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RESUMO

A candidiase € uma infeccdo fungica oportunista causada por leveduras
pertencentes ao género Candida. Essas, por sua vez, apresentam uma
crescente resisténcia frente aos antifungicos disponiveis atualmente, o que
impulsiona a busca por novas substancias antifungicas de origem vegetal.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antifungica in vitro
de espilantol, um composto isolado de diversas espécies vegetais, frente a
linhagem de Candida albicans ATCC® 10231, resistente a multiplas drogas e
determinar suas propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
farmacodindmicas. Desse modo, foram realizados ensaios de microdiluicao
seriada para determinagao da concentragao inibitoria minima (CIM) e do efeito
dessa concentragao sobre o crescimento dessa levedura, analises da curva de
crescimento fungico, densidade e Vviabilidade celular, avaliagdo da
permeabilidade do envoltério celular (captacdo de cristal violeta,
extravasamento de nucleotideos, protegdo do sorbitol e ligagdo ao ergosterol
exdégeno), e o ensaio de sinergismo de espilantol com dois antifungicos
azolicos (fluconazol e itraconazol) pelo teste de checkerboard. Foi avaliada
também a viabilidade celular em linhagens de fibroblastos (NIH/3T3) e
queratinécitos (HaCaT) tratados com espilantol. Por fim, as analises das
propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodindmicas deste
composto foram determinadas por testes in silico, utilizando ferramentas
computacionais. Espilantol apresentou uma CIM de 200 pg/mL, com efeito
fungistatico sobre C. albicans. Além disso, ele levou a uma maior inibicdo do
crescimento fungico e uma reducao significativa no numero de células fungicas.
Espilantol também causou uma significativa diminuicdo na atividade metabdlica
das leveduras, reduzindo assim, o numero de células viaveis. Apdés o
tratamento das células fungicas com este composto, ocorreu um aumento na
captacao de cristal violeta, demonstrando assim, que o espilantol altera a
permeabilidade das mesmas, levando a um aumento na liberagcdo de
nucleotideos. Obteve-se um valor de CIM de 800 ug/mL nos ensaios de sorbitol
e ergosterol, o que indica uma possivel atuagdo de espilantol no envoltorio
celular da levedura. Um excelente efeito sinérgico entre espilantol e fluconazol
(ZCIF=0,265) e entre espilantol e itraconazol (2CIF= 0,0019) também foi
observado. Os resultados de viabilidade celular mostraram que o espilantol,
nas concentragdes testadas, ndo apresentou toxicidade as linhagens de
fibroblastos e queratindcitos. Ja os estudos in silico demonstraram que ele
apresenta caracteristicas que permitem a sua administragao por via oral. Com
base nos resultados obtidos, nota-se que o espilantol possivelmente esta
agindo em nivel de envoltorio celular da levedura e pelas analises in silico, é
possivel afirmar que ele apresentou resultados satisfatérios, com
caracteristicas que permitem sua classificagdo como um bom candidato a
farmaco. Diante do exposto, podemos ressaltar o grande potencial cientifico e
terapéutico dessa substancia, abrindo novas perspectivas para o tratamento de
doencgas infecciosas causadas pelo género Candida.

Palavras Chaves: Atividade antifungica. Resisténcia fangica. Candida
albicans. Candidiase. Espilantol.



ABSTRACT

Candidiasis is an opportunistic fungal infection caused by yeast belonging to the
genus Candida. These, in turn, are increasingly resistant to antifungals
available today, which drives the search for new antifungal substances of plant
origin. Thus, the aim of the present study was to evaluate the in vitro antifungal
activity of spilanthol, a compound isolated from several plant species, against
the multidrug resistant Candida albicans ATCC® 10231 strain and to determine
its physicochemical, pharmacokinetic and pharmacodynamic properties. Thus,
serial microdilution assays were performed to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) and the effect of this concentration on the growth of this
yeast, fungal growth curve analysis, cell density and viability, cell envelope
permeability evaluation (uptake crystal, nucleotide extravasation, sorbitol
protection and binding to exogenous ergosterol), and the spilantol synergism
assay with two azole antifungals (fluconazole and itraconazole) by the
checkerboard test. Cell viability was also evaluated in fibroblast (NIH / 3T3) and
keratinocyte (HaCaT) strains treated with spilantol. Finally, the analyzes of the
physicochemical, pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of this
compound were determined by in silico tests using computational tools.
Spilanthol had a MIC of 200 ug / mL, with fungistatic effect on C. albicans. In
addition, it led to greater inhibition of fungal growth and a significant reduction in
the number of fungal cells. Spilanthol also caused a significant decrease in
yeast metabolic activity, thereby reducing the number of viable cells. After
treatment of the fungal cells with this compound, there was an increase in violet
crystal uptake, thus demonstrating that spilanthol alters their permeability,
leading to an increase in nucleotide release. A MIC value of 800 ug / mL was
obtained in the sorbitol and ergosterol assays, which indicates a possible
spilanthol activity in the yeast cell envelope. An excellent synergistic effect
between spilanthol and fluconazole (XCIF = 0.265) and between spilantol and
itraconazole (ZCIF = 0.0019) was also observed. Cell viability results showed
that spilanthol at the tested concentrations showed no toxicity to fibroblast and
keratinocyte strains. Already in silico studies have shown that it has
characteristics that allow its administration orally. Based on the results obtained,
it can be noted that spilanthol is possibly acting at the yeast cell envelope level
and by in silico analyzes, it can be stated that it presented satisfactory results,
with characteristics that allow its classification as a good drug candidate. Given
the above, we can highlight the great scientific and therapeutic potential of this
substance, opening new perspectives for the treatment of infectious diseases
caused by the genus Candida.

Keywords: Antifungal activity. Fungal resistance. Candida albicans.
Candidiasis. Spilanthol.
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1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, as doencgas fungicas invasivas surgiram como um
importante desafio médico em todo o mundo (ROILIDES; IOSIFIDIS, 2019),
sendo responsaveis por elevados indices de morbidade e mortalidade,
acompanhadas de altos custos para os sistemas de saude (PARENTE-
ROCHA et al., 2017).

Recentemente, cerca de cinco milhdes de espécies fungicas foram
classificadas e destas, estima-se que 300 sdo capazes de estabelecer doenga
em mamiferos. Como patégeno humano, foi relatado que, globalmente, as
infecgdes fungicas causam atualmente 1,5 milhdo de mortes por ano (SHARMA
et al., 2019).

As doengas causadas por fungos podem ocorrer em pessoas saudaveis,
porém, pacientes imunocomprometidos séo o principal grupo de risco para as
infecgbes fungicas invasivas (PARENTE-ROCHA et al., 2017). Desse modo,
essas infecgdes tornaram-se um grande problema de saude publica (PAIS et
al., 2019).

Os dois fungos frequentemente responsaveis por causar infecgdes
fungicas invasivas em seres vivos sao do género Candida e Aspergillus
(ROILIDES; IOSIFIDIS, 2019), sendo as leveduras do género Candida spp. 0s
principais patdogenos causadores de septicemia e elevadas taxas de
mortalidade (SAKAGAMI et al., 2019). Destas, Candida albicans e Candida
glabrata sdo as duas espécies mais comumente isoladas no mundo inteiro
(PAIS et al., 2019).

Entre os patdgenos fungicos do género Candida associados a humanos,
0s mais notaveis sdo Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata,
Candida krusei, Candida parapsilosis, € os emergentes Candida haemulonii e
Candida auris. Estes fungos causam uma variedade de doencas, podendo
levar a infecgbes invasivas graves incluindo candidiases e candidemias
(SHARMA et al., 2019).

O surgimento de espécies multirresistentes como Candida glabrata e o
novo patdégeno Candida auris representa um séria ameacga para pacientes
criticamente doentes e a resisténcia adquirida apds exposicdo equinocandinas
parece estar em ascensao (CORTEGIANI; MISSERI; CHOWDHARY, 2019).
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C. auris possui multirresisténcia intrinseca em relagéo aos antifungicos
triazolicos, equinocandinas e poliénicos, por isso, representa uma ameaca
global de saude (NAMI et al., 2019).

Dentre essas leveduras, Candida albicans é responsavel pela maioria
das infecgbes fungicas invasivas, sendo classificada como uma levedura
comensal, facilmente encontrada na mucosa bucal, trato gastrointestinal, trato
urogenital e pele de seres humanos desde o nascimento. Quando ocorre uma
disbiose da microbiota, devido a uma série de fatores predisponentes, essa
levedura pode se tornar patogénica e invadir tecidos do hospedeiro, gerando
doencgas (SANTANA et al., 2013).

Varios fatores contribuem para que a infecgéo fungica se instale, dentre
os quais podemos destacar a Diabetes mellitus, rompimento das barreiras
cutdnea e mucosa, uso prolongado de antimicrobianos, disfungédo dos
neutrofilos, desordem metabdlica, defeito na imunidade mediada por células,
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), exposi¢ao direta aos fungos
leucemia, queimaduras, transplantes, tratamento quimioterapico, desnutricdo
aguda, extremos de idade (recém-nascidos e idosos), uso de sondas,
resisténcia a antifungicos, dentre outros (BARBEDO e SGARBI, 2010;
ALTHAUS et al., 2015).

Nos ultimos anos, a incidéncia e a gravidade das doencgas fungicas tem
aumentado devido ao crescente uso de diversos agentes antifungicos
disponiveis comercialmente, o que tem levado ao desenvolvimento de uma
resisténcia fungica a estes farmacos, dificultando ou até mesmo
impossibilitando o tratamento dessas infecgbes (KATHIRAVAN et al., 2012;
MENEZES et al., 2013).

Isso tem ocorrido, porque, embora o arsenal de drogas antifungicas
tenha se expandido, os medicamentos antifungicos disponiveis atualmente nao
atendem aos crescentes requisitos de tratamento, além do uso indiscriminado
dos mesmos, e por estes motivos, torna-se importante o desenvolvimento de
novas drogas antifungicas que apresentem eficacia, seguranca e baixo custo
(BOSTROM et al., 2012; KATHIRAVAN et al., 2012; ANEJA et al., 2016).

Nesse contexto, a descoberta de novos farmacos antifungicos é de
extrema importancia, principalmente oriundos de produtos naturais, pois cada

vez mais, os fungos tém desenvolvido mecanismos de resisténcia aos



22

medicamentos ja existentes. Desta forma, os produtos naturais podem ser
utilizados como uma alternativa, pois as plantas apresentam em seus
metabdlitos, diferentes moléculas com variadas estruturas e propriedades
quimicas, sendo estas, possiveis fontes de novos farmacos. Portanto, a
pesquisa de produtos naturais tem se tornado um campo produtivo em
moléculas com diferentes atividades biolégicas, devido a busca por novas
opgdes terapéuticas para o tratamento de diferentes doencas (MARZZOCO e
TORRES, 2007; BARBOSA e FARIA, 2014; FREITAS, 2014).

Diversos produtos de origem vegetal mostram um potencial interessante,
no que se refere a sua atividade antifungica, entre eles podemos citar o
espilantol, uma alquilamida bioativa encontrada em algumas espécies vegetais,
como a Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, também conhecida como jambu
(BARBOSA et al., 2016).

O espilantol exerce diversos efeitos farmacoldgicos, tais como as
atividades  analgésica, neuroprotetora, antioxidante, antimutagénica,
antitumoral, anti-inflamatéria, inseticida, anestésica, antibacteriana, antifungica,
entre outras (FREITAS BLANCO et al., 2016). Porém, apesar do grande
numero de atividades bioativas e aplicagdes, existem apenas alguns produtos
comerciais baseados em espilantol disponivel para fins farmacoldgicos
(SILVEIRA, SANDJO e BIAVATTI, 2018).

Por este motivo, avaliar a atividade antifungica de espilantol frente as
formas plancténicas de Candida albicans torna-se importante e necessario,
devido a crescente resisténcia de leveduras pertencentes a esse género frente
aos antifungicos atualmente disponiveis no mercado, visando impulsionar a

busca por novos compostos antifungicos de origem vegetal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GENERO Candida spp.

O género Candida pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales e Familia Saccharomycetidae
(MYCOBANK, 2019). E composto por cerca de 200 espécies, porém, apenas
20 delas sao responsaveis por causar doencas em humanos (HOFS,
MOGAVERO e HUBE, 2016; SHARMA et al., 2019).

Existem sete espécies principais de Candida spp. de importancia clinica
(Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida stellatoidea, Candida krusei e Candida kyfer), sendo que, dentre as
espécies do género, C. albicans € a mais virulenta para o0 homem e a mais
frequentemente isolada. Além disso, ela tem sido relatada como a mais
prevalente, seguida de Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida
tropicalis e Candida krusei (SILVA, 2011; KATHIRAVAN et al., 2012).
Atualmente, uma nova espécie, C. auris emergiu como um patégeno altamente
resistente a multiplos farmacos, causando uma séria ameacga a saude global
(SHARMA et al., 2019).

