipitado formado foi armazenado a 37 °C em estufa. Inicialmente a fragéo
foi analisada por CLAE-PDA, onde se observou semelhanca no perfil
cromatografico de alcaloides e derivados do acido quindvico entre todas as
fragbes, porém diferindo no conteudo em g%. J& no conteudo de polifenois
observou-se diferenca marcante tanto no perfil cromatografico quanto na
porcentagem. A principal distincdo da fracdo WIF esta no fato de ter um maior
conteldo de polifenois de alta massa molecular, quando em comparagdo com
WSF, fato este que também pOde ser observado através do método da vanilina.
Através de dados do ultravioleta (dados suplementares - anexo 1), ndo foram
observados picos correspondentes a flavonoides na fragdo de polifenois de alta

massa molecular. E, através do infravermelho observou-se picos caracteristicos
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de polifenois, como a catequina e seus polimeros. O RMN (dados suplementares,
anexo 2) também corrobora com a hipotese da fragdo WIF ser composta
majoritariamente por derivados de catequina e epicatequina, uma vez que o C*®
mostra um espectro tipico de proantocianidinas. De acordo com Dey and
Harborne (1989), aressonancia devido ao anel C de catequinas ocorre naregido o
25—85, e a do anel A e B na regido 6 96—180. Esse achado corrobora com o
observado por Navarrete (2011) em que o extrato composto majoritariamente por
proantocianidinas de Pinus maritimus apresenta espectro de RMN semelhante ao
encontrado para a fragdo insoluvel em agua de U. tomentosa. Certamente, a
elucidacdo da composicdo em polifendis dessa fragcdo exigira uma pesquisa

fitogquimica mais aprofundada.

De forma complementar, analisou-se a citotoxicidade e genotoxicidade da
fracdo insolUvel, uma vez que, como ja comentado, essa fragdo era normalmente
descartada, e comparou-se com o extrato e a fracdo soltvel. A fragcdo WIF, assim
como as demais, ndo apresentou evidéncias de citotoxicidade nem de
genotoxicidade, corroborando com os estudos de Santa Maria (1997) para o

extrato da mesma espécie.

Muitos casos de resisténcia ao fluconazol ja foram relatados (FERREIRA
et al.,, 2005; QIAO et al., 2008), tornando pertinente a investigacdo de
alternativas. Nesse sentido, foi avaliada sua intera¢do junto a fracdo WIF (anexo
3). Assim, isolados de C. krusei e C. glabrata, intrinsicamente resistentes ao FLZ
(CANUTO et al., 2002) e que se mostraram resistentes frente a uma
concentracdo de 64 pg/mL de fluconazol, passaram a ser susceptiveis a uma
concentracdo de 8 pg/mL apds associagdo desse com WIF. Uma das potenciais
vantagens dessa associagdo seria a reducdo de efeitos colaterais e adversos
relatados para o fluconazol (CATALAN; MONTEJO, 2006; SHEPPARD:;
LAMPIRIS, 2008).

Comparativamente, terbinafina, que normalmente € utilizada para o
tratamento de fungos filamentosos, foi testada para atividade anti-Candida em

combinagdo com a fragdo WIF. Embora o valor de breakpoint da TRB néo seja
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considerado pela CLSI, a resisténcia a uma concentragdo maior que 4 pg/mL
caracteriza  dermatofitos resistentes a TRB (MUKHERJEE et al., 2003).
Destaca-se a combinagdo WIF: TRB para as cepas CK01, CG40039 e RLO3 nas
quais foi possivel observar reversao da resisténcia de 32 ug/mL de TRB, para até
4 pg/mL. Destaca-se a importéncia deste achado, por ser o primeiro relato de

combinagdo de TRB com uma espécie vegetal para o tratamento de Candida sp.

A possibilidade de mecanismos celulares terem participacdo nos
resultados observados foi investigada pelos ensaios do sorbitol e da bomba de

efluxo.

