Universidade Evangélica de Goias — UniEVANGELICA
Curso de medicina

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE Sapium haematospermum
SOBRE Candida parapsilosis

Amanda Fernandes de Sousa Oliveira Balestra
Flavia Pascoal Teles
Jade Rabelo Parreira
Leticia Silva Andrade
Nathalia Kriss Ribeiro de Resende

Anépolis, Goiés
2022



Universidade Evangélica de Goias — UniEVANGELICA
Curso de medicina

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE Sapium haematospermum
SOBRE Candida parapsilosis

Trabalho de Curso apresentado a Iniciacdo
Cientifica do curso de Medicina da
Universidade Evangélica de Goids -
UniEVANGELICA, sob a orientacdo do
Prof. Dr. Humberto de Sousa Fontoura.

Anépolis, Goiés
2022



\\\\\\\ ANEXO 5- CARTA DE ENCAMINHAMENTO

e

UniEVANGELICA ENTREGA DA VERSAO FINAL
UmNovo - DO TRABALHO DE CURSO
Sempre PARECER FAVORAVEL DO ORIENTADOR
A

Coordenacao de Iniciagao Cientifica

Faculdade da Medicina — UniEvangélica

EU, Prof(a) Orientador Humberto de Sousa Fontoura Venho)

respeitosamente, informar a essa Coordenagdo, que os(as) académicos(as)
Amanda Fernandes de Sousa Oliveira Balestra, Flavia Pascoal Teles, Jade Rabelo Parreira,
Leticia Silva Andrade e Nathalia Kriss Ribeiro de Resende

, estdo com a versao final
do trabalho intitulado__ Avaliagéo da atividade antifiingica de Sapium pronta para ser entregue a esta

haematosperm sobre Candida parapsilosis

coordenagéo.

Declara-se ciéncia quanto a publicagdo do referido trabalho, no Repositorio Institucional da
UniEVANGELICA.

Observacoes:

Anapolis, 11 de__maio de 2022

M dosna,

Professorua) Orientador(a)

24



SUMARIO

1. INTRODUGCAQ ...eecrerenerenenenesenesesesesesesesesesesssesssssssssesesssssssssssssssssssssesessssssssses 8
2. OBJETIVOS iiintinnennnecsnnsnnesssecsssesssssssssssssssssesssssssssssssssssasssssssssssssssssasssssssaass 10
2.1 ODJetivo Geral.....ueiicivereisseriissenesssnncssssncssssncsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 10
2.2 Objetivos especificos 10
3. REFERENCIAL TEORICO ......eceueeereesressessessessessessessssssssssssssssessessessessesssssessese 11
3.1 Candida parapsilosis 11
3.2 CANAIAIASES «oveeerreirueeiseecssnnesunnssnnsssnsssseessnesssesssnssssnsssassssesssassssssssassssessssssssnsssassssassnns 13
3.2.1 Candidiase oral .. 14
3.2.2 Candidiase esofagica 14
3.2.3 Candidiase mucocutinea 15
3.2.4 Candidiase vulvovaginal 15
RIPRSI OF:) 1 11 111 L1 o TR 16
3.2.6 Candidiase hemato@eniCa ........ccvverevuieirerisensrernsensseinsncsssnssensssnsssssssssssssssssesans 16
3.3 Medicamentos tradicionalmente utilizados no tratamento de candidiases....... 17
3.3.1 Candidiase oral .. 18
3.3.2 Candidiase esofagica 19
3.3.3 Candidiase cutianea 19
3.3.4 Candidiase vulvovaginal 19
3.3.5 CANAIAUIIA ccouueeeeeiirneisninineistecsseissseisseesssisssnssssnsssessssessssssssssssassssssssassssssssassssassnns 19
3.3.6 Endoftalmite por cAndida .........ccoeiveuiiieinsinnseinninnseinsnissnisssessssnssssssssesssssssosans 20
3.3.7 Candidiase disseminada 20
3.4 Uso de plantas medicinais na busca por novos fArmacos .........ccceeeeccsneecssarecssans 20
3.5 8apium RACTHALOSPCIIUUNN a....uueeeeeeeoscnsriossssssreossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 22
4. METODOLOGI A ....uuooueineininnnsenssecssicesssecssissassssessessessssesssssssssssssssssssssssssssssssassae 24
4.1 Coleta do material vegetal 24




4.2 Obtencao dos extratos de S. haematospermum

4.3 Cultivo e manutenc¢io do fungo

4.4 Teste de sensibilidade em placas

4.5 Teste de sinergismo

4.6 Teste de sensibilidade por disco de difusao

5. RESULTADOS.......ccueeruereerueneneenes

5.1 Obtencao dos extratos de S. haematospermum

5.2 Teste de sensibilidade em placas

5.3 Teste de sinergismo

5.4 Teste de sensibilidade por disco de difusao

6. DISCUSSAQ ..eeeereerevereneneesenene

7. CONSIDERACOES FINAIS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

.25

25

26

26

26

.26

27



RESUMO

A candidiase € uma infec¢do flngica que acomete seres humanos e apresenta uma grande
importancia médica, especialmente se tratando da Candida albicans, que é um dos agentes
etiolégicos mais comuns. No entanto, tém-se emergido episddios de candidiase causada por
outras espécies, como a Candida parapsilosis. A Sapium haematospermum, conhecida,
popularmente, como pau-de-leite, € uma arvore que apresenta distribuicdo geografica brasileira
extensa e tem sido estudada pela sua capacidade anti-inflamatoria e pela potencial atividade
antifungica. Mesmo com as medidas terapéuticas usadas no momento, existe um numero
limitado de agentes antifangicos disponiveis e aumento da resisténcia a esses, aumentando a
demanda por novas alternativas de tratamento. Nessa perspectiva, o presente trabalho tem
como objetivo analisar a atividade antifungica de S. haematospermum sobre C. parapsilosis.
Para tal, realizou-se um estudo experimental de carater quantitativo, realizado em laboratorio
por meio da preparacdo dos extratos de S. haematospermum e do cultivo e manutencdo do
fungo da cepa de C. parapsilosis em condicfes especificas. Posteriormente, aplicou-se testes,
como sensibilidade em placas, sinergismo e sensibilidade por disco de difusdo. Os resultados
demonstram que a presenca do extrato hidrico de S. haematospermum, em diferentes
concentracgdes, nao foi capaz de inibir o crescimento de C. parapsilosis. Todavia, se observou
atividade sinérgica entre a folha e o fluconazol, bem como sensibilidade, demonstrada pela
formacédo dos halos de inibicdo. Conclui-se que o extrato de S. haematospermum nao apresenta
atividade antifungica sobre C. parapsilosis de maneira dose-dependente, mas possui atividade
sinérgica com o fluconazol, de modo que as células fungicas crescam e formem colénias com
dificuldade.

Palavras-chave: Candidiase; Candida parapsilosis; Sapium haematospermum; Plantas
Medicinais; Supressao.



ABSTRACT

Candidiasis is a fungal infection that affects humans and is of great medical importance,
especially when it comes to Candida albicans, which is one of the most common etiologic
agents. However, episodes of candidiasis caused by other species, such as Candida
parapsilosis, have emerged. Sapium haematospermum, popularly known as “pau-de-leite”, is
a tree that has an extensive Brazilian geographic distribution and has been studied for its anti-
inflammatory capacity and potential antifungal activity. Even with the therapeutic measures
used at the moment, there are a limited number of antifungal agents available and resistance to
these increases, increasing the demand for new treatment alternatives. In this perspective, the
present work aims to analyze the antifungal activity of S. haematospermum on C. parapsilosis.
To this end, an experimental study of quantitative character was, carried out in the laboratory
through the preparation of extracts of S. haematospermum and the cultivation and maintenance
of the fungus of the strain of C. parapsilosis under specific conditions. Subsequently, tests such
as plate sensitivity, synergism and diffusion disk sensitivity were applied. The results
demonstrate that the presence of the water extract of S. haematospermum, in different
concentrations, was not able to inhibit the growth of C. parapsilosis. However, synergistic
activity was observed between the leaf and fluconazole, as well as sensitivity, demonstrated by
the formation of inhibition zone. It is concluded that the extract of S. haematospermum does
not show antifungal activity against C. parapsilosis in a dose-dependent, but has synergistic
activity with fluconazole, so that the fungal cells grow and form colonies with difficulty.