Cada uma destas espécies possuem fatores especificos que contribuem
para que estes fungos estejam bem adaptados como um patégeno ao
hospedeiro. Processos como morfogénese celular, adeséo a superficie celular,
troca fenotipica, formacado de biofilme, resisténcia a drogas antifungicas e
secrecao de enzimas hidroliticas estdo bem estabelecidos como mecanismos
de viruléncia que auxiliam no sucesso destes microrganismos (SHARMA et al.,
2019).

As leveduras do género Candida estdao entre os principais agentes
etiologicos de infecgdes fungicas invasivas, as quais s&o responsaveis por
elevados indices de mortalidade e morbidade em todo o mundo (ANDRADE,
2017), além disso, constituem a terceira causa mais comum de infecgoes
relacionadas a saude (CORTEGIANI; MISSERI; CHOWDHARY, 2019).

Elas sdo eucaridticas e possuem parede celular composta mananas,
glucanas e quitina, sendo esta parede responsavel pela morfologia final da
célula, e membrana plasmatica fosfolipidica que contém varios esterdis, com

predominio do ergosterol. Devido a parede celular rigida, sua nutricdo € feita a
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partir de fontes de carbono absorvidas do ambiente (SILVA et al., 2012;
SANTANA et al., 2013).

As espécies de Candida spp. podem reproduzir-se assexuadamente por
gemulagdo, dando origem a uma célula de forma oval, caracteristica das
leveduras (blastéporo ou blastoconidea) ou podem crescer sob a forma
filamentosa por meio da producdo de tubos germinativos resultando numa
conversado da forma de levedura para um crescimento em forma de micélio,
com producgao de hifas e pseudo-hifas (SILVA et al., 2012).

Certas espécies desse género possuem a capacidade de sofrer
transicbes morfolégicas celulares complexas, o que é frequentemente ligado a
viruléncia desses patdégenos. Entre Candida spp., apenas algumas espécies
possuem essa capacidade, alternando entre leveduras e estados de
crescimento filamentosos. Destas, C. albicans é facilmente capaz de fazer a
transicao entre estados de crescimento de levedura, pseudo-hifa e hifa, sob
diversas condi¢cdes ambientais (SHARMA et al., 2019).

A habilidade que alguns fungos desse género possuem de alternar entre
a forma de levedura e a forma filamentosa é conhecida como pleomorfismo,
sendo a formagao de micélio relacionada com o aumento da viruléncia. Isso se
deve porque as hifas tém maior capacidade de aderir e penetrar nas células
epiteliais humanas do que os blastoconideos, devido a variabilidade antigénica
de sua superficie e do formato micelial que favorece maior aderéncia,
dificultando assim, a fagocitose pelo sistema imune (SANTANA et al., 2013).

A formacdo de hifa ainda desempenha um papel importante na
colonizagédo e formacao de biofilmes, pois as hifas contribuem para a invaséo
de tecidos e para a fuga de fagécitos (PAIS et al., 2019). As leveduras, quando
fagocitadas por macrofagos e neutrofilos, produzem hifas e estas secretam
proteases que matam estas células fagociticas (SANTANA et al., 2013).

Estas espécies sdo consideradas microrganismos comensais, que fazem
parte da microbiota de individuos saudaveis, onde colonizam a pele, mucosas
do trato gastrointestinal, urinario, bucal e vaginal. Entretanto, devido a um
desequilibrio do sistema imune ou da microbiota natural, estas leveduras
podem se tornar patogénicas e gerarem altos indices de infecgdes (PEIXOTO
et al., 2014; SHARMA et al., 2019), podendo estas serem superficiais, na pele,
em mucosas e sistémicas (HOFS, MOGAVERO e HUBE, 2016).
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A mudanga do comensalismo para a patogénese entre Candida spp. em
varios locais do corpo é atribuido a muitos determinantes de viruléncia entre os
quais estdo a adesdo ao tecido hospedeiro, a resposta ao estresse do
ambiente, secre¢cdo de hidrolases e produgdo de biofilme (HOUDAII et al.,
2019). Essa transformacédo do fungo, de comensal para patogénico, ocorre
principalmente em pacientes no ambiente hospitalar, onde tem-se o aumento
do numero de procedimentos invasivos, 0 uso intensivo de antimicrobianos de
amplo espectro e 0 maior numero de pessoas debilitadas e suscetiveis a varios
microrganismos oportunistas (ALTHAUS et al., 2015).

Os individuos mais suscetiveis a serem acometidos por espécies de
Candida sao pacientes transplantados, infectados pelo virus HIV e em
tratamento quimioterapico (ANDRADE, 2017). Além disso, neutropenia,
desnutricdo, uso prolongado de cateteres, queimaduras e cirurgias extensas
sdo alguns dos fatores mais comuns para a colonizagdo por estas leveduras
(ALTHAUS et al., 2015).

As infecgdes causadas por microrganismos do género Candida sao
denominadas candidiases ou candidoses e sao consideradas doencas
oportunistas, podendo apresentar caracteristicas superficiais e sistémicas
(ANDRADE, 2017). A mortalidade associada a essas infecgbes situa-se entre
30% e 40% (CASTRO et al., 2016).

As diversas espécies desse género apresentam variados graus de
patogenicidade e sensibilidade a antifungicos e podem desenvolver
mecanismos de resisténcia aos principais antifungicos disponiveis para uso
clinico contra infecgdes, o que dificulta e limita o tratamento (ALTHAUS et al.,
2015; ANDRADE, 2017).

Embora a patogenicidade ou viruléncia desses microrganismos seja
determinada geneticamente, esta € expressa somente quando existe fatores
predisponentes, tais como teor nutricional, atmosfera de oxigénio e temperatura
adequados ao seu crescimento e proliferagdo (ABILIO et al., 2014).

A gravidade das infec¢cdes depende, além de outros fatores, dos
mecanismos de viruléncia expressos pelo fungo como a capacidade de
aderéncia a superficies celulares do hospedeiro, formacao de biofilme,
morfogénese, producdo e secregdo de enzimas hidroliticas (proteases,

fosfolipases, lipases e hemolisinas) (Figura 1), além da resisténcia aos
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antifungicos. Esses fatores de viruléncia podem variar de acordo com o tipo,
local e estagio da infeccao (SANTANA et al., 2013; ANDRADE, 2017).

Figura 1- Etapas do processo de patogénese das infec¢des relacionadas a

fatores de viruléncia das espécies de Candida.
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Fonte: ANDRADE, 2017.

As enzimas hidroliticas desempenham um papel fundamental na
adesdo, penetracido, invasdo e danos aos tecidos do hospedeiro e séao
associadas com a patogenicidade da Candida, sendo secretadas aspartil-
proteases (saps), fosfolipases e hemolisinas (HOUDAII et al., 2019).

As saps permitem que o patégeno degrade as barreiras do hospedeiro e
invada o tecido circundante, facilitando a ades&o do microrganismo a tecidos e
seus danos estao relacionados com alteragdes na evasao do sistema imune do
hospedeiro. Fosfolipases permitem que C. albicans adquira nutrientes em
nichos pobres em nutrientes e contribua para a invasdo, além disso,
contribuem para a adesao a tecidos hospedeiros e hidrolisam uma ou mais
ligacbes éster em glicerofosfolipideos causando destruicdo da membrana da
célula (PAIS et al., 2019; HOUDAII et al., 2019). J4 as hemolisinas, degradam
hemoglobina, facilitando a aquisicdo de ferro, que € fundamental para a

sobrevivéncia da levedura. Além disso, a adesdo de Candida no epitélio ou em
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dispositivos médicos foi considerada como um estagio inicial na formagcao de
biofilme (HOUDAII et al., 2019).

Um dos principais fatores que contribuem para a viruléncia de Candida é
a sua versatilidade de adaptacdo a diferentes habitats para crescimento e
formacéao de comunidades microbianas, constituindo biofilmes
(VASCONCELOS, 2013).

Cada espécie de Candida possui caracteristicas bem diferentes em
termos de caracteristicas de viruléncia e perfis de susceptibilidade antifungica.
C. glabrata, por exemplo, apresenta elevados niveis de resisténcia intrinseca e
adquirida aos antifungicos azodlicos, devido a superexpressdao de
transportadores de resisténcia a multiplos farmacos ativados pelo fator de
transcricdo Pdr1; enquanto que, C. albicans sdo mais suscetiveis ao tratamento
com azoéis. Além disso, C. albicans possui varias caracteristicas de viruléncia
ausentes em C. glabrata, como a formagao de hifas (PAIS et al., 2019).

Frequentemente, Candida spp., sdo encontradas em forma de
leveduras quando estdo em biofilmes microbianos e na forma filamentosa
quando em estados de crescimento. Os biofiimes de Candida tendem a ser
mais resistentes as defesas do hospedeiro e a agentes antimicrobianos,
particularmente azois, sendo formados de multiplas camadas de células
microbianas e uma matriz de material extracelular que podem variar entre as
espécies, consistindo de polissacarideos, incluindo B-1,3-glucano, [B-1,6-

glucano, mananas e proteinas (SHARMA et al., 2019).

2.2 ESPECIE Candida albicans

Candida albicans é a espécie de maior relevancia dentro do género
Candida, pois é considerado um patégeno oportunista, que pode causar
infeccbes disseminadas em pacientes portadores do virus HIV, usuarios de
corticosterédides, transplantados e com céncer (CASTRO et al., 2016), sendo
frequentemente isolada em ambientes hospitalares em todo o mundo
(LINDBERG et al., 2019).

Esta levedura esta amplamente distribuida na natureza, ocupando
diversos habitats, ao contrario de outras espécies do género que possuem uma
distribuicdo limitada (SANTANA et al.,, 2013). Infec¢gdes causadas por essa
espécie estao entre as doengas fungicas mais comuns e a sua capacidade de
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se desenvolver dentro do corpo humano e de resistir a diversas terapias
antifungicas faz dela um importante patégeno. (PAIS et al., 2019).

E a espécie mais frequentemente descrita em casos de infeccdes
hospitalares em diversos paises, sendo a principal levedura responsavel por
candidemias na América Latina (MENEZES et al., 2013) e a maior causadora
de candidiase vulvovaginal (HOUDAII et al., 2019). Difere das espécies nao-
albicans, na sensibilidade aos antifungicos e na producdo de fatores de
viruléncia (ALTHAUS et al., 2015).

E considerado um fungo dipldide, que ndo apresenta nenhum ciclo de
vida terrestre (HOFS, MOGAVERO e HUBE, 2016). Faz parte da microbiota
humana, sendo um microrganismo comensal facilmente encontrado na
cavidade bucal, trato gastrintestinal, trato urogenital, e na pele (SANTANA et
al., 2013). Em determinadas circunstancias, quando ocorre um desequilibrio
bioldgico, devido a fatores patoldgicos, fisioldgicos, mecanicos e imunoldgicos,
pode haver um aumento na multiplicagdo e invasao dos tecidos do hospedeiro,
e assim, ela adquire a capacidade de causar infecgdes crbnicas e superficiais
em individuos saudaveis, as chamadas candidiases (KATHIRAVAN et al.,
2012; SANTANA et al., 2013).

C. albicans possui colénia umida, cremosa, de odor especifico, aspecto
liso ou rugoso e coloracdo branco-amarelada em meio de cultura agar
Sabouraud, forma tubos germinativos, e apresenta capacidade fermentativa e
de assimilacdo de carbono. Cresce em temperaturas variando entre 20 °C a 38
°C, sendo sua proliferacdo favorecida em pH acido. Microscopicamente as
células leveduriformes sao de formato esférico, ovéide ou alongado (Figura 2)
e apresentam-se como gram-positivas em preparag¢des coradas pela coloragéo
de Gram (SANTANA et al., 2013; MELO, 2017).
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Figura 2- Imagem ilustrativa da espécie Candida albicans ATCC® 10231
visualizada por microscopia eletrdénica de varredura. 2A) no aumento de 2000 X
e 2B) no aumento de 5000 X.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

C. albicans ¢é definida como pleomoérfica em seus padroes de
crescimento, tendo a habilidade de se apresentar em diferentes morfologias.
Na fase de levedura (crescimento isotropico), esta é unicelular e pode gerar um
broto a partir do qual se formam hifas verdadeiras. Entre a forma de
brotamento e filamentosa, o fungo pode exibir varias morfologias durante seu
crescimento, formando pseudo-hifas (crescimento apical) (BARBEDO e
SGARBI, 2010; VASCONCELQOS, 2013).

Variagdes de temperatura e de pH podem induzir essa mudanca na
morfologia de fase leveduriforme para filamentosa, o que representa uma
resposta ou condicdo adaptativa do fungo para sobreviver em condigcbes
biolégicas diversificadas. Ela também pode formar estruturas de resisténcia,
denominadas clamidoconidios (clamidésporos) quando se encontra em um
local onde ndo ha todas as condicdes necessarias para seu desenvolvimento.
As mudangas fenotipicas da C. albicans sao condigdes importantes para o
processo de invasao ao hospedeiro tornando o fungo mais virulento durante os
processos infecciosos (BARBEDO e SGARBI, 2010; VASCONCELOQOS, 2013).