O ensaio do sorbitol refere a funcdo deste poliol como protetor osmotico
da parede celular. Em sua presenca, caso 0 mecanismo de acdo seja na parede
celular, as células fangicas continuam a crescer. No presente estudo foi
observado que a presenca de sorbitol diminuiu a atividade antifungica da fracéo
WIF (de 3,91-15,65 pg/mL passaram a 31,25 - 125 pg/mL), mostrando que a
resisténcia envolve efeitos ocorridos em nivel de parede celular e, possivelmente
esse seja seu mecanismo de acdo. Esse resultado corrobora com o de Souza-
Moreira (2013) que constatou possivel mecanismo de a¢do de taninos de Plinia
cauliflora (CIM= 156 pg/mL) na parede celular de C. albicans ap0s testes do
sorbitol, com confirmacdo através da alteragdo da arquitetura da parede fungica
visualizada através de microscopia eletronica de transmissdo. Ainda no citado
estudo, foi sugerido que essa fracdo rica em taninos formasse um complexo
taninos-parede celular, uma vez que o composto em questdo tem capacidade de

se complexar com macromoléculas como proteinas e polissacaridios.

Aditivamente, fez-se o teste com verapamil, inibidor da bomba de efluxo,
e percebeu-se que tanto o fluconazol quanto a terbinafina testados frente a cepas
resistentes de C. ndo-albicans ndo melhoraram sua atividade, indicando que
provavelmente, no sinergismo, a fragdo WIF ndo atue inibindo a bomba de
efluxo. No entanto, o teste do verapamil é especifico para um tipo de bomba, a
bomba ABC (que codifica o gene CDR) e, apesar de haver vérios relatos de

resisténcia azodlica relacionadas a essa bomba (SANGLARD et al., 1995;
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SANGLARD etal., 1997; PINJON et al., 2005), sabe-se que existem outros tipos
de bombas e outros genes enwvolvidos, ja relatados inclusive na resisténcia de C.
glabrata (SANGUINETTI et al., 2005) e também em C. krusei (KATIYAR et
al., 2001), portanto esse mecanismo de efluxo ndo pode ser descartado antes de
serem realizados mais testes confirmatorios. Adicionalmente, corroborando com
Pinto e Silva (2009), esses autores nao verificaram relag&o entre os isolados de C.
parapsilosis com resisténcia a0 FLZ e as bombas de efluxo do tipo ABC.
Segundo eles, a resisténcia dessa espécie pode ser devido a mutagBes nos genes
que codificam as enzimas da biossintese do ergosterol, ocasionando uma

sensibilidade diminuida ao alvo.

Alem disso, foi analisado o efeito do tratamento na composi¢do quimica
da membrana do pseudomicélio mediante FT-IR. Nesse teste, observou-se que,
tanto o controle sem tratamento quanto o fungo resistente tratado com
terbinafina, ndo apresentaram alteracdes. Por outro lado, o fungo tratado com a
fracdo WIF e o tratado com a associacdo WIF. TRB mostraram claras alteragdes
nas regides que correspondem a proteinas e polissacaridios, principais
componentes da parede celular. Acredita-se que esse tenha sido o primeiro
estudo no que diz respeito a alteracdo quimica de Candida spp. em compostos
com atividade sinérgica. Paralelamente, Galindo e colaboradores (2013)
analisaram o efeito de nanoparticulas de ouro na composi¢do quimica de fungos
do género Phanerochaete chrysosporium. Nesse estudo, pela observacdo de
pequenas variacdes (diminuicdo da intensidade das bandas) nas regides
correspondentes a lipidios, proteinas e polissacaridios do FT-IR, quando
comparados ao padrdo sem tratamento, ele sugere que o fungo ndo esta mais
produzindo novas hifas e que estd ocorrendo lise das células devido a diminui¢éo
desses componentes tdo essenciais para a sobrevivéncia do fungo. Embora o0s
resultados da associagdo WIF.FLZ (FT-IR) ndo terem demonstrado diferenca

significativa eles estéo apresentados como dados suplementares (anexo 4).

No que diz respeito a microscopia eletrénica de varredura realizada nos

fungos com e sem tratamento, observou-se que o controle sem tratamento e as
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cepas resistentes ao fluconazol e a terbinafina sob tratamento com esses
antifingicos ndo apresentaram ou apresentaram poucas alteracdes morfologicas.
Ja nas cepas tratadas com a fracdo WIF e também com WIF.TRB e WIF.FLZ
observam-se claras mudancas morfologicas, como padrdes irregulares de
brotamento, material depositado sobre a parede celular e perda da integridade
celular. Esses resultados corroboram com 0s encontrados na literatura, em que as
drogas antifungicas e extratos de plantas podem afetar a morfologia e ultra-
estrutura de leveduras (NAKAMURA et al, 2004; ISHIDA et al, 2006; ENDO et
al, 2010).