Keywords: Candidiasis; Candida parapsilosis; Sapium haematospermum; Plants; Medicinal;
Suppression.



1. INTRODUCAO

Dentre os fungos patogénicos ao ser humano, os integrantes do género Candida
representam grande importancia (CALDERONE, 2002). Apesar de Candida albicans ser o
agente causador da maior parte das doengas ocasionadas por fungos, a quantidade de infeccoes
por outras espécies amplificou-se, como infecgdes por Candida parapsilosis
(SAMARANAYAKE, 2002; GAYOSSO, 2008). A patogenicidade das espécies de Candida
depende da aderéncia e constituicdo de biofilme nos tecidos do hospedeiro e em dispositivos,
evasao ao sistema imune e destruicdo tecidual causada por enzimas hidroliticas (BUTLER et
al., 2009). A formacdo de biofilme pela C. parapsilosis, além de correlacionar-se com o
aumento da morbimortalidade, torna pacientes receptores de nutricdo parenteral mais
suscetiveis, sobretudo em ambientes hospitalares (KUMAMOTO, 2002; NOSEK et al., 2009).

A candidiase é a infec¢do flngica causada por leveduras do género Candida, sendo
que o tipo mais encontrado como causador de infeccdo em seres humanos é a C. albicans (CDC,
2019). A infeccdo por Candida é instalada a partir do momento que a levedura rompe as
barreiras mucosas dos sitios onde se encontra como residente normal do corpo, apds alguma
alteracdo nos mecanismos de defesa do organismo (MAGRI, 2016). Atualmente j& sdo
conhecidas mais de 150 espécies de Candida e todas elas podem causar as mesmas
apresentacdes clinicas, como fungemia, endocardite, artrite, meningite, endoftalmite,
osteomielite, entre outros (MORETT]I, 2015). Entre elas serdo abordadas no presente estudo as
seguintes formas clinicas: Candidiase Oral, Candidiase Esofagica, Candidiase Cutéanea,
Candidiase Vulvovaginal, Candiduria e Candidiase Hematogénica.

As terapias medicamentosas, para cada tipo de candidiase, sdo restritas e muitas
vezes apresentam interacGes medicamentosas, toxicidade e alto custo (MAGRI, 2016). Os
medicamentos, tradicionalmente utilizados, dependem dos seus sitios de ligacdo para a acéo
antifungica (BRUNTON; PARKER, 2012). Entre as opcdes farmacoldgicas, tem-se 0s
polienos, a anfotericina B deoxicolato e suas formulagGes lipidicas, os azolicos e as
equinocandinas. A resisténcia dos fungos a essas drogas esta relacionada ao uso prolongado,
profiltico e inapropriado, como as automedicagdes.

No comeco dos tempos, 0s egipcios e chineses foram os pioneiros no uso de plantas
para fins de cura. O uso de plantas medicinais foi sendo incorporado na histéria por varias
outras civilizagdes antigas (JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).
Atualmente, a Organizagcdo Mundial da Saiude (OMS) demonstrou que 80% da populagdo

mundial usa medicamentos fitoterapicos para algum aspecto da atencdo priméaria a saude



(APS). A fitoterapia é 0 uso de plantas com finalidade medicinal e terapéutica para a cura de
doencas e melhora da saide humana (SHAKYA, 2016). Nesse cenario, por existir um nimero
limitado de agentes antifingicos disponiveis, existe uma demanda crescente por novas
alternativas de tratamento e novos estudos sobre a utilizacdo de plantas no tratamento da
Candida spp., auxiliando a ciéncia a encontrar as melhores evidéncias para producdo de um
novo medicamento (CORREIA, 2016).

A espécie Sapium haematospermum (L.) Morong é conhecida popularmente como
leiteiro, pau-de-leite ou figueirinha. E uma arvore inerme, latescente, perenifélia ou
subcaducifolia e sua altura pode atingir cerca de 10-18 metros (m) e 30-35 centimetros (cm) de
didametro (SOUZA; LORENZI, 2005). A espécie S. haematospermum floresce entre agosto e
outubro e apresenta frutos maduros entre dezembro e fevereiro e é tipica do cerrado brasileiro
(FERREIRA et al., 2009). O género Sapium é extensamente utilizado na medicina popular para
o0 tratamento dos mais variados tipos de doengas, visto que a familia a qual pertence é rica em
compostos fenolicos (MENDES, 2015).

Diante do exposto, em razdo das andlises de relatos ja existentes sobre os
antifingicos tradicionalmente utilizados, torna-se necessario a busca por novos candidatos a
farmacos. Nesse sentido, tem-se como objetivo do presente estudo analisar a atividade
antifangica de S. haematospermum sobre C. parapsilosis por meio da analise da capacidade

inibitoria de extratos de diferentes partes da referida planta sobre o fungo em questéo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a atividade antiproliferativa da S. haematospermum contra células de C.
parapsilosis.

2.2 Objetivos especificos
e Obter o extrato hidrico de S. haematospermum;
e Investigar a acdo da S. haematospermum contra a proliferacdo de células da C.
parapsilosis;
e Reconhecer a atividade sinérgica ou antagbnica do extrato da S.

haematospermum com fluconazol.
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3. REFERENCIAL TEORICO

O referencial tedrico da presente pesquisa organizou-se em cinco tépicos, a saber:
(3.1) Candida parapsilosis; (3.2) Candidiases; (3.3) Medicamentos tradicionalmente utilizados
no tratamento de candidiases; (3.4) Uso de plantas medicinais na busca por novos farmacos;

(3.5) Sapium haematospermum.

3.1 Candida parapsilosis

Os fungos, objetos de estudo da micologia, sdo organismos eucariontes, aerébicos
ou anaerobicos facultativos, com esterdis presentes na membrana celular, parede celular
composta por glicanas, mananas e quitina. As caracteristicas dos fungos relacionam-se com as
colénias e os esporos reprodutivos. Em relacdo aos arranjos vegetativos tem-se: (1) fungos
filamentosos e carnosos: estrutura com hifas septadas ou com hifas cenociticas que
multiplicam-se por prolongamento das extremidades, diferenciando-se em aéreas e vegetativas;
(2) leveduras: organismos unicelulares, ndo filamentosos, tipicamente ovais ou esféricos, com
reproducéo por brotamento (leveduras de brotamento) ou biparticao (leveduras de fissdo); e (3)
fungos dimérficos: apresentam tanto a forma de desenvolvimento em hifas, quanto a forma de
levedura. Quanto ao ciclo de vida, pode-se observar reprodugdo assexuada por meio do
quebramento das hifas dos fungos filamentosos, bem como reproducéo assexuada e sexuada
por meio de esporos assexuais e sexuais, respectivamente (MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2017; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

O aspecto macroscopico das colbnias do género Candida é demarcado por
coloracdo variavel entre o creme e o amarelo, mediante uso de agar Sabouraud dextrose.
Conforme a espécie, a textura diversifica-se entre opaco, rugoso, reluzente, seco ou liso
(CALDERONE, 2002). A C. parapsilosis, descrita originalmente, em 1928, por Ashford,
pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, subfilo Saccharomycotina, classe Saccharomycetes,
ordem Saccharomycetales, familia Saccharomycetaceae e género Candida (ASHFORD, 1928;
MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017). Possui estrutura formada por pseudo-hifas
compridas e curvas, nomeadas como “células gigantes”. As demais células, costumam medir
de 2,5 a 4 milimetros (mm) (LARONE, 2002; TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008). A
col6nia gerada pela C. parapsilosis em agar Sabouraud dextrose é branca, cremosa, brilhante
e variaentre lisa e rugosa (CALDERONE, 2002). Sobre a bioquimica, mostra-se desqualificada
na fermentacao de maltose, distinguindo-se da C. albicans, por exemplo, que fermenta diversos
carboidratos, com excecdo da sacarose (ODDS, 1988; TROFA; GACSER; NOSANCHUK,
2008).
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Os mecanismos de aderéncia, formacéo de biofilme em hospedeiros e dispositivos,
evasdo ao sistema imune e destruicdo tecidual por meio de enzimas hidroliticas estdo
relacionados com a patogenicidade das espécies de Candida. Estudos relacionados com a
bioinformatica evidenciaram, no material genético da C. parapsilosis, genes de proteinas
similares a adesina envolvidos na formacédo de biofilme, dependente da hidrofobicidade da
superficie que se pretende aderir (PANAGODA; ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2001;
BUTLER et al., 2009). A formacdo de biofilme pela C. parapsilosis correlaciona-se com o
aumento da morbimortalidade, sendo mais comum em meios concentrados com glicose e
lipidios, tornando pacientes receptores de nutricao parenteral mais suscetiveis (KUMAMOTO,
2002; NOSEK et al., 2009). O biofilme da C. parapsilosis é fino, pouco estruturado,
compreende exclusivamente blastoporos reunidos, muitos carboidratos e poucas proteinas
(KUHN etal., 2002; SILVA et al., 2009). Os estudos sobre o controle da formacao de biofilmes
pela C. parapsilosis ainda sdo timidos. Todavia, sabe-se que cepas mutantes possuem
capacidade reduzida, em detrimento de cepas selvagens, na producdo de tais comunidades
bioldgicas (GACSER et al., 2007).

