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Resumo

O uso de extratos vegetais com fins medicinais € uma das mais antigas
formas de pratica medicinal da humanidade. Visto que nos ultimos anos, a
frequéncia das infec¢gbes fungicas sistémicas, principalmente as oportunistas
invasivas, tém crescido drasticamente o objetivo deste estudo foi: 1 — testar a
atividade dos extratos (diclorometanico e metandlico) de Rosmarinus officinalis,
Mentha piperita, Casearia sylvestris, Arctium lappa, Arrabidaea chica e Tabebuia
avellanedae para determinar o potencial antifungico em cepas padrao de Candida
spp (C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei) e em
amostras clinicas de Candida albicans através da determinagcao da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) e; 2 - avaliar a capacidade desses extratos em inibirem a
atividade das proteinases produzidas por C. albicans, um dos mais importantes
fatores de viruléncia dessa espécie. Foram incluidos nos testes para analisar a
inibicdo da atividade proteolitica os inibidores de protease (Amprenavir e Ritonavir)
e a Pepstatina A. Nossos resultados demonstraram CIMs variadas em relagéo a
sensibilidade de cada cepa. O extrato metandlico de Arrabidaea chica foi o mais
efetivo na inibicdo do crescimente de varias espécies de Candida, inclusive em
relacdo aos isolados clinicos de C. albicans, seguido dos extratos
diclorometanicos de Arctium lappa e Mentha piperita. Nos testes de inibicdo das
proteinases de Candida albicans os que se destacaram foram os extratos
diclorometanico de Arrabidaea chica, Casearia sylvestris e Mentha piperita. Desta
forma concluimos que o extrato metandlico de A. chica e os extratos
diclorometanicos de A. lappa, M. piperita e C. sylvestris obtiveram relevante
atividade antifungica in vitro contra uma variedade de espécies de Candida sendo

promissores como agente antifungico.



Palavras-chave: Candida spp; proteinases; Plantas medicinais; Mentha piperita;
Arrabidaea chica; Arctium lappa; Tabebuia avellanedae; Casearia sylvestris;

Rosmarinus officinalis.



Abstract

The use of plants as medicinal substances is one of the most old medicine
practices of the humanity. In the last years, the frequency of systemic yeast
infection, mainly the opportunistic, has been increased. The overall aims of the
present study were: 1 - to test the extract activity (dichloromethane and
methanolic) from Rosmarinus officinalis, Mentha piperita, Casearia sylvestris,
Arctium lappa, Arrabidaea chica and Tabebuia avellanedae to determine the
antifungal activity using strains of Candida spp (C. albicans, C. dubliniensis, C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei) and in clinical isolates of C. albicans by
determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and 2 - evaluate the
capacity of the extracts to inhibit the activity of proteinases produced by C.
albicans, one of the most important virulence factor of these specie. It has been
included as a control to evaluate the inhibition of proteolitic activity Amprenavir e
Ritonavir and Pepstatina A. Our results showed a variety of MIC patterns according
to the strain sensibility. The methanolic extract of Arrabidaea chica was the most
effective in inhibiting the growth of a variety of Candida species, including the
clinical isolates of C. albicans, followed by dichloromethane extract of Arctium
lappa and Mentha piperita. In relation of the proteinases inhibitory tests from C.
albicans the most effective extracts tested were dichloromethane of Arrabidaea
chica, Casearia sylvestris and Mentha piperita. In conclusion the methanolic
extract from A. chica and dichloromethane extracts from A. lappa, M. piperita e C.
sylvestris have relevant antifungal activity against a range of Candida specie in

vitro and are promising antifungal agents.
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1 Introducdo

A cavidade oral humana tem sido considerada um meio ambiente Unico, por
oferecer uma variedade de nichos ecolégicos para colonizagdo microbiana. Os
fungos pertencentes ao género Candida spp habitam diferentes superficies
epiteliais do corpo, incluindo a mucosa oral, fazendo parte da microbiota residente
(McCullough et al., 1996). Além de Candida albicans, outras espécies tém sido
isoladas, como Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida
kefyr, Candida glabrata, Candida gquilliermondii, Candida lusitaneae, Candida
dubliniensis. Em condi¢gbes normais, o hospedeiro mantém esses microrganismos
como comensais, entretanto, alteragdes locais ou sistémicas favorecem o
desenvolvimento de fatores de viruléncia, causando danos para o homem,

particularmente infecgdes oportunistas como a candidiase (Aly et al., 1975).

Dentre as espécies de Candida, a reconhecida como mais patogénica é
Candida albicans, assim como outras espécies desse género, elas secretam
enzimas proteoliticas que podem degradar, destruir ou transformar constituintes
da membrana celular do hospedeiro induzindo a uma disfuncédo e /ou destruicdo
fisica. O papel das enzimas proteoliticas pode ser unicamente digerir proteinas do
hospedeiro promovendo uma fonte de nitrogénio para a célula e contribuindo para

adeséo e invasao dos tecidos do hospedeiro (Hube & Naglik, 2001).

Nos ultimos anos, a frequéncia das infecgbes fungicas sistémicas,
principalmente as oportunistas, tem crescido drasticamente, dentre elas a
candidiase. Paralelamente ao aumento dessas infecgdes vem ocorrendo a
introducdo no mercado de novos agentes antifungicos, assim como o isolamento

de cepas resistentes a essas drogas (Colombo et al., 1995).

Apesar da producdo de novos antibidticos ter aumentado nas ultimas

décadas, a resisténcia microbiana a essas drogas também aumentou. O
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tratamento das micoses humanas nao é sempre efetivo, pois os farmacos
antifungicos disponiveis produzem recorréncia ou causam resisténcia, além de
apresentarem relevante toxicidade. O problema da aquisicdo de resisténcia as
drogas convencionais pelos microrganismos é crescente e as perspectivas futuras
da producédo e uso de novas drogas ainda continua incerta. Desta forma, o uso de
extratos vegetais, de conhecida atividade antimicrobiana, podem ser significativos
nos tratamentos terapéuticos (Loguercio et al., 2005). Por esta razdo, ha uma
busca continua de novos farmacos antifungicos mais potentes, sobretudo, mais ou

igualmente seguros quanto a toxidade em relagéo aos ja existentes.

Visto que as proteinases sao fatores de viruléncia relevantes em alguns
tipos de infecgdo produzidas por C. albicans, a utilizacdo de inibidores de
proteinases pode ser uma alternativa em novas terapias. Visando contribuir na
busca de novos agentes antifungicos para uma terapia alternativa ou futuramente
para a elaboragdo de novos farmacos, a presente tese foi realizada com o intuito
de testar possiveis extratos vegetais com atividade inibitoria sobre Candida spp
(C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei) e sobre
proteinases sintetizadas por Candida albicans. As plantas selecionadas para este
estudo foram Rosmarinus officinalis, Mentha piperita, Casearia sylvestris, Arctium
lappa, Arrabidaea chica e Tabebuia avellanedae as quais foram testadas em
cepas padrao e em cepas clinicas de C. albicans isoladas da cavidade bucal de

criancas saudaveis e de adultos com doencga periodontal.
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2 Revisao da Literatura

2.1 Plantas Medicinais

O conhecimento empirico sobre plantas com propriedades medicinais foi
acumulado durante séculos sempre acompanhando a evolugdo do homem através
dos tempos. As civilizagbes primitivas buscavam na natureza recursos para
melhorar suas proprias condicbes de vida, aumentando suas chances de
sobrevivéncia. O uso das plantas como alimento sempre existiu e, a este, se
incorporou a busca de matéria prima para confeccdo de roupas, ferramentas,
combustiveis e medicamentos. A descoberta das propriedades “curativas das
plantas” foi no inicio meramente intuitiva ou dada pela observagdo dos animais

que buscavam nas ervas, a cura para suas afecgdes (Ferro et al., 2006).

As plantas estdo a milhares de anos presente no planeta Terra, num
processo antiqlissimo de adaptacdo ao meio, elaborando rotas biossintéticas e
estratégias quimicas que permitem a producéo de diversas substancias de reserva
indispensaveis a sua sobrevivéncia. Essas substancias de reserva ou, produtos
do metabolismo fotossintético das plantas, além de indispensavel para a
sobrevivéncia do vegetal podem ainda ser considerada a principal fonte de
alimento para os seres vivos (Ferro et al., 2006). Existem ainda alguns “produtos
naturais” produzidos pelos vegetais que demonstram ser importantes no processo
de interacdo planta/ambiente atuando como defesa quimica contra o ataque de
bactérias, fungos, protozoarios, insetos, passaros e outros predadores, garantindo
a sobrevivéncia da espécie no ecossistema. Esses “produtos naturais” tém
distribuicdo relativamente restrita a alguns grupos taxonémicos nao sendo
considerados essenciais ao metabolismo basal da célula vegetal, de onde surge

sua denominacao “metabdlitos secundarios” (Verpoorte, 2006). A produgcédo de
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metabdlitos secundarios é resultado da especializagdo celular do organismo
produtor e se deve a expressao diferencial de genes em resposta a alguns fatores
quimicos ou biolégicos (Gottlieb et al., 1996), importantes na regulagéao de um

sistema imunoldgico rudimentar (Fox, 1980).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 60% da populagao
mundial utilizam medicamentos provenientes de plantas medicinais (OMS, 2002).
A importancia de se estudar o conhecimento e o uso tradicional das plantas
medicinais podem ter trés implicagbes distintas: 1) Resgatar o patrimdnio cultural
tradicional, assegurando a sobrevivéncia e perpetuagao do mesmo; 2) Aperfeicoar
o desenvolvimento de preparados terapéuticos (medicamentos caseiros) de baixo
custo; 3) Organizar os conhecimentos tradicionais de maneira a utiliza-lo em
processos de desenvolvimento tecnolégico (Amoroso, 1996; Elizabetsky, 1999). O
Brasil € o pais com a maior biodiversidade do mundo, e é bem provavel que, de
cerca de 200.000 espécies vegetais que possam existir no nosso pais, pelo menos
a metade tem alguma propriedade terapéutica util para a populagéo; porém nem
1% dessas espécies com potencial medicinal foram empregadas em estudos
farmacologicos e toxicoldgicos. Enquadradas nesta problematica, equipes ligadas
a grandes industrias de medicamentos e cosméticos demonstram um esforgo
sistematico de recolha e estudo de espécies usadas em medicina popular, em
estudos etnobotanicos por varias regides do mundo, antes que os conhecimentos

empiricos tao importantes desaparecam (Ferro, et al., 2006).

As pesquisas realizadas para avaliagdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sao insipientes, atualmente, as plantas
medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou henhuma comprovagao
de suas propriedades farmacologicas. Comparada com a toxidade dos
medicamentos utilizados nos tratamentos convencionais, a toxidade de plantas
medicinais e fitoterapicos pode parecer ftrivial. Isto, entretanto, ndo € verdade. A
toxidade de plantas medicinais € um problema sério de saude publica. Os efeitos

adversos dos fitomedicamentos, possiveis adulteragdes e toxicidade, bem como a
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acao sinérgica (interagdo com outras drogas) ocorrem comumente (Ferro et al.,
2006). Ao longo dos anos, o uso milenar de plantas medicinais mostrou que
determinadas plantas apresentam substancias potencialmente perigosas. Do
ponto de vista cientifico, pesquisas mostram que muitas delas possuem
substancias potencialmente agressivas e, por esta razdo, devem ser utilizadas
com cautela, respeitando seus riscos toxicologicos (Maciel et al., 2002). O intenso
apelo comercial advindo do forte movimento cultural dos naturalistas aumentou em
todo mundo, o consumo de plantas medicinais. Entretanto, o uso ilimitado de
plantas e fitoterapicos na terapia medicamentosa sem informagdes seguras sobre
seus efeitos toxicos e colaterais, representam cada vez mais um risco para a
saude humana. A associagdo de estudos fitoquimicos e farmacoldgicos torna-se
cada vez mais importante para a definicdo dos potenciais terapéuticos e toxicos de

extratos vegetais (Maciel et al., 2002).

Devido a estes aspectos, vé-se um interesse crescente nas pesquisas de
plantas medicinais, objetivando fins terapéuticos, aliadas a boa aceitabilidade
destes produtos no mercado, com prévia definicdo do seu potencial téxico
(Heinrich, 2000; Maciel et al., 2002; Niero et al., 2002).

A OMS define planta medicinal como "todo e qualquer vegetal que possui,
em um ou mais orgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos" (OMS, 1998).
A diferenca entre o extrato vegetal da planta medicinal e o fitoterapico reside na
elaboracdo da planta para uma formulacdo especifica, o que caracteriza um
fitoterapico. Segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria, em sua portaria no. 6 de
31 de janeiro de 1995, fitoterapico é "todo medicamento tecnicamente obtido e
elaborado, empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais com
finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagnoéstico, com beneficio para o
usuario. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos do seu uso,
assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. E o produto final

acabado, embalado e rotulado. Na sua preparagdo, podem ser utilizados
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adjuvantes farmacéuticos permitidos na legislagdo vigente. Ndo podem estar
incluidas substancias ativas de outras origens, ndo sendo considerado produto
fitoterapico quaisquer substancias ativas, ainda que de origem vegetal, isoladas ou
mesmo suas misturas"”. Neste ultimo caso encontra-se o fitofarmaco, que por
definicdo "€ a substancia ativa, isolada de matérias-primas vegetais ou mesmo,
mistura de substancias ativas de origem vegetal" (SVS/MS, 1995). E definido
ainda como “preparado fitoterapico intermediario” o produto vegetal (triturado,
extrato, tintura, 6leo fixo ou volatil, cera, suco) obtido de plantas frescas ou de
drogas vegetais (através de operagdes - extracdo, fracionamento, purificagao) e
utilizado no preparo de produtos fitoterapicos (SVS/MS, 1995). Quando é referido
o termo “principio ativo” de um vegetal entende-se como uma substancia ou grupo
delas, quimicamente caracterizadas, cuja acao farmacoldgica é conhecida e
responsavel, total ou parcialmente, pelos efeitos terapéuticos do produto
fitoterapico (SVS/1995).

No caso da comercializagao popular de plantas medicinais, muitos cuidados
(validos até mesmo para plantas de uso milenar) s&o relevantes, tais como
identificacdo errbnea da planta (pelo comerciante e pelo fornecedor),
possibilidades de adulteragdo (em extratos, capsulas com o pé da espécie vegetal,
pé da planta comercializado em saquinhos e garrafas), interagdes entre plantas
medicinais e medicamentos alopaticos (que possam estar sendo ingeridos pelo
usuario da planta), efeitos de superdosagens, reagdes alérgicas ou téxicas (Veiga
et al., 2005). Desta forma, estudos multidisciplinares envolvendo etnobotanicos,
quimicos, farmacologos e agrénomos (neste caso, no controle do cultivo de ervas
medicinais) sd0 necessarios para que sejam ampliados os conhecimentos das
plantas medicinais, como agem, quais sao os seus efeitos toxicos e colaterais,
como seriam suas interagcbes com novos medicamentos alopatas e quais as
estratégias mais adequadas para o controle de qualidade e producdo de
fitoterapicos, atendendo as novas normas das agéncias reguladoras, como as
resolugdes da ANVISA (Veiga et al., 2005).
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2.2 Plantas Medicinais com Atividade Anti-Candida

A ocorréncia de infecgdes fungicas humanas vem apresentando um
aumento expressivo, nos ultimos anos. Varios fatores estdo relacionados com o
crescimento dessas infec¢des, dentre eles: o melhor diagndstico laboratorial e
clinico, o aumento da sobrevida de pacientes com doengas imunossupressoras e
o emprego de medicamentos imunossupressores, utilizados as vezes de forma
abusiva, permitindo a instalagdo de microorganismos convencionalmente
sapréfitos (Sidrim et al., 1998). Apesar da produgcdo de novos antibidticos ter
aumentado nas ultimas trés décadas, a resistencia microbiana a essas drogas
também aumentou. O tratamento das micoses humanas ndo é sempre efetivo,
pois os farmacos antifungicos disponiveis produzem recorréncia, além de
apresentarem importante toxicidade. Além disso, os microrganismos possuem
habilidades genéticas de adquirir e transmitir resisténcia as drogas utilizadas como
agentes terapéuticos. O problema da aquisicdo de resisténcia as drogas
convencionais pelos microrganismos é crescente e as perspectivas futuras da
producédo e uso de novas drogas ainda continua incerta. Desta forma, o uso de
extratos vegetais de conhecida atividade antimicrobiana podem ser significativos
nos tratamentos terapéuticos (Loguercio et al., 2005). Por esta razdo, ha uma
busca continua de novos farmacos antifungicos mais potentes, sobretudo, mais ou
igualmente seguros quanto a toxidade em relagdo aos ja existentes. A literatura
etnobotanica, relata uma lista de plantas utilizadas na medicina popular brasileira
no tratamento de sinais e sintomas relacionados com infecgdes fungicas, dentre

elas algumas familias e espécies se destacam:

A familia Flacourtiaceae possui cerca de 800-1000 espécies distribuidas em
80-95 géneros ocorrentes na América, Africa, Asia, Malasia, Australia e nas ilhas
do Pacifico. Encontra-se distribuida tanto em campos rupestres e matas ciliares
como na caatinga e cerrados. Pertencente a essa familia, a Guagatonga (Casearia
sylvestris Sw) cresce como um arbusto ou arvore de pequeno porte, geralmente

com 2 ou 3 metros de altura, mas que as vezes pode atingir até 10 metros em
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areas isoladas da Amazobnia. No Brasil, ocorre em quase todas as regides e
formacdes florestais. Essa grande distribuicdo pelo continente atesta, entre outras
coisas, uma grande capacidade adaptativa em diversas condigbes geograficas
(Almeida et al., 1998). C. sylvestris possui propriedades medicinais que sao
conhecidas ha tempo pelo uso popular, algumas das quais cientificamente
comprovadas. Além de ser conhecida como guagatonga, outros homes populares
ainda Ihe sao atribuidos: café-bravo, café silvestre, erva-de-bugre, pau de lagarto
dente outros (Lorenzi & Abreu Matos, 2000). Os indigenas da floresta Amazonica
tém utilizado a guagatonga como remédio antiofidico. Uma decocgéo da folha é
preparada tanto para aplicagdo tépica como para ser ingerida. Isso vem sendo
validado por cientistas, nos ultimos anos, que documentaram a capacidade do
extrato obtido das folhas de C. sylvestris de neutralizar varios tipos de veneno de

cobras (Borges et al., 2001) e abelhas (Borges et al., 2000).