Enquanto outros fungos se encontram na natureza na forma de micélio e
causam doengas no homem apenas na fase levedurifome, C. albicans é

patogénica na forma de hifa e de levedura. Devido ao seu desenvolvimento
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flamentoso, a hifa é a morfologia que melhor transpbe barreiras,
principalmente o tecido epitelial. Ja& a levedura, devido sua morfologia
arredondada, € a melhor para a disseminagao eficiente (BARBEDO e SGARBI,
2010).

E a espécie mais frequentemente isolada de infecgdes superficiais e
invasivas em diversos sitios anatdmicos, apresentando uma diversidade de
fatores de viruléncia e por isso tem grande reconhecimento patogénico
(BARBEDO e SGARBI, 2010). A espécie & naturalmente sensivel a todas as
drogas antifungicas de uso sistémico, porém, casos de resisténcia adquirida a
azélicos sao conhecidos em pacientes que usam por tempo prolongado estes
medicamentos (ALTHAUS et al., 2015).

Desde que haja um correto funcionamento do sistema imune, a
manutencédo da integridade das barreiras teciduais e a relagdo harmdnica da
microbiota natural podem existir numa relacdo de equilibrio entre o hospedeiro
e C. albicans. Do contrario, o fungo comega a produzir toxinas e enzimas e
desenvolvendo a capacidade de aderéncia a outras células (SANTANA et al.,
2013).

Essa transigdo ainda ndo esta bem estabelecida, mas estudos apontam
que a capacidade desse microrganismo em produzir fatores de viruléncia aliada
ao sistema imune do hospedeiro ndao completamente funcionante podem ser os
fatores que auxiliam na instalagdo da doenca (CASTRO et al., 2016). C.
albicans possui varios fatores de viruléncia que facilitam a colonizagdo e a
infeccdo do hospedeiro (HOFS, MOGAVERO e HUBE, 2016).

Os principais fatores de viruléncia descritos para esta levedura sao
aderéncia, a expressdo de adesinas e invasinas na superficie celular, a
capacidade de danificar células hospedeiras, formacdo de biofilmes,
polimorfismo, tigmotropismo (sensoriamento de contato), variabilidade
fenotipica, secrecao de enzimas extracelulares (proteinases, fosfolipases e
hemolisinas), producdo de toxinas e resisténcia a antifungicos (SANTANA et
al., 2013; ANEJA et al., 2016; HOFS, MOGAVERO e HUBE, 2016; ANDRADE,
2017).

De forma geral, a versatilidade em se adaptar a diferentes habitats e a

capacidade de formar biofilme sdo os principais fatores atribuidos a viruléncia
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da C. albicans (JESUS, 2013). Esses fatores de viruléncia podem variar de

acordo com o tipo, local e estagio da infecgdo (ANDRADE, 2017).

2.3 MECANISMO DE ACAO DOS ANTIFUNGICOS

Para considerarmos que uma droga seja um agente antifungico ideal, a
mesma deve apresentar alta atividade, agindo com maxima especificidade na
célula fungica, nas quais, os alvos de atuagdo sejam essenciais para o
crescimento e a viabilidade celular. Além disso, deve possuir amplo espectro
de agao, acao fungicida, ndo induzir a resisténcia e apresentar baixa toxicidade
para o hospedeiro. No entanto, nenhum agente antifungico disponivel satisfaz
todos estes requisitos (VASCONCELOS, 2013).

De acordo com o seu mecanismo de agdo, os antifungicos podem ser
classificados em quatro classes principais, os poliénicos, que atuam na
membrana plasmatica agindo como disruptores de ergosterol (anfotericina B e
nistatina); as pirimidinas, que promovem a inibicdo da sintese de acidos
nucléicos (flucitosina); os azdlicos, que inibem a sintese de ergosterol
(fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol) e as
equinocandinas, que por sua vez, inibem a sintese de glucanos da parede
celular de diversos fungos (caspofungina, micafungina e anidulafungina). Além
desses, existem os inibidores da esqualeno epoxidase (morfolinas e
alilaminas); inibidores da sintese de quitina (nicomicina, polioxinas), inibidores
da sintese de proteinas (sordarinas) e os inibidores da sintese de microtubulos
(griseofulvina) (KATHIRAVAN et al., 2012; JESUS, 2013; SHARMA et al., 2019;
ROILIDES; IOSIFIDIS, 2019). (Figura 3).



Figura 3- Principais mecanismos de ag¢ao dos antifungicos.
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As duas principais estruturas celulares fungicas que sao consideradas
importantes alvos de acgado antifungica sdo a parede celular e a membrana
plasmatica. A parede celular € uma estrutura ausente nas células de
mamiferos, sendo constituida de hidratos de carbono (tais como glicanos,
quitina, mananos, quitosana, acido poliglicurénico ou celulose), proteinas e de
lipidios. Ela tem a funcao de proporcionar a célula fungica resisténcia mecanica
suficiente para resistir a alteragdes de pressao osmoética, além de permitir a
plasticidade adequada para favorecer o crescimento e a divisdo celular, e de
manter a forma e a integridade das células fungicas (VASCONCELOS, 2013).

A membrana plasmatica atua como uma barreira semipermeavel no
transporte ativo e passivo de substancias na célula. E constituida na sua maior
parte por lipidios (do tipo fosfolipidios, glicolipidios e esterdis), proteinas,
podendo ambos estarem ligados a agucares, sendo o ergosterol o principal
esterol de leveduras. O ergosterol € importante para a integridade e a fluidez
da membrana, permitindo que muitas enzimas da mesma possam exercer
corretamente a sua funcao, as quais incluem a sintese de quitina, importante
para a divisdo e o crescimento celular (VASCONCELQOS, 2013).

Os antifungicos poliénicos podem agir diretamente sobre membranas
contendo ergosterol (em doses fungistaticas) ou se agregarem com os esterois
da membrana fungica (em doses fungicidas). Quando age diretamente sobre
membranas contendo ergosterol ocorre um efluxo de ions K" e Mg*,
aumentando assim a permeabilidade da membrana e a entrada de prétons que
produzirdao acidificacdo no interior da mesma, promovendo assim, a inibicao do
crescimento fungico. Ja quando eles se agregam com os esterdis da
membrana, por meio do mecanismo de peroxidacdo lipidica, ha a formacao de
poros aquosos, por meio do qual extravasam constituintes citoplasmaticos,
como o ion potassio, destruindo assim o gradiente de prétons da membrana
(JESUS, 2013).

Além disso, os polienos possuem regides hidrofobicas e hidrofilicas,
sendo assim compostos anfipaticos que possuem estrutura molecular unica,
sendo capazes de direcionar a ligagcdo ao ergosterol da membrana celular
fungica. Exercem efeito fungicida sobre C. albicans, porém seu uso clinico tem

sido limitado devido a sua forte nefrotoxicidade e baixa solubilidade, causada
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por semelhangas estruturais entre o ergosterol e o seu analogo, colesterol em
mamiferos (SHARMA et al., 2019).

Os polienos atuam basicamente, ligando-se ao ergosterol na camada
lipidica, levando a formacéo de poros na membrana celular, e assim, em ultima
instancia, causando a permeabilizacao celular fungica (PAIS et al., 2019).

Os azdlicos sdo os antifungicos mais utilizados, devido sua menor
toxicidade e o baixo custo (MENEZES et al., 2013). Estes agem inibindo a
enzima lanosterol dependente do citocromo P450 14a-desmetilase (CYP51),
uma enzima envolvida na biossintese do ergosterol fungico (Figura 4). Com a
inibicdo desta, ocorre o acumulo de lanosterol, 3,6-diol esterol e auséncia de
ergosterol. O esgotamento do ergosterol e acumulo de esterdis metilados
téxicos na membrana resultam em alteracdo na fluidez e permeabilidade da
mesma, juntamente com a interrupgdo atividade de enzimas ligadas a ela,
al.,2016).

Em Candida, os azois exercem o seu efeito fungistatico agindo
especificamente na enzima lanosterol 14-dimetilase, anteriormente citada (que
nesse género € codificada pelo Gene ERG11). Estes farmacos, contém um
atomo de nitrogénio livre que se liga ao grupo heme no sitio ativo do Erg11,
impedindo a desmetilacdo do lanosterol, bloqueando dessa forma a produgao
de ergosterol (SHARMA et al., 2019).

A substituicdo do anel imidazdlico pelo triazdlico nos antifungicos azois
fez com que eles apresentassem vantagens como, polaridade aumentada,
melhor solubilidade, reduzida ligagao as proteinas plasmaticas, especificidade
aumentada e tendéncia destes medicamentos para enzimas fungicas, que

eventualmente potencializam a sua eficacia (NAMI et al., 2019).
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Figura 4- Biossintese de ergosterol nas células fungicas.
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Fonte: VASCONCELOS, 2013.

As equinocandinas s&o a unica nova classe de antifungicos a chegar a
clinica em décadas (PAIS et al., 2019). Exibem baixa toxicidade contra o
hospedeiro e agem na parede celular do fungo atuando como inibidores nao
competitivos do complexo enzimatico (1,3) B -D- glucano sintase o que resulta
na inibicdo da sintese do carboidrato B-1,3-glucano (principal componente da
parede celular fungica). A inibicdo da (1,3) B -D- glucano sintase causa perda
da integridade da parede celular, seguida de instabilidade osmética e morte
celular por lise. Portanto, um efeito fungicida é conseguido pela interrupgéo da
sintese da parede celular. Diferentemente dos antifungicos azélicos, as
equinocandinas tem essa acao fungicida contra a maioria das espécies de
Candida (SHARMA et al., 2019; PAIS et al., 2019; NAMI et al., 2019).

Além disso, as equinocandinas tém demonstrado ter agdo contra
biofilmes de Candida, pois a inibicdo da producao de polissacarideo pode levar
a lise e dissolucdo da matriz extracelular. Esta é uma caracteristica

extremamente importante, uma vez que as infeccdes associadas ao biofiime
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sdo muito dificeis de tratar e sédo recorrentes em pacientes com dispositivos
médicos, como marca-passos ou cateteres (PAIS et al., 2019).

Ja o analogo da pirimidina (flucitosina) é raramente utilizada em
monoterapia antifungica contra infecgdes por Candida, devido ao rapido e
frequente desenvolvimento de resisténcia. Ela atua bloqueando a biossintese
de RNA e DNA em fungos. Normalmente, é usada em combinagdo com outros
antifungicos, como a anfotericina B para o tratamento de infec¢des de Candida
resistentes a medicamentos (SHARMA et al., 2019).

2.4 RESISTENCIA FUNGICA

O tratamento das infec¢des fungicas torna-se cada vez mais dificil,
principalmente devido ao aumento da resisténcia entre as espécies de Candida
a agentes antifungicos disponiveis atualmente (azodlicos, poliénicos e
equinocandinas) (SHARMA et al., 2019; LINDBERG et al., 2019).

A resisténcia aos antifungicos pode ser definida em termos
microbiolégicos e clinicos (PURISCO, 2010). A resisténcia microbiolégica, € um
fendbmeno verificado in vitro, onde ocorre reduzida susceptibilidade do
microrganismo ao agente antimicrobiano de tal forma que, a concentracdo
inibitéria minima do farmaco ultrapassa o limite superior do ponto de corte
definido para esse microrganismo. Ja a forma clinica é definida como
persisténcia ou progressao de uma infecgdo, mesmo com o uso de um agente
antifungico que demonstre uma concentracgao inibitéria minima baixa contra o
patdogeno causador da doenga. Fatores do hospedeiro, farmacologicos e
ligados ao proprio fungo podem determinar a ocorréncia desse tipo de
resisténcia clinica (JESUS, 2013).

A resisténcia microbiolégica subdivide-se em dois tipos: intrinseca, (ou
primaria) e adquirida (ou secundaria). A resisténcia intrinseca esta presente em
um organismo que nao teve nenhuma prévia exposicdo ao farmaco, e a
resisténcia adquirida é aquela desenvolvida em resposta a exposicdo a um
antifungico e que, geralmente depende de uma alteragdo na expresséo de
genes (JESUS, 2013). Diferentes tipos de mecanismos podem contribuir para o
desenvolvimento da resisténcia a um antifungico (KATHIRAVAN et al., 2012).

Os mecanismos que contribuem para a resisténcia intrinseca sdo a

formagdo de biofime e a impermeabilidade da parede celular; ja para a
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resisténcia adquirida é a superexpressao do sitio-alvo e alteragdes da via; e os
mecanismos que contribuem para ambas as resisténcias sado a
incompatibilidade de alvos, sistemas de efluxo de drogas e a resposta ao
estresse (ROILIDES; IOSIFIDIS, 2019).

As células fungicas tém a capacidade de adquirir resisténcia antifungica
através de mutacdes aleatdrias ou pela instabilidade do genoma, sendo que, o
principal fator predisponente de resisténcia adquirida é a exposigdao a
antifungicos fungistaticos, especialmente em concentragdes sub-terapéuticas
(ROILIDES; IOSIFIDIS, 2019).