Ainda sobre a viruléncia, quanto maior a capacidade de opsonizacdo e/ou
quimiotaxia da Candida, maior a dificuldade de contencéo e eliminacao da infec¢do, de modo
que a presenca de adesinas funcionalmente distintas € o componente responsavel por
desencadear e modular a resposta imune ao promover o reconhecimento de receptores distintos
nas células hospedeiras (MCADAM; MILNER; SHARPE, 2015; MAGRI, 2016). Além disso,
a Candida é capaz de resistir a morte oxidativa pelas células fagociticas (neutréfilos e
macrofagos), em virtude da liberacdo de enzimas, como catalases (MCADAM; MILNER,;
SHARPE, 2015). A principal linha de defesa contra a Candida é por meio de macré6fagos,
neutréfilos e células NK da imunidade inata e as principais citocinas liberadas decorrentes do
reconhecimento do fungo séo a inteleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral- Alfa (TNF-
Alfa), interferon-gama (IFN-gama), IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13 e IL-17 (MAGRI, 2016).

A C. parapsilosis pode constituir microbiota normal da pele, comum na regiéo
subungueal de humanos saudaveis, fezes de pacientes com desnutri¢do, orofaringe de neonatos
saudaveis, portadores assintomaticos de diabetes mellitus e no trato geniturinario feminino,
com taxa menor que 10% (RUSSEL; LAY, 1973; MCGINLEY; LARSON; LEYDEN, 1988;
GRACEY etal., 1974; FISHER et al., 1987). Em experimentos comparativos entre C. albicans,
C. parapsilosis e C. tropicalis, a C. parapsilosis mostrou-se menos invasiva em mucosa oral
de ratos e aderiu com menor vigor em epitélios vaginais, bucais, vasculares e endotélios
(HOWLETT, 1976; KING; LEE; MORRIS, 1980; KLOTZ et al., 1983). Algumas das
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infeccbes mais recorrentes ocasionadas por infeccdo pela C. parapsilosis sdo endocardite,
endoftalmite pos-operatéria, artrite e peritonite (JOACHIM; POLAYES, 1940; ROSEN;
FRIEDMAN, 1973; ARFANIA, et al., 1981).

3.2 Candidiases

A candidiase € a infeccao fungica causada por leveduras do género Candida, sendo
que o tipo mais encontrado como causador de infec¢do em seres humanos € a C. albicans (CDC,
2019). Ainda de acordo com Moretti (2015), a candidiase é o resultado da interacdo entre o
fungo e a imunidade natural e adaptativa do paciente. A Candida é uma residente normal do
corpo, ou seja, vive como comensal benigno na microbiota de alguns locais, como a pele, a
regido orofaringea, o trato gastrointestinal e a vagina. Esse desequilibrio entre os mecanismos
de defesa e o fungo caracteriza o principal tipo de infecgcdo por Candida, a infec¢do enddgena,
apesar de também ser adquirida no ambiente hospitalar e na comunidade (MAGRI, 2016). Por
razdo desse rompimento, o fungo pode ficar confinado tanto em membranas mucosas quanto
na pele ou ainda pode se disseminar amplamente, 0 que ira caracterizar cada tipo de candidiase
(MCADAM; MILNER; SHARPE, 2015; MORETTI, 2015).

A transmissdo da Candidiase ocorre por meio do contato com mucosas ou
secre¢Oes de individuos doentes ou portadores do fungo, além da chamada transmissao vertical,
que acontece durante o parto (BRASIL, 2010).

A situacdo do paciente no momento da infeccdo é um fator determinante para o
desenvolvimento e severidade da doenca. Nesse sentido, algumas situagdes mais comuns
podem ser observadas, como o desenvolvimento de vaginite e exantema de fralda em pessoas
saudaveis; candidiase superficial em pessoas ap6s queimaduras ou com diabetes mellitus e
disseminacdo do fungo para corrente sanguinea em pacientes com sondas intravenosas,
cateteres de demora ou em didlise peritoneal (MCADAM; MILNER; SHARPE, 2015). Além
desse fator, a espécie de Candida e sua respectiva capacidade de viruléncia, bem como a
abordagem terapéutica no tratamento da candidiase sdo determinantes significativos, de modo
que as infeccgdes invasivas por representantes do género Candida ainda apresentam elevada
morbimortalidade (MORETT], 2015; MAGRI, 2016).

A candidiase ndo é uma doenca de notificagdo compulsoria, entretanto a vigilancia
epidemioldgica é fundamental para tratar precocemente e evitar futuras complicacfes, bem
como evitar a transmissdo vertical. Além disso, algumas orientagdes devem ser feitas como
medidas de controle, como a desinfec¢do das secrecOes e artigos contaminados, somados ao

plano terapéutico farmacoldgico (BRASIL, 2010).
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As principais formas clinicas encontradas, segundo divisdo de Magri (2016), séo:
candidiase mucocutanea (oral, esofagica e cutanea), de trato geniturinario (vulvovaginite,
balanopostite e candidiria) e a candidiase sistémica/disseminada (candidemia, peritoneal,

artrite, ocular, endocardite, de trato respiratorio inferior, entre outras formas).

3.2.1 Candidiase oral

Em 80% dos casos, 0 agente etioldgico responsavel por essa infeccdo é a C.
albicans e a resposta ao tratamento antifungico costuma ser boa (MAGRI, 2016).

H& o desenvolvimento de pseudomembranas formadas de células epiteliais,
leucdcitos, leveduras e células necroticas sobre a mucosa da regido orofaringea que, apés
retirada, se apresenta dolorosa, inflamada, com a possibilidade de sangramento (MORETTI,
2015). Esse quadro clinico caracteristico ¢ popularmente conhecido como “sapinho” ou aftas
(BRASIL, 2010; MAGRI, 2016).

Os principais sinais e sintomas sdo: presenca de placas cremosas esbranquicadas,
semelhantes a leite coalhado, sobre a lingua e a mucosa bucal, desconforto oral, dor em
queimacao, alteracdo do paladar e eritema difuso (MORETTI, 2015; MAGRI, 2016). Essas
condicOes tornam a alimentacdo e o tratamento medicamentoso oral mais dificil (PAPPAS et
al., 2016).

Além desse quadro, outra forma comum € a queilite angular, que se caracteriza por
fissuras eritematosas e dolorosas no canto da boca (MAGRI, 2016).

Pacientes com virus da imunodeficiéncia humana/ sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (HIV/AIDS), transplantados, oncoldgicos, neonatos ou sob o uso de drogas
imunossupressoras ou longo tratamento com antibidticos apresentam maiores chances de
desenvolver a candidiase oral. Outros fatores de risco também incluem préteses dentarias,
xerostomia e uso de corticoides inalatérios. (MCADAM; MILNER; SHARPE, 2015; MAGRI,
2016).