A composicdo quimica da guagatonga € complexa. As folhas e galhos
dessa planta contem um composto fitoquimico conhecido como lapachol (Borges
et al., 2000; Oberlies et al., 2002;) que apresenta atividades anticancerigena e
antifungica. Este composto pode ser encontrado em outra plantas da floresta
tropical conhecida como pau d’arco (Tabebuia spp). Um novo composto tem
despertado interesse na guagatonga, os chamados diterpenos clerodano
(Carvalho et al., 1998). Os diterpenos clerodano tém sido testados em relacao a
uma variedade de atividades bioldgicas desde agente antiinfeccioso contra picada
de insetos até como agentes antitumorais, antimicrobianos e até como inibidores
da replicacéo do virus HIV. Alguns dos diterpenos clerodano documentados na
guagatonga sdo compostos quimicos novos denominados casearinas (de A até S)
(Itokawa et al., 1988, 1989, 1990). Mais tarde um outro grupo de pesquisa,
descobriu novas casearinas nas folhas e galhos da guagatonga nomeadas de
casearvestrina A, B e C, afirmando que: “Todos os trés componentes
demonstrados prometem bioatividade tanto na avaliacdo de citotoxidade em

relacdo a varios tipos de células tumorais quanto em relacdo a atividade
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antifungica (Oberlies et al., 2002). Extratos obtidos dessa espécie demonstram
ainda atividade contra bactérias resistentes do tipo Bacillus cereus e Bacillus
subtilis, porém inatividade contra outras bactérias comuns como Staphylococcus,
Streptococcus e Escherichia coli (Almeida Alves et al., 2001). Atividade
antifungica, inclusive em relagao a C. albicans (Arantes et al., 2004). Pronunciada
atividade contra Trypanossoma cruzi (Espindola et al., 2004), larvas de Aedes
aegypti (Rodrigues et al., 2006) e atividade antiplasmodial, inclusive contra cepas
resistentes de Plasmodium falciparum, agente causador da malaria (Mesquita et
al., 2007) também ja foram relatadas. Segundo dados da literatura ndo se conhece
nenhuma contra indicacdo em relacdo ao seu uso e nenhuma interagao

medicamentosa (Lorenzi & Abreu Matos, 2000).

A familia botanica Lamiaceae, também denominada Labiatae, amplamente
citada devido suas propriedades medicinais, incluem cerca de 236 a 258 géneros
e 6790 a 7193 espécies, subdivididas em sete subfamilias, a maioria se apresenta
na forma de arbustos e ervas e raramente na forma de arvores (llori et al., 1996).
Ha cerca de 23 géneros e 232 espécies nativas no Brasil. Sdo cosmopolitas,
porém tém centro de origem as regides mediterraneas e do Oriente Médio. A essa
familia inumeras propriedades s&o atribuidas tais como: atividade antioxidante
(Gulluce, 2003; Mimika-Dukic et al., 2003, 2004), antimicrobiana (Shokeen, 2005;
Djilas et al., 2006), antifungica (Ricci, 2005; Soylu, 2006), inclusive anticandida
(Gulluce 2003; Karioti, 2006).

O Alecrim (Rosmarinus officinalis L) pertencente a familia boténica
Lamiaceae, € um arbusto comum na regido do Mediterraneo. Devido ao seu
aroma caracteristico, os romanos designavam-no como rosmarinus, que em latim
significa o orvalho que vem do mar. Apresenta-se como um arbusto muito
ramificado, sempre verde, com hastes lenhosas, folhas pequenas e finas, opostas,
e lanceoladas. Utilizada com fins culinarios, medicinais, religiosos, a sua esséncia

também é utilizada em perfumaria, pois contém tanino, éleo essencial, pinere,
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canfora e outros principios ativos que lhe conferem propriedades excitantes,

tbnicas e estimulantes (Lorenzi & Matos, 2000).

A classificagao botanica do Alecrim € um tanto quanto complexa, podendo
encontrar espécies do género Rosmarinus com amplas variagbes e formas
(Ghenther, 1985). Relatam-se variagdes significantes na composi¢gao quimica
dessa planta em relagcdo a origem geografica (Rao et al., 1997; Dellacassa et al.,
1999; Atti-Santos et al., 2005).

O alecrim, uma planta que vem sendo estudada ha bastante tempo se trata
de uma erva de grande valor medicinal, amplamente utilizada na formulagao de
produtos farmacéuticos e na medicina popular como digestivo, tbnico,
adstringente, diurético, é utilizado no tratamento de afecc¢des urinarias (Leung &
Foster, 1996; Haloui et al., 2000), disturbios gastro-intestinais (Matos, 1994) além
de apresentar atividade anti-ulcera (Corréa-Dias, et al., 2000). Estudos realizados
com alguns extratos, 6leos essenciais e alguns constituintes quimicos isolados
desta espécie demonstraram um grande numero de atividades biologicas
interessantes como: antiviral (Paris et al., 1993), antiinflamato6ria (Aruoma et al.,
1996), antimicrobiano (Gruenwald et al., 2000; Gibbons et al., 2003; Oluwatuyi et
al., 2004) e antifungica (Larrondo et al., 1995), incluindo atividade contra Candida
spp (Boorhem et al., 1999; Gruenwald et al., 2000). Um grande numero de
componentes polifendlicos com atividade antioxidante vem sendo identificados no
alecrim: como diterpeno fendlico e acido caféico (Cuvelier et al., 2000) que lhe
conferem atividade antioxidante (Inatani et al., 1983; Dorman et al., 2003). Outros
trabalhos de pesquisa realizados, visando analisar os constituintes quimicos dessa
espécie, demonstraram varios tipos de diterpenos, incluindo um diterpeno quinona
(Inatani et al., 1983; Takenaka et al., 1997), diterpenos fendlicos como carnosol,
rosmanol, 7-methyl-epi-rosmanol, isorosmanol, acido carnosico, metyl-carnosato e
outros acidos fendlicos como rosmarinico e caféico. Estes componentes estao
descritos na literatura e ja foram isolados e identificados por alguns autores

(Inatani et al., 1983; Angione et al., 2004), além de alguns triterpendides (Gavena
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et al., 1993) e flavondides (Okamura et al., 1994). Além disso, compostos
extraidos do alecrim ndo apresentaram toxidade, em doses controladas, quando
testados em modelos animais (Lemonica et al., 1996). Pertencente a mesma
familia botaénica Lamiaceae, Mentha spp sdo em sua maioria originarias da
América do Norte, Austrdlia e Asia. As mentas sdo plantas herbaceas
compreendendo numerosas espécies (1008 espécies catalogadas) das quais
muitas sdo cultivadas visando suas propriedades aromaticas e condimentares,
ornamentais ou medicinais (Lorenzi & Matos, 2002). A espécie Mentha piperita
(popularmente conhecida como horteld, menta, hortela-pimenta, dentre outros,
dependendo da regido em questdo, € nativa da Europa, porém cultivada em
muitas partes do mundo. E uma espécie hibrida de Mentha espicata L e Mentha
aquatica L e cresce particularmente bem em solo fartamente irrigado. Pelo fato se
exalar uma fragrancia e ter um sabor caracteristico, as folhas de horteld, frescas
ou desidratadas e o 6leo essencial obtido dessa planta sdo utilizados em grande

escala na culinaria e em produtos (McKay & Blunberg, 2006).

Mentha piperita L é uma das ervas medicinais mais utilizadas pela
populacdo. A lista de usos e de beneficios da hortela na medicina popular como
remédio ou como tratamento alternativo (terapias medicamentosas alternativas)
inclui: desordens biliares, dispepsia, enterites, flatuléncias, gastrites, cdlicas
intestinais e espasmos do trato gastrintestinal (McKay & Blunberg, 2006). Os
componentes quimicos das folhas de horteld e de seu 6leo essencial variam
conforme a maturidade da planta, variedade, a regiao geogréfica, e as condigdes
de processamento (Maffei & Scannerini, 1992; Blanco et al., 2002; Xu et al., 2003).
A composigéo do acido graxo, a fragao lipidica ndo polar das folhas de hortela tem
como componentes predominantes os acidos palmitico (16:0); linoleico (18:2) e
linolenico (18:3) (Maffei & Scannerini, 1992). Os componentes mais volateis
determinados no 6leo essencial de hortelda sdo mentol (33-60%), mentona (15-
32%), isomentona (2-8%), 1,8 cineol (eucalyptol (5-13%) metill acetato (2-11%)
mentofurano (1-10%), limonenico (1-10%) B-mirceno (0,1-1,7%); B-cariopileno (2-
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4%), pulegone (05-1,6%) e carvone (1%) (Pittler & Ernst, 1998; Gherman et al.,
2000). A analise fitoquimica das folhas registra como principal componente o éleo
essencial, rico na mistura de mentol, mentona, e mentofurano, além de terpenos,

aldeidos, taninos, e flavondides (Corréa et al., 2002).

Matos (1998) descreve essa espécie como produtora de éleo essencial rico
em mentol, mentona e mentofurano, sendo estes compostos mais abundantes nas
folhas. O mentol destaca-se como matéria prima importante na industria de tabaco
e de produtos destinados a higiene bucal e confeito. Estudos realizados por Iscan
et al., 2002 observaram que o mentol parece ser o principal constituinte
responsavel pela sua bioatividade. Mentha piperita possui capacidade antioxidante
segundo alguns grupos de pesquisa. Essa capacidade ja foi determinada através
de diferentes tipos de ensaios (Dragland et al., 2003, Mimica-Dukic et al., 2003).
Apresenta ainda atividade antitumoral (Ohara & Matsuhisa, 2002), antiinflamatdéria
e antialérgica (Inoune et al., 2002; Satsu et al., 2004) antiviral (Herrmann & Kucera
1967; Manolova et al., 1995) inclusive contra virus da Imunodeficiéncia humana do
tipo HIV-1 (Yamasaki et al., 1998) e o virus da herpes simples HSV-1 e HSV-2
(Schuhmacher et al., 2003). Varios estudos tém demonstrado a atividade
antimicrobiana de 6leos e extratos de Mentha piperita. (Piccaglia et al., 1993;
Larsen et al., 1996; Akim et al., 2001; Iscan et al., 2002), atividade antifungica
(Vaughn et al., 1994; Baruah et al., 1996; Gianperi et al., 2002; Mimica-Dukic et
al., 2003), incluindo atividade contra Candida spp (Pattnaik et al., 1996; Duarte et
al., 2005).

Outra familia botanica bastante estudada devido as suas propriedades
medicinais € a Familia Bignoniaceae que contém cerca de 120 géneros e 800
espécies distribuidas pelas regides tropicais da América do Sul e da Africa. Sao
plantas lenhosas, predominantemente lianas, mas também podem ser arbustivas
e arbdreas. No Brasil diversas espécies de Bignoneaceae tém uso medicinal e

algumas atividades biolégicas ja foram comprovadas cientificamente.
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Tabebuia avellanedae, uma arvore pertencente a familia Bignoniaceae, é
popularmente conhecida como ipé-roxo ou pau d’arco. Sua entrecasca € utilizada
na medicina popular como analgésica, antiinflamatéria, antineoplasica, diurética,
antiinfeccioso, antifungico, adstringente, no tratamento caseiro do impetigo,
psoriase e alergias (Sousa et al., 1991; Taylor, 1998). Essa planta é rica em
naftoquinona (Wagner, et al., 1989), que possui atividade antibacteriana (D
‘Albuquerque, 1968), antifungica (Gershon, 1975), antiviral (Lagrota, et al., 1986) e
antineoplasica (Schuerch, 1978) Suas atividades antiinflamatéria, antineoplasica e
diurética sao citadas na literatura como sendo devido a saponinas, flavondides,
cumarinas e antibiodticos naturais como o lapachol e seus derivados (Panizza,
1997; Falkenberg, 1999). O extrato aquoso da entrecasca de Tabebuia
avellanedae nao demonstrou sinais de toxidade quando testadas em
camundongos (Daval et al., 1991; Sawynok & Yaksh, 1993).

Também pertencente a familia Bignoneaceae, Arrebidaea chica (Humb. &
Bonpl.) Verlot, popularmente conhecida como pariri, crajiru, puga-panga,
coapiranga, chica, cipd-cruz dentre outros, € nativa de quase todo o Brasil, e muito
comum na regido Amazoénica onde é amplamente utilizada na medicina caseira. E
considerada antiinflamatoéria (Zorn et al., 2001) e antimicrobiana (Taylor, 1998).
Das folhas frescas se obtém um corante utilizado pelos indigenas da Amazénia
para limpeza de feridas crbnicas e para o tratamento de doengas da pele como
micoses e herpes (Taylor, 1998; Mors et al., 2000). O cha de suas folhas é
utilizado na medicina tradicional como adstringente e empregado para espasmos
intestinais, diarréia, leucemia, lavagem de feridas, anemia e enterocolite (Vieira &
Albuquerque, 1998; Mors et al., 2000). Ha ainda relatos de grande efeito contra

cancer de boca, utero, leucemia e como antiinflamatdério (Kalil Filho, 2000).

Pela fermentagdo de suas folhas se obtém um corante que se precipita
como um solido vermelho contendo dois flavondides de estrutura quinénica
denominada de “carajurina” e “carajurona” (Chapman et al., 1927). Também sao

encontrados na composicdo dessa planta os compostos ativo acido anisico,
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taninos, ferro assimilaveis e cianocobalamina (Vieira & Albuquerque, 1998). Uma
revisdo bibliografica indicou que este género é fonte de antocianinas, flavonoides
e taninos (Zorn, et al., 2001; Alcerito, 2002; Devia et al., 2002; Pauletti et.al., 2003)
e recentemente foram descobertas novas glicosilxantonas isoladas do caule de
Arrabidaea samydoides que apresentaram propriedades antioxidantes (Pauletti et
al., 2003). Alcerito et al. (2002) também isolaram quatro flavonoides com atividade
antifungica das folhas de A. brachypoda. Sua composi¢cdo quimica mostra
saponinas, quininos, flavonas, taninos, pigmentos flavénicos e indicios de
alcaldides (Kalil Filho, 2000). Ainda encontram-se relatos de Williams & Grayer
(2004) e Takemura (1995) que descreveram a caracterizagdo de antocianinas na
espécie vegetal. Os constituintes quimicos das folhas, que contém um pigmento
vermelho, foram estudados desde Chapman et al. (1927) que identificaram a
substancia 3-deoxiantocianidina, denominada carajurina. Posteriormente,
Harborne (1998) e Scogin (1980) propuseram que a ocorréncia deste raro
pigmento em Bignoniaceae era provavelmente restrita a Arrabidaea chica.
Diversas substancias foram identificadas nas folhas de A. chica por Takemura et
al. (1995), tais como antocianinas, flavondides, taninos, fitoesterois e flavona 7,4’-
di-hidroxi-5-metaxoxiflavona e 6,3’,4’-tetrahidroxi-5metoxiflavona, denominada

carajuruflavona.