O tratamento de linhagens fungicas resistentes é considerado um
grande desafio, uma vez que os mecanismos moleculares que levam a
resisténcia antifungica sdo complexos (PARENTE-ROCHA et al., 2017). As
bombas de efluxo tem sido o mecanismo de resisténcia mais comumente
mencionado, principalmente para os antifungicos pertencentes a classe dos
azédlicos (PRASAD e RAWAL, 2014). Essas sao proteinas que possuem
mecanismos de transporte ativo, que retiram o farmaco do interior para o
exterior da célula (NEVES et al., 2011).

Existem dois tipos de proteinas em fungos envolvidas no efluxo de
drogas, que sao os transportadores da familia ABC (ATP-Binding Cassette)
codificadas pelo gene CDR e os transportadores MSF (Major Superfamily
Facilitator) codificadas pelo gene MDR (Figura 5). Os transportadores da
familia ABC possuem dois dominios citosélicos denominados de NBDs
(Nucleotide Binding Domains), que sao responsaveis pela hidrolise de ATP, o
que facilita a retirada da droga do meio intracelular e estdo associados com o
efluxo de todos os azdis. Por outro lado, os transportadores MSF nao utilizam a
hidrolise de ATP, mas um gradiente de prétons para expelir as drogas e
parecem estar envolvidos apenas com a resisténcia ao fluconazol (CUENCA-
ESTRELLA, 2010; PFALLER, 2012; ARAUJO NETO, 2014).

No género Candida spp, por exemplo, 0 mecanismo associado com a
resisténcia aos farmacos é a inducdo de bombas de efluxo, estando as
expressdes de MDR ou CDR associadas com a resisténcia aos azois em C.
albicans (MDR1, CDR1, CDR2), C. glabrata (CgCDR1, CgCDR2), ou C.
dubliniensis (CAMDR1, CdCDR1). A inducédo dos genes CDR tende ainda, a
afetar quase todos os antifungicos, enquanto que as bombas de efluxo
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codificadas por genes MDR s&o geralmente seletivas para fluconazol
(PFALLER, 2012).

Figura 5- Representacdo dos transportadores da familia ABC (ATP-Binding
Cassette) e do transportador MSF (Major Superfamily Facilitator).
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Legenda: As principais bombas de efluxo descritas para leveduras que apresentam
resisténcia aos azodlicos. (A) Transportador ATP-Binding Cassette mostrando os
dominios citosdlicos dentro do citoplasma (NBDs) e os dominios transmembrana
instalados na membrana plasmatica da célula fungica. (B) Transportador Major
Superfamily Facilitator instalado na membrana da célula fungica mostrando o efluxo de
uma droga antifungica por meio da diferenca de gradiente de prétons.

Fonte: Adaptado de ARAUJO NETO, 2014.

Em C. albicans, os transportadores da familia ABC (ATP-Binding
Cassette) codificadas pelo gene CDR e os transportadores MSF (Major
Superfamily Facilitator) codificadas pelo gene MDR tem demonstrado contribuir
para a resisténcia a varias drogas. Além disso, a expressdao de CDR1 e CDR2,
bem como a expressdo de MDR1 e outro transportador da superfamilia MF,
FLU1, mostrou regular positivamente em cepas de C. albicans resistentes aos
azélicos. Outro fator que contribui para a resisténcia antifungica € a presenga
de células “persistentes”, que, devido ao seu estagio de dorméncia, nao
apresentam um alvo ativo para antifungicos. Além disso, enzimas superéxido
dismutases de Candida spp. desempenham um papel importante na resisténcia
desta levedura ao miconazol (HOFS, MOGAVERO e HUBE, 2016).
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Devido ao seu perfil de seguranga e disponibilidade em formulagdes
orais e intravenosas, os azois sdo os medicamentos de primeira linha contra a
maioria das espécies de Candida. No entanto, a natureza fungistatica dos azois
impde uma forte selegéo direcional para a evolugéo da resisténcia. (PAIS et al.,
2019).

A resisténcia aos antifungicos azodlicos pode ser atribuida
superexpressao de bombas de efluxo mediadas pela ativagdo da expressao de
ligantes ATP cassete (ABC), ou transportadores da principal superfamilia
facilitadora (MFS) ou a alteragbes na enzima alvo lanosterol 14a-desmetilase
por superexpressao ou mutagdes em seu gene codificador ERG11 (HOUDAII
et al., 2019).

C. albicans pode desenvolver resisténcia contra os azois através da
regulacdo positiva das bombas de efluxo Cdr1, Cdr2 e Mdr1, inativacdo do
Erg3 que sintetiza o esterdide toxico (DMCDD) e regulagdo positiva ou
mutagbes no gene que codifica os alvos azdlicos, ERG11. Além disso, foi
demonstrado recentemente que a C. albicans também pode ganhar resisténcia
aos azois alterando a composigao esfingolipidica in vitro (PAIS et al., 2019).

Resisténcia aos azoélicos € mais incomum em C. albicans (<5%), mas é
mais prevalente em C. glabrata (4-16%), C. parapsilosis (4-10%) e C. tropicalis
(4-9%) (CORTEGIANI, MISSERI E CHOWDHARY, 2019).

Quatro mecanismos principais de resisténcia a azolicos em Candida
foram relatados na literatura. Estes sdo as mutagdes pontuais no gene ERG11
em diferentes regides de "hotspot" que conferem pobre ou insuficiente ligagcao
a azois; superregulagao transcricional do gene ERG11 resultando na produgéo
de ergosterol elevada ou amplificacdo do gene ERG11; superexpressao ou
amplificagdo de multiplas classes de bombas de efluxo, incluindo os
transportadores ABC, CDR1 e CDR2 e o principal facilitador da superfamilia de
proteinas (MFS), tais como genes transportadores MDR1, que podem ser
superexpressadas em isolados de Candida resistentes aos azois; e regulacao e
inducdo de numerosas respostas celulares ao estresse por vias como a
calcineurina, proteina fosfatase, e a chaperona molecular Hsp90 (SHARMA et
al., 2019).

Ja a resisténcia a equinocandinas esta associada a uma resisténcia
cruzada a azo6is (CORTEGIANI; MISSERI; CHOWDHARY, 2019) e também a
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mutagdes que ocorrem nos genes FKS (incluindo o gene essencial FKS1 e seu
paralogo FKS2). Estes genes FKS codificam para a subunidade catalitica (1,3)
B-D-glucano sintase, que € o alvo de ligacdo das equinocandinas. Portanto,
mutagdes nesses genes conferem uma alteragao estrutural que resulta em ma
ligacdo da equinocandina ao seu receptor. Em C. albicans, mutagdes dentro da
FKS1 sao suficientes para conferir resisténcia a equinocandinas (SHARMA et
al., 2019).

A resisténcia antifungica a polienos é rara, mas tem sido relatada em
diversas espécies de Candida, devido principalmente a alteracbes na
composi¢cao da membrana esterdlica. Em C. albicans, foi relatada resisténcia
devido a mutagdes na enzima C-5,6-desaturase, que bloqueia a biossintese do
ergosterol e leva ao acumulo de um esterol alternativo na membrana da célula
fungica (SHARMA et al., 2019).

Ja a resisténcia a flucitosina, tem sido relacionada com mutagdes
pontuais nos genes FUR1, FCY1 (codificando enzimas envolvidas na via da
pirimidina) e FCY2 (codificando uma citosina permease) tanto em C. albicans
quanto em C. glabrata. Além disso, a delecdo de FPS1 ou FPS2, que codifica
as aquagliceroporinas, leva ao acumulo de flucitosina nas células de C.
glabrata (PAIS et al., 2019).

2.5 CELULAS PLANCTONICAS X BIOFILMES

Os fungos leveduriformes e filamentosos podem se apresentar em dois
tipos de fenotipos diferentes na natureza: plancténico ou séssil. O fendotipo
planctdénico caracteriza-se pela forma livre de desenvolvimento dos fungos,
enquanto a forma séssil pelo desenvolvimento de um grupo de diferentes
cepas, sob uma matriz polissacaridica rica em canais em toda a sua extensao
que permitem a passagem de nutrientes e oxigénio, denominado biofilme
(JESUS, 2013).

Os biofilmes sdo comunidades complexas de um ou mais
microrganismos distintos que convivem em associagao e estdo aderidos em
superficies bidticas ou abidticas, envolvidos por uma matriz extracelular de
exopolissacarideos (EPS) (JESUS, 2013; SOUZA, 2015). Esses biofilmes, sao
altamente organizados em comunidades estruturadas de microrganismos,

irreversivelmente ligadas a superficie e incorporado em uma matriz extracelular
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auto-produzida. Vivendo dentro de um biofilme, os microrganismos tem a
vantagem de protecdo durante o seu desenvolvimento e sobrevivéncia em
condigdes ambientais hostis (HOUDAII et al., 2019).

Alguns fatores como pH, concentracdo e biodisponibilidade de
nutrientes, auto indutores do quorum sensing, temperatura e a presenca de
compostos organicos e inorganicos estimulam o processo de formacao de
biofilme, que se inicia, quando os microrganismos em estado plancténico
recebem algum estimulo, que os leva a aderir a alguma superficie solida
(SOUZA, 2015). Além desses fatores, a formacédo de biofiimes também
depende da expressao de uma variedade de genes e das condigbes
ambientais durante o curso da infeccao (JESUS, 2013).

Os biofiilmes podem ser formados por apenas uma espécie de
microrganismo (monoespécie) ou por mais de uma espécie (multiespécies),
sendo este ultimo de extrema importancia, pois os subprodutos metabdlicos
produzidos por um organismo podem servir de suporte para o crescimento de
outros (SOUZA, 2015).

As células plancténicas, quando comparadas aos biofilmes, sdo mais
susceptiveis as adversidades do ambiente e a agentes antimicrobianos. Essa
resisténcia pode ser explicada porque as células sésseis (em biofilme)
expressam genes diferentes daquelas planctbnicas, apresentando assim
propriedades diferentes (como por exemplo, fornecem protecdo contra
adversidades como desidratagéo, colonizagao por bacteriéfagos e resisténcia a
antimicrobianos) e também pela prépria estrutura do biofilme, pois células em
biofilmes estdo embebidas em uma matriz exopolimérica, o que dificulta a
difusdo de agentes antimicrobianos (SOUZA, 2015; SANTOS, 2015).

O desenvolvimento de um biofilme é um processo complexo e inclui
duas fases de adesao, reversivel e irreversivel. A adesio reversivel acontece
pela fraca interagcdo entre o microrganismo e a superficie, nessa fase, os
microrganismos sao facilmente removidos, sendo a adesdo considerada
reversivel pois é possivel observar o retorno de células aderidas ao seu estado
plancténico. Ja a adesao irreversivel resulta da fixagcdo de apéndices celulares
como pilus, flagelos, fimbrias, proteinas adesinas e substancias poliméricas
extracelulares a superficie solida, portanto a morfologia das células exerce

fundamental importancia no processo de ancoragem e aderéncia das células a
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superficie. Esse tipo de adesao pode ocorrer em poucas horas de interacao
entre o microrganismo e a superficie (SANTOS, 2015).

Muitas infecgdes causadas por C. albicans envolvem o crescimento de
fungos em biofilmes. Estas tém um grande impacto na saude publica, porque
0S microrganismos organizados em biofilmes apresentam uma menor
susceptibilidade as terapias antifungicas convencionais (VASCONCELOS,
2013). Além disso, as células de C. albicans associadas ao biofilme contém
paredes celulares que s&o duas vezes mais grossas, e contém mais
carboidratos e B-1,3-glucanas, do que as células em sua forma plancténica
(SHARMA et al., 2019).

C. albicans produz mais biofiilme que outras espécies do género
(BARBEDO e SGARBI, 2010), podendo forma-los em superficies abidticas e
biéticas (HOFS, MOGAVERO e HUBE, 2016). Biofilmes de C. albicans em
superficies bidticas sdo constituidos por dois tipos celulares, que sdo as
leveduras e células filamentosas. Estes biofilmes sdo gerados devido a
mudancas na imunidade do hospedeiro ou na ecologia do ambiente em que o
fungo se encontra (VASCONCELOS, 2013).

A habilidade de C. albicans em formar biofilmes esta intimamente
associada a capacidade de causar infec¢des, e pode ser considerado um
importante fator de viruléncia, pois biofiimes estdo associados a resisténcia
contra o sistema imune do hospedeiro e a antifungicos (BARBEDO e SGARBI,
2010).

Os biofiimes de C. albicans podem ser regulados por moléculas
sinalizadoras de quorum sensing (ex: farnesol) ou por genes especificos, que
afetam a morfogénese, aderéncia e Vviruléncia (gene caace2), genes
diretamente relacionados com o desenvolvimento de hifas (not4), ou aquele
relacionado com a adeséao e penetragdo na célula hospedeira (hwp1) (JESUS,
2013). Varios fatores sao responsaveis pelo aumento da resisténcia dos fungos
quando estao em biofilme, como por exemplo, a taxa de crescimento reduzida
das células fungicas, regulagdo positiva das bombas de efluxo de drogas, a
presenca de células persistentes e uma matriz extracelular impermeavel
(HOFS, MOGAVERO e HUBE, 2016).