3.2.2 Candidiase esofagica

E comum a associac3o de candidiase esofagica e candidiase oral (80% dos casos),
apesar da auséncia de um dos quadros ndo excluir o diagnostico do outro. O principal agente
etioldgico é a C. albicans (MAGRI, 2016; PAPPAS et al., 2016).

E um quadro geralmente pouco sintomatico, mas que tem como principais
manifestacdes clinicas: disfagia, odinofagia e queimacédo retroesternal. Nauseas, vomitos e

desidratagédo s&o os principais sintomas em criancas (PAPPAS et al., 2016).
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Ha o desenvolvimento de placas brancas acompanhadas ou ndo de ulceras na regido
esofagica, semelhantes a candidiase oral). O quadro clinico assemelha-se ao causado por outros
agentes, como o citomegalovirus e o herpes simples, o que requer um diagnostico diferencial
(MCADAM; MILNER; SHARPE, 2015; PAPPAS et al., 2016).

A maioria dos pacientes que apresentam candidiase esofagica na pratica clinica
possuem diagnostico confirmado de HIV/AIDS, sendo que outros fatores de risco também
estdo presentes, como diabetes mellitus, doencas esofagicas anteriores, desnutrigdo,
alcoolismo, terapias com corticosteroides e antibioticos, idade avangada, endocrinopatias e
insuficiéncia adrenal (MAGRI, 2016; PAPPAS et al., 2016).

3.2.3 Candidiase mucocutanea

Existem diferentes formas de apresentacdo que sdo caracterizadas pelo local da
infeccdo, como unha (onicomicose), dobras ungueais (paroniquia), foliculos pilosos
(foliculite), axilas ou tecidos das maos e pés (intertrigo) e mucosa peniana (balanite)
(MCADAM; MILNER; SHARPE, 2015). Ha ainda a possibilidade de candidiase cutanea
generalizada que, apesar de incomum, é mais frequente em criancas e se apresenta por erupcdes
generalizadas sobre o tronco, torax e extremidades (MAGRI, 2016).

O intertrigo estd associado com regides mais quentes e Umidas do corpo, sendo
caracterizado por eritema, vesiculas e pastulas, que podem evoluir para fissuras e descamacéo.
A paroniquia e a onicomicose estdo associadas com condi¢des predisponentes, como diabetes
mellitus, umidade e imersdo frequente das maos em agua, sendo o agente etiol6gico mais
comum a C. albicans. Nesses casos, ha ainda a possibilidade de desenvolvimento de candidiase
mucocutanea cronica (MAGRI, 2016).

3.2.4 Candidiase vulvovaginal

Vulvovaginites sdo uma das causas mais comuns de corrimento vaginal patolégico,
0 que leva muitas mulheres tanto ao consultério ginecolégico, quanto a préatica de
automedicacdo, fator que dificulta o sucesso terapéutico. Vale ressaltar que, para diagnostico
de vulvovaginite, é necessario a diferenciacdo do corrimento até entéo patoldgico das descargas
vaginais fisiologicas, as quais variam de acordo com as fases do ciclo menstrual (FEBRASGO,
2010).

Em mais de 80% dos casos, 0 agente etioldgico responsavel pela infeccdo é a C.
albicans, sendo que, durante a vida reprodutiva, até 50% das mulheres podem ser

assintomaticas, mesmo colonizadas, j& que a Candida faz parte da microbiota enddgena.
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Apesar de ser natural da maioria das mulheres, é vista com maior frequéncia naquelas com vida
sexual ativa, muito provavelmente relacionado a penetracdo de microrganismos no epitélio por
micro abrasfes. Nos casos sintomaticos, ha ainda a candidiase vulvovaginal (CVV) recorrente,
que se caracteriza por quatro ou mais episddios em um ano e pela investigacdo de causas
sistémicas predisponentes (BRASIL, 2015). Os casos de CVV aumentam apds a menarca e
apresentam pico entre 30 e 40 anos (FEBRASGO, 2010). Estados hiperestrogénicos, diabetes
mellitus, imunossupressdo por medicamentos ou por doencgas de base, gravidez e hébitos
alimentares sdo alguns fatores de risco que propiciam o desenvolvimento da infeccdo
(FEBRASGO, 2010; LOPES, 2016).

Os sinais e sintomas ndo sdo patognomonicos de CVV, mas 0s principais sdo:
prurido de intensidade varidvel, ardéncia, corrimento vaginal sem odor e grumoso, dispareunia
de introito vaginal e disUria externa (FEBRASGO, 2010). J& os sinais caracteristicos sdo:
eritemas e fissuras vulvares, corrimento grumoso com placas branco-acinzentadas aderidas a
parede vaginal, edema vulvar, hiperemia, escoriacfes e lesdes satélites. Muitas vezes a queixa
para o corrimento ¢ do tipo “coalhada” (FEBRASGO, 2010; MCADAM; MILNER; SHARPE,
2015).

Os parceiros sexuais que apresentarem sintomas precisam ser tratados, sendo que
uma minoria do sexo masculino apresenta balanite e/ou balanopostite, caracterizadas por areas

eritematosas na glande do pénis, prurido ou irritagdo (BRASIL, 2015).

3.2.5 Candiduria

Candiduria é a presenca da Candida, na urina e, geralmente, ndo indica infec¢do
do trato urindrio em pessoas saudaveis, sendo que a infeccdo do trato urinario superior
hematogénica e em pacientes hospitalizados € mais comum (MORETT], 2015; MAGRI, 2016).

Os agentes etioldgicos encontrados nesse quadro clinico sdo C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata. Alguns fatores de risco para candiddria sdo: uso prévio de antibiéticos,
uso de cateteres vesicais, diabetes melittus, calculo urinario ou obstrucao de via urinaria, idade
avancada, sexo feminino e malignidades (MAGRI, 2016; PAPPAS et al., 2016).

3.2.6 Candidiase hematogénica
Candidiase hematogénica engloba todas as infecgdes envolvendo a presenga de
Candida na corrente sanguinea e pode ser dividida em: candidemia, candidiase disseminada,

candidiase invasiva e candidiase associada a cateter vascular central (CVC) (MORETTI, 2015).
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Em 2015, para cada 10 mil pacientes internados de alto risco, 5 a 10
desenvolveriam candidemia, sendo mais comum em pacientes imunossuprimidos, pacientes
submetidos a procedimentos invasivos como uso de CVC, respiradores mecanicos,
quimioterapia, corticosteroides, antibioticos de amplo espectro e neonatos de baixo peso e
prematuros (MORETT]I, 2015; MAGRI, 2016). No entanto, esse padrdo sofreu mudancas e, na
Ameérica do Sul, por exemplo, a C. parapsilosis é a espécie ndo albicans mais importante.

Qualquer fator que leve ao desequilibrio da microbiota da mucosa gastrointestinal
pode facilitar a translocacdo da Candida para os capilares mesentéricos e, portanto, sua
disseminacdo (PAPPAS et al., 2016). Assim, quadros que afetam esse equilibrio, como jejum
prolongado, nutricdo parenteral total e hipotensdo, também sdo fatores de risco para
candidemia.

Candidemia é a presenca de qualquer espécie de Candida isolada em pelo menos
uma cultura de sangue. Mesmo sem sinais evidentes de infeccdo, deve ser considerado o
tratamento com antifingico sistémico. E considerada candidiase disseminada aguda em casos
de acometimento de multiplos 6rgaos ou endoftalmite, e a primeira manifestacao clinica pode
ser 0 aparecimento de lesbes cutaneas em forma de pequenos nddulos ou lesdo maculopapular
eritematosa (MORETTI, 2015; PAPPAS et al., 2016). Quando se apresentam como infeccbes
hospitalares, as taxas de morbimortalidade sdo elevadas. Os agentes etioldgicos mais
encontrados s&o: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata. (MAGRI, 2016).

J& a forma candidiase disseminada crénica, também conhecida como candidiase
hepatoesplénica, ocorre em periodos prolongados de neutropenia nos casos de pacientes
leucémicos, anemia aplasica ou sindromes mielodisplasicas. Essa infec¢do € caracterizada por
febre alta persistente, dor abdominal, ictericia, anorexia, perda de peso, nauseas e aumento das
enzimas hepaticas (MORETT], 2015; PAPPAS et al., 2016).