Williams & Grayer (2004) citam que mais de 50 novas antocianinas foram
isoladas a partir de plantas, ndo somente das pétalas das flores, mas de frutos,
folhas e sementes. Dentre estas novas agliconas destacam-se a 3-
deoxiantocianidina, a 6,7,3-trihidroxi-5-dimetoxiflaviium 1 e a 6,7,3,4-
tetrahidoxi5-metoxi-flaviium 2, que foram isoladas das partes aéreas da
Arrabidaea chica juntamente com a conhecida 6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium
(carajurina). As antocianinas sao corantes naturais pertencentes a familia dos
compostos fendlicos da quais os flavondides e fenilpropandides também fazem

parte.
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As antocianinas desempenham importante papel nas interacdes de insetos
com plantas para a polinizagdo e dispersdo de sementes. Também tém
apresentado um papel importante nas interagdes alelopaticas ligadas a defesa
contra insetos predadores. Esta classe de compostos demonstrou atividade

antiinflamatéria e atividade anticancer (Kong et al., 2003).

Outra familia que compreende espécies com importancia medicinal é a
Asteraceae. Considerada o grupo sistematico mais numeroso dentro das
Angiospermas, compreendendo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies. Sao
plantas de aspecto extremamente variado, incluindo principalmente pequenas
ervas ou arbustos e raramente arvores (Heywood, 1993). Cerca de 98% dos
géneros sao constituidos por plantas de pequeno porte, e sdo encontradas em
todos os tipos de habitats, mas principalmente nas regides tropicais montanhosas
na América do Sul. Plantas dessa familia sdo extensivamente estudadas quanto a
sua composi¢cdo quimica e atividade biolégica, sendo que algumas tém
proporcionado o desenvolvimento de novos farmacos, inseticidas, entre outros
(Zomlefer, 1994). Trabalhos cientificos realizados com espécies da familia
Asteraceae apresentaram o isolamento de uma variedade de metabdlitos
secundarios com destaque aos flavondides, alocados como importantes

marcadores quimiotaxonémicos (Emerenciano et al., 2001).

A bardana pertencente a familia Asteraceae, cujo nome cientifico "Arctium
lappa" deriva do grego "arctos" (= urso) e "lamband" (= eu tomo), em alusao ao
aspecto peludo da planta é originaria da Europa, mas tudo indica que o Japao foi o
primeiro pais a cultiva-la para o consumo mais intenso. Conhecida popularmente
como erva-dos-tinhosos, pegamassa, carrapicho-de-carneiro e carrapicho-grande
essa planta pode crescer de 50 cm a 2 m de altura e produz um caule robusto,
com folhas grandes, de coloragdo verde na pagina superior e acinzentada na
inferior. As flores, de cor rosa-purpura, surgem agrupadas em inflorescéncias.
Valorizada como medicinal desde a antiguidade, além de possuir efeito diurético e

ser utilizada como antiséptico, estudos cientificos determinam a ela efeitos
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antitumorais, antimicrobianos e antifungicos (Correa et al., 2002; Perin et al., 2002;
Gentil et al., 2005; Pereira et al., 2005;) e agao inibitéria em relagdo ao virus HIV
(Holetz et al., 2002)

Em sua composicdo quimica destaca-se inulina, 6leo essencial, lapatina,
fuquinona, glicosideos, mucilagens, principio antibiotico, acido clorogénico e
vitaminas do complexo B (Panizza, 1998; Corréa et al., 2002). De acordo com
Freitas et al. (2004) diversos fatores ambientais devem ser observados, época em
que as folhas foram coletadas (estudo sazonal), pois este autor sugere que os
metabdlitos secundarios produzidos por esta espécie sdo produzidos em funcéo

da interagao planta-ambiente em resposta a alguns fatores quimicos ou biolégicos.

Se levarmos em consideragdo a quantidade de compostos naturais e
sintéticos relatados como antifungicos por revistas cientificas, poderiamos pensar
que se conta atualmente com uma variedade muito grande de farmacos para o
tratamento das infec¢des fungicas. Entretanto, a realidade é muito diferente. Para
uso humano, existem limitadas opg¢des terapéuticas (Selitrennikoff et al., 1995), os
quais apresentam sérios problemas. A anfotericina B, depois de 30 anos de uso, é
ainda um farmaco usado para tratar infecgdes fungicas sistémicas. Entretanto é
extremamente toxico para as células humanas, € seu consumo crbnico leva a
nefrotoxidade (Selitrennikoff et al., 1995), além da farmacocinética deste farmaco

nao permitir sua administragdo oral (Goodman & Gilman, 1996).

As drogas azolicas principalmente cetoconazol, fluconazol e itraconazol tém
sido os farmacos de primeira escolha na terapia antifungica. Esta classe de
medicamentos tem como alvo a membrana celular dos fungos. Sdo compostos
totalmente sintéticos, cujo mecanismo de acédo baseia-se na inibicdo do esterol-
14-a-desmetilase, um sistema enzimatico microssomal dependente do citocromo
P450, prejudicando a sintese do ergosterol na membrana citoplasmatica e levando
ao acumulo de 14-a-metilesterdis. Esses metilesterdisndo possuem a mesma

forma e propriedades fisicas que o ergosterol e levam a formagado da membrana
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com propriedades alteradas, que nao desempenha as fungbes basicas
necessarias ao desenvolvimento do fungo. Os azdéis causam menos reagdes
adversas quea anfotericina B, mas sdo menos potentes que a mesma. Podem ter
acao fungistatica ou fungicida. O uso excessivo dos azois levou ao aparecimento
de resisténcia em espécies suscetiveis. Além disso, os azdéis ainda apresentam a
desvantagem da resisténcia cruzada (Goodman & Gilman, 1996; Williams &
Lemke, 2002). Existe um consenso geral de que sao necessarios Nnovos
antifungicos mais potentes, mas, sobretudo mais seguros que o0s em uso
atualmente (Selitrennikoff et al., 1992). Nos ultimos vinte anos, a frequéncia das
infeccbes fungicas sistémicas, principalmente as oportunistas invasivas, tém
crescido drasticamente. Entre estas, a mais comum é a candidiase, seguida da
aspergilose, que apresenta maior mortalidade. Paralelamente ao aumento dessas
infecgdes vem ocorrendo a introdugdo no mercado de novos agentes antifungicos,
assim como o isolamento de cepas resistentes a essas drogas (Colombo et al.,
1995).

Como podemos constatar os medicamentos antifungicos para infecgoes
sistémicas utilizados atualmente n&o satisfazem a necessidade médica
completamente, devido a problemas relacionados a espectro, poténcia, seguranca
e propriedades farmacocinéticas dos agentes disponiveis. Considerando-se o
aumento na incidéncia das infecgbes fungicas sistémicas e o consequente
aumento na mortalidade populacional relacionada, percebemos que se faz
necessarias a terapia e a escolha apropriada do antifungico; além de profilaxia
eficaz e desenvolvimento de medicamentos que aumentem a capacidade de
resposta dos organismos imunocomprometidos. Atualmente existe um grande
interesse na busca de novos compostos antifungicos que atuem de modo seletivo

e com baixa toxidade.

Tratamentos ndo convencionais tém revelado bons resultados na terapia
antifungica. Estudos in vitro sugerem que inibidores de protease do HIV podem

mostrar propriedade inibitéria em relagcdo aos fatores de viruléncia de C. albicans
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(Cassone et al., 1999). Estudos em animais revelaram a agao de inibidores de
proteases como o Saquinavir e Amprenavir na redugdo da viruléncia desses
microrganismos em candidose experimental (Korting et al., 1999; Pichova et al.,
2001) sugerindo reducao da incidéncia de infecgdes fungicas em pacientes

infectados pelo virus HIV.

O potencial antifungico dos inibidores de protease de HIV se deve ao fato
das proteases do HIV pertencerem a mesma classe das proteases aspartato de
Candida spp, que € um importante fator de viruléncia do fungo (Hoegl et al., 1999;
Korting et al., 1999) As proteinases secretadas ou associadas a membrana celular
de Candida degradam superficies epiteliais demonstrando ter um importante papel
nas etapas iniciais das infecgbes fungicas (Borg & Ruchel, 1988; Ray & Payne,
1988).

Nas ultimas décadas, tem-se demonstrado que as proteinases sao fatores
de viruléncia relevantes em alguns tipos de infecgbes causadas por Candida
albicans e que a inibicdo dessa enzima revela um efeito protetor para o
hospedeiro (Bernardis, 2001; Hube & Naglik 2001). Atualmente, estudos com
agentes inibidores de proteinases tém sido o propdsito de novas pesquisas
aplicaveis ao controle da candidiase (Hoegl et al., 1999) inclusive através do uso
de plantas medicinais (Zhizhen et al., 2002) As diferentes espécies que compdem
0 género Candida estado distribuidas em diferentes filos de acordo com as
caracteristicas de seus ciclos reprodutivos, podendo estar em estados
anamorficos ou telemorficos. Existem ainda espécies que nao apresentam estado
perfeito conhecido, como é o caso de Candida albicans, principal espécie de
interesse médico (Lodder, 1970). As leveduras do género Candida acham-se
amplamente distribuidas na natureza, sendo que algumas espécies vivem como
sapréfitas ou parasitas no homem e em outras espécies de animais

homeotérmicos (Budtz & Jorgensen, 1990).
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As espécies que fazem parte da microbiota normal da pele, boca e trato
gastro intestinal sdo a causa mais frequente de infec¢gdes fungicas humanas e
além de estarem presentes na cavidade bucal e peribucal, sua forma
leveduriforme vive normalmente na orofaringe, nas dobras da pele, em secre¢des
brénquicas, trato genito-urinario e gastrointestinal de humanos (Lacaz, 1980). Em
condicdbes normais, 0 hospedeiro mantém esses microrganismos como
comensais, entretanto, alteragbes locais ou sistémicas favorecem o
desenvolvimento de fatores de viruléncia, causando danos para o homem,

particularmente em infecgdes oportunistas como a candidiase (Aly et al., 1975).

Candida albicans é um dos poucos microrganismos eucariotos que
desenvolveu uma associagdo com o homem. Este fungo possui uma variedade de
formas capazes de auxiliar sua sobrevivéncia como microrganismo comensal, mas
como e em que circunstancias os diferentes tipos morfoldgicos contribuem para

sua patogénicidade ainda é pouco conhecida (Michael & Stephen, 1995).

A cavidade oral humana tem sido considerada um meio ambiente unico, por
oferecer uma variedade de nichos ecolégicos para colonizagdo microbiana. Os
fungos pertencentes ao género Candida spp habitam diferentes superficies
epiteliais do corpo, incluindo a mucosa oral, fazendo parte da microbiota residente
(McCullough et al., 1996). Além de Candida albicans, outras espécies tém sido
isoladas, como Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida
kefyr, Candida glabrata, Candida gquilliermondii, Candida lusitaneae, Candida
dubliniensis. Segundo Stenderup (1990) a espécie de maior importancia médica,
pelo fato de ser agente etiolégico de grande parte das infecgbes fungicas
ocorridas na cavidade oral, € Candida albicans, e sua ocorréncia neste local
representam 60% a 70% dos isolados. Os mecanismos que determinam a
patogenicidade do género Candida n&o estdo ainda totalmente esclarecidos.
Varias hipdteses tém sido sugeridas, tais como: fatores intrinsecos das espécies,
aderéncia aos tecidos, dimorfismo, composi¢do da parede celular e produgao de

toxinas e enzimas proteoliticas (Odds, 1987; Ghannoum & Abbu-Elteen, 1990). A
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patogenicidade das espécies de Candida resulta de caracteristicas préprias das
cepas em questdo e do estado imunolégico do hospedeiro, assim como as

condic¢Oes locais dos sitios de infecgdo (Oksala, 1990; Mardegan et al., 2006)

Dentre as espécies de Candida, a reconhecida como mais patogénica é
Candida albicans, assim como outras espécies desse género, elas secretam
enzimas proteoliticas que podem degradar destruir ou transformar constituintes da
membrana celular do hospedeiro induzindo a uma disfungao e ou destruicao fisica.
A invasdo das células dos tecidos do hospedeiro por tais microrganismos, implica
em penetracdo e danos ao envelope externo celular sendo esse processo
mediado por meios fisicos e enzimaticos ou ainda pela combinacdo de ambos
(Salyes & Witt, 1994)

As proteinases produzidas por C. albicans pode ser secretada ou, podem
apresentar-se como proteinase aspartil, associada a membrana da célula, a qual é
predominantemente expressa na maioria das espécies patogénicas do género
Candida (Ray et al., 1991)

Varios estudos de caracterizacao e sistemas de purificagado destas enzimas
tém revelado que a atividade proteolitica acida extracelular de C. albicans é
atribuida a aspartil proteinase secretada que € um polipeptidio unico de cadeia
manoproteina com massa molecular entre 40 e 45 KDa, 6timas em niveis de pH
entre 2,0 e 5,5, sendo que sua atividade maxima esta em torno de pH 5,5.
Geralmente essa aspartil proteinase é inativada em pH neutro e irreversivelmente
desnaturada sob condigdes alcalinas (pH 7.5 a 8.5) e possui afinidade a diversos
substratos como albumina, hemoglobina, caseina, queratina e colageno
desnaturado (Ruchel, 1981; Negi et al., 1984; Ray & Payne, 1990) A aspartil
proteinase secretada (SAP), é produzida pela maioria das cepas de Candida
albicans (Ruchel et al., 1982) assim como por Candida stellatoidea e Candida

tropicalis e somente ocasionalmente e em menor quantidade, por Candida
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parapsilosis, Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida glabrata e Candida
pseudotropicalis (Ruchel & Boning, 1983; MacDonald, 1984).

Para induzir a secrecao de enzimas proteoliticas de Candida spp varios
meios de cultura enriquecidos com diferentes proteinas foram sugeridos. A
secregdo € pequena em meios contendo fontes de nitrogénio simples
(aminoacidos ou sais de amoénia), mas € elevada quando a unica fonte de
nitrogénio € uma proteina. A glicélise das fontes de carbono (agucares) promove
acidificagdo no meio, gerando um pH &acido obrigatério para sua produgao e
atividade (Ray & Wuepper, 1976). As enzimas séo secretadas in vitro, quando os
microrganismos sao cultivados na presenga de proteinas exogenas (Albumina do
Soro Bovino -BSA é o mais utilizado) como fonte de nitrogénio (Angiolella et al.,
1996; Homma et al.,, 1992; Ray & Payne, 1990). Essas proteinas exdgenas no
meio de cultura, ndo sao essenciais para indugdo da producido das proteinases,
entretanto, o pH do meio possui atividade direta sob a sintese dessas enzimas
(Homma et al., 1992). Em alguns casos, a indugdo das aspartil proteinases
secretadas (SAPs) por Candida albicans parecem envolver sinais de transducéo,

evento que ocorre em nivel de membrana plasmatica (Lerner & Goldman, 1993)

Dentre os métodos utilizados para analisar cepas virulentas, o método de
cultivo em placa, descrito por Ruche et al., (1982), que consiste em cultivar as
amostras em meio soélido enriquecido com albumina, tem sido bastante utilizado
em pesquisas cientificas, visto que a atividade enzimatica das proteinases pode
ser utilizada como marcador do potencial de viruléncia (MacDonald, 1984; Sono et
al., 1992; Candido et al., 2000; Penha et al., 2000; Mardegan et al., 2006)

Estudos com o genoma de C. albicans, demonstraram a presenga de pelo
menos 10 genes distintos que codificam a aspartil proteinase extracelular (Monod
et al., 1994; Niimi et al., 1997). Cada SAP parece ter um papel especifico, ou uma
fase em que é mais ativa (Bernardis et al., 1999; Schaller et al., 1999). O papel

das SAPs, pode ser unicamente digerir proteinas do hospedeiro para promover
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uma fonte de nitrogénio para a célula, contribuindo para adesao e invasao dos
tecidos do hospedeiro (Hube & Naglik, 2001).