Para aprimorar a avaliagdo dos resultados apresentados foram verificadas
alteracBes dos compostos separadamente e combinados por meio de técnicas de

DSC, FT-IRe MEV.

No DSC, evidenciou-se deslocamento e desaparecimento de diferentes
processos endotérmicos, principal caracteristica de pureza, formacdo de
complexos e formacdo de novo produto. Diferentemente de ArunPrasad (2010),
que no seu estudo nédo observou diferengas fisico-quimicas na associacdo de TRB
e o0 polimero PEG 6000 atraves de técnicas como DSC e FT-1V, no presente
trabalho as diferencas observadas na associagdo sugerem uma mudanga em suas
estruturas, indicando que existe uma interagdo ocorrendo entre os dois compostos
precursores e, provavelmente, ndo é apenas a soma de efeitos. De modo geral, 0s
dados obtidos da anélise por DSC estdo em consonancia com as alteracdes

observadas no FT-IR e nas imagens provindas da MEV.

De maneira geral, tanto as células resistentes quanto as sensiveis ao
fluconazol e a terbinafina ndo apresentaram variagBes significativas no seu
potencial zeta no tempo 0 a 24h, sugerindo que a acao provawvelmente nao

envolve potenciais elétricos.

Dessa forma, considerando que tanto o fluconazol quanto a terbinafina
tém seus mecanismos de agdo na membrana celular, embora sejam em etapas

diferentes, e que a fracdo de polifenois tem sua possivel acdo na parede flngica,
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algumas hipoteses podem ser criadas: i) Uma delas € que, no sinergismo, ha um
aumento da penetracdo intracelular de terbinafina e fluconazol facilitada pela
acdo da fragcdo WIF na parede celular. Ainda assim, por ser uma fracdo de
composicdo complexa, pode ter mais de um mecanismo de acdo; ii) Embora o
ensaio da bomba de efluxo ndo tenha dado resultado positivo especificamente
para a bomba ABC, outras bombas existem (CLARK et al., 1996) e € possivel
que exista uma inibi¢do por meio da fracdo de polifenois para que os antifingicos
comerciais permanecam mais tempo dentro da célula fungica, causando danos;
iii) Além disso, como sabe-se que existe uma interacdo entre esses farmacos, ha a
possibilidade de que o mecanismo de resisténcia dos fungos ndo esteja
reconhecendo as estruturas moleculares dos dois farmacos, pois estes encontram-

se associados, complexados.

Entretanto, uma avaliacdo mais aprofundada acerca do comportamento
dos polifenois de U. tomentosa ap6s o periodo de tratamento, assim como a
avaliagdo do principio ativo na fracdo WIF, podem esclarecer alguns dos

resultados obtidos e surgem como perspectivas de trabalhos futuros.
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5. CONCLUSOES

O perfil quimico do extrato das cascas do caule de Uncaria tomentosa foi
analisado por CLAE-PDA e mostrou estar de acordo com o perfil

caracteristico da espécie.

Fracbes compostas majoritariamente por polifenois atraves de técnica de
precipitacdo foram obtidas, sendo divididas em fracdes sollweis e insollveis
em agua. O processo de separagdo em fase solida polimérica empregado
propiciou a obtengdo de uma fracdo purificada em alcaldides oxinddlicos e

triterpenos, separadamente.

As fragbes sollweis e insoliwveis em &gua foram caracterizadas mediante
CLAE-PDA, método da vanilina, UV e FT-1V. As fragbes solUweis
mostraram ser compostas majoritariamente por polifenois de baixa massa
molecular. Ja a frag&o insoluvel por polifenois de alta massa molecular, com

indicios de polimeros de catequina.

Através do ensaio cometa, foi avaliado o efeito citotdxico e genotdxico da
fracdo insoluwel, sollwvel e do extrato de U. tomentosa e nenhum deles

mostrou ter afetado os leucocitos em concentracdes até 400 pg/mL.

O extrato e as fragbes de U. tomentosa avaliados na determinagdo da
concentragdo inibitoria minima tém um potencial efeito antifingico,
destacando-se o resultado apresentado pela fragdo insolUwvel de polifenois
frente a cepas resistentes a fluconazol e terbinafina de Candida krusei, C.

glabrata e C. parapsilosis.