A candidiase invasiva é caracterizada pela disseminacdo hematogénica do fungo
para varios tecidos e 6rgdos, a qual pode evoluir para infeccdo sistémica, sendo que a
endocardite por Candida € a endocardite fangica mais comum (MORETT]I, 2015; MCADAM,;
MILNER; SHARPE, 2015). Em pacientes que utilizam o CVC, a Candida forma um biofilme
e age como um foco de infeccdo caso ndo seja retirado. Somente é definida quando excluidas

quaisquer outras fontes de infeccdo (MORETT]I, 2015).

3.3 Medicamentos tradicionalmente utilizados no tratamento de candidiases
As terapias medicamentosas, para cada tipo de candidiase, sdo limitadas e muitas

vezes acompanhadas de interagfes medicamentosas, toxicidade e alto custo. Dentre as drogas
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usadas pode-se encontrar: os polienos, a anfotericina B deoxicolato e suas formulacdes
lipidicas, os azolicos (itraconazol, fluconazol, voriconazol) e as equinocandinas (caspofungina,
anidulafungina e micafungina). Por muito tempo, utilizou-se o fluconazol como droga de
primeira linha para o tratamento de candidiase. Porém, as espécies resistentes ao fluconazol,
como a C. krusei, e as que facilmente se tornam resistentes, como a C. glabrata, comecaram a
ganhar importancia, além do fato de cepas de C. albicans e C. tropicalis passarem a apresentar
diminuicdo de sensibilidade. As manifestagdes clinicas variadas e a alta mortalidade
comecaram a demandar conhecimento da sensibilidade aos antifngicos para garantir melhor
assisténcia para o tratamento das infec¢des por Candida (MAGRI, 2016).

Os medicamentos tradicionalmente utilizados dependem dos seus sitios de ligacao
para a acdo antifingica: anfotericina B e outros polienos, como a nistatina, ligam-se ao
ergosterol nas membranas celulares fangicas e aumentam a permeabilidade da membrana. Os
azolicos inibem a 14-a-esterol demetilase, impedindo a sintese do ergosterol e levando ao
acumulo de 14-a-metilesterois. As equinocandinas inibem a formacéo de glicanos na parede
celular fangica (BRUNTON; PARKER, 2012).

Os efeitos colaterais variam de acordo com a classe do medicamento. A
anfotericina B, por exemplo, € dividida em duas formas conforme a toxicidade: por infuséo,
que consiste em febre, calafrios, espasmos musculares, vémitos, cefaleia e hipotensdo; e
toxicidade cumulativa, que consiste em lesdo renal, anormalidades na fungéo hepatica e variado
grau de anemia. O grupo dos azois é relativamente atdxico, sendo o efeito colateral mais
comum o desconforto gastrointestinal, além de que todos tendem a produzir interacdes
medicamentosas que afetam o sistema de enzimas do citocromo P450. Os agentes
equinocandinos sdo muito bem tolerados, com efeitos colaterais gastrointestinais, alguns
poucos relatos de rubor e elevacao das enzimas hepaticas em diversos pacientes que receberam
caspofungina em combinagdo com ciclosporina (SHEPPARD; LAMPIRIS, 2017).

3.3.1 Candidiase oral

Para o tratamento da candidiase oral sdo prescritos medicamentos antifdngicos
topicos, como a nistatina ou 0 miconazol (NETO et al., 2005). Para doenca leve, sédo
recomendados trociscos de clotrimazol, 10 miligramas (mg), 5 vezes ao dia, ou comprimido
bucal mucoadesivo de miconazol de 50 mg, aplicado na superficie da mucosa sobre a fossa
canina, 1 vez ao dia, de 7 a 4 dias. Para doenca moderada a grave, recomenda-se fluconazol
oral, 100 a 200 mg por dia, de 7 a 14 dias (PAPPAS et al., 2016).
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3.3.2 Candidiase esofagica

Para pacientes que nao toleram a terapia oral, tem-se a opcao de fluconazol, via
endovenosa, 400 mg por dia, ou uma equinocandina como: micafungina, 150 mg por dia,
caspofungina, dose de ataque de 70 mg, depois 50 mg por dia, ou anidulafungina, 200 mg por
dia. Caso o paciente tolere a terapia oral, fluconazol 200 a 400 mg (PAPPAS et al., 2016).

3.3.3 Candidiase cutanea
O tratamento recomendado é manter a &rea da pele afetada sem umidade e,
aplicacdo de antifungicos tdpicos como: clotrimazol, miconazol, econazol, tioconazol,

sulconazol, cetoconazol ou bifonazol (PAPPAS et al., 2004).

3.3.4 Candidiase vulvovaginal

Existe uma grande variedade de tratamentos para candidiase vulvovaginal, dentre
elas: Miconazol, creme vaginal a 2%, via vaginal, uma aplicacdo no periodo noturno, ao deitar,
por 7 dias; Clotrimazol, creme vaginal a 1%, via vaginal, uma aplicacdo no periodo noturno,
ao deitar, por 6 a 12 dias; Clotrimazol, 6vulos de 100 mg, via vaginal, uma aplica¢do no periodo
noturno, ao deitar, por 7 dias; Tioconazol, creme vaginal a 6,5%, ou 6vulos de 300mg, via
vaginal, uma aplicacdo no periodo noturno, ao deitar; Nistatina 100.000 Ul, via vaginal, uma
aplicacdo no periodo noturno, ao deitar, por 14 dias; Fluconazol 150 mg, via oral em dose
unica; ltraconazol 200mg, via oral, de 12em 12 horas, em 1 dia; ou Cetoconazol 400mg, via
oral, por 5 dias.

As escolhas, como terceira opcao, sdo: Miconazol, creme a 2%, via vaginal, uma
aplicacdo no periodo noturno, ao deitar, por 7 dias; Clotrimazol, creme vaginal a 1%, via
vaginal, uma aplicacéo no periodo noturno, ao deitar, por 6 a 12 dias; Clotrimazol, 6vulos de
100 mg, via vaginal, uma aplicacdo no periodo noturno, ao deitar, por 7 dias; ou Nistatina
100.000 Ul, via vaginal, uma aplicacdo no periodo noturno, ao deitar, por 14 dias (JACYNTO,
2010).

3.3.5 Candiduria

Recomenda-se fluconazol 200mg por dia, via oral, durante 2 semanas, além de
remocdo do cateter vesical permanente, se possivel. A irrigacdo da bexiga com desoxicolato
AmB, 50 mg/L, estéril, diariamente por 5 dias, pode ser Gtil para o tratamento de cistite causada

por espécies resistentes ao fluconazol, como C. glabrata e C. krusei (PAPPAS et al., 2016).
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3.3.6 Endoftalmite por candida

Recomenda-se fluconazol, dose de ataque, 800 mg, entdo 400 a 800 mg por dia ou
voriconazol, dose de ataque, 400 mg endovenoso, duas vezes ao dia para 2 doses, entdo 300
mg endovenoso ou oral duas vezes ao dia. A duracdo do tratamento deve ser de pelo menos 4
a 6 semanas, com a duracdo final dependendo da resolucéo das lesdes conforme determinado

por exames oftalmologicos (PAPPAS et al., 2016).

3.3.7 Candidiase disseminada

A terapia deve continuar até que as lesdes desaparecam, o que geralmente leva
varios meses. A descontinuacdo prematura do tratamento pode levar ao retorno da doenca. A
terapia recomendada é formulacdo lipidica AmB, 3-5 mg/kg/dia ou equinocandina como:
micafungina 100 mg por dia; caspofungina de 70 mg, depois 50 mg por dia; ou anidulafungina
de 200 mg, entdo 100 mg por dia, por varias semanas, seguido por fluconazol oral, 400 mg por
dia, para pacientes que provavelmente tém resisténcia ao fluconazol. Para pacientes com febre
persistente debilitante pode-se considerar o tratamento de curto prazo com anti-inflamatorios
ndo esteroidais (AINES) ou corticosteroides (PAPPAS et al., 2016).