Assim a utilizacdo de inibidores de proteinases de Candida spp pode
representar uma importante estratégia de controle e prevengao de infecgées como
as candidiases em mucosas, frequentemente observadas em pacientes
imunodeprimidos. Visando contribuir na busca de novos agentes antifungicos para
uma terapia alternativa ou futuramente para a elaboracdo de novos farmacos, a
presente tese foi realizada com o intuito de rastrear possiveis extratos vegetais
com atividade inibitéria sobre Candida spp e sobre proteinases sintetizadas por
Candida albicans.
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3 Proposicao
O presente estudo teve como propdsito:

« Avaliar a atividade anticandida de extratos vegetais (diclorometanico e
metandlico) de: Rosmarinus officinalis, Mentha piperita, Arctium lappa, Casearia
sylvestris, Arrabidaea chica e Tabebuia avellanedae frente a cepas padrdao de
Candida spp (Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis,
Candida krusei e Candida tropicalis) e em isolados clinicos de Candida albicans
obtidas da cavidade bucal de criangcas sem candidose e de adultos com doenca

periodontal.

« Verificar a capacidade dos extratos vegetais de atuarem na inibigdo da

atividade proteolitica de proteinases produzidas por Candida albicans.
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4 Material e Métodos

4.1 Plantas

As plantas selecionadas para este estudo, indicadas pelo Prof. Dr. Valter
Radamés Accorsi foram provenientes da colegao botanica do campo experimental
da Colecao de Plantas Medicinais e Aromaticas (CPMA) do Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agriculas (CPQBA) da Universidade

Estadual de Campinas (UNICAMP). O material botanico foi identificado pelo Prof:

Dr. Jorge Yoshio Tamashiro com depdsito de excicata no herbario da
Universidade Estadual de Campinas (UEC) do Instituto de Biologia (IB) da

Unicamp. As plantas estdo ilustradas na figura 1 e relacionadas na tabela 1.

Figura 1 - Plantas selecionadas para o estudo, utilizadas para avaliar a atividade
antifunfica: A) Arctium lappa (Bardana); B) Mentha piperita (Horteld); C)
Rosmarinus officinalis (Alecrim); D) Arrabidaea chica (Pariri); E) Tabebuia
avellanedae; F) Casearia Sylvestris.
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Tabela 1 — Plantas selecionadas, parte utilizada e nimero excicata

Parte Numero
Nome cientifico Nome popular Familia » excicata
utilizada
(UEC)
Bardana,
Arctium lappa (Hill) pergamasso,
Bernh. carrapichao, erva dos ASEEREEE Sl L2
tinhosos.

Hortela, hortela
Mentha piperita L. pimenta, menta, Lamiaceae Folhas 1253
menta-inglesa

Alecrim, alecrim de
cheiro, rosmarino, Lamiaceae Folhas 1264
rosmarinho.

Rosmarinus
officinalis L.

Craijiru, carajuru,
chica, pariri, cip6- Bignoneaceae Folhas 1254
cruz, pariri-piranga

Arrabidaea chica
(Bonpl.) B. Verl.

Tabebuia Ipé-rosa, ipé roxo,
avellanedae Lor. Ex pau-d’arco, peuva, Bignoneaceae Entrecasca 1256
Griseb. piuva.

Casearia sylvestris Guagatonga, cafe- _
Sw. bravo, cafezinho do  Flacourtiaceae Folhas 1257

mato, vassitonga

4.2 Preparacao dos Extratos

O preparo dos extratos das plantas selecionadas (Tabela 1) foram feitos
através de turbolizagdo, onde o processo de extragdo ocorre concomitantemente
com a reducdo do tamanho de particula, resultado da aplicacdo de elevadas
forcas de cisalhamento. A redugdo drastica do tamanho de particula e o
consequente rompimento das células favorecem a rapida dissolucdo das
substancias ativas, resultando em tempos de extracdo da ordem de minutos e o
quase esgotamento das substancias presentes no material vegetal. O aparelho
utilizado para fazer a extragdo de pequenas quantidades da droga em laboratério

foi o Dispersor Extratur (Quimis®— modelo Q — 252-28).
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As plantas imediatamente apds serem coletadas e lavadas, foram
separadas em aliquotas de 5 gramas do material vegetal fresco (duplicata). A
extragdo iniciou-se com adigéo de diclorometano — CH, Cl, (até total esgotamento
do material vegetal). Em seguida, ao mesmo residuo vegetal foi adicionado
metanol — MeOH (até total esgotamento). Os solventes foram eliminados sob
vacuo em rotaevaporador (Buchi® Modelo R-200) finalizando o preparo do extrato
bruto. Esse material foi posteriomente pesado para determinar o rendimento do

processo extrativo (massa bruta).

4.3 Biomonitoramento do Processo Extrativo por Cromatografia
em Camada Delgada (CCD)

Os monitoramentos da viabilidade dos extratos vegetais foram feitos por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em cromatoplacas de silicagel (60 F
254 Merk 1.05554). Pequenas aliquotas dos extratos eram distribuidas com capilar
de vidro nas comatoplacas e apds a secagem do material vegetal, eram
preparados solugdes com solventes de diferentes polaridades, que atuavam como
eluente nas cromatoplacas. Posteriormente uma solugdo reveladora de
anisaldeido era pulverizada sobre a placa ja seca, e em seguida, submetia-se ao
aquecimento em estufa Corporation-Precision (110 ‘C, 5 minutos). Depois de
reveladas, as cromatoplacas eram analisadas para avaliar a eficiéncia e

reprodutibilidade do processo extrativo (Figura 2).
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Arrabidaea chica (Bonpl.) B. Verl. PFD=Material Mentha piperita L. PSD=Material vegetal
vegetal extraido com diclorometano; PFM= Material extraido com diclorometano; PSM= Material
vegetal extraido com metanol. vegetal extraido com metanol.

Figura 2 - Biomonitoramento do processo extrativo por CCD

4.4 Limpeza do Extrato

Quando o extrato bruto vegetal obtido possuia uma cor muito escura
(devido a presencga de clorofilas) os mesmos, passavam por um processo de
desclorofilagdo, no qual 30% de carvao ativo era inserido no peso total do extrato
bruto. O procedimento era feito em um erlenmeyer com adigdo de metanol e o
material submetido a agitagdo durante 2 horas. Posteriormente os extratos eram
filtrados em funil de placa porosa contendo terra diatomacea (Celite®) e lavados
com metanol (100 ml). O solvente era eliminado sob vacuo em rotaevaporador,

fornecendo o extrato bruto sem clorofilas.
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4.5 Diluicao dos Extratos Vegetais

Partindo do peso seco do extrato bruto vegetal, as solugdes estoque eram
preparadas (concentragdo de 5 mg/mL) adicionando-se DMSO a 5% em agua
destilada estéril. As solugbes estoque eram armazenadas sob refrigeracéo.
Quando utilizadas para realizagdo dos testes microbiolégicos, a solugéo estoque
era novamente dissolvida até chegar as concentragcbes desejadas e entdo
passavam por um processo de esterilizagao por filtragdo em membrana de acetato
de celulose de 0,45 um (Milipore) e posteriormente em filtro de 0,22 pm (Milipore).

As concentracdes estdo expostas na tabela 2.

Tabela 2 - Concentragdes dos extratos vegetais

Diluigdes Concentragdes (ug/mil) Concentragoes final
Diluigao 1 (D1) 5.000* 2.500**
Diluicdo 2 (D2) 4.500* 2.250**
Diluigéo 3 (D3) 4.000* 2.000**
Diluigéo 4 (D4) 3.500* 1.750**
Diluigéo 5 (D5) 3.000* 1.500**
Diluigéo 6 (D6) 2.500* 1.250**
Diluicdo 7 (D7) 2.000* 1.000**
Diluigao 8 (D8) 1.500* 750**
Diluigao 9 (D9) 1.000* 500**

Diluigdo 10 (D10) 500* 250**

* Diluigbes com agua destilada estéril; ** Diluigdes finais do extrato vegetal apds a adigao do meio
de cultura RPMI-1640 (Concentrado 2 X) contendo o inoculo de levedura (5 x 10° UFC/ml).
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4.6 Preparo e Diluicao dos Antifungicos Anfotericina B e

Fluconazol

As amostras foram testadas em relagéo a sua suscetibilidade a antifungicos
pelo método da microdiluicido em caldo, realizada de acordo com a padronizagao
publicada no documento M27-A do “National Comittee for Clinical Laboratories
Standards” (NCCLS, 1997). Além dos isolados clinicos, em cada bateria de
ensaios foi incluido um microrganismo padrao, C. parapsilosis (ATCC 22019) para
um controle de qualidade da atividade das drogas, uma vez que é conhecida a
concentragao inibitéria minima (CIM) dos antifungicos utilizados para este
microrganismo (Rex et al., 1996; Wanger et al., 1995; NCCLS, 1997). O meio de
cultura utilizado nos testes foi o RPMI-1640 (Angus Buffers & Biochemicals,
Niagara Falls, NY, USA) diluido apropriadamente em agua destilada esterilizada
(Concentrado 2X) e posteriormente esterilizado em Membrana Millipore 0,22 um.
Cada droga testada foi diluida previamente, em dez diferentes concentracgdes, a
saber: Fluconazol 1,25 — 640 pg / mL, e Anfotericina B 0,3 — 160 ug / mL. As
diferentes concentragcées de cada antifungico foram novamente diluidas a 1:5 em
RPMI-1640 e aliquotas de 100 ul destas concentragdes dispensadas
sequencialmente nas placas de diluicdo, preenchendo os pogos pertencentes as
colunas numeradas de um a dez. A menor concentracdo capaz de induzir
proeminente inibicdo (em torno de 50%) do crescimento da levedura testada, em
relagcdo ao pogo controle, foi identificada como a Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) da droga para este microrganismo, em relagdo ao fluconazol, e foram
classificadas como Sensiveis (S), Suscetibilidade Dependente de Concentragao
(SDC) e Resistentes (R), de acordo com os valores de referéncia do NCCLS
(1997) apresentados na Tabela 3. Para a Anfotericina B, a Concentragao Inibitoria
Minima (CIM) foi identificada como a menor concentragdo da droga no meio livre
de crescimento da levedura, e foram classificadas como Sensiveis (S) ou

Resistentes (R).
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Tabela 3 - Critérios de susceptibilidade a Fluconazol, ltraconazol, Ketoconazol e
Anfotericina B (ug/mL). Valores de referéncia do NCCLS

Fluconazol Anfotericina B
S <8 <1
SDC 16 e 32 _
R > 64 >2

S — Sensivel; SDC — Susceptibilidade Dose Dependente; R — Resistente.

4.7 Cepas de Microrganismos

Para o desenvolvimento da presente pesquisa, foram utilizadas cepas
padrdo de diversas espécies de Candida spp (Tabela 4) e cepas de Candida
albicans isoladas da cavidade bucal (mucosa) de voluntarios portadores de
doenga periodontal e da cavidade bucal (mucosa) de criangas saudaveis,
pertencentes a Micoteca do Departamento de Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP-UNICAMP)

Tabela 4 - Cepas padrao de Candida spp

Cadigo Género e Espécie
CBS - 562 Candida albicans

CBS-9 Candida tropicalis
CBS - 604 Candida parapsilosis
CBS - 7987 Candida dubliniensis
CBS - 573 Candida krusei

As amostras clinicas que foram utilizadas neste estudo, fazem parte de dois
subgrupos de voluntarios selecionados da Clinica da Faculdade de Odontologia de

Piracicaba / UNICAMP, sob autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa
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(008/2003 e 021/2002), as quais foram coletadas da mucosa oral e identificadas
através do cultivo em meio cromogénico CHROMagar-Candida e por testes
morfologicos e bioquimicos de fermentagdo e assimilagdo de carboidratos.
Posteriormente, foram armazenadas a -70°C em meio YPD-Glicerol a 15% na
Micoteca do Departamento de Microbiologia e Imunologia da FOP/UNICAMP
(Tabela 5).

Tabela 5 - Amostras clinicas de criancas e adultos

N°de o . en za:
Voluntarios Idade N° de isolados Espécie Comité ética
10 24a36 100 Candida albicans 021 /2002
meses
10 32:‘020 100 Candida albicans 008 / 2003

4.8 Teste da Proteinase

O teste para selecionar as cepas produtoras de proteinase foi realizado
segundo a metodologia descrita por Price et al, (1982), com algumas
modificagdes. Os isolados clinicos foram inoculados em tubos contendo 5 mL de
meio de cultura YPD e incubadas a 37°C durante 18 horas. Decorrido o tempo de
incubacao, aliquotas de 1,5 mL da cultura foram transferidas para tubos Eppendorf
e centrifugadas a 3.000 rpm, por 5 minutos a 4°C. Os pellets de células foram
ressuspendidos em solucdo salina (NaCl 0,9%) e centrifugados por mais duas
vezes nas mesmas condi¢des, para remocao dos restos de meio de cultivo. As
concentragdes das suspensdes das cepas foram padronizadas, usando-se o
indice 0,5 da Escala MacFarland (aproximadamente 1x10° UFC / mL) e volumes
de 1 uL foram inoculados em pontos eqiiidistantes, no meio Agar Proteinase
(Candido et al., 2000). As placas contendo quatro indculos de diferentes cepas

foram incubadas a 37°C durante 7 dias (Ruchel et al., 1982) e a medida da
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atividade enzimatica foi feita de acordo com a metodologia descrita por Price et

al., (1982), demonstrada na Tabela 6. Os testes foram realizados em duplicata.

Tabela 6 - Medidas da atividade enzimatica

Valores de PZ Atividade Enzimatica Cédigol/indice

PZ=1 Negativa 0
PZ=0,64< 1 Positiva-Média 1
PZ <0,63 Positiva-Elevada 2

* A medida da atividade enzimatica (PZ), proposta por Price et al,
1982.* Zona de Precipitagdo (PZ) é calculada, dividindo-se o didmetro
da colbnia pelo didametro da colénia mais a Zona de precipitagao.

4.9 Teste de Susceptibilidade aos Antifungicos

O preparo dos inéculos para os testes de susceptibilidade seguiram as
recomendagdes do protocolo M-27-A2 do NCCLS 2002 (atual CLSI). Os
microsganismos a serem testados foram cultivados durante 24 horas (C. albicans)
e ou 48 horas (Candida spp) em Agar Sabouraud Dextrose. Apartir de cada
microrganismo foi preparada uma suspensao inicial medida em espectofotometro
a 530 nm, com transmitancia ajustada para 90%. Apartir de cada suspensao inicial
foram preparadas diluicbes seriadas em meio RPMI-1640 para obtencdo do
inoculo final (0,5 x 10% a 2,5 x 10° UFC / mL. Cada extrato vegetal ou droga
testada (Anfotericina B e Fluconazol) foi previamente diluido em 10 diferentes
concentragdes que foram posteriormente inseridas nas placas de microtitulagao.
Aliquotas de 100 pL do inoculo final foram, da mesma forma, adicionadas nas
placas (diluigdo 1:1) obtendo as concentragdes finais desejadas para cada droga e
inoculo. As placas foram inoculadas a 35 °C durante 48 horas. Apos decorrido o
tempo de incubacédo, as placas foram analizadas e a menor concentragao capaz
de induzir proeminente inibicdo do crescimento das leveduras testadas que foi
observada pela mudanca da cor do meio de cultura foi caracterizada como a

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da droga em relagdo ao microrganismo. As
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CIMs do Fluconazol puderam identificar a resisténcia ou susceptibilidade de cada
isolado que foram classificados como Sensiveis (S), Suscetibilidade Dependente
da Concentragao (SDC) e Resistentes (R) de acordo com os valores de referéncia
do NCCLS (1997) anteriormente descritos (Tabela 3). Para a Anfotericina B, a
Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) foi identificada como a menor concentracao
da droga no meio livre de crescimento da levedura, e foram classificadas como
Sensiveis (S) ou Resistentes (R). Em relagdo a MIC dos extratos vegetais, foi
utilizada a classificagdo sugerida por Aligiannis et al., 2001 (Tabela 7). Foram
incluidos controles para validagao do protocolo: 1) meio de cultura inoculado com
microrganismo; 2) meio de cultura inoculado com microrganismo acrescido do
solvente de cada droga; 3) meio de cultura sem o inoculo, acrescido dos extratos

vegetais ou das drogas controle. Cada teste foi realizado em duplicata

Tabela 7 - Valores de inibicdo para testes com material vegetal

Inibigao Valores de CIM
Forte inibicao (CIM menor ou igual a 500 pg / mL)
Moderada inibigdo (CIM entre 600 e 1500 ug / mL)
Fraca inibicdo (CIM igual ou maior a 1600 pg / mL)

CIM — Concentracéo Inibitéria Minima.