Os mecanismos de resisténcia de um biofilme aos agentes

antimicrobianos ainda ndo sdo completamente compreendidos e podem variar
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de acordo com os microrganimos presentes nesta estrutura e com a natureza
do agente antimicrobiano (VASCONCELOQOS, 2013).

O modelo de biofilme proposto para a C. albicans abrange cinco etapas
distintas de desenvolvimento: adsorcao das leveduras a superficie, aderéncia a
superficie, formacado de microcolénias, maturacdo do biofilme e dispersédo das
células do biofilme maduro (Figura 6) (JESUS, 2013).

Figura 6- Modelo de desenvolvimento de biofilme proposto para Candida

albicans.
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Legenda: Modelo de biofilme proposto para a C. albicans com cinco etapas distintas
de desenvolvimento: (i) adsorcdo das leveduras a superficie; (i) aderéncia a
superficie; (iii) formagao de microcoldnias (iv); maturagdo do biofilme e (v) dispersao
das células do biofilme maduro.

Fonte: JESUS, 2013.

2.6 ESPILANTOL

O espilantol (Figura 7), também conhecido como “affinin” € uma
alquilamida bioativa encontrada em diversas plantas da familia Asteraceae,
entre elas, Heliopsis longipes, Welelia parviceps e em espécies do género
Acmella (A. ciliata, A. oppositifolia, A. radicans, A. brachyglossa, A. oleracea, A.
paniculata, A. uliginosa) (PRACHAYASITTUKAL et al., 2013; BARBOSA et al.,
2016; SILVEIRA, SANDJO e BIAVATTI, 2018).
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Essa substancia também pode ser encontrada em plantas da familia
Solanaceae e Piperaceae, sendo considerado o principal composto
responsavel pelas atividades biolégicas do extrato destas (ALONSO, 2016). O
espilantol encontra-se distribuido de maneira variavel em toda a parte aérea do
jambu (Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen), porém, em maior concentragao nas
flores (CHENG et al., 2015).

Figura 7- Estrutura quimica do espilantol (C14H23NO).

Fonte: ARAUJO et al., 2018.

O espilantol € uma alquilamida alifatica (de cadeia aberta), e esses tipos
de alquilamidas tém se mostrado bastante promissoras como compostos
medicinais, flavorizantes e inseticidas. Elas também tém apresentado a
capacidade de excitar neurbnios sensoriais diferentes dos excitados pela
capsaicina e outros condimentos pungentes semelhantes (SILVEIRA, 2017).

Alquilamidas sdo um grupo de metabdlitos secundarios encontrados em
muitas familias de plantas, incluindo Aristolochiaceae, Asteraceae,
Brassicaceae, Euphorbiaceae, Menispermaceae, Piperaceae, Poaceae e
Rutaceae. Acredita-se que, nas plantas, essas substancias atuem como
hormonios, regulando o crescimento e formacao das raizes. Esses metabolitos
secundarios formam uma classe distinta de produtos naturais, nos quais,
através de uma ligacao peptidica, diferentes aminoacidos sdo combinados com
acidos graxos insaturados (SILVEIRA, SANDJO e BIAVATTI, 2018). O
espilantol é formado, biossinteticamente, a partir do acido a-linolénico e do
aminoacido valina (Figura 8) (SILVEIRA, 2017).
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Figura 8- Rota biossintética do espilantol.
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Essas alquilamidas provocam ainda, efeitos de formigamento e
pungéncia, geralmente acompanhados por salivacdo e anestesia, o que tem
provocado grande interesse no estudo dessas substéncias (SILVEIRA,
SANDJO e BIAVATTI, 2018). A peca chave para esta propriedade sensorial €
uma ligagao dupla com configuragdo Z na cadeia acida, além disso, o tamanho
da cadeia carbOnica e o padrao das insaturagbes também influenciam na
sensagao de pungéncia (SILVEIRA, 2017).

Além disso, o espilantol € um composto anfifilico, com um grupamento
amida relativamente polar e um grupo acil menos polar, podendo assim, ser
extraido de plantas por solventes tanto polares como etanol e metanol, quanto
por solventes apolares como hexano, ou até mesmo por CO, supercritico. Apds
a extracdo, pode ser purificado por cromatografia em camada delgada (CCD)
ou por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) (BARBOSA et al.,
2016).

Suas propriedades sensoriais sdao amplamente utilizadas em
composi¢cdes de higiene bucal, produtos pessoais, produtos de limpeza,
alimentos e bebidas (SILVEIRA, SANDJO e BIAVATTI, 2018), também
apresentam efeito analgésico, e por isso, as plantas que o possui sdo
frequentemente chamadas de “plantas da dor de dente’. Os grupos
farmacofdricos importantes para a sua atividade analgésica, formigamento e
efeitos de “dar agua na boca” sdo os grupamentos amida e acila insaturada
(alcenil) (BARBOSA et al., 2016).

Varias atividades farmacologicas ja foram atribuidas ao espilantol,
podemos citar, além das descritas acima, as atividades antinociceptiva,
neuroprotetora, antioxidante, anti-inflamatéria, antimutagénica, anti-cancer,
antifungica, antibacteriana, antirrugas, anticonvulsivante, afrodisiaca, inibidora
da lipase pancreatica, diurética, vasorelaxante, antivirus da imunodeficiéncia
humana (BARBOSA et al.,, 2016), inseticida contra Periplaneta americana,
Plutella xylostella e Tuta absoluta (DUBEY, et al., 2013), antimalarica (DUBEY,
et al., 2013; BARBOSA et al., 2016), larvicida contra Aedes aegypti (DUBEY, et
al., 2013; ARAUJO et al., 2018), Helicoverpa zea neonates (BARBOSA et al.,
2016), Culex quinquefasciatus (DUBEY, et al., 2013; ARAUJO et al., 2018) e
Anopheles albimanus (DUBEY, et al., 2013), antimoluscicida (BARBOSA et al.,
2016), antiartritica (ESCOBEDO-MARTINEZ et al., 2017), anestésica (DUBEY,
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et al., 2013; FREITAS-BLANCO et al.,, 2016) cicatrizante (YAMANE et al.,
2016) e acaricida (CRUZ et al., 2016), além de possuir efeitos sobre o SNC e o
sistema imune (GERTSCH, 2008; HAJDU, 2014; VERYSER et al., 2014).

Além disso, é capaz de penetrar na pele apds administragao topica, ser
absorvido pelo intestino endotelial, mucosa oral e atravessar a barreira
hematoencefalica. Pode aumentar a penetracdo da cafeina, fortestosterona e
cinco micotoxinas na pele e ainda melhorar o desempenho sexual em ratos
(BARBOSA et al., 2016; SILVEIRA, SANDJO e BIAVATTI, 2018).

Apesar do grande numero de atividades bioativas e aplicagdes, existem
apenas alguns produtos comerciais baseados em espilantol disponiveis para
fins farmacoldgicos (SILVEIRA, SANDJO e BIAVATTI, 2018). Assim, o
espilantol ou extratos de plantas que o contém podem ser adicionados a pasta
de dente e utilizados como analgésico oral em géis bucais (Buccaldol®, da
Alphamega, Franga) ou como anti-inflamatério (Indolphar®, do ID Phar,
Bélgica) e em tinturas para tratamento topico de infecgbes (tintura de Vogel
spilanthes contendo Etanol a 65%, da Biohorma, Bélgica) (VERYSER et al.,
2014; SILVEIRA, SANDJO e BIAVATTI, 2018). Além disso, ele pode ser
utilizado como um creme antirrugas que pode substituir o botox em aplicagdes
cosméticas (DEMARNE e PASSARO, 2009) e em alguns produtos
antienvelhecimento (Gatuline®, SYN®-COLL, ChroNOlineTM) (HAW e KENG,
2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifungica de espilantol frente a uma espécie de
Candida albicans (ATCC® 10231) resistente a multiplas drogas e propor suas

propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) e o efeito dessa
concentracao sobre C. albicans;

e Investigar a interferéncia de espilantol na curva de crescimento de C.
albicans;

e Avaliar a densidade e a viabilidade celular de C. albicans tratados com
espilantol;

e Avaliar o efeito de espilantol sobre o envoltério celular (parede e
membrana) de C. albicans;

e Avaliar o sinergismo de espilantol com os antifungicos fluconazol e
itraconazol frente a C. albicans.

e Avaliar a viabilidade celular de espilantol frente as linhagens de
fibroblastos (NIH/3T3) e queratinécitos (HaCaT).

e Propor as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e

farmacodinamicas de espilantol.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL DE ESTUDO

O espilantol foi gentiimente cedido pelo professor Mario Geraldo de
Carvalho pertencente ao Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de
Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, com um teor de
98% de pureza (BARBOSA, 2016).

4.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA EM CELULAS PLANCTONICAS

4.2.1 Linhagem fungica e cultivo celular

Em todos os experimentos realizados foi utilizada a espécie Candida
albicans (ATCC® 10231), caracterizada por ser resistente a Anidulafungina,
Voriconazol, Itraconazol e Fluconazol (ATCC, 2018). Este microrganismo foi
gentilmente cedido pelo Professor Marcelo Gonzaga de Freitas Araujo da
Universidade Federal de Sao Joao Del Rei (UFSJ), Campus Divindpolis.

Esta levedura foi armazenada e mantida em criotubos contendo caldo
Sabouraud Dextrose (CSD) e glicerol a uma temperatura de -20°C para

preservacao de suas caracteristicas bioldgicas.

4.2.2 Determinacgao da concentragao inibitéria minima (CIM)

O ensaio para verificar a concentragao inibitéria minima (CIM) de
espilantol foi realizado utilizando uma técnica de microdiluigdo seriada em
caldo descrita pelo CLSI (2017) com algumas modificagdes. A levedura C.
albicans foi cultivada previamente a 35 °C por 24h em Agar Sabouraud
Dextrose (ASD). Em seguida, colénias desta mesma levedura foram
transferidas para um tubo de vidro contendo caldo Sabouraud Dextrose (CSD)
e foram mantidas em estufa a 35°C por 24h. Diluigdes sucessivas de 200 a
1,56 pg/mL da amostra foram preparadas a partir de uma solugédo estoque de
espilantol a 0,4 mg/mL em DMSO 5% e Tween 5%. Foram transferidos 80uL
dessas diluicdes para as microplacas de 96 pogos, que ja continham 100uL de
meio de cultura (CSB). Em seguida, o indculo na escala turbidimétrica padrao
de 0,5 McFarland (2 x 10° UFC/mL) foi preparado em solugao salina e a partir

deste, foi realizada uma diluicdo de 1:99 visando obter 2 x 10* UFC/mL. Para
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completar o volume final de 200uL em cada poco da microplaca, foram
adicionados 20puL desse indculo previamente diluido. As placas foram entéo,
incubadas a 35 °C por 24h e 48 h. De forma similar, foram realizados
simultaneamente com o controle de crescimento (CSD + levedura + veiculo de
espilantol) e o controle de esterilidade (CSD). A Nistatina foi usada como
controle positivo com concentragdes de 160 a 1,25 ug/mL. A CIM foi calculada
como a maior diluicdo capaz de inibir completamente o crescimento fungico

nos poc¢os das microplacas. As analises foram realizadas em ftriplicatas.

4.2.3 Efeito da CIM sobre o crescimento fungico

O efeito da CIM sobre o crescimento da levedura C. albicans foi
determinado por uma modificagdo do método de Spencer e Spencer (2004).
Foram retirados das microplacas, das quais se realizou a concentracio
inibitéria minima (CIM), um volume de 10 pyL da concentragdo das amostras
que visualmente ndo apresentaram crescimento no ensaio da CIM. Estes
volumes foram inoculados em placas de ASD recém-preparadas, que foram
posteriormente incubadas em estufa a 35°C por 24h. O efeito da CIM sobre o

crescimento da levedura foi reportado como fungicida ou fungistatico.

4.2.4 Determinagao da curva de crescimento

A curva de crescimento para C. albicans foi realizada de acordo com a
metodologia de Babii et al. (2016) e Campos et al. (2018) com algumas
modificagdes. A levedura foi cultivada a 35°C por 24h em CSD e esta foi
utilizada para preparar o indculo em agua estéril na concentragdo de 2 x 10°
UFC/mL (escala turbidimétrica padrao de 0,5 McFarland). Em seguida, a partir
deste indculo, foi realizada uma diluicdo de 1:99 visando obter 2 x 10* UFC/mL.
Tubos de CSD acrescidos com concentragcdes de espilantol (valor de CIM, 0,5
CIM e 0,25 CIM) foram preparados e adicionados ao indculo diluido. Estes
tubos foram incubados a 35°C e a densidade 6ptica foi registrada a 600 nm nos
tempos de 6, 8, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 h. O grafico foi tragado com base em
variagbes de turbidez ao longo das horas de incubagao. Nistatina (em valores
de CIM) foi utilizada como controle positivo. Cepas fungicas inoculadas em

CSD foram utilizadas como controle do crescimento fungico. O branco das
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amostras foi preparado utilizando apenas o CSD + espilantol ou CSB +

nistatina. O experimento foi realizado em triplicata.