A associacao da fracdo de polifenois de U. tomentosa a terbinafina promove
sinergismo na maioria dos isolados testados, enquanto que com fluconazol
apresenta sinergismo na metade deles. Nas outras cepas apresenta efeito

aditivo.

Mediante caracterizagdo fisico-quimica entre os polifenois e antifungicos

comerciais, interagdes intermoleculares puderam ser observadas através das
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técnicas de DSC e FT-1V. O teste do potencial zeta foi conclusivo,

evidenciando ndo haver reacdes idnicas.

VIII.  Afracdo insoldvel em agua (WIF) de U. tomentosa apresentou indicios de
atividade sobre a parede celular fungica, conforme avaliacdo do teste do
sorbitol. O teste da bomba de efluxo sugere ndo envolver bombas do tipo
ABC. Através da analise em microscopio eletrénico observou-se alteragoes
morfologicas marcantes nos fungos tratados com WIF, WIF.:TRB e
WIF.:FLZ. No teste da composi¢cdo quimica do pseudomicélio de C. krusei
tratados com WIF e WIF: TRB pelo método de FT-1V, alteracdes nas regides
correspondentes a proteinas e polissacaridios puderam ser observadas,
diferentemente do tratado com TRB sozinha. O tratado com WIF:FLZ ndo

apresentou alterag@es significativas.
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ANEXOS

Anexo 1. Dados de analise por UV

Mo L]
Absorbancia
3
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2,5
27 — ACGALICO
1,5
1 = EPICATEQUINA
0,5
—— Fracaoinsoliivel de
O T T polifennisdeU.
o 100 200 300 400 500 tomentosa
-0,5

Legenda. Dados praticos de UV-vis de padrdes de catequina, acido galico
e epicatequina e dafracdo insolivel de polifenois de U. tomentosa, com maximos

de absorcdo em 210-260 nm e 270-280 nm.

T —TTT — T T T T T T —TTT
200 250 300 350 400 nm

Legenda: UV-VIS absorption spectrum of quercetin, showing absorption

maxima in 250-260 nm and 370 nm. (fonte: US Pharmacopeia USP32-NF27).
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Anexo 2. Espectro de "*C-RMN em estado sélido da fragdo insoltvel de

cascas de U. tomentosa
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Legenda. *C NMR solid-state spectra comparison between a) water
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Anexo 3. Graficos do sinergismo

CKo1l CG10

2, 7
?5 ,7440¢
S50
I 6,89F

WIF

CKo4 _ CGA40039
T e

%
w0 ¢ 67,54" 70,2

100

50 50

% dano celular

% dano celular

TRE

=
1=
=

T37,858—

50 4+ 35 zaﬂ 2853 3,7
,‘,7"' 8

0

% dano celular
Ln
=
% dano celular

(=}
TRE

=
391
1,95 0

WIF

CK6258 RLO3

86,45

. 61,16 65,354
w00 17
31 37
50 ""zz g8es”
e ? 320

1,95 0,98

% dano celular
% dano celular

WIF WIF

Legenda. Porcentagem de dano celular dos isolados medido por MTT no ensaio
checkerboard frente a WIF e TRB sozinhas e em combinagdo. O eixo horizontal
demonstra a concentracdo de WIF e no eixo de profundidade demonstra a concentracdo
de TRB. O eixo vertical representa o dano celular. O cddigo do isolado é mostrado
acima de cada grafico. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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Legenda. Porcentagem de dano celular dos isolados medido por MTT no ensaio
checkerboard frente a WIF e FLZ sozinhas e em combinacdo. O eixo horizontal
demonstra a concentragcdo de WIF e no eixo de profundidade demonstra a concentracdo
de FLZ. O eixo vertical representa o dano celular. O codigo do isolado é mostrado
acima de cada grafico. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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Anexo 4. Dados de FT-IR da combinacdo WIF:FLZ na composic¢do do

pseudomicélio do fungo
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Legenda. FT-IR spectra of C. krusei pseudomycelia exposed to (A)

from U.

tomentosa, (C) fluconazole resistant strain, (D) WIF:FLZ 1:2
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Anexo 5. Dados de potencial zeta