410 Teste Detectar Inibicao da Atividade Proteoliitica das

Proteinases de Candida Albicans

Foram selecionadas um total de 20 isolados (10 de criangcas e 10 de
adultos) que apresentaram elevado indice de produgdo de proteinase para este
teste. Os isolados foram cultivados por 48 horas a 37°C em Sabouraud / glucose.
A inducédo das proteinases de Candida albicans foram realizadas de acordo com o
protocolo sugerido por Korting et al., (1999), com algumas modificagdes. Aliquotas

de 100 yL de suspensdo de C. albicans foram cultivadas em 10 mL de meio
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liquido indutor de proteinase (BSA / YNB) e incubadas por 7 dias a 27 °C em um
shaker a 150 rpm. Decorrido o tempo de incubagdo a CFU / mL foi determinada e
as células das levedura foram removidas por centrifugagdo a 1500g por 30

minutos a 4°C.

O sobrenadante foi ajustado para um pH 6,5 (limite da autodegradacéo) e
resfriado a —20 graus, depois de esterilizado por filtragao, finalizando a preparagao
bruta da enzima. Em seguida, 500uL do extrato bruto contendo proteinase foram
adicionados a 500 pL de BSA a 2% (em tampao HCI / Citrato de Sédio a 0,2 M) e
500 pL de cada extrato vegetal separadamente em diferentes concentragdes (2,5
mg/mL; 1,5 mg/mL; 0,5 mg/mL). Foram também realizados testes com drogas
inibidoras de protease como Amprenavir (APV — Agenerase ® / Glaxo Smith kline),
Ritonavir (RTV — Norvir ® / Abbott) e Pepstatina A (Sigma) nas mesmas
concentragdes. Controles do experimento incluiram ensaios sem adicdo dos
extratos vegetais e das drogas inibidoras de protease, assim como um controle
contendo o diluente da droga vegetal (DMSO a 5% em agua destilada estéril) e
com as substancias utilizadas como diluentes dos inibidores de protease (DMSO a
15% em agua destilada estéril). Para testar as reagdes, o material foi incubado em
estufa a 37 °C durante 60 minutos. Os experimentos foram realizados em
duplicata. Apds o periodo de incubacgao, as reacdes foram interrompidas com 500
ML de 4&cido tricloroacético (TCA) e estocadas em gelo. Para cada mistura de
reagentes, um controle adicional foi preparado, adicionando TCA a 20% em agua
destilada estéril simultaneamente antes do periodo de incubacdo, que foi
determinado como tempo inicial (TO) no calculo para obtengao dos indices de
atividade proteolitica. Apés a adicdo do TCA, todos os espécimes foram

centrifugados a 3.000 rpm durante 30 minutos a temperatura de 4 °C.

Num segundo momento da realizagéo dos testes, aliquotas de 160 pL do
sobrenadante da cultura de cada amostra foram colocadas em placas de diluigdo
e posteriormente foram adicionados 40uL de reagente corante (Coomassie
Brilliant Blue — G-250, Bio-Rad). Os peptideos produzidos devido a atividade
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proteolitica ndo foram prescipitados pelo TCA e se ligaram ao corante. A
quantidade de peptideos no sobrenadante pode entdo ser medida em leitor
automatico de microplacas a absorbancia de 595 nm (valor maximo para o

corante) e relacionada com a atividade proteolitica.

O calculo da atividade proteolitica foi obtido através da formula: Valor de
absorbancia da amostra medida no tempo final (TF), apds o periodo de 60 minutos
em estufa, nenos o valor de absorbancia da amostra anteriormente ao periodo de
incubacgao, que foi chamado de tempo inicial (TO). A atividade foi calculada apartir
da variagdo (aumento) de 0,1 unidade durante 60 minutos a 595 nm. Todos os

testes foram realizados em duplicata.
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5 Resultados

5.1 Selegcao de Cepas de Candida Albicans com Elevada Atividade

Proteolitica

Para selecionar as cepas com alta atividade proteolitica, utilizadas neste
estudo, foi realizado o teste da proteinase com 200 amostras clinicas de Candida
albicans, sendo100 amostras provenientes da cavidade bucal de criancas
saudaveis e 100 amostras provenientes da cavidade bucal de adultos. As
amostras foram recentemente isoladas, identificadas e armazenadas a -20 °C.
Todas as cepas foram reativadas para que se pudesse proceder ao teste da

atividade proteolitica (Figura 3).

Figura 3 — Cepas de Candida albicans cultivadas em agar
proteinase. Cultivo de 4 cepas de Candida
albicans em Agar proteinase. Apds o periodo de
incubacdo, zonas de degradagdo podem ser
observadas ao redor das colbénias de leveduras.

Para quantificar a atividade enzimatica foi utilizado o calculo proposto por

Price et al., 1982, que consiste em dividir o didametro da colbnia, pelo didametro da
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coldnia mais a zona de precipitagdo ao redor das coldnias de leveduras (Figura 4).
Para quantificar a produg¢éo de proteinase, foram usados os indices 0 (zero), para
aquelas que ndo demonstraram atividade enzimatica, 1 (um), para cepas com
atividade enzimatica positiva e 2 (dois), para cepas com atividade enzimatica

positiva elevada.

Negativo Positivo

ZP = DC/DC+ZP

ZP =1 (negativa)
ZP 2 0,64 até 0,99 (positiva)

ZP < 0,64 (positiva elevada)

Col.+ZP

Figura 4 — Calculo da atividade enzimatica. Calculo utilizado para medir a atividade
enzimatica de colénias de Candida albicans, descrito por PRICE et al., 1982.
ZP — Zona de Precipitacdo; DC — Diametro da Colbnia.

De 100 amostras clinicas isoladas de criangcas saudaveis 94% foram
positivas para producdo de proteinase (incluindo indices 1 e 2) e o restante, 6%
demostraram atividade enzimatica negativa para essa enzima. Do grupo de
isolados obtidos da cavidade bucal de adultos com doenga periodontal 95%
demonstraram atividade proteolitica (incluindo indices 1 e 2) e 5% foram negativas

em relagao a produgao dessa enzima (Figuras 5, 6)

38




Mardegan RC. Atividade inibitdria de extratos vegetais sobre candida spp e sobre proteinases
sintetizadas por candida albicans [tese]. Piracicaba: Unicamp/FOP; 2007.

Resultados

Atividade proteolitica

m6%

0 94%

B positiva Bl negativa

Figura 5 - Frequéncia de cepas de

Candida albicans isoladas da
cavidade oral de criangas sauda-
veis com atividade enzimatica para
proteinase positiva (incluindo
indices 1 e 2) e de cepas que
apresentaram atividade enzimatica
negativa, indice 0.

Atividade proteolitica

B 5%

0 95%
[ positiva [l negativa

Figura 6 - Frequéncia de cepas de

Candida albicans isoladas da
cavidade oral de adultos com
doenga periodontal com atividade
enzimatica para proteinase positiva
(incluindo indices 1 e 2) e de cepas
que apresentaram atividade
enzimatica negativa, indice 0.

A Tabela 8 apresenta o perfil da atividade enzimatica das proteinases
produzidas por C. albicans utilizando a classificacdo proposta por Price et al.,
1982.

Tabela 8 - Perfil da atividade enzimatica da proteinase produzida por C. albicans, isoladas
decriancas saudaveis e adultos com doenca periodontal

. Numero (% )de isolados com diferentes indices de
Isolados de Candida produgao de proteinase
albicans . . .
Indice 0 (-) Indice 1 (+) Indice 2 (++)
Criangas 6% 2% 92%
Adultos 5% 1% 94%

(-) atividade proteolitica negativa; (+) atividade proteolitica positiva; (++) atividade proteolitica
positiva elevada).

Apos os resultados obtidos nestes testes preliminares, 50 cepas de

Candida albicans com alta atividade proteolitica (indice 2) provenientes da

cavidade bucal de criancas saudaveis e 50 provenientes da cavidade bucal de
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adultos com doenca periodontal, foram selecionadas para os demais testes. Além
desses isolados clinicos foram utilizadas cepas padrao de Candida spp (Tabela
4).

5. 2 Testes para determinagado da Concentragao Inibitéria Minima
(CIM)

Os resultados das CIMs (Concentragdes Inibitorias Minimas) dos extratos
diclorometanico e metandlico (nas concentragdes de 250 a 2500 pg/ml)de todas
as plantas frescas testadas em cepas padrao de Candida spp estdo expressos
na Tabela 9. Dados da literatura indicam que forte, moderada ou fraca atividade
inibitéria correspondem a CIMs (ug-mL) de até 500, entre 500 e 1500, e acima de
1500 respectivamente (Aligiannis et al., 2001)

Os extratos metanodlicos de Rosmarinus officinalis, Tabebuia avellanedae,
Arctium lappa e Casearia sylvestris foram inativos em relagcdo a todas as cepas
padrao de Candida spp testadas. O extrato metandlico de Mentha piperita inibiu C.
parapsilosis com CIM de 2250ug/ml, porem foi inativo em relagdo as demais
espécies. O mesmo extrato da planta Arrabidaea chica inibiu C. parapsilosis, C.
dubliniensis, C. albicans, C tropicalis e C. krusei com CIMs de 1500 pg/mL, 1250
pMg/mL, 1000 pg/mL, 750 ug/mL e 500 pg/mL respectivamente.

Em relacdo aos resultados obtidos com os extratos diclorometénicos de R.
officinalis pudemos observar a inibicdo do crescimento de C. krusei com CIM de
2250 pg/mL e as demas espécies com CIM de 2000 pg/ml. Mentha piperita inibiu o
crescimento de C. tropicalis com CIM de 1500 ug/mL, e as demais cepas com CIM
de 1750 pg/mL. Em relacdo a Tabebuia avellanedae esse extrato inibiu C.
tropicalis com CIM de 1750 ug/mL, C dubliniensis, C. parapsilosis e C krusei com
CIM de 1500 pg/mL e C. albicans com CIM de 1250 uyg/mL. Em relagdo a

Arrabidaea chica a inibicdo das cepas ocorreram sempre com CIMs superiores a
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2000 pg/mL. O mesmo ocorreu em relagao ao extrato de Arctium lappa, a inibicéo
ocorreu em ClIMs igual ou superiores a 1750 ug/mL. Para Casearia sylvestris as
CIMs para C dubliniensis e C. tropicalis foram iguais (2000 ug/mL), C. parapsilosis
foi inibida com CIM de 1250 ug/mL e C. albicans e C. krusei demonstraram ser

mais sensiveis e foram inibidas com CIM de 1000 ug/miL ( Tabela 9.)

Tabela 9 - Cepas padrao e CIMs dos extratos (diclorometanicos e metandlicos)

Concentragao Inibitéria Minima em cepas padrao de Candida spp

Atividade anticandida (CIM - pg/mL)

Plantas Extrato aIbi?:.ans dublircw:l:ensis parapc;ilosis tropci:éalis krgéei
Rosmarinus DC 2000 2000 2000 2000 2250
officinalis MT * * * * *

Mentha DC 1750 1750 1750 1500 1750
piperita MT * * 2250 * .

Tabebuia DC 1250 1500 1500 1750 1500
avellanedae MT * * * * *

Arrabidaea DC 2000 2250 2250 * 2250

chica MT 1000 1250 1500 750 500

Arctium lappa DC 1750 1750 2000 2000 1750
T x x x x x

Casearia DC 1000 2000 1250 2000 1000
sylvestris MT * * * * *

Concentracao testada: 2500 pyg/mL a 250 yg/mL * Valores de CIM maiores que 2500ug/mL.

Através do grafico (Figura 7) podemos observar que a atividade antifungica
dos extratos metandlicos testados foram fracas. Apenas o extrato metandlico de
Arrabidaea chica demonstrou ser efetivo em cepas padréao de Candida spp. Em

relacdo a Candida krusei o extrato apresentou forte atividade inibitéria (CIM < 500
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pMg/mL). Para as demais espécies a atividade foi moderada (CIMs de 600 a 1500

pug/mL).

Cepas padrao - Extratos metanoélicos

3000

2500

2000 -+

1500 -

MIC

1000

500 -

R.o T.a C.s Al M.p A.c

mCamCtoCpoCdmCk

Figura 7 - Os valores de CIMs estdao em ug/mL; C.a: Candida albicans; C.t. Candida
tropicalis; C.p: Candida parapsilosis; C.d: Candida dubliniensis; C.k: Candida
krusei. — R.0: Rosmarinus officinalis; T.a: Tabebuia avellanedae; C.s: Casearia
sylvestris; A.l: Arctium lappa; M.p: Mentha piperita; A.c: Arrabidaea chica.

Através do grafico (Figura 8) podemos observar que a atividade antifungica
dos extratos diclorometanicos testados. Os extratos de R. officinalis, A.lappa e A.
chica foram pouco efetivos em relacdo a todas as cepas padrdo. Nenhuma cepa

padrao foi inibida com CIM < 500 ug/ml (forte inibigao).
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Cepas padrao - Extratos diclorometanicos
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2500 -
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1500
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Figura 8 - Os valores de CIMs estdo em ug/mL; C.a: Candida albicans; C.t. Candida
tropicalis; C.p: Candida parapsilosis; C.d: Candida dubliniensis; C.k: Candida
krusei. — R.0: Rosmarinus officinalis; T.a: Tabebuia avellanedae; C.s: Casearia
sylvestris; A.l: Arctium lappa; M.p: Mentha piperita; A.c. Arrabidaea chica.

Quando os testes de CIM dos extratos vegetais foram realizados em
amostras clinicas de criancas (n=50) e de adultos (n=50) os resultados também
demonstraram que os extratos diclorometénico e metandlico de Rosmarinus
officinalis foram pouco efetivos apresentando valores de CIM considerados
elevados (CIM acima de 1600 pg /mL) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Amostras clinicas de C. albicans e respectivos
valores de CIM (%) nos testes realizados com extratos
diclorometanico e metandlico de R. officinalis

CIMs (%) de extratos de

Rosmarinus officinalis (ug/ml)

Extratos
Criancas Adultos
(n =50) (n =50)
4% - 2250
38% - 2000
Diclorometano 78% - 2000
62% - 2250
18% - 1750
48% - 2500 78% - 2250
Metanol
52% - 2250 22% - 2500

Quando foram testados os extratos de Mentha piperita, os valores de CIM
demonstraram que o extrato metandlico foi menos efetivo (CIMs = 2000 ug / mL)
em relacdo ao extrato diclorometanico. Em relacdo as amostras clinicas de
criancas e adultos o extrato diclorometanico apresentou moderada atividade em
68% e 62% dos isolados clinicos, respectivamente. Fraca atividade inibitoria foi
observada em 32% das amostras clinicas de criangas e em 38% das amostras

clinicas de adultos (Tabela 11).

O extrato metandlico de Tabebuia avellanedae apresentou fraca atividade
inibitéria sobre os isolados com CIMs superiores a 2000 pg / mL. Apenas 12%
das amostras isoladas de criangas e 2% das amostras isoladas de adultos
apresentaram moderada atividade inibitéria (Tabela 12) em relagdo aos testes
com extrato diclorometanico de T. avellabedae, 88% e 98% das amostras de
criangas e adultos respectivamente foram inibidas com valores de CIMs elevados

sendo caracterizado como fraca atividade inibitoria.
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Tabela 11 - Amostras clinicas de C. albicans e respectivos
valores de CIM (%) nos testes com extratos diclorometanico e
metandlico de M. piperita

CIMs (%) de extratos de

Mentha piperita (ug/ml)

Extratos
Criancas Adultos
(n =50) (n =50)
8% - 2000
2% - 2000
30% - 1750
30% - 1750
Diclorometano 20% - 1500
46% - 1500
34% - 1250
22% - 1250
8% - 1000
10% - 2500
46% - 2500
Metanol 66% - 2250
54% - 2250
24% - 2000

Tabela 12 - Amostras clinicas de C. albicans e respectivos
valores de CIM (%) nos testes com extratos diclorometanico e
metandlico de Tabebuia avellanedae

CIMs (%) de extratos de

Tabebuia avellanedae (ug/ml)

Extratos
Criancas Adultos
(n =50) (n =50)
78% - 2000
60% - 1750
10% - 2250
Diclorometano 28% - 2000
10% - 1750
12% - 1500
2% - 1500
80 % - 2250 84% - 2250
Metanol
20% - 2000 16% - 2000
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Na tabela 13 estdo expostos os resultados obtidos com os extratos
diclorometanico e metandlico de Casearia sylvestris quando testados em amostras
clinicas. Em relagéo aos testes realizados com o extrato metandlico, os valores de
CIMs obtidos foram sempre superiores a 2500 pg/ml. O extrato diclorometanico
quando testado em amostras provenientes de criangas demonstrou moderada
atividade inibitoria em 92% das amostras e fraca atividade em 8% delas. Em
relagdo aos testes com amostras de adultos 4% dos valores de CIM (1500 pg /
mL) demonstraram moderada atividade, o restante, 96% demonstraram fraca
atividade inibitéria (CIM > 1600 pg / mL).