4.2.5 Determinagao da densidade e da viabilidade celular

A densidade e a viabilidade das leveduras foram avaliadas pelo kit
LIVE/DEAD® Yeast Viability (Molecular Probes, USA), que consiste de dois
marcadores fluorescentes, o calcofluor white (CW) e o FUN-1. Cepas fungicas
de C. albicans foram inoculadas em tubos de CSD contendo espilantol (valor
de CIM, 0,5 CIM e 0,25 CIM), incubadas a 35°C por 24 h. Cepas inoculadas em
apenas CSD ou nistatina (valores de CIM) serviram como controles de
crescimento e positivos, respectivamente. As leveduras em suspenséo (1 mL
de cada amostra, n = 3) foram coradas com 1 yL de FUN 1 e 5 uL de CW.
Apods incubacdo a 35°C por 30 min no escuro, as amostras foram preparadas
por citocentrifugagdo (Shandoncytospin 4, ThermoElectron) a 452 x g por 10
minutos (SILVA, et al. 2014). Em seguida, as laminas resultantes foram
analisadas em microscépio de fluorescéncia BX-60 (Olympus). Em 10 campos
aleatdrios, a contagem de células totais foi realizada com o filtro fluorescente
U-MWU2 (CW) e a de células metabolicamente ativas com filtro U-MWB (FUN-
1). A densidade celular foi dada pela quantidade total de células e a proporgao
células vivas/ativas e mortas/inativas foi estabelecida. A viabilidade celular foi
avaliada pela atividade metabdlica intracelular das leveduras. O experimento foi

realizado em triplicata.

4.2.6 Ensaios sobre o envoltério celular

Apés verificacdo da atividade antifungica do espilantol frente a C.
albicans, avaliou-se a influéncia de espilantol sobre a célula fungica. Os
ensaios consistiram em avaliar a capacidade do espilantol em romper a
integridade da membrana (medicdo da permeabilidade da membrana com
cristal violeta e extravasamento de membrana com “liberacdo” de
nucleotideos), parede celular (ensaio de protecdo do sorbitol) e ligacado
especifica a um esterdide de membrana (ensaio de ligacdao ao ergosterol

exdgeno).
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4.2.6.1 Permeabilidade da membrana com cristal violeta

Mudangas na permeabilidade da membrana fungica também foram
avaliadas por ensaio de cristal violeta (CV) conforme descrito por Campos et al.
(2018). A linhagem flingica recém-crescida (10° células/mL) (de acordo com os
padrées de turbidez de McFarland) em CSD foi inoculada posteriormente em
tubos acrescidos com concentragao de espilantol (valor de CIM, 0,5 CIM e 0,25
CIM) a 35 °C e nistatina (valor de CIM), seguido de incubacdo por 4 h. As
suspensdes de células fungicas foram centrifugadas a 1000g por 10 min e o
pellet foi ressuspendido em 10 yg/mL de solugéo de cristal violeta preparado
em agua estéril e incubado 10 min a 35 °C. Apds a incubagéo, os tubos foram
centrifugados a 1000g por 15 min e a densidade 6ptica do sobrenadante foi
medida em um comprimento de onda de 570 nm em espectrofotdmetro. A
densidade 6ptica do sobrenadante do grupo de células nao tratadas normais foi
usado como controle de crescimento. O valor da densidade Optica da solucao
de cristal violeta foi considerado como 100%. A porcentagem de captacéo de
violeta de cristal foi expressa da seguinte forma: (valor de densidade optica da
amostra/valor de densidade 6ptica da solugdo de CV) x 100 = porcentagem de

captacao de cristal violeta. O experimento foi realizado em triplicata.

4.2.6.2 Extravasamento de membrana (“Liberagao” de nucleotideos)

O experimento foi realizado de acordo com Campos et al. (2018). A
linhagem C. albicans foi incubada em CSD a 35 °C durante 24h. A cultura foi
entdo, lavada e ressuspensa em solugdo tampéo fosfato (PBS) 10 mM (pH
7,4), atingindo a densidade final de cerca de 10° células/mL. As amostras
fungicas foram entao incubadas com espilantol (valor de CIM, 0,5 CIM e 0,25
CIM) e nistatina (valor de CIM) em diferentes intervalos de tempos (0, 1, 2, 3 e
4h); as amostras incubadas com PBS 10 mM (pH 7,4) foram utilizadas como
controle. Apds a incubacdo, as suspensodes celulares foram centrifugadas a
10,000 g durante 10 min e realizou-se a leitura dos sobrenadantes em um
espectrofotbmetro numa densidade oOptica de 260 nm, a uma temperatura

ambiente de 25 °C. O experimento foi realizado em triplicata.
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4.2.6.3 Ensaio de protecao do sorbitol

Apdés a determinagédo dos valores de CIM pelo ensaio de diluicédo
seriada, o ensaio de parede foi realizado utilizando o sorbitol como protetor
osmotico, conforme metodologia de Frost et al. (1995) e Campos et al. (2018).
Uma microdiluicdo em série foi realizada em uma microplaca estéril de 96
pocos utilizando CSD duplamente concentrado e enriquecido com sorbitol a 0,8
M. A solugéo estoque de espilantol foi diluida em concentragdes variando de
1600 a 12,5 pg/mL. Nistatina (20 a 0,156 ug/mL) foi utilizada como controle
positivo. Os valores de CIM foram determinados apds 24h de incubacéo a

35°C. O experimento foi realizado em triplicata.

4.2.6.4 Ensaio de ligagao ao ergosterol exégeno

A CIM do espilantol na presenca de ergosterol exdgeno foi determinada
seguindo a metodologia de Frost et al. (1995) e Campos et al. (2018). Uma
microdiluicdo em série foi realizada em uma microplaca estéril de 96 pocos
utilizando CSD duplamente concentrado enriquecido com ergosterol (400
pg/mL). A solugao estoque de espilantol foi diluida em concentragdes variando
de 1600 a 12,5 pg/mL. Nistatina (20 a 0,1562 ug/mL) foi usada como controle
positivo. Os valores de CIM foram determinados apds 24h de incubacgao a

35°C. O experimento foi realizado em ftriplicata.

4.2.7 Ensaio de sinergismo (Checkerboard)

O sinergismo foi testado utilizando uma técnica bidimensional de
concentragbes em série de compostos testes, de acordo com a metodologia
descrita por Pillai, Moellering e Eliopouos (2005). O teste foi realizado em CSD
usando placas de microdiluicdo de 96 pogos contendo espilantol (800 pg/mL) e
os antifungicos fluconazol (40000 pg/mL) e itraconazol (800 ug/mL) em
concentragbes em série. As suspensbes fungicas foram preparadas para
produzir indculos finais de 2 x 10° UFC/mL. Os pocos das microplacas foram
preenchidos com 80 pyL de CSD. Na ultima coluna (n° 12) adicionaram-se 100
ML dos antifungicos para realizagdo da diluigdo seriada, transferindo-se
sequencialmente 100 pL do pocgo anterior para o préximo até a coluna 2. Da

mesma maneira, na primeira linha (A) adicionou-se 100 pL da solucédo de
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espilantol para posterior realizacdo da diluicdo seriada até a linha G. Portanto,
a coluna 1 contém apenas o espilantol e a linha H apenas os antifungicos.
Posteriormente foram adicionados 20 pL da suspensao fungica em cada pogo

(Figura 9). A leitura da microplaca foi realizada apos 24h de incubacéo a 35°C.

Figura 9- Esquema ilustrativo do ensaio de checkerboard com espilantol e os

antifungicos, fluconazol e itraconazol, frente a Candida albicans.

Diluigdo seriada do antifingico

1 2 3 4 6§ 6 7 8 0 W0 1N 12

Dilui¢do seriada
80 pL de do espilantol

CsD

20 pL de
inaculo

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O checkerboard foi utilizado como base para calcular o indice de
concentragao inibitéria fracionada (ZCIF), que é a soma dos CIF’s do espilantol
e dos antifungicos (Figura 10). Os resultados foram interpretados da seguinte
forma: <0,5 sinergismo; 0,5 a 1 efeito aditivo; 1-2 indiferente ou nenhum efeito;
e > 2 antagonismo. As diluicdes testadas no indice de Concentragéo Inibitoria
Fracionada (CIF) foram baseadas no CIM do espilantol e dos antifungicos
(CAMPOS, 2017).
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Figura 10- Férmula utilizada para calcular o indice de concentragéo inibitéria

fracionada (ZCIF) entre o espilantol e os antifungicos fluconazol e itraconazol.

ECIF = CI FZ—'S.P‘I-‘\.\II(}I + CIF.‘.N"—UHL’.C(.‘:

CIF CIM do espilantol combinado com o antifungico
FeRLANTEL CIM do espilantol

CI F CIM do antifingico combinado com o espilantol
ANTIFUNGICO =

CIM do antifiangico

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

4.3 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR FRENTE AS LINHAGENS DE
FIBROBLASTOS E QUERATINOCITOS

4.3.1 Linhagens de células e condi¢ées de cultivo

A linhagem de fibroblastos (NIH/3T3) e de queratindcitos (HaCaT),
gentilmente cedidas pelo prof. Dr. Frederico Pittella Silva do Laboratério de
Desenvolvimento de Sistemas Nanoestruturados (LDNano) da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora, foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) e em meio DMEM e Ham’s F-12
(proporcao 1:1), respectivamente, ambos suplementados com 10% de Soro
Bovino Fetal (SBF) e 1% da solug&o dos antibidticos [Penicilina (100 Ul/mL) e
Estreptomicina (100 pg/mL)] em garrafas de cultura de 75 cm® e mantidas em
estufa incubadora umidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO, até
atingirem 80% de confluéncia.

Em seguida, removeu-se o meio, lavou-se com PBS e adicionou-se 2 mL
de solugcdo de tripsina/EDTA 2,5% as garrafas de cultura dos fibroblastos e
queratinécitos, as quais foram incubadas por 4 e 10 minutos, respectivamente,
a 37°C com atmosfera de 5% de CO,. Apds, acrescentou-se 4 mL de meio
DMEM ou DMEM/Ham’s F-12 suplementado com 10% SBF e 1% da solugao
de antibidticos para inativacdo da enzima. Recolheu-se 0 meio contendo as
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células e transferiu para um tubo de centrifugacdo estéril de 15 mL,
procedendo a centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em meio
DMEM ou DMEM/Ham’s F-12 suplementado com 10% SBF e 1% de
antibidtico. As suspensdes de células foram diluidas diretamente no corante
Azul de Trypan 10x para a contagem em camara de Neubauer para iniciar o

ensaio de viabilidade celular.

4.3.2 Avaliacao da viabilidade celular pelo ensaio de MTT

Para a avaliagao da viabilidade, as células foram transferidas para
microplacas de 96 pocos, com densidade celular de 5 x 10° células/poco e 1 x
10* células/poco para NIH/3T3 e HaCaT, respectivamente, e incubadas por 24
h em estufa incubadora umidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO..
Posteriormente, removeu-se o meio e adicionou-se 150 yL de meio DMEM ou
DMEM/Ham’ F-12 suplementado (10% de SBF e 1% da solugao de
antibidticos) em cada pogo. Em seguida, foram adicionados 50 pL de espilantol
previamente diluido em solugdo de DMSO para a concentragao final de 0,5%
(v/v), de modo a obterem-se concentragdes de espilantol variando entre 200
Mg/mL a 12,5 pg/mL (em quadruplicata). Como controles foram utilizados meio
DMEM ou DMEM/Ham’s F-12 (controle negativo) e meio DMEM acrescido do
solvente (solu¢do de DMSO a 0,5% (v/v))(controle solvente). As placas foram
incubadas por 24 e 48 horas a 37°C com 5% de CO,. A citotoxicidade foi
avaliada por meio da viabilidade celular por meio do ensaio de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (MOSMANN, 1983). O ensaio para
avaliagcao de viabilidade é baseado na redugcdo metabdlica do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenltetrazolium (MTT) (amarelo) a formazan
(coloragao violeta). Apdés o tempo de cultura de 48 horas, retirou-se o
sobrenadante e adicionou-se 90 pL de meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12
suplementado acrescido de 10 uyL de solugdo de MTT (5 mg/mL), sendo
incubada por 2:30 h a 37 °C com 5% de CO,. Transcorrido esse tempo, o
precipitado de formazan formado pela metabolizacdo do MTT pelas células
metabolicamente viaveis foi dissolvido em 100 yL de DMSO e a absorbancia
(Abs) foi lida em espectrofotdmetro (SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA)

a 595 nm. O experimento foi realizado em triplicata. A viabilidade celular (%)
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dos fibroblastos e queratindcitos apds tratamento foi obtida pela seguinte

formula:

. i Absorbancia da Amostra
%4 de células viaveis = — — ¥ 100
Absorbancia média dos controles tratados com DMS0

Como se pode observar, o calculo da porcentagem de viabilidade celular
para as células tratadas com diluicdes das amostras foi feito a partir das
médias das respectivas absorbancias, considerando-se o valor médio da

absorbancia do grupo controle negativo como 100% de viabilidade.