3.4 Uso de plantas medicinais na busca por novos farmacos

A relacdo do ser humano com as plantas € de longa data. Nos primérdios da
humanidade, o homem procurou em seu ambiente algo que pudesse tratar suas enfermidades
encontrando as plantas para tal fim (JAMSHIDI-KIA, LORIGOOINI, AMINI-KHOEI, 2018).
Mesmo com a producdo de farmacos sintéticos pela indastria, varios paises em
desenvolvimento dependem fortemente de fitoterapicos e plantas medicinais para atender as
necessidades de cuidados primarios de saude. Além disso, a inddstria farmacéutica precisa
do estudo de plantas para desenvolver novos farmacos (SINGH, 2015).

No século XXI, os produtos naturais representam mais de 50% de todos os
medicamentos em uso clinico. Ainda, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) demonstrou
que 80% da populagdo mundial usa medicamentos fitoterapicos para algum aspecto da atencao
primaria a salde (SHAKYA, 2016). Esse grande uso é decorrente dos fitoterapicos
apresentarem menos efeitos adversos do que os medicamentos sintéticos (JAMSHIDI-KIA,
LORIGOOINI, AMINI-KHOEI, 2018; SINGH, 2015).

A producéo dos fitoterapicos foi concomitante com o desenvolvimento da quimica
e isolamento, purificacdo e determinacdo de compostos vegetais. Dessa forma, descobriu-se

que as plantas tém grande eficacia terapéutica. Seus papéis farmacoldgicos séo: antioxidantes,
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antivirais, anticanceres, antibidticos, antifingicos e antiparasitarios (JAMSHIDI-KIA,
LORIGOOINI, AMINI-KHOEI, 2018). O territorio brasileiro apresenta cerca de 20% da
biodiversidade mundial, um vasto territério na busca de novos farmacos. As diferentes
apresentacdes dos produtos utilizados como tintura, extrato etandlico, 6leo essencial, assim
como a forma de apresentagdo em gel, solugbes orais e cha por decoccdo, dificultam a
comparacdo nos resultados de certas plantas. Dessa forma, para chegar a um consenso
cientifico é dificil, porém capaz de ser superado (SANTOS; PEREIRA, 2019).

Assim, fitoterapia é o uso de plantas com finalidade medicinal e terapéutica para a
cura de doencas e melhorar a saude humana (SHAKYA, 2016). As plantas produzem dois
metabolitos: primario e secundario. O primeiro esta relacionado com o seu crescimento e
desenvolvimento, sendo os metabdlitos: carboidratos, aminoécidos, nucleotideos, &cidos
graxos, esteroides e lipidios. I1sso ocorre em todas as plantas. Ja o outro, é produzido de
acordo com familia de plantas, células ou estagios de desenvolvimento da planta.

Os metabolitos secundarios sdo: terpenoides, metabdlitos de nitrogénio
especiais (incluindo aminoéacidos ndo-proteicos, aminas, glicosideos
cianogénicos, glucosinolatos e alcaloides), flavonoides, taninos e fendlicos (SINGH, 2015).
Esses sdo chamados de fitoquimicos, sendo responsaveis por proteger as plantas contra
infeccdes microbianas ou infestacdes por pragas. Portanto, possuem acdo farmacoldgica,
sendo usados como possiveis drogas. Podem ser extraidos de diferentes partes da planta
como sementes, raizes, folhas, frutos, cascas, flores ou até mesmo da planta inteira (SHAKYA,
2016). Existe um crescente interesse no uso de taninos, por agirem sobre as membranas de
bactérias e fungos (SANTOS; PEREIRA, 2019). Nesse cenario, encontra-se varios estudos
com o uso de diferentes plantas medicinais no tratamento de Candida. Em virtude de existir
namero limitado de agentes antifungicos disponiveis, cresce a demanda por novas alternativas
de tratamento. Além disso, a elevada resisténcia aos antifungicos e os efeitos colaterais
instigam a ciéncia na busca de farmacos com efeito antimicrobiano eficaz e poucos efeitos
adversos (CORREIA, 2016).

Os estudos sobre o uso de plantas medicinais no tratamento de Candida, auxilia a
ciéncia a encontrar as melhores evidéncias para produzir um novo medicamento. Como
exemplo, ja se sabe que o extrato aquoso da Eugenia dysenterica € eficaz contra C.
parapsilosis, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. kruseie C. famata, exceto paraC.
albicans e C. glabrata. Por isso, é de extrema relevéncia o estudo de plantas medicinais na
producdo de novos farmacos, tanto para Candida, como outros microogranismos patologicos.

Véarios medicamentos que estdo em circulacdo no mercado vieram dessas plantas como
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quinino, digoxina, aspirina, efedrina, atropina e colchicina (CORREIA, 2016; JAMSHIDI-
KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).

Entretanto, mesmo diante da grande utilizacdo das plantas medicinais, existem
muitos desafios na utilizacdo delas pela indUstria farmacéutica. Discute-se que o uso de plantas
medicinais para tratamento e experimentacdo possam causar mudancas inesperadas na sua
bioatividade ou mudancas e perdas de bioatividade gracas a variabilidade e acumulacdo,
armazenamento e preparacdo de matérias-primas, como também, sobre a qualidade do produto
a base de planta, a padronizacdo de matérias-primas e contaminagdo e poluicdo por metais
pesados (SHAKYA, 2016; JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).

Mesmo diante de tantos desafios, é preciso tentar melhorar cada vez mais a
qualidade e quantidade de compostos bioativos na busca de novos farmacos a base de plantas.
Um exemplo de resultado desses esforcos foi a produgdo de extratos da planta Phytolacca
dodecandra, conhecidos como endod, sendo potentes moluscicida no controle da
esquistossomose (SINGH, 2015).

3.5 Sapium haematospermum

A espécie Sapium haematospermum (L.) Morong é conhecida popularmente como
pau-de-leite ou curupi. Pertencente a familia Euphorbiaceae, possui cerca de 300 géneros e
aproximadamente 6000 espécies distribuidas em todo o mundo, especialmente nas regides
tropicais das Américas e na Africa, onde sdo os maiores centros de dispersdo. E uma das
principais familias da flora brasileira, encontrada em floresta ombrofila mista do planalto do
sul, desde o sul de Minas Gerais até 0 Rio Grande do Sul, compondo-se de plantas de habito
bastante variado, como ervas, subarbustos, arvores e trepadeiras (SOUZA; LORENZI, 2005).

E uma arvore inerme, latescente, perenifélia ou caducifdlia e sua altura pode
atingir cerca de 6 a 12 m de altura. Possui tronco curto, cilindrico e tortuoso, com casca espessa
e rugosa. As folhas sdo alternas, simples, glabras em ambas as faces, com apice de 2 a 20 cm
de comprimento por 1 a 2 cm de altura, apice agudo, base aguda, margem crenulada e 1 a 2
glandulas sésseis no peciolo (SOUZA; LORENZI, 2005; FERREIRA et al., 2009;
SEIGLOCH, 2012).

A arvore possui inflorescéncias apicais e solitarias e sua época de floragdo acontece
de setembro a dezembro e a frutificacdo nos meses de janeiro a fevereiro. Apresenta dois
sistemas laticiferos diferentes, distinguiveis com base na sua estrutura e ontogenia. A madeira
€ macia, leve, flexivel, possui baixa resisténcia mecéanica e pouco duravel, serve para caixotaria

leve, esculturas, lenha e carvao. O latex € irritante para os olhos e para pele e é usado para
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borracha e visgo para captura de insetos. O seu aspecto ornamental recomenda o cultivo em
areas amplas, notadamente em parques (LORENZI, 2005; SEIGLOCH, 2012; DEMARCO,
2013).

Varios estudos evidenciaram caracteristicas medicinais, visto que a familia
Euphorbiaceae, a qual pertence, é rica em compostos fenolicos. O género Sapium é
extensamente utilizado na medicina popular para o tratamento dos mais variados tipos de
doencas. InvestigacBes fitoquimicas em outras espécies do género revelaram compostos
fendlicos anti-hipertensivos, ésteres de forbol toxicos e cucurbitacinas toxicas. Ha um crescente
interesse em se estudar as propriedades terapéuticas destas plantas, o que justifica a existéncia
de diversos estudos sobre a atividade biologica do género Sapium (LORENZI, 2005;
FERREIRA et al., 2009; MENDES, 2015)

E importante ressaltar que ha uma escassez de estudos relacionados a espécie em si,
justificando um amplo trabalho para compreensao da sua atividade bioldgica e farmacoldgica.
Apesar de tal caréncia, realizou-se um estudo com o extrato da S. haematospermum que
mostrou resultados bastantes promissores quanto a inibi¢do do crescimento do Mycobacterium
tuberculosis (WOLDEMICHAEL, 2004).
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4. METODOLOGIA
Realizou-se um estudo experimental de carater quantitativo, de abordagem indutiva

e técnica de documentacdo direta em laboratorio.