O extrato metandlico de Arctium lappa demonstrou ser pouco ativo quando
testado em amostras clinicas de C. albicans, com CIMs superiores a 2000 pug-ml.
Os valores das CIMs do extrato diclorometanico quando testado em amostras
clinicas variaram bastante (Tabela 14). Em 38% e 90% das amostras de criangas
e adultos respectivamente o extrato apresentou moderada atividade inibitéria e em

relacdo as demais amostras a atividade inibitéria foi fraca.

Na tabela 15, estdo expostos os resultados de CIMs do extrato bruto de
Arrabidea chica obtido pela extragdo com metanol e testados em amostras clinicas
de Candida albicans de criangas e adultos. O extrato metandlico inibiu 26% dos
isolados de criangas com CIM de 1000 ug / mL, 50% com CIM de 750 ug / mL,
20% com CIM de 500 ug / mL e 4% com CIM de 250 pg / mL. Em relagdo as
amostras clinicas de adultos o mesmo extrato inibiu 4% das amostras de Candida
albicans com CIM de 1750 yg / mL, 24% com CIM de 1500 pg / mL 48% com CIM
de 1250 pyg / mL e 24% com CIM de 1000 pg / mL. O extrato diclorometanico
testado nas mesmas amostras apresentou resultados de CIM sempre < 2500 pg /
mL (Tabela 15).
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Tabela 13 - Amostras clinicas de C. albicans e respectivos
valores de CIM (%) nos testes com extratos diclorometanico e
metandlico de C. sylvestris

CIMs (%) de extratos de

Casearia sylvestris (ug/ml)

Extratos
Criancas Adultos
(n =50) (n =50)
8% - 1750 6% - 2250
54% - 1500 42% - 2000
Diclorometano
30% - 1250 48% - 1750
8% - 1000 4% -1500

Metanol

100 % - 2500

100 % - 2500

Tabela 14 - Amostras clinicas de C. albicans e respectivos
valores de CIM em % nos testes com extratos diclorometanico e
metandlico de A. lappa

CIMs (%)de extratos de

Arctium lappa (ug/ml)

Extratos
Criancas Adultos
(n =50) (n =50)
4% - 2000
18% - 2000
6% - 1750
44% - 1750
74% - 1500
Diclorometano 28% - 1500
12% - 1250
8% - 1250
2% - 1000
2% - 1000
2% - 750
22% - 2500
70% - 2250
Metanol 74% - 2250
30% - 2000
4% - 2000
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Tabela 15 - Amostras clinicas de C. albicans e respectivos
valores de CIM em % nos testes com extratos diclorometanico e
metandlico de A. chica

CIMs (%) de extratos de

Arrabidaea chica (ug/ml).

Extratos
Criancas Adultos

(n = 50) (n = 50)

82% - 2500 pg-ml
Diclorometano 100% - 2500 pg-ml
18% - 2250 ug-ml

26% - 1000 pg-ml 4% - 1750 pg-ml
50% - 750 pg-mi 24% - 1500 pg-ml
20% - 500 pg-mi 48% - 1250 pg-ml
4% - 250 pg-ml 24% - 1000 pg-ml

Metanol

As amostras clinicas isoladas de criangas saudaveis (n=50) e as amostras
clinicas isoladas de pacientes com doenca periodontal (n=50) foram avaliadas em
relacdo a susceptibilidade ao antifungico fluconazol. A maioria dos isolados de
criangas e adultos demonstraram sensibilidade com 75% e 69% de inibicao
respectivamente. Foram classificados como SDD (susceptibilidade Dose
Dependente) 21% das amostras de criangas e 18 % de adultos. Apresentaram
resisténcia frente ao fluconazol 4% e 13% das amostras de criangas e adultos
respectivamente. Ao avaliar as amostras que se demonstraram resistentes ao
fluconazol em relacdo a susceptibilidade aos extratos vegetais, todas
apresentaram CIMs superiores a 2250 ug / mL representando uma fraca inibigao

em relagao a todos os extratos (diclorometanico e metandlico) testados (Figura 9).

As amostras clinicas isoladas de criangas saudaveis (n=50) e as amostras
clinicas isoladas de pacientes com doenga periodontal (n=50) também foram
avaliadas em relacdo a susceptibilidade a Anfotericina B. A maioria dos isolados

de criangas e adultos demonstraram sensibilidade com 92% e 89% de inibigao
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respectivamente. Apresentaram resisténcia 8% das amostras isoladas de criangas
e 11% das amostras isoladas de adultos com doenca periodontal. Ao avaliar as
amostras que se demonstraram resistentes a Anfotericina B, todas apresentaram
CIMs superiores a 2250 ug / mL representando uma fraca inibicdo de todos os

extratos em relagdo as amostras resistentes a Anfotericina B (Figura 10).

Nos testes realizados para verificar o efeito dos extratos vegetais na
inibicdo da atividade proteolitica de proteases de C. albicans, o extrato
diclorometanico se destacou em relagdo ao extrato metandlico de Rosmarinus
officinalis. Na Figura 11, observa-se que a melhor inibicdo ocorreu com os extratos
a concentragcdo de 2,5 mg / mL. No entanto, a maxima atividade inibitéria nao

atingiu 16% para o extrato diclorometanico que foi o mais ativo.

Fluconazol

80%

70% -

60% -

50% -

40% -

% amostras

30% -

20% A

10% | r
0%

Criangas Adultos

Isolados clinicos de C. albicans

oS mSDD oR

Figura 9 - Amostras clinicas de criangas (n=50) e adultos (n=50) e CIMs
do Fluconazol. S - Sensivel; SDS — Susceptibilidade dose
dependente; R — resistente.
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Anfotericina B

100%
90%
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40%
30%
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% amostras

Criancas Adultos

Isolados clinicos de C. albicans

‘ O Sensivel @ Resistente ‘

Figura 10 - Amostras clinicas de criangcas (n=50) e adultos
(n=50) e CIMs em relagdo a Anfotericina B. S -
Sensivel; R —resistente.

Rosmarinus officinalis

18%
16%
14%
12%
10%
8%
6%
4%
2%
0%

ia

Atividade inibit6

2,5 1,5 0,5 2,5 1,5 0,5 2,5 1,5 0,5

Criancas adultos / CBS

‘ @ diclorometano m metanol ‘

Figura 11 - Inibicdo das proteinases de C. albicans (%) pelos extratos diclorometanico e
metandlico de Rosmarinus officinalis. Criangas (n=10); Adultos (n=10).
Concentragéo dos extratos em mg/mL.
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O maior indice de atividade inibitéria dos extratos diclorometanico e
metandlico de Mentha piperita foi a concentragdo de 2,5 mg / mL. Os dois
extratos apresentaram diferengcas pequenas em relagao a inibicdo, sendo o extrato

diclorometanico o mais efetivo (Figura 12).

O extrato diclorometanico de Tabebuia avellanedae foi o mais ativo em
relagdo a atividade inibitéria das proteinases de Candida albicans. A melhor
concentragao inibitéria ocorreu em testes realizados com 2,5 mg / mL. O extrato
metandlico também inibiu a atividade proteolitica, porém foi menos €eficiente
(Figura 13).

Mentha piperita
35%
30% -
25% -
8
2
8 20%
£
ﬁ 15% -
E 10%
5% -
0%
2,5 1,5 0,5 2,5 1,5 0,5 2,5 1.5 0,5
Criancas adultos CBS
‘ @ diclorometano B metanol ‘
Figura 12 - Inibicdo das proteinases de C. albicans (%) dos extratos

diclorometanico e metandlico de Mentha piperita. Criangas (n=10);
Adultos (n=10). Concentragao dos extratos em mg/mL
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Tabebuia avellanedae
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adultos

Criancas
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Figura 13 - Inibigdo das proteinases de C. albicans (%) dos extratos
diclorometanico e metandlico de Tabebuia avellanedae. Criancas
(n=10); Adultos (n=10). Concentragao dos extratos em mg/mL

A figura 14 demonstra a atividade inibitéria dos extratos obtidos apartir da
Arrabidaea chica. A média da inibicdo obtida com o extrato diclorometanico foi
superior a média de degradagao obtida com o extrato metandlico. A concentragao
testada que melhor demonstrou atividade inibitéria foi de 2,5 mg /mL. Em
proteinases obtidas de amostras clinicas de C. albicans, a média de inibigao ficou

entre 30% e 35%. O extrato metandlico foi pouco efetivo (Figura 14).

Tanto o extrato diclorometanico como o metandlitico de Casearia sylvestris
apresentaram indices de inibigdo da atividade proteolitica semelhantes, porém o
extrato metandlico demonstrou ser um pouco mais eficiente em relagao a inibigao
da atividade proteolitica A diferenca na média de degradacdo da protease obtida
de amostras de C. albicans pelo extrato diclorometanico e pelo metandlico foi sutil.
A. melhor concentragdo em relagéo a inibigdo da atividade proteolitica foi 2,5 mg

/mL. Ambos extratos inibiram em média 20% da atividade proteolitica (Figura 15).
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Arrabidaea chica
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Figura 14 - Inibicdo das proteinases de C. albicans (%) dos extratos
diclorometanico e metandlico de Arrabidaea chica. Criangas
(n=10); Adultos (n=10). Concentragao dos extratos em mg/mL
Casearia sylvestris
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Figura 15 - Inibicdo das proteinases de C. albicans (%) dos extratos diclorometéanico e
metandlico de Casearia sylvestris. Criangas (n=10); Adultos (n=10).
Concentracao dos extratos em mg/mL
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Os extratos diclorometanico e metandlico de Arctium lappa mostraram
pouco eficientes em relagao a inibicdo da atividade proteolitica de C. albicans. O
extrato diclorometanico demonstrou uma sutil diferenga em relagdo ao extrato

metandlico, demonstrando maior efetividade (Figura 16).

Em relacdo a atividade proteolitica pbde-se observar inibicdo apartir de
todos os extratos (diclorometanico e metandlico) das diferentes plantas analisadas
Uma vez que todos os extratos foram testados em diferentes concentragdes (2,5
mg/ mL, 1,5 mg/ mL e 0,5 mg/ mL), pequenas variagdes em relagédo a inibicdo
da atividade proteolitica das proteinases de C. albicans (adultos e criangas) foram
encontradas. As variagdes ocorreram em relagdo aos diferentes extratos, assim

como em relagao as diferentes concentragdes.

Arctium lappa

10%
9% -
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6% A
5% A
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1% 4
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Criangas adultos ATCC

‘EI diclorometano B metanol ‘

Figura 16 - Inibicdo das proteinases de C. albicans (%) dos extratos diclorometanico e
metandlico de Arctium lappa. Criangas (n=10); Adultos (n=10).
Concentracao dos extratos em mg/mL

A figura 17 exibe a porcentagem de atividade inibitéria em relagdo a todos
os extratos vegetais (diclorometanico e metandlico) em relagdo as proteinases
obtidas apartir de isolados clinicos de criangas. A figura 18 expoe os mesmos

resultados em relagdo as amostras clinicas de adultos.
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A melhor concentracio inibitéria da atividade proteolitica para todos os
extratos testados foi a de 2,5 mg / mL, nas demais concentragdes também houve
inibicdo em relacdo a tividade proteolitica, porem menor quando comparada a
concentragdo inicial. De todos os extratos testados (diclorometanicos e
metandlicos) os que melhor inibiram a atividade proteolitica das proteinases de C.
albicans foram, na ordem: Extrato diclorometanico de A. chica; Extrato metandlico
de Mentha piperita; Extrato diclorometanico de Mentha piperita; Extrato metanolico
de Casearia sylvestris; Extrato diclorometénico de Casearia sylvestris; Extrato
diclorometanico de Tabebuia avellanedae; Extrato diclorometénico e
posteriomente o metandlico de Rosmarinus oficinallis; e na sequéncia extrato
metandlico de Tabebuia avellanedae; Extrato metandlico de Arrabidaea chica e
por ultimo o que apresentou mais fraca atividade inibitoria das Aspartil Proteinases

Secretadas (SAPs) foram os extratos diclorometanico e metandlico de Arctim
lappa (Figura 19).

Atividade inibitéria das proteinases
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25%
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Atividade inibitéria

2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

A.chica A.Lappa Casearia Mentha Alecrim Tabebuia

Extratos vegetais

Figura 17 - Atividade inibitéria (%) das proteinases de C. albicans dos
obtidas apartir de amostras clinicas de criancas pelos
extratos (diclorometanico e metandlico) de todas as plantas
analisadas. Criangas (n=10); Adultos (n=10). Concentragao
dos extratos em mg/mL
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Atividade inibitoria das proteinases
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Figura 18 - Atividade inibitéria (%) das proteinases de C. albicansdos obtidas apartir
de amostras clinicas de adultos pelos extratos (diclorometanico e
metandlico) de todas as plantas analisadas. Criangas (n=10); Adultos
(n=10). Concentragao dos extratos em mg/mL

Inibicado das proteinases de C. albicans
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Figura 19 - Atividade inibitéria (%) das proteinases de C. albicansdos obtidas apartir de
amostras clinicas de adultos pelos extratos (diclorometanico e metandlico) de
todas as plantas analisadas. DC - Extrato diclorometanico; MT - Extrato
metandlico.
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Uma das drogas controle utilizadas neste experimento foi a droga inibidora
de protease, Pepstatina A. Testada em diferentes concentragcbes em uma cepa
padrao de C. albicans (CBS — 562) e nas amostras clinicas de criangas e adultos
pudemos observar que a melhor concentracdo da atividade inibitoria das
proteinases de Candida foram obtidas a uma concentragao de 100 ug / mL, a qual
inibiu a atividade proteolitica das cepas de criangas e adultos em 92% e 90%
respectivamente (média). A cepa padrao CBS - 562, teve sua atividade
proteolitica inibida em 94% com a Pepstatina A. As demais concentragdes
testadas, 25 yg / mL e 50 pg / mL, também demonstraram atividade inibitéria,
porém, em indices inferiores quando comparadas a concentragéo de 100 ug / mL
(Tabela 16).

Tabela 16 - Droga controle (Pepstatina A — inibidor de protease) testada em diferentes
concentracdes nas amostras clinicas de C. albicans

Controle + Sem nenhuma droga
Controle - Apenas diluente da droga
Concentracao: Concentragao: Concentragao:
25 ug/ mL 50 ug/ mL 100 ug/ mL
Pepstatina A
30% 42,5% 92%
27,5% 43% 90%
32% 42% 94%

Outras drogas caracterizadas como inibidoras de proteases (IPs) foram
avaliadas. O Amprenavir a 10 mg / mL inibiu a atividade proteolitica em 86%, 90%
e 88% das proteinases provenientes de amostras clinicas de criangas, adultos e
da cepa padrdo CBS-562 respectivamente. Também foi observada inibicdo das
proteinases nas concentragées 5 mg / mL e 2,5 mg / mL porém, em quantidades
inferiores em relagdo a maior concentragdo (10 mg / mL). O Ritonavir também
apresentou inibicdo superior a concentracdo de 10 mg / mL. Proteinases

provenientes de amostras clinicas de criangas e adultos foram inibidas em 79% e

57



Mardegan RC. Atividade inibitdria de extratos vegetais sobre candida spp e sobre proteinases
sintetizadas por candida albicans [tese]. Piracicaba: Unicamp/FOP; 2007.