4.4 ESTUDOS IN SILICO

Com intuito de avaliar as propriedades fisico-quimica, farmacocinética e
farmacodindmica de espilantol, foram utilizados cinco softwares livres
disponiveis em plataformas online gratuitas (pkCSM, Molinspiration®,
Way2Drug, SwissADME e Swiss Target Prediction). Os procedimentos estao

descritos a seguir.

4.4.1 Avaliacao das propriedades fisico-quimicas de espilantol

A estrutura quimica do espilantol foi desenhada no software livre
Molinspiration Chem Informatics® (http://www.molinspiration.com/). Este
software calcula, com base em descritores moleculares, propriedades fisico-
quimicas como Log P, doadores e aceptores de ligagbes de hidrogénio, massa
molecular e numero de violagées a regra dos 5 de Lipinski. Também gera,
automaticamente, a notagdo SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry
System) das moléculas. Esta notagdo descreve a natureza e a topologia da
estrutura molecular do espilantol e foi necessaria para alimentar os softwares
utilizados para calcular as caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas e

farmacodinadmicas desse composto.
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4.4.2 Avaliagao das propriedades farmacocinética e farmacodinamica de

espilantol

A notagdo SMILES entéo, foi inserida na versdo dos softwares livres
pkCSM, Way2Drug, SwissADME e Swiss Target Prediction. Para avaliar os
parametros de absorgao, foram utilizados os modelos de permeabilidade em
células Caco-2 (célula de carcinoma do colo intestinal), absor¢ao intestinal pelo
intestino humano, substrato para glicoproteina P, inibicdo de glicoproteinas P |
e Il e permeacdo cutanea. No que diz respeito a distribuicdo de espilantol,
foram avaliados o seu volume de distribuicdo em organismo humano, sua
permeabilidade na barreira hematoencefalica e no sistema nervoso central
(SNC). No metabolismo do composto foi observado se 0 mesmo seria substrato
e/ou inibidor de enzimas do complexo citocromo P 450 (CYP 450). Para avaliar
parametros relacionados com a excrec¢ao, foi avaliada a capacidade de inibigao
de transporte renal de cations organicos. O perfil citotoxico foi tragado através
do teste de toxicidade AMES, toxicidade em Tetrahymena pyriformis, dose

maxima tolerada em humanos e hepatoxicidade.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A atividade do espilantol foi apresentada com intervalo de confiancga
mediano de 95%. Cada ponto de dados representa a média = desvio padrao de
pelo menos dois experimentos independentes realizados em triplicata.
Diferencas estatisticas entre o tratamento e o controle foram avaliadas pelo
teste ANOVA seguido de Bonferroni (P > 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) e seu efeito
sobre C. albicans

Testes de suscetibilidade a drogas antifungicas podem ser usados nao
somente na pesquisa de sensibilidade aos agentes antimicrobianos, como
também na busca por novos farmacos pela verificagdo da atividade antifungica
de amostras complexas, como extratos vegetais e de substancias puras. Estes
testes sdo de extrema importancia, devido ao aumento de sérias infec¢des
fungicas e ao concomitante aparecimento de resisténcia aos agentes
antifungicos (STOPPA et al., 2009).

Para a avaliagdo da atividade antifungica de produtos naturais, séo
realizadas varias metodologias como a bioautografia, a difusdo em agar e a
diluicdo em agar e em caldo. Porém, a metodologia proposta pela organizagao
americana Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para a avaliagéo
da atividade antifungica de substéncias puras é a diluicdo em caldo, pois esta
apresenta alta reprodutibilidade, é barata, 30 vezes mais sensivel que outros
meétodos utilizados na literatura, requerem pequena quantidade de amostra,
pode ser utilizada para grande numero de amostras e deixa um registro
permanente (OSTROSKY et al., 2008; STOPPA et al., 2009; CLSI, 2017).

O teste de microdiluicdo em caldo foi empregado a fim de se determinar
a concentragao inibitéria minima (CIM) de espilantol. A CIM pode ser definida
como a menor concentracdo de um antimicrobiano capaz de inibir o
crescimento de um microrganismo. Elas sdo consideradas excelentes
ferramentas para determinar a suscetibilidade dos microrganismos aos
antimicrobianos e, portanto, usadas para julgar a desempenho de todos os
outros métodos de susceptibilidade. As CIM’s também s&o utilizadas em
laboratorios de diagnostico para determinar a atividade in vitro de amostras
clinicas a drogas antimicrobianas. A sensibilidade do microrganismo teste, o
diluente utilizado, o estagio e a taxa de crescimento da linhagem sao fatores
que influenciam nos valores de CIM (ALVES et al., 2008; OSTROSKY et al.,
2008; ANDREWS, 2001).

Ja a concentragdo fungicida minima (CFM) corresponde aquela

concentragdo da amostra capaz de impedir o crescimento de um fungo em



60

subculturas livres de substancias antifungicas, o que prediz a morte do mesmo
e a agao fungicida da amostra (SPENCER e SPENCER, 2004).

E importante ressaltar que a linhagem de C. albicans utilizada neste
estudo (ATCC® 10231) possui resisténcia aos antifingicos anidulafungina,
voriconazol, itraconazol e fluconazol (ATCC, 2018), representando um grande
desafio para a pratica clinica. Desse modo, inicialmente foi verificado a
atividade de dois antifungicos azdlicos frente a essa cepa, fluconazol e
itraconazol, a fim de confirmar a resisténcia relatada na literatura. Apos, foram
testados a nistatina, um antifungico poliénico, usado como controle positivo
neste trabalho e o espilantol. Os valores de CIM e os efeitos dessas
concentragbes para os antifungicos e o espilantol frente a C. albicans

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1- Concentracdo inibitéria minima (CIM) e o efeito de CIM para o

espilantol e os antifungicos frente a espécie Candida albicans ATCC® 10231.

Amostra CIM (pg/mL) Efeito

Nistatina 2,5 Fungistatico
Fluconazol 10000 Fungistatico
Itraconazol 200 Fungistatico
Espilantol 200 Fungistatico

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Pode-se observar que o espilantol demonstrou eficacia significativa
contra C. albicans com valor de CIM de 200 pug/mL, melhor que o fluconazol
(CIM = 10.000 pg/ mL) e semelhante ao itraconazol (CIM = 200 pg/mL). Um
efeito de inibicdo do crescimento (fungistatico) foi observado, no valor de CIM,
para todas as substancias testadas. A CFM nao pbéde ser determinada nas
concentracdes testadas.

Estes resultados confirmaram a resisténcia de C. albicans para
fluconazol e itraconazol e uma sensibilidade para nistatina (CIM = 2,5 ug/mL),
considerando que a resisténcia ao fluconazol pode ser designada por um CIM =
64 pg/mL (PFALLER et al., 2006) e para o itraconazol por um CIM = 1 pg/mL
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(PINJON et al., 2003). Ja a nistatina, é considerada resistente a C. albicans em
concentracdes = 16 ug/mL (KURIYAMA et al., 2005).

Ainda nao existe um consenso, que classifique o nivel de concentracao
inibitéria minima aceitavel para produtos naturais quando comparados com
antimicrobianos padroes, tanto que, alguns autores consideram somente
resultados similares aos de antimicrobianos, enquanto outros consideram com
bom potencial aqueles com niveis de inibigdes superiores. Entretanto, Simdes,
Bennett e Rosa (2009) considera que compostos fitoquimicos podem ser
classificados como antimicrobianos com base em testes de suscetibilidade que
produzem valores de CIM até 1000 ug/mL.

Dessa forma, o espilantol pode ser classificado como um bom inibidor,
OuU seja, possui uma promissora atividade antifungica. N&o foi possivel
encontrar a CFM tanto de espilantol quanto de nistatina. Mas observamos que,
o CIM dessas substancias tiveram efeitos fungistaticos, ou seja, houve uma
inibicdo do crescimento fungico sem causar a morte celular.

A atividade antifungica do espilantol € conhecida. Mejia et al. (2015)
realizaram um estudo antimicrobiano com a fragdo cloroférmica do extrato
etéreo das flores de Acmella oleracea, rico em espilantol, frente a Candida
albicans e obtiveram uma CIM de 312,5 ug/mL, demonstrando que este
composto possui atividade antifungica, que provavelmente se da, segundo
Jang et al. (2008) devido as regides insaturadas 2E, 6Z e 8Z, presente em sua
estrutura. Esta afirmacdo pdde ser confirmada, por um estudo realizado por
estes mesmos autores que comprovaram que, analogos saturados do
espilantol, como pelitorina e fagaramida n&o apresentam atividade antifungica
por ndo possuirem as mesmas regides insaturadas que o mesmo.

Alcantara et al. (2015) estudaram a atividade antimicrobiana in vitro do
extrato etandlico das flores de A. oleracea e suas fragdes, ricas em espilantol,
contra bactérias e fungos patogénicos presentes na pele e no trato
gastrintestinal de animais domésticos. A fragdo cloroférmica do extrato
etandlico das flores de A. oleracea foi testada contra Candida albicans ATCC
0175, obtendo- se uma CIM de 1000 pg/mL.

Com base nesses estudos, pode-se observar o potencial antifungico de
espilantol contra C. albicans, de forma que, foi encontrado um CIM menor que

o da literatura e que a linhagem em estudo é resistente diferindo dos demais
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trabalhos. Por esse motivo, foi realizado outros ensaios com este composto, a
fim de corroborar com os dados encontrados e propor possiveis mecanismos

de agéo para o mesmo.

5.2 Determinagao da curva de crescimento de C. abicans

O ensaio para determinar a curva de crescimento de C. albicans ATCC®
10231 se baseia na contagem de células de leveduras por turbidimetria, na
presenca da amostra teste em intervalos periddicos de incubagcdo (ANDRADE,
2017).

A curva de crescimento permite determinar a taxa de crescimento de
uma cultura celular. Esta taxa é dada, pela variacdo do numero de células por
unidade de tempo, sendo possivel dividir a curva em quatro diferentes fases:
fase de laténcia (lag), fase exponencial (log), fase estacionaria e fase de
declinio ou morte celular (TORTORA et al., 2012; IRFAN et al., 2017).

A fase lag corresponde ao periodo de tempo em que o numero de
células sofre pequenas variagbes, a fase log corresponde ao periodo em as
células iniciam seu processo de divisdo, sendo caracterizada pelo crescimento
acentuado e grande atividade metabdlica, a fase estacionaria se da quando o
numero de células que morrem € equivalente ao numero de células novas e a
populacdo se torna estavel, e a fase de declinio corresponde ao periodo em
que o numero de mortes excede o numero de células novas (TORTORA et al.,
2012).

Na curva de crescimento para C. albicans obtida (Grafico 1) pode-se
observar uma relacado entre a absorbancia e os tempos de 6 a 72 h. Para esta
analise foi feita uma curva padrdo das cepas fungicas sem os tratamentos e
somente com o veiculo das amostras, observando a fase “lag”, com pouca
divisdo celular, onde os microrganismos estdo se adaptando ao meio (6 a 12 h)
e a fase exponencial “log”, com crescimento acentuado e grande atividade
metabdlica (12 a 24 h). Dessa forma, o veiculo ndo afetou o crescimento da

linhagem em estudo.
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Grafico 1- Curva de crescimento de Candida albicans ATCC® 10231 na
presenca de espilantol (ESP) e Nistatina (NIS). Para construcdo da curva de
crescimento fungica (controle) foi utilizado o veiculo de espilantol. Os
experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a média +

desvio padrao.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

As curvas de crescimento fungica na presencga de nistatina e espilantol
tiveram um aumento da fase “lag” em comparagao ao controle de crescimento.
Além disso, foi observada uma diminuicdo de crescimento celular na fase “log”,
principalmente na presencga de espilantol na concentracdo de CIM.

Vale ressaltar que o espilantol (valor de CIM) manteve a mesma
quantidade de células entre 60 e 72 h, alcangando a fase estacionaria, o que
nao foi visto para nistatina, demonstrando uma atividade promissora quando
comparada ao controle positivo. Além disso, reduziu a fase log, porém manteve
o crescimento fungico, indicando novamente ter efeito fungistatico. Ja as
subdoses foram menos efetivas e apds 72 h de experimento tiveram a mesma

absorbancia que o controle de crescimento.
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5.3 Determinacgao da densidade e da viabilidade celular de C. albicans

Para avaliar o efeito do espilantol sobre a densidade e a viabilidade das
leveduras foi utilizado o kit LIVE/DEAD® Yeast Viability (Molecular Probes,
USA), que consiste de dois marcadores fluorescentes, o Calcofluor White (CW)
e 0 FUN-1. O Calcofluor White M2R é um fluorocromo que se liga a celulose e
a quitina da parede celular do fungo e marca a mesma com fluorescéncia azul,
independentemente do estado metabdlico celular. Dessa forma, consegue-se
investigar possiveis danos causados na parede celular fungica, pois a difusdo
do corante fluorescente por todo o citoplasma é sugestiva de perda da
integridade da parede celular (SILVA et al., 2018).