Em um tubo de vidro foi adicionado um inéculo de 1 a 5x10°
células/mL em 6 mL de salina 10 mM. Este indculo foi preparado tanto para as
células com tratamento quanto para o controle (sem tratamento). As células
resistentes a TRB e FLZ foram tratadas com WIF 15,62 pg/mL, TRB 32 pg/mL,
FLZ 64 pg/mL e WIF+TRB (7,81 + 32 pg/mL) e WIF+FLZ (7,81 + 16 pg/mL).
Logo, foram retirados 500 pL do tubo com indculo e adicionados em outro tubo
contendo as amostras ja em suas concentragfes. Para fins comparativos, foram
também utilizadas cepas sensiveis a TRB e ao FLZ. Na determinacdo do
potencial zeta (mV), foi utilizado o equipamento de Zetasizer (Malvern) a 25 °C

e as leituras foram realizadas nos tempos 0, 4, 6 e 24h, em triplicata.

SENSIVEL CK02 SENSIVEL CK02

C+ TRB WIF Associacao C+ FLZ WIF Associacao
Oh -17,45ABCD  _12 95A -13,61~ -16,50~ Oh -17,45ABCD  _16,5148CD -17,74ABCD  _20,36
4h -15,2048¢  -12,81A -14,76~ -15,40~ 4 h -15,20ABC  -15,1048C -18,95ABCD -18 85ABCD
6h -14,9678 -11,15A -14,88~ -14,96~ 6h -14,9678 -14,657 -20,82P -21,31°P
24 h -16,65ABC0  -16,77A -11,994 -13,62A 24 h -16,65ABCD 14 54A  -19,15ABCD _2( 3]1BCD

RESISTENTE CKO1 RESISTENTE CKO1

C+ TRB WIF Associagdo C+ FLZ WIF Associagdo
Oh -18,06~ -10,13~ -21,407 -20,68~ Oh -18,06~ -18,45A -21,00~ -22,58~
4h -16,78~ -10,67~ -21,85A -17,55A 4h -16,78~ -19,41A -20,12A -19,11A
6h -14,77A -12,33A -20,35~ -18,75~ 6h -14,77A -15,28~ -20,91~ -18,67~
24 h -16,44A -15,29A -19,84A -15,67A 24 h -16,44A -15,53A -18,98~ -23,04A

Legenda. Valores de potencial zeta (mV) em 0, 4, 6 e 24 h para cepas
resistentes e sensiveis ao FLZ e TRB. Tratamento: TRB=terbinafina; WIF= water
insoluble fraction; FLZ= fluconazol. *Mesmas letras significam resultados
estatisticamente semelhantes (p>0,05).
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Anexo 6. Certificacdo da amostra de U. tomentosa gentilmente cedida

pelo Laboratorio Induquimica S.A.

Chorrillos, 07 de Marzo del 2011

Laboratorios Induquimica S.A. con RUC N° 20101364152, con direccion en Calle Santa
Lucila N° 152-154, del Distrito de v Chorrillos, Departamento Lima, debidamente
representada por el Sr. Cristhian Javier Quintanilla Aﬁrich, identificado con DNI N°
07627533, y la Directora Técnica Q.F. Erica Yukiko Nishihara identificada con C.Q.F.P.

N° 00374; exponemos lo siguiente:

Se hace entrega a la sefiorita Evelyn Maribel Condori Pefialoza, identificada con
DNI N° 40251106 y N° Pasaporte : 4793925; la muestra de 5 kg. de Ufla de Gato
“Uncaria Tomentosa (Willd)DC”, cabe indicar que es “Muestra destinada a la
investigacion del programa de Pos graduacién de la Universidad Federal Rio Grande del

Sur - Brasil, con fin de investigacion, sin valor comercial y exenta de riesgo bioldgico”.

Atentamente,

LABORATORIOS INDUQUIMICA S.A.

“TQF. ERICA YURIKO NISHIHARA

DIRECTOR TECNICO
C.Q.F.P. 00374
» ; Q.F. Erica Yukiko Nishihara
REPRESENTANTE LEGAL DIRECTOR TECNICO
DNI: 07627533 C.Q.F.P.: 00374

© +51.1. 617 6000 Calle Sta Lucila 152 Chorrillos - Lima 09 - Peru www.induquimica.com
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