Resultados

81% respectivamente e a cepa padrao CBS-562 teve 79% da atividade proteolitica
inibida. As demais concentragbes dessa droga também apresentaram atividade

inibitéria em relagcado as proteinases de C. albicans, porém, menor em relagéo a

concentragao de 10 mg / mL (Figura 20).
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Figura 20 - Atividade inibitéria (%) das proteinases de C. albicans provenientes de
amostras clinicas de criancas e adultos e da cepa padrao CBS 562 obtidas
com os inibidores de proteases (IPs) Amprenavir, Ritonavir e Pepstatina A.

As concentragdes em mg / mL.
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6 Discussdo

Candida spp sao habitantes comuns da cavidade oral tanto de adultos
como de criangas (Darwazeh & Al-Bashir, 1995; Hannula et al.,1999). E uma
levedura capaz de residir em equilibrio com a microbiota comensal de hospedeiros
saudaveis e assintomaticos (Hannula, 2000). Entretanto, apenas pequenas
alteracdes nesse estado podem modificar o comportamento dessa espécie, que
passa a manifestar seu potencial de viruléncia, e assim, de comensal inofensivo

tornar-se um patoégeno agressivo (Hube & Naglik, 2001).

Para auxiliar na invasao dos tecidos do hospedeiro, as células microbianas
possuem um conjunto de enzimas hidroliticas que lesam ou destroem os
constituintes das membranas das células alvo levando a uma disfungdo e ou
destruicao fisica (Salyes & Witt, 1994). As membranas celulares sdo constituidas
de lipideos e proteinas que podem servir como um receptor para enzimas
microbianas. Fungos patogénicos como Candida albicans, secretam enzimas que
sdo consideradas essenciais para sua patogenicidade, como proteinases (Hube et
al., 1998), que hidrolisam ligagdes peptidicas (lbrahim et al., 1995).

A atividade enzimatica das proteinases produzida por C. albicans, também
€ apontada como um indicador de cepas virulentas. Esse grupo de enzimas exibe
ampla inespecificidade por substratos e sdo capazes de degradar muitas proteinas
humanas encontradas nos sitios das lesées, como albumina, hemoglobina,
queratina, colageno, mucinas e IgA secretora (Ruchel, 1984; Colina et al., 1996;
Hube, 1996). A importancia das proteinases secretadas como fatores de viruléncia
de C. albicans tém sido amplamente investigada em modelos de candidiase
(Hube, 1996; Sanglard et al., 1997).

A producao de proteinases por cepas de C. albicans pode também variar

bastante. No presente estudo, ao avaliar a atividade proteolitica de cepas de C.
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albicans provenientes de dois grupos de voluntarios criangas saudaveis (n=100) e
adultos com doencga periodontal (n=100) pode se verificar que a maioria das cepas
de Candida albicans séo produtoras ativas de proteinases visto que 94% e 95%
das cepas de criangas saudaveis e adultos com doenga periodontal
respectivamente foram positivas em relacdo a produgdo dessa enzima. Esses
dados se aproximam daqueles obtidos por Penha et al., 2000 que analisando
amostras de C. albicans da cavidade oral, verificaram que 100% dessas cepas
eram produtoras de proteinases. Os diferentes padrées de producdo de
proteinases por cepas de C. albicans provenientes de individuos pertencentes aos
dois grupos carie ativos e livres de carie demonstraram que 89,4% e 98% das
cepas possuem atividade enzimatica positiva respectivamente (Mardegan et al,,
2006). Ainda Ollert et al., 1995 analisando amostras da cavidade oral de
voluntarios HIV positivos e negativos, constataram que todos os isolados foram
proteoliticos, sendo que a atividade secretora (valores de PZ) revelou ainda que,
isolados provenientes de HIV positivos eram mais proteoliticos em relacdo ao

grupo controle.

Assim a possibilidade de isolados de Candida spp passarem por alteracdes
fenotipicas e fisiologicas, e secretarem enzimas virulentas, que contribuem para
sua patogenicidade e podem promover a esse organismo eucarioto, um grande
potencial de adaptagdo. Mudancas fenotipicas podem contribuir para o sucesso de
Candida spp em se transformar de comensal para patogénica, por gerarem uma
diversidade necessaria para adaptar-se aos diferentes ambientes e mecanismos
de defesa do hospedeiro (Ray et al., 1991). Na verdade a patogenicidade de C.
albicans, € um processo complexo, envolvendo diferentes estagios, aderéncia,
invasao, fagocitose, colonizagao, danos as células do hospedeiro e outros. Todos
os diferentes fatores, presentes nos tecidos ou 6rgaos, assim como a competicéo
com outros microrganismos do mesmo nicho, pode influenciar a colonizagao,

sobrevivéncia e o estado como comensal ou patogénico dessa levedura,
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induzindo a um aumento ou diminuicdo do perfil enzimatico desses

microrganismos (Hube & Naglik, 2001)

Nos ultimos vinte anos, a frequéncia das infecgdes fungicas sistémicas,
principalmente as oportunistas invasivas, tém crescido drasticamente em
individuos imunocomprometidos. Entre estas, a mais comum €& a candidiase,
seguida da aspergilose, que apresenta maior mortalidade (Ollert et al., 1995).
Paralelamente ao aumento dessas infeccbes vem ocorrendo a introducdo no
mercado de novos agentes antifungicos, e o isolamento de cepas resistentes a

essas drogas (Colombo et al., 1995).

Como podemos constatar, entdo, os medicamentos antifungicos para
infeccdes sistémicas utilizados atualmente ndo satisfazem a necessidade médica
completamente, devido a problemas relacionados a espectro, poténcia, seguranca
e propriedades farmacocinéticas dos agentes disponiveis. Considerando-se o
aumento na incidéncia das infecgbes fungicas sistémicas e o consequente
aumento na mortalidade populacional relacionada, percebemos a necessidade da
escolha apropriada do antifungico; além de profilaxia eficaz e desenvolvimento de
medicamentos que aumentem a capacidadede resposta dos organismos
imunocomprometidos. Atualmente a busca de novas drogas que atuem de modo
seletivo, que causem a inibicdo de um processo de viruléncia do patégeno que
nao existam no hospedeiro, ou seja, suficientemente diferentes, para que seu

metabolismo seja pouco afetado.

O emprego de recursos naturais no tratamento de distintas patologias tem
ressurgido com énfase. Nas ultimas décadas, tém-se verificado um aumento na
demanda por plantas e preparagdes de origem vegetal como recurso terapéutico
(Mahady, 2001; Giveon et al., 2004). Dai a necessidade de se inspirar novamente
na natureza e de se utilizar substancias de defesa inata das plantas medicinais —
os medicamentos naturais. Para isso ha necessidade de extracdo desses

compostos vegetais. O termo extragao significa retirar, de maneira mais seletiva e
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completa possivel, as substancias ou fragédo ativa contida no vegetal, utilizando-se
para isso, um liquido ou uma mistura de liquidos tecnologicamente apropriados e
toxicologicamente seguros (Simdes et al., 2005). E gracas a essa seletividade que
se pode extrair apenas as substancias desejadas ou em maior quantidade. Como
a seletividade depende da polaridade, o conhecimento do grau de polaridade do
grupo de substancias que se deseja preferencialmente extrair determina o
solvente ou mistura de solventes que mais se aproxima do 6timo de seletividade
para aquela extracdo. Em analises fitoquimicas, quando n&o se conhece o
conteudo do material a ser analisado, costuma-se submeter o material vegetal a
sucessivas extragdes, com solventes de polaridade crescente, conseguindo-se
assim uma extragao fracionada em que as diferentes fragbes contém compostos
de polaridade também crescente (Simdes et al., 2005). Por isso, nesse estudo
utilizou-se inicialmente, do diclorometano, capaz de extrair substancias lipofilicas,
Oleos fixos e ceras, seguindo da extragdo com etanol, de maior polaridade e capaz

de retirar saponinas e taninos.

N&o existe um consenso em relagdo ao nivel de inibicdo aceitavel para
produtos naturais quando comparados aos antibioticos padrdes, tanto que alguns
autores consideram somente resultados similares aos antibioticos enquanto outros
consideram com bom potencial mesmo aqueles com niveis de inibicdo superiores
(Duarte et al., 2005). Aligianis et al. (2001) propuseram uma classificagdo para
material vegetal com base nos resultados de CIM, considerando como forte
inibicdo CIM < 500 ug / mL, moderada inibigao, CIM =600 e <1500 pg / mL e fraca
inibicdo CIM acima de 1600 ug / mL. Avaliados segundo Aligianis et al., 2001, os
extratos vegetais utilizados neste estudo demonstraram atividade em uma ou mais

espécies de Candida.

Os testes realizados para determinar o potencial antifungico dos extratos
(diclorometanico e metandlico) de Rosmarinus officinalis demonstraram pouca
atividade inibitéria em relagdo as cepas padrdo de Candida spp assim como em

relacdo as amostras clinicas de C. albicans dos dois grupos de isolados testados.
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O extrato diclorometanico obtido dessa planta demonstrou baixa atividade
inibitéria em relacdo a todas as amostras testadas, ja o extrato metandlico foi
considerado inativo. Nossos resultados estdo de acordo com os obtidos por Dulger
& Gonuz (2004) que verificaram resisténcia de cepas de C. albicans frente aos
mesmos tipos de extratos testados (diclorometanico e metandlico). Bara & Vanetti
(1998) que trabalharam com extratos hidroalcoolicos de 16 espécies vegetais para
avaliacdo da atividade antimicrobiana indicou que R. officinalis foi de todos os
extratos testados, 0 menos ativo. A maioria dos trabalhos de pesquisa realizados
com Rosmarinus officinalis, analisa a atividade do 6leo essencial dessa espécie,

poucos trabalhos relatam o uso de extratos hidroalcoolicos.

Trabalhando com O6leo essencial de R. officinalis, Lima et al. (2006)
avaliaram a atividade antifungica em varias cepas de Candida spp pelo teste de
difusdo em agar e observaram atividade inibitéria em cepas padrao de C. albicans
(ATCC-76615), C. guilliermondii (LM-6T), C. krusei (FCF-281) e C. parapsilosis
(MD-6), porém a medida dos halos de inibigdo utilizadas para avaliar o potencial
inibitério desse 6leo, fez com que o mesmo fosse considerado de baixa atividade
anti-candida. Da mesma forma estudos in vitro realizados por Panizzi et al. (1993)
também demonstraram fraca atividade inibitéria do 6leo essencial em relagdo a
Sacharomyces cerevisiae e C. albicans. Relatos de trabalhos com outros
microrganismos (bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos filamentosos)
também indicam Rosmarinus officinalis como pouco ativo ou sem atividade
inibitéria (Suhr & Nielsen 2003; Lopes et al., 2005; Prabuseenivasan et al., 2006).
Com o propésito de avaliar associagcao de extratos vegetais com antibioticos
frequentemente utilizados no tratamento de infec¢des bacterianas, um grupo de
pesquisadores observou a ocorréncia de sinergismo, possibilitando assim que
antibioticos individulamente inativos apresentassem agao sobre algumas bactérias
quando associado ao extrato etandlico de Rosmarinus officinalis (Nascimento et

al., 2000). Nesse mesmo trabalho, os autores avaliaram também a atividade do
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extrato etandlico desse vegetal quando utilizado isoladamente e nenhuma

atividade foi evidenciada.

Em outro estudo realizado por Cowan (1999), trabalhando com d&leo
essencial, foi demonstrada a atividade antimicrobiana de R. officinalis em relagao
a diversas bactérias, porém, os testes ndo foram realizados em fungos. O mesmo
autor relata que a atividade antimicrobiana de varias espécies vegetais esta
relacionada as classes de substancias quimicas presentes nos extratos obtidos
com diferentes solventes (agua destilada, etanol e metanol). Segundo Cowan
(1999), a atividade biologica de Rosmarinus officinalis € atribuida aos terpendides.
Pela andlise farmacognostica dos compostos presentes nessa espécie varios
trabalhos relatam a presenca de taninos, flavondides e alguns acidos fendlicos
(Matos, 2000; Lorenzi & Matos, 2002; Cordeiro et al., 2006). Um estudo de
sazonalidade com a espécie Rosmarinus officinalis indica que a sintese de
terpenos esta diretamente relacionada com a temperatura ambiente em que é
cultivado o vegetal e ainda verificaram que a maxima concentracdo desses
compostos foi na época de inverno e a minima na época de verao (Llusia et al.,
2006). Quando os extratos de Rosmarinus officinalis foram testados para avaliar o
potencial inibitério da atividade proteolitica das proteinases de C. albicans, os
resultados demonstraram fraca atividade inibitéria mesmo em altas doses do

extrato.

Varios fatores contribuem para as divergéncias nos resultados obtidos com
extatos vegetais, dentre os quais podemos citar: os diferentes meios de cultura
utilizados nos testes, condi¢des determinadas para estes, a pureza do material
utilizado para extracdo, a eficiéncia no processo extrativo, assim como as
diferentes formas de extracdo (Scott Luper, 1998). Além disso, varios estudos
relatam que os componentes quimicos presentes na planta diferem em relagéo a
parte do vegetal utilizada (folhas, cerne, raiz), em relagcdo a maturidade da planta,
além da variabilidade genética da espécie, e das condi¢gdes do processamento do
material vegetal (Gherman et al., 2000; Pino et al., 2002; Xu et al., 2003).
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Os componentes quimicos presentes na planta variam em relagdo a parte
testada, em relagdo a maturidade da planta, variedade, regido geografica, e
condi¢gbes de processamento (Xu et al., 2003; Pino et al., 2002; Gherman et al.,
2000)

Ao avaliar os extratos (diclorometanico e metandlico) de Tabebuia
avellanedae para determinagdo do potencial antifungico, foi possivel observar que
o extrato metandlico nao foi efetivo em nenhuma espécie de Candida, ao contrario
do extrato diclorometanico que inibiu o crescimento das cepas padrédo de C.
albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis e C. krusei com valores de CIM entre
1250 pug/ml e 1500 pg/ml, sendo considerado de moderada atividade em relagéo
as mesmas. Quando avaliados em amostras clinicas de C. albicans de criangas e
adultos apenas 14% do total de amostras foram inibidas com CIM de 1500 pg /

mL. Em 86% das amostras os valores de CIM foram considerados elevados.

Nossos dados estdo de acordo com a literatura onde Portillo et al. (2001) ao
avaliar extratos obtidos apartir de 14 plantas verificaram que a Tabebuia
avellanedae foi uma das mais ativas em relagdo a maioria dos fungos testados (A.
fumigatus, C. neoformans, S. cerevisiae e C. albicans), sendo que extrato

diclorometanico foi o que apresentou melhores resultados.

As atividades bioldgicas referidas a Tabebuia avellanedae, inclusive a
atividade antimicrobiana sdo citadas na literatura como sendo provavelmente
devido a saponinas, flavonodides, cumarinas e antibidticos naturais como o
lapachol e seus derivados (Panizza, 1997; Falkenberg, 1999). O lapachol € uma
naftoquinona natural. Em estudos farmacolégicos as quinonas mostram variadas
biodinamicidades destacando-se entre muitas propriedades antimicrobicidas,
antivirais, antifungicas, antitumorais, processos nos quais atuam de diferentes
formas (Silva et al., 2003). Uma atividade marcante dessa substancia descoberta
recentemente € a inibicdo do complexo das topoisomerases, agcao que provoca o

desencadeamento da apoptose celular (Silva et al., 2003). O lapachol também
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possui a capacidade de induzir o estresse oxidativo através da formacéao
intracelular de espécies reativas do oxigénio que podem danificar componentes
celulares importantes. Estudos realizados indicam que o estresse oxidativo
induzido pelo lapachol ocorre em nivel da enzima P450 redutase. Nesse processo
as espécies reativas do oxigénio promovem a cisdo do DNA (Kumagai et al,,
1997). Este tipo de mecanismo de agao é importante, pois alguns microrganismos
patogénicos s&o muito mais sensiveis ao estresse oxidativo que os humanos
hospedeiros (Molina et al., 1996). Além disso, atividades farmacologicas como
antifungica ja foram atribuidas ao lapachol e a seus derivados semi-sintéticos
(Garnier et al., 1996). Koyama et al. (2000) mostraram que a casca de ipé roxo
tem sido muito utilizada popularmente por sua agdo antimicrobiana, antifungica,

antibacteriana e antinflamatoria.