4.1 Coleta do material vegetal

A coleta da folha de S. haematospermum foi realizada no Parque Flamboyant,
situado na cidade de Goiania- GO/Brasil. As amostras foram identificadas e reconhecidas pelo
professor MSc. Carlos de Melo e Silva, mestre em Botanica (Universidade Federal de Goias,
UFG), e, posteriormente, armazenadas na Universidade Evangélica de Goids -
UniEVANGELICA.

4.2 Obtencao dos extratos de S. haematospermum

A obtencéo dos extratos de S. haematospermum foi realizada conforme Moraes e
colaboradores (2010) com modificacdes, por se tratar de espécies diferentes de plantas, mas
igualitariamente quanto a marcha analitica. A S. haematospermum foi macerada e, apds esse
processo, armazenada em frasco escuro contendo etanol (propor¢do 1:4) mantido sob
refrigeracdo. Posteriormente, a amostra foi filtrada e seca com auxilio de rotaevaporador. O
extrato resultante foi armazenado em um frasco &mbar ao abrigo da luz, a 4°C (COSTA, 2013).

4.3 Cultivo e manutencao do fungo

Para a realizacdo do cultivo, a cepa de C. parapsilosis ATCC (American Type
Culture Collection - 22019) foi cultivada em meio agar Sabouraud dextrose (Peptona 10g/L;
Dextrose 40g/L; Agar 15g/L). A cepa de C. parapsilosis ATCC foi mantida em estufa a 36°C

por 3 dias e, posteriormente, submetida a experimentacdo (MENEZES et al., 2012).

4.4 Teste de sensibilidade em placas

Para o teste de sensibilidade em meio sdlido, amostras contendo um niimero de 10*
células de C. parapsilosis, com nove dias de crescimento em 30 mL de agar Sabouraud
dextrose, foram transferidas para novas placas que continham o mesmo meio de cultura somado
aos extratos de S. haematospermum em diferentes concentragdes. As placas foram incubadas
por 4 dias a 36°C antes de serem fotografadas, de acordo com Betoni et al. (2006) com
modificacdes, por se tratar de espécies diferentes de microrganismos, seguindo-se 0s preceitos
metodoldgicos, com excecdo do tempo de cultivo antes da fotografia (4 dias ao invés de 24

horas).
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4.5 Teste de sinergismo

Para o teste de sinergismo, foram preparadas placas-controle contendo os extratos
hidricos de S. haematospermum (placas-controle negativo), além de placas-controle com
fluconazol (placas-controle positivo). As placas de teste, para avaliagdo da atividade sinérgica
entre extratos hidricos de S. haematospermum em combinacdo com fluconazol, foram
construidas em triplicatas biologicas, sendo utilizadas as mesmas concentracdes dos extratos
hidricos, bem como do fluconazol das placas-controle. As placas foram incubadas por 4 dias a
36°C antes de serem fotografadas, segundo Betoni et al. (2006) com modificagOes, por se tratar
de espécies diferentes de microrganismos, seguindo a mesma marcha analitica, com excecao

do tempo de cultivo antes da fotografia (4 dias ao invés de 24 horas).

4.6 Teste de sensibilidade por disco de difuséo

Discos de papel esterilizados (diametro de 6 mm) foram embebidos previamente
nos extratos obtidos da planta em diferentes concentracdes. Posteriormente, foram inoculadas
10* células/mL de C. parapsilosis em placas de meio agar Sabouraud dextrose e, em seguida,
os discos foram retirados dos tubos com uma pinca esterilizada e colocados sobre as placas
contendo o meio. As placas foram incubadas em estufa, a 36°C, por 4 dias, ap6s esse periodo
foram mensurados os halos de inibicdo do crescimento, em mm, com o auxilio de um
paquimetro (BAUER et al., 1966, NCCLS, 2002).
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5. RESULTADOS

5.1 Obtencao dos extratos de S. haematospermum
Apos a secagem, as folhas de S. haematospermum foram pulverizadas, pesadas e a
porcentagem de rendimento calculada, como mostra a Tabela 1.

Desse modo, para 128 gramas de folha, o percentual de rendimento de extrato foi

de 4,57%.
Tabela 1: Obtencao dos extratos de S. haematospermum
Espécie Extrato Massa (g) Extrato obtido (g) Rendimento (%)
S. haematospermum Folha 128 5,85 4,57

5.2 Teste de sensibilidade em placas
Para avaliacdo da influéncia do extrato hidrico da S. haematospermum sobre a C.
parapsilosis, foi realizado o teste de sensibilidade em placas (Figura 1), nas seguintes
concentragdes: 0,2mg/mL, 0,45mg/mL e 0,9mg/mL.
Levando-se em consideragéo a placa-controle negativo, os resultados mostram que
o crescimento de C. parapsilosis nédo foi inibido de maneira dose dependente por nenhuma das
concentragdes do extrato hidrico obtido por meio da folha da S. haematospermum.
Controle negativo 0,2mg/mL

0,45mg/mL 0,9mg/mL

Figura 1. Crescimento de C. parapsilosis em agar Sabouraud dextrose suplementado com extratos hidricos da

folha de S. haematospermum nas concentracdes de 0,2mg/mL, 0,45mg/mL e 0,9mg/mL. Placa-controle negativo

contém 4gar Sabouraud dextrose e C. parapsilosis, sem inibidores. Fonte: Autoria propria.

5.3 Teste de sinergismo

Para o teste de sinergismo, foram preparadas placas-controle contendo fluconazol,
na concentragdo 16ug/mL, e placas com os extratos hidricos de S. haematospermum em
associacdo com a droga utilizada.

Quando comparados com as placas-controles, os resultados demonstram presenca

de atividade sinérgica entre o extrato hidrico de S. haematospermum e fluconazol, de modo



27

que as células de C. parapsilosis apresentaram dificuldade de crescimento e constituicdo da

coldnia, nas trés concentracbes apresentadas (Figura 2).

Controle negativo Controle positivo 0,2mg/mL 0,45mg/mL 0,9mg/mL

Figura 2. Teste de sinergismo entre extrato hidrico de S. haematospermum e fluconazol, nas concentra¢des de

0,2mg/mL, 0,45mg/mL e 0,9mg/mL. Placa-controle negativo contém agar Sabouraud dextrose e C. parapsilosis,
sem inibidores. Placa-controle positivo contém &gar Sabouraud dextrose, C. parapsilosis e fluconazol. Fonte:

Autoria propria.

5.4 Teste de sensibilidade por disco de difuséo

O teste de sensibilidade por disco de difusdo foi realizado para avaliar a
sensibilidade antifingica do extrato de S. haematospermum sobre C. parapsilosis. Os discos
de papel filtro foram embebidos no extrato da folha nas seguintes concentracdes: 0,2mg/mL,
0,45mg/mL e 0,9mg/mL.

Os halos de inibicdo do crescimento de C. parapsilosis apresentaram as medidas
de 0,2mg/mL= 8mm, 0,45mg/mL= 7mm e 0,9mg/mL= 7mm (Figura 3). Levando em
consideracdo os halos de inibig&o, os resultados mostram que, nas 3 concentracgdes utilizadas,

a C. parapsilosis apresentou sensibilidade ao extrato hidrico de S. haematospermum.