A avaliagdo da atividade antifungica dos extratos diclorometanico e
metandlico de Casearia sylvestris demonstrou pouca ou nenhuma atividade do
extrato metandlico em relacdo a todas as cepas testadas. Ja o extrato
diclorometanico inibiu o crescimento de cepas padrao de C. albicans e C. krusei
com CIMs de 1000 pg / mL, sendo considerado como um extrato de moderada
atividade em relagcdo a essas cepas. Quando testado em amostras clinicas de
criancas e adultos os resultados demonstraram CIMs que representaram entre

moderada e fraca atividade inibitoria.

Em um trabalho de pesquisa realizado por Arantes et al. (2004), visando
elaborar um dentifricio a base de Casearia sylvestris, os autores verificaram
atividade antimicrobiana em relacdo a Candida albicans. Em um outro momento
também ja foi relatada sua atividade antifungica, porém em relacdo a fungos
filamentosos (Bolzani et al, 1999). Um fracionamento feito com o extrato
metanolico de Casearia sylvestris permitiu o isolamento de trés novos
diterpenodides clerodano, sendo atribuido aos mesmos importantes bioatividade
em relacdo a células tumorais, como antimicrobiano, inclusive contra fungos

filamentosos que ja foram determinados em estudos iniciais (Oberlies et al., 2002).
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Os extratos de Arctium lappa quando avaliados neste trabalho
apresentaram fraca atividade antimicrobiana do extrato metandlico em relagdo as
cepas testadas. O extrato diclorometanico demonstrou atividade antifungica em
38% e 90% das amostras clinicas de C. albicans proveniente de criangas e
adultos respectivamente com valores de CIM < 1500 pg / ml (sendo considerado

de moderada atividade em relac&o a essas amostras).

Varios trabalhos realizados com essa planta demonstram certa atividade
antimicrobiana em relacdo a essa espécie. Pereira et al. (2005) que testaram o
extrato hidroalcolico em alguns microrganismos encontrados em infecg¢des
endodonticas incluindo C. albicans, através do método de difusdo em agar
verificou que a fase hexanica apresentou atividade contra a maioria deles. Pereira
et al. (2002) também relataram atividade antimicrobiana do extrato hexanico em
microrganismos, incluindo C. albicans e indicaram como componentes ativos
desse extrato varias substancias de diferentes polaridades encontradas na fase

hexanica.

Em recente experimento realizado por Gentil et al. (2006) que testaram a
atividade antimicrobiana da fragdo acetato de etila de Arctium lappa, relataram que
a mesma possui capacidade de inibir o crescimento microbiano, inclusive o de C.
albicans. Da mesma forma Perin et al.(2002) ao testarem tinturas de A. lappa
através do teste de difusdo em agar mostraram que as mesmas foram efetivas em

inibirem o crescimento de bactérias e leveduras, incluindo a espécie C. albicans.

Holetz et al. (2002) demonstraram que o extrato (fracdo acetato de etila) de
A. lappa apresentou atividade inibitoria em bactérias Gram positivas e Gram
negativas, porém foi relatada a inatividade da fragdo em relagdo a C. albicans.
Porém os CIMs utilizados por este autor foram classificados como elevada
atividade (CIMs < 100 ug / mL), moderada atividade (CIMs = 100 e < 500), fraca
atividade (CIMs 2500 < 1000) e inativos (CIMs = 1000), diferentes dos utilizados

como padrao para o presente trabalho de pesquisa.
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Os extratos diclorometanico e metandlico de Arrabidaea chica também
foram avaliados em relacdo a sua atividade antimicrobiana e os resultados obtidos
com o extrato diclorometanico demonstraram baixa efetividade em relagdo a todos
0s microrganismos testados. Em relagdo ao extrato metandlico pudemos observar
moderada e forte atividade inibitéria em cepas padrao de Candida spp € em
isolados clinicos de C. albicans. Os valores de concentragao inibitéria minima
obtidos em cepas padrao de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei foram CIMs <
1000ug / mL. Nos resultados dos testes de susceptibilidade de amostras clinicas
de C. albicans isoladas de criangas, 100% foram inibidas com CIMs < 1000ug /
miL e em relagdo aos isolados clinicos de adultos, pudemos observar que 96%
foram inibidos com CIMs entre 1500 ug / mL e 1000 ug / mL (moderada atividade

inibitoria).

Um trabalho realizado por Alcerito et al. (2002) com Arrabidaea
brachypoda, relatam a presenga de flavondides com atividade antifungica. Nesta
planta algumas antocianinas ja foram relatadas (Chapman et al., 1927; Takemura
et al., 1995; Zorn et al., 2001). As antocianinas s&o substancias fendlicas,
glicosideos de antocianidinas, derivados do cation flavilium (Figueiredo et al.,
1996), e suas atividades bioldgicas ja foram bastante relatados. Nossos resultados
sugerem a necessidade de estudos mais detalhados a respeito dessa espécie,
tanto para verificar suas atividades antimicrobianas, como para avaliar os

compostos responsaveis por suas atividades bioldgicas.

Os extratos (diclorometanico e metandlico) de Mentha piperita
apresentaram resultados evidenciando uma maior atividade biolégica no extrato
diclorometanico que inibiu 62% e 68% dos isolados clinicos de C. albicans de
adultos e criangas respectivamente com CIMs < 1500 pug / mL. O extrato
metandlico demonstrou pouca ou nenhuma atividade em relagcdo as amostras

testadas.
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A maioria dos estudos realizados com Mentha piperita, tem como objetivo
avaliar o potencial antimicrobiano ou antifungico do seu 6leo essencial. Iscan et al.
(2002) avaliaram o potencial do 6leo essencial dessa espécie em 21 patdgenos de
plantas e humanos e relataram que o mesmo exerceu apenas moderada atividade

em patdgenos humanos.

O extrato metandlico e o 6leo essencial de Mentha piperita também foram
avaliados em relagdo a atividade antifungica por Duarte et al. (2005) que
revelaram nenhuma atividade biolégica em relagéo ao extrato metandlico. O 6leo
essencial, no entanto, apresentou atividade inibitéria em espécies de Candida. A
atividade fungicida do 6leo essencial de Mentha piperita também foi demonstrada
no trabalho de Pattnaik et al. ( 1996) que inibiu C. albicans em CIMs de 0,25 - 10
Mg / mL.

De acordo com Freitas et al. (2004), a produgédo de metabdlitos secundarios
ocorre em fungdo da interagdo planta ambiente em resposta a fatores quimicos e
biolégicos. Esse fato pode exclarecer as divergéncias nos resultados de extratos
da mesma espécie, porém, coletados em diferentes épocas. Além disso, plantas
da mesma espécie cultivadas em diferentes localidades normalmente possuem os
mesmos componentes mas a porcentagem em que estdo presentes pode diferir.
Os fatores de ordem nutricional, genética, ambiental também influenciam a sintese
de principios ativos podendo ocorrer variagdos tanto na qualidade como na

quantidade desses componentes quimicos (Robbers et al., 1997).

Nossos resultados em relagcdo ao Fluconazol e a Anfotericina B
demonstraram que os padrdes de suscetibilidade dos isolados de C. albicans e C.
nao albicans aos dois antifungicos testados diferiram consideravelmente. Uma
observagao importante é que apesar de ter sido utilizado maior numero de
isolados de C. albicans do que de outras espécies no presente estudo, todas as

cepas padrao de Candida néo albicans mostraram suscetibilidade dependente da
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concentragado (SDC) ao Fluconazol. Isso permite afirmar que € necessaria a

adequacéao da dose desta droga a ser utilizada para inibigdo de tais cepas.

Em relacdo a Anfotericina B, verificamos que a maior parte dos isolados
foram sensiveis, que esta de acordo com os resultados encontrados anteriormente
por Mariano et al. (2002). Considerando a literatura pertinente, constatamos que
nao existe um padrao usual de comportamento de isolados clinicos em relacéo a
suscetibilidade aos antifungicos estudados, uma vez que diferentes autores
encontraram diferentes resultados neste aspecto. Marra & Camargo (2002), por
exemplo, concluiram em seu trabalho, que a eficacia dos dois tipos de drogas
foram equivalentes. Mufioz et al. (1997) destacaram a ocorréncia de resisténcia
cruzada entre os antifungicos azodlicos, fundamentada na presengca de
mecanismos de acgdo similares. Isso demonstra padrbes diferentes de

suscetibilidade das mesmas cepas as drogas testadas (Arikan et al., 1995).

O problema da resisténcia a drogas convencionais adquiridas pelos
microrganismos € crescente e as perspectivas futuras da producéo e uso de novas
drogas ainda continua incerta. Desta forma, o uso de extratos vegetais de
conhecida atividade antimicrobiana podem ser significativos nos tratamentos
terapéuticos (Loguercio et al., 2005). Por esta razdo, ha uma busca continua de
novos farmacos antifungicos mais potentes, mas, sobretudo, mais ou igualmente
seguros em relagao aos ja existentes. Nossos resultados permitem sugerir que as
substancias naturais presentes nas plantas constituem perspectiva para a
obtencdo de antibidticos naturais. Entretanto sdo necessarios estudos para
caracterizagcdo quimica, farmacologica e toxicoldgica dessas substancias visando

garantir o uso racional das plantas medicinais e aromaticas.

Quando os extratos vegetais utilizados neste trabalho foram avaliados em
relacdo a inibicdo da atividade proteolitica de proteinases de C. albicans, pudemos

observar que os extratos mais efetivos foram: extratos diclorometanicos de
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Arrabidaea chica, Mentha piperita e Casearia sylvestris e os extratos metandlicos

de Mentha piperita e Casearia sylvestris.

As proteinases sdo fatores de viruléncia relevantes em alguns tipos de
infecgdes causadas por Candida albicans e que a inibicdo dessa enzima revela
um efeito protetor para o hospedeiro (Bernardis, 2001; Hube & Naglik 2001). Nas
ultimas décadas tem sido demonstrado um crescente interesse nas medicinas
alternativas e nas terapias naturais. A utilizacdo de substancias naturais no
tratamento de diversas patologias € antiga e cresce demasiadamente no presente
(Correa et al., 2002). Estudos com agentes inibidores de proteinases tem sido o
proposito de novas pesquisas no controle da candidiase (Hoegl et al., 1999)

inclusive através do uso de plantas medicinais (Zhizhen et al., 2002).

Estudos recentes demonstraram que Casearia sylvestris possui atividade
na inibicdo das proteases presentes em venenos de cobras e abelhas
promovendo a neutralizagdo de proteases e fosfolipases (Borges et al., 2000,
2001). Um possivel esclarecimento em relagdo a neutralizagdo das proteases € a
ocorréncia de agentes quelantes que formam complexos com ions metal (Borges
et al., 2001). Consequentemente enzimas que dependem do ion metal para sua
atividade pode ser inibida frente aos componentes de Casearia sylvestris (Borges
et al., 2001). Taninos e flavondides também sdo capazes de se ligar a ions metal.
Alem disso os flavondides apresentam uma alta reatividade quimica que pode se
ligar a polimeros biolégicos e abilidade de catalisar transporte de elétrons e
estudos ja demonstraram inibicdo de varias enzimas por flavonodides (Havsteen
1983). Taninos e flavondides estdo presentes em Casearia silvestris (Luz et al.,
1998; Borges et al., 2000)

Inibidores de protease sao pequenas proteinas naturais comumente
encontradas em espécies vegetais e estdo relacionadas com o sistema de defesa
de certas plantas contra insetos patogénicos e microrganismos (Koiwa et al.,

1997). Os inibidores de protease (Pl) sdo antagonistas naturais das proteases,
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que sao pequenas proteinas comumente encontradas na natureza e em outras
formas de vida. (Fritz, 2000). A maioria das Pls interagem com suas proteases
alvo por fazer contato com sitio catalitico ativo dessa protease, resultando na
formagdo de um complexo inibidor estavel, inibindo sua atividade enzimatica
(Norton, 1991).

A co-evolugao de inibidores de proteinase (IPs) de plantas fornece um
interessante e novo paradigma para pesquisas ecologicas fisiologicas e
bioquimicas. As plantas parecem ter desenvolvido IPs com extraordinaria
propriedade contra proteinases de insetos. Eles sdo extremamente resistentes a
protedlise e permanecem ativos sob diversos pHs intestinais (Christeller et al,,
1994), alem de serem indicados como inibidores contra quase todas as classes de

proteinases.

Atualmente, tratamentos n&o convencionais tém revelado bons resultados
na terapia antifungica. Estudos in vitro sugerem que inibidores de protease do HIV
podem mostrar propriedade inibitéria em relacdo aos fatores de viruléncia de C.
albicans (Cassone et al., 1999). Estudos em animais também revelaram a agao
desses inibidores de protease na redugdo da viruléncia desses microrganismos
em candidose experimental, apds terapia com inibidores de protease do HIV
(Korting et al., 1999) dentre eles o Saquinavir e 0 Amprenavir demonstram bons
resultados (Pichova et al., 2001) reduzindo a incidéncia de infecgdes fungicas em
pacientes infectados por HIV. As proteinases de Candida possuem importante
participacdo nas etapas iniciais das infec¢des fungicas e na degradagdo das
superficies epiteliais (Borg & Ruchel, 1988; Ray & Payne, 1988). O potencial
antifungico dos inibidores de protease de HIV se deve ao fato das proteases de
HIV pertencerem a mesma classe das proteases aspartato de Candida spp, que é
um importante fator de viruléncia dessa levedura (Hoegl et al., 1999; Korting et al.,
1999).
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Uma série de inibidores de protease foram avaliados in vitro para
determinar o potencial inibitério em relagdo a atividade proteolitica de Candida
albicans. Ritonavir inibiu parcialmente o crescimento das leveduras em 44%,
assim como a atividade das proteinases aspartil secretadas em (YCB-BSA).
Saquinavir, outro inibidor avaliado, n&o inibiu o crescimento de C. albicans e as
aspartil proteinases secretadas foram inibidas somente quando as concentragoes

da droga eram elevadas (Blanco et al., 2003)

Testes realizados com Inibidores de protease realizados pelo método de
difusdo em agar demonstraram inibicdo no crescimento de espécies de Candida
(Mata-Essayag et al., 2001). Estudos com inibidores de protease demonstraram
também o potencial dessa droga em inibir a adesao dessa levedura em células
epiteliais (Bektic et al., 2001)

Inibidores de enzimas proteoliticas sdo comumente encontrados em
plantas, isso porque, muitos fitopatdgenos sdo produtores de proteinase
extracelular e, em resposta, ao ataque dessas proteinases as plantas sintetizam
inibidores que podem suprimir a atividade dessas enzimas (Kim et al., 2005).
sendo indicados como candidatos para a obtengdo de novos compostos para o

desenvolvimento de novos agentes antnfecciosos.

A natureza de forma geral tem produzido a maioria das substancias
organicas conhecidas, entretanto, € o reino vegetal que tem contribuido de forma
mais significativa para o fornecimento de substancias uteis para o tratamento de
doencas que acometem os seres humanos. A fantastica variedade e
complexidade de metabdlitos especiais biossintetizados pelas plantas teriam se
formado e evoluido como mecanismo de defesa desses vegetais as condigbes
ambientais ricas em microrganismos, insetos, animais e também as condi¢des de

adaptacéao e regulacao (Reinbothe et al., 1990).

Dados sobre a atividade antimicrobiana de extratos vegetais e fitofarmacos

avaliadas frente a microrganismos sensiveis e resistentes a antibidticos sao
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relevante permitindo concluir que estudos mais detalhados sobre o uso terapeutico
das plantas devem ser intensificados. A utilizacdo desses produtos naturais
economicamente mais viaveis mostra-se como uma alternativa que contribui para
um melhor acesso da populagcdo aos cuidados basicos no tratamento de

infecgdes.

74



Mardegan RC. Atividade inibitdria de extratos vegetais sobre candida spp e sobre proteinases
sintetizadas por candida albicans [tese]. Piracicaba: Unicamp/FOP; 2007. Conclusao

7 Conclusdo

Sob as condigdes experimentais utilizadas nesse estudo, € valido concluir
que:

a) as amostras de Candida albicans provenientes da cavidade bucal
humana possuem uma evidente atividade enzimatica das proteinases;

b) os extratos diclorometanicos de Arctium lappa, Casearia sylvestris e
Mentha piperita apresentaram baixa atividade anti-Candida;

c) o extrato metandlico de Arrabidaea chica demonstrou ser ativo em
Candida spp e em isolados clinicos de Candida albicans;

d) os extratos diclorometanicos de Arrabidaea chica, Casearia sylvestris e
Mentha piperita demonstraram evidente atividade inibitéria em relacdo as

proteinases de Candida albicans.
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