0,2mg/mL 0,45m % 09mg/mL

Figura 3. Teste de sensibilidade por disco de difusdo entre extrato hidrico de folha da S. haematospermum sobre

C. parapsilosis. Fonte: Autoria propria.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que, no teste de sensibilidade em
placas, ndo houve inibicdo de C. parapsilosis, de maneira dose dependente, por nenhuma das
concentragOes do extrato hidrico obtido mediante a folha da S. haematospermum. No teste de
sinergismo, houve dificuldade de crescimento e formacdo da colbnia fungica nas trés
concentracgdes e, no teste de sensibilidade por disco de difusdo, a determinacdo de halos de
inibicdo mostrou sensibilidade da C. parapsilosis ao extrato hidrico também nas trés
concentragdes utilizadas. Todos os testes foram realizados utilizando-se o rendimento de 4,57%
das folhas de S. haematospermum.

O género Sapium possui diversos compostos com funcdo antibacteriana, anti-
inflamatoria, antioxidante, anti-hipertensiva, citotoxica, antidiabética e moluscida significante.
Mais especificamente com a S. haematospermum, foi realizado um estudo com seu latex, outro
possivel componente de analise, além do extrato hidrico utilizado no presente trabalho, que
provou atividade proteolitica de enzimas responsaveis pela degradacdo da parede celular dos
fungos (MANDON et al., 2006). Tal fato fortalece a hipGtese desses compostos também
estarem presentes no extrato hidrico, tendo em vista que o crescimento fangico foi inibido.

Vale ressaltar que a parte da planta selecionada para estudo influencia diretamente
no resultado, visto que ainda ndo se sabe a localizacdo do possivel agente antifungico. Com
isso, diferentes partes podem apresentar concentracfes distintas de um mesmo metabdlito,
como mostra Silva et al. (2011) em seu estudo, ao encontrar diferentes concentracfes de
compostos fendlicos no caule e nas folhas de S. glandulosum. Assim, a escolha das folhas de
S. haematospermum para realizacdo deste trabalho foi embasada no estudo de Pacheco et al
(2015).

Numerosos estudos retratam o efeito sinérgico entre 0s compostos das plantas e os
antifangicos tradicionalmente utilizados (PACHECO et al., 2015; KI-HYUN et al., 2014). O
estudo de Pacheco et al. (2015) mostrou atividade sinérgica na placa contendo o extrato de
folha da Curcuma longa e anfotericina B, bem como na placa contendo extrato da folha e
sulfonamida. Ja na placa onde ha C. parapsilosis, extrato de rizoma da C. longa e sulfonamida,
0s resultados mostraram inibicdo do crescimento do fungo. A acdo sinérgica também foi
demonstrada no estudo de Ki-Hyun et al. (2014) utilizando extrato da alga Eisenia bicyclis
juntamente com o fluconazol, o qual comprovou o efeito sinérgico contra a C. albicans, fato
este, também demonstrado no presente estudo pela acdo sinérgica do fluconazol e a S.

haematospermum contra a C. parapsilosis.
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Em razdo do surgimento de cepas resistentes de fungos e a pequena lista de
antifangicos para o tratamento, utiliza-se a aplicacdo combinada de antifingicos para tentar
alcancar um possivel efeito sinérgico, como exemplo a utilizacdo de fluconazol e anfotericina
B associados (Odds, 2003). Entretanto, essa interacdo potencializa os efeitos adversos. No
presente estudo constatou-se uma acéo sinérgica entre fluconazol e o extrato hidrico da S.
haemotospermum, tornando vidvel novas pesquisas para saber quais sS40 0S mecanismos de
acdo dessa interagdo. Assim, abre-se uma nova oportunidade de tratamento menos toxica ao
organismo humano.

Pelo teste de sensibilidade por disco de difuséo, com resultados dos halos: <9 mm
sem atividade, entre 9 e 12 mm pouca atividade e > 18 mm muita atividade, o estudo de Silva
et al. (2012) mostra que a S. glandulosum, planta do mesmo género da S. haematospermum,
apresenta atividade antimicrobiana, inclusive contra cepas resistentes de Stapylococcus.
Comparativamente a0 mesmo teste, no presente estudo, a C. parapsilosis apresentou
sensibilidade ndo dose-dependente ao extrato hidrico de S. haematospermum nas trés
concentragdes utilizadas. Ou seja, 0 aumento da concentracdo, diferente do extrato de S.
glandulosum, néo interfere significativamente no tamanho do halo.

Vaérios estudos que realizam os mesmos testes experimentais utilizam o extrato
obtido somado a alguns solventes organicos, como hexano, diclorometano e etanol (Coqueiro,
2006; Pacheco et al., 2015). No entanto, pela qualidade da folha da S. haematospermum neste
experimento, ndo foi necesséria a utilizacdo desses solventes e, com isso, foram diminuidas as
interferéncias no processo de inibicdo.

Soro; Valenzuela; Nufiez (2019) demonstraram a presenca de fendis, flavonoides e
taninos no extrato etandlico de S. haematospermum. Esse perfil fitoquimico é conhecido pela
sua atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria e antifingica (SILVA et al., 2020). Como sdo
compostos naturais, S40 menos nocivos ao homem e ao meio ambiente e apresentam potencial
para substituir seus semelhantes sintéticos em diferentes condicdes clinicas (SANTOS et al.,
2022).

Mediante o resultado positivo de inibigdo da C. parapsilosis pelo teste de disco de
difusdo, cabe a realizagdo de futuros testes para a identificacdo das biomoléculas que deferem
essa acdo antifingica. Marques (2014) utilizou microscépio eletrénico de transmissdo (MET)
e protocolo padrédo de Trizol para encontrar moléculas bioativas e sequéncias de genes para
revelar que quercetina e rutina sdo 0s compostos bioativos para o controle de mofo branco,
causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, em feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). De

modo semelhante, é possivel a utilizacdo dessas mesmas técnicas para identificar as moléculas
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que causaram o efeito antifungico da S. haematospermum do presente estudo. Pode ser usado,
ainda, a técnica de eletroforese em poliacrilamida/gelatina a fim de se identificar a atividade
proteolitica de substancias presentes no extrato hidrico da S. haemotospermum, assim como foi
realizado por Sobottka e colaboradores (2014), que confirmou a atividade proteolitica da S.
glandulosum.

Para a coleta das folhas da S. haemotospermum foi necessaria sua identificacdo
pelo professor MSc. Carlos de Melo e Silva, mestre em Botéanica (Universidade Federal de
Goids, UFG). A falta de conhecimento demografico de onde se encontra a planta estudada
refere certo impasse, sendo necessario que todos os participantes facam um levantamento
regional de onde se encontram mais arvores de S. haemotospermum para posteriores estudos.
Ainda, é preciso avaliar se € viavel, biologicamente, o plantio da espécie para uma producao

em escala de um novo farmaco.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

As terapias medicamentosas, para cada tipo de candidiase, sdo restritas e muitas
vezes acompanhadas de algumas interagdes medicamentosas, de toxicidade e de um alto custo.
A infeccdo por C. parapsilosis estd relacionada com o aumento da morbimortalidade e,
portanto, o presente estudo corrobora para que novos medicamentos sejam testados para
auxiliar no tratamento das infec¢des por C. parapsilosis, que vem aumentando, notadamente
em ambientes hospitalares.

O presente trabalho analisou a atividade antifingica de S. haematospermum sobre
C. parapsilosis. Para tal, realizou-se um estudo experimental de carater quantitativo, realizado
em laboratdrio por meio da preparacdo dos extratos de S. haematospermum e do cultivo e
manutengdo do fungo da cepa de C. parapsilosis em condigdes especificas.

De acordo com os resultados obtidos, o crescimento de C. parapsilosis nao foi
inibido de maneira dose dependente por nenhuma das concentragdes do extrato hidrico obtido
por intermédio da folha da S. haematospermum, no teste de sensibilidade em placas. Porém,
foi visto que existe atividade sinérgica entre o extrato hidrico da planta e fluconazol, de modo
que as células de C. parapsilosis apresentaram dificuldade de crescimento e constituicdo da
coldnia, nas trés concentracdes apresentadas, no teste de sinergismo. Além disso, o fungo
apresentou sensibilidade ao extrato hidrico de S. haematospermum, formando halos de
inibicao, no teste de sensibilidade por discos de difusao.

Conclui-se, portanto, que a S. haematospermum apresenta potencial para
continuidade de novos estudos que determinem seu perfil fitoquimico, para entdo elaboragdo

de um novo farmaco antifingico.
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