Ja o FUN-1 marca o citoplasma de todas as leveduras em verde-
amarelado, mas apenas em células com a membrana plasmatica integra e
funcdo metabdlica normal, a fluorescéncia do FUN-1 é convertida e marca
vacuolos intracelulares em vermelho-alaranjado. Por isso, células vivas exibem
fluorescéncia vermelha e células mortas exibem fluorescéncia verde (SOARES
et al.,, 2013).

A microscopia de fluorescéncia apds a coloracdo com o kit, mostrou que
o tratamento com espilantol e a nistatina (valor de CIM) induziram uma
diminuicao significativa da densidade celular quando comparado ao controle
negativo, indicando assim, uma atividade fungistatica, inibindo o crescimento
das células fungicas (Figura 11- A, C, E, G, |, K). Estes resultados, corroboram
com os encontrados nos ensaios de CIM e de curva de crescimento, e
demonstram o potencial do espilantol como uma possivel alternativa no
tratamento de infecgdes causada por C. albicans ATCC® 10231.

Em relacdo a viabilidade das células fungicas, foi observada uma
diferencga significativa da nistatina e do espilantol em valores de subdoses (0,5
CIM e 0,25 CIM) em relagdo ao controle negativo, e do espilantol (valor de

CIM) em relagéo ao controle negativo e a nistatina (Figura 11-B, D, F, H, J, L).
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Figura 11- Efeito de espilantol (ESP) no crescimento fungico de C. albicans
ATCC® 10231. Os fungos cultivados foram corados com o kit LIVE/ DEAD
Yeast Viability e contados sob microscopia de fluorescéncia para avaliagao da
densidade e da viabilidade celular. A nistatina (NIS) foi usada como controle
positivo. As letras indicam diferenga estatistica com os grupos tratados com
veiculo de ESP (a) e tratados com nistatina (b) (ANOVA seguido de Bonferroni,
P <0,05). Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata, e os dados

representam a meédia + desvio padréo.
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Legenda: As células foram coradas com o kit LIVE/DEAD Yeast Viability, que consiste
em dois marcadores Calcofluor White (CW; A,C,E, Gel),ecomo FUN1(B,D,F,He
J). O CW tem afinidade pela parede celular e marca todas as leveduras em azul (filtro
de excitagdo UV - emissao em fluorescéncia azul). O FUN-1 marca todas as células
em verde (filtro de excitagdo GFP - emissao em fluorescéncia verde), porém em
células metabolicamente ativas a frequéncia de emissao no vacuolo citoplasmatico é
alterada para vermelho (Bi, cabeca de seta branca). As leveduras foram contadas em
ambos os filtros no microscopio (10 campos aleatérios) e a proporgcao de células ativas

estabelecidas (L).

A atividade metabdlica das leveduras diminuiu significativamente com o
tratamento com espilantol, principalmente com espilantol no valor de CIM,
quando comparados ao controle negativo e ao controle positivo. A
porcentagem de células inviaveis no controle negativo foi pequena e o
tratamento com o espilantol causou uma maior diminuicdo no numero de
células viaveis quando comparado a nistatina e ao controle negativo indicando
um maior dano no envoltério celular (parede e membrana) da levedura.

Por meio da viabilidade celular, pode-se identificar diretamente a perda
da integridade do envoltério celular, onde estas sdo incapazes de manter um
potencial eletroquimico, sendo consideradas como inviaveis. A visualizagao é
possivel devido ao uso do corante FUN-1. Os resultados obtidos confirmam o
efeito de CIM para C. albicans ATCC® 10231, demonstrando uma ag3o

majoritaria em inibir o crescimento dessas leveduras.

5.4 Ensaios sobre o envoltoério celular

5.4.1 Permeabilidade da membrana com cristal violeta

O cristal violeta tem baixa penetrabilidade em células normais, mas se
acumula em microrganismos e outras células com envoltério celular lesionado
(AHMAD et al.,, 2014; HALDER et al., 2015). A captacéo celular de cristal
violeta é facilmente aumentada quando o envoltério da célula esta danificado e
nao é detectada quando o envoltério esta intacto (CAMPOS et al., 2018).

Os resultados (Grafico 2) indicam um aumento da permeabilidade
celular fungica, que pode ser observado pelo aumento na captagao de cristal

violeta, apds o tratamento com o espilantol (valor de CIM, 0,5 CIM e 0,25 CIM)
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e nistatina, em comparacdo com o controle. Observa-se que, esse aumento na
captacao de cristal violeta pela célula fungica tratada com espilantol é dose
dependente, sendo maior a captagao no valor de CIM.

O espilantol na concentracdo de CIM foi mais eficaz que a nistatina,
levando a quase 80% na captagcdao de cristal violeta. Isso ocorreu,
provavelmente, devido a disturbios da membrana celular do fungo e da parede
celular defeituosa. As subdoses de espilantol (0,5 CIM e 0,25 CIM)
apresentaram diferengas significativas em relagdo ao controle e a nistatina,
sendo a porcentagem de captagcdo de cristal violeta nessas concentragdes
menor que a porcentagem de captagao observada com o espilantol e o controle

positivo (valor de CIM).

Grafico 2- Permeabilidade celular por percentagem (%) de captagao de cristal
violeta por Candida albicans ATCC® 10231. Culturas tratadas com espilantol
(ESP) ou nistatina (NIS) foram avaliadas pela permeabilidade de captacdo de
cristal violeta. Controle negativo foi tratado com veiculo de espilantol. Letras
indicam diferenga estatisticamente em relagdo ao controle negativo (CC) (a) e
positivo (NIS) (b). ANOVA seguido por Bonferroni, P <0,05). Todos os
experimentos foram realizados em ftriplicata, e os dados representam a média +

desvio padrao.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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5.4.2 Extravasamento de membrana (“liberagao” de nucleotideos)

A liberagao de nucleotideos do interior para o exterior da célula ocorre,
devido a lesdo celular e indica ruptura da membrana (CAMPOS et al., 2018).
Esse extravasamento serve como indicador da desorganizagdo da membrana
celular. O efeito da permeabilidade celular, em termos de vazamento celular,
pode ser avaliado por meio da liberagdo do componente intracelular das células
para o meio, utilizando um tampao (MELO, 2017).

Dessa forma, o efeito do espilantol sobre a quantidade total de
nucleotideos liberados de C. albicans ATCC® 10231 foi avaliado por
absorvancia a 260 nm, comprimento de onda que representa o espectro de
absorbancia maximo para nucleotideos (SANTOS, 2010).

Os resultados mostram que tanto a nistatina, quanto o espilantol (valor
de CIM, 0,5 CIM e 0,25 CIM) provocaram um aumento na liberagdo de
nucleotideos (componentes intracelulares) de C. albicans ATCC® 10231 em
comparagao com o controle de crescimento (Grafico 3A), sugerindo um dano
no envoltério celular, favorecendo a permeabilidade das células fungicas,
gerando esse aumento no numero de nucleotideos liberados.

O tratamento com espilantol aumentou 25 vezes a liberacdo de
nucleotideos de C. albicans, enquanto a nistatina aumentou a liberagdo 8
vezes, comparando com o controle do crescimento (Grafico 3B). Esse
resultado ressalta ainda mais a atuagdo do espilantol contra C. albicans
ATCC® 10231, além de possibilitar evidéncias de um possivel mecanismo de

acao em envoltorio celular fungico.
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Grafico 3- Liberacdo de nucleotideos de Candida albicans ATCC® 10231 sob
efeito de espilantol (ESP) e nistatina (NIS). (A) Representa as curvas de
extravasamento de nucleotideos medido por densidade Optica em 260 nm por
um periodo de 4 horas, em intervalos de 1 hora e (B) area sob a curva. As
letras indicam diferenga estatisticamente significante em relagdo ao Controle
(a) e NIS (b) (ANOVA seguido de Bonferroni, P <0,05). Todos os experimentos

foram realizados em triplicata, e os dados representam a média = DP.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

5.4.3 Ensaio de ligagao ao ergosterol exogeno e de protecao do sorbitol

Os esterdis sdao componentes essenciais das membranas celulares
eucarioticas, sendo o ergosterol, o principal constituinte das membranas das
células fungicas. Ele atua como um bioregulador da fluidez, assimetria e da
integridade da membrana fungica. Também regula a permeabilidade da
membrana e age como uma espécie de “hormdnio” estimulando o crescimento
fungico (KATHIRAVAN et al., 2012; CAMPOS 2018).
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A propriedade do espilantol de se ligar diretamente ao ergosterol foi
verificada pela adicdo de ergosterol exégeno ao método de determinacéo de
CIM. Quando um antifungico se liga preferencialmente ergosterol exégeno
adicionado no teste, em vez de estar ligado ao ergosterol da membrana, isso
resulta em valores aumentados de CIM (CAMPOS, 2018). Os valores de
concentragcao inibitéria minima na presenca de excesso de ergosterol estdo
representados na Tabela 2. Podemos observar que o espilantol teve um
aumento de 4 vezes em seu valor de CIM, indicando que a amostra
possivelmente age em membrana celular.

A presenca do sorbitol como estabilizador osmoético da parede celular
também promove aumento do valor de CIM dos compostos que atuam sobre a
parede (ESCALANTE et al., 2008). Os valores de CIM para o espilantol no
ensaio com adi¢ao de sorbitol podem ser observados na Tabela 2. O valor de
CIM para o espilantol foi aumentado significativamente quando comparado ao
valor de CIM obtido sem a adicdo de sorbitol, indicando que essa substancia
afeta a parede celular, atuando no ergosterol, corroborando assim, com os
ensaios de extravasamento de nucleotideos e de captagao celular de cristal

violeta.

Tabela 2- Atividade antifungica in vitro de espilantol contra Candida albicans
ATCC® 10231 na presenca e auséncia de sorbitol e ergosterol exdégeno pelo

ensaio de microdiluicdo em caldo.

Amostras Cim CIM com sorbitol CIM com
ergosterol
Espilantol* 200 800 800
Nistatina* 2,5 - 20
Fluconazol* 10.000 10.000 -

*Concentragdo em pg/mL

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

5.5 Ensaio de sinergismo (Checkerboard)
Alguns estudos tém demonstrado que produtos naturais oriundos de

plantas apresentam atividade contra linhagens de patdgenos resistentes aos
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antimicrobianos, bem como apresentam ter efeito sinérgico (STOPPA et al.,
2009).

Zago et al. (2009), destaca que, o uso associado de plantas medicinais
com antimicrobianos tradicionais permite inibir ou intensificar o efeito
terapéutico das drogas tradicionais. Estes autores relatam também a
capacidade de haver sinergismo, com substancias sintéticas, em produtos
naturais que nao tenham uma ag¢ao antimicrobiana sintética.

Quando comparado ao uso de apenas um antimicrobiano, algumas
terapias combinadas possuem multiplas vantagens, podendo ser utilizada para
minimizar a toxicidade do farmaco, para expandir o espectro de acido do
antimicrobiano, prevenir o surgimento de microrganismos resistentes ou até
mesmo para obter atividade antimicrobiana sinérgica (ODDS, 2003).

O sinergismo antifungico entre o espilantol e os antifungicos fluconazol e
itraconazol foram estudados por meio de células plancténicas de C. albicans
ATCC® 10231 em um ensaio denominado Checkerboard. Este teste tem sido a
maneira mais comum para se caracterizar a atividade de combinagdes
antimicrobianas em laboratério, por meio do calculo do indice de concentragao
inibitéria fracionada (ZCIF). O uso desta técnica bidimensional permite avaliar o
sinergismo existente entre essas duas substancias, a fim de combinar as
concentragdes de ambos, possibilitando a utilizagdo de menores concentragbes
e consequentemente, obter menores efeitos tdéxicos sobre o organismo humano
quando estes forem utilizados (JOHNSON et al., 2004). A associagao entre
eles foi importante para otimizar o efeito antimicrobiano de ambos, promovendo

uma atividade sinérgica (Tabela 3).
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Tabela 3- indice de Concentragdo Inibitéria Fracionada (ZCIF) e seu efeito.

CIM em combinagdo de CIM em combinagao de

Amostras CiM espilantol com espilantol com
fluconazol itraconazol
Espilantol 200 3,125 0,25
Fluconazol 10000 2500 -
Itraconazol 200 - 0,125
2CIF - 0,265 0,0019
Efeito - Sinérgico Sinérgico

2CIF- soma das concentragbes inibitérias fracionadas — o efeito combinatério é
avaliado da seguinte forma: sinergismo 2CIF < 0,5; aditivo 2CIF> 0,5 e < 1; indiferente
2CIF>1e=<2

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2019).

Os indices de concentracéo inibitéria fracionada (ZCIF = 0,265 pg/mL) e
(ZCIF = 0,0019) encontrados para o fluconazol e o itraconazol,
respectivamente, revelaram uma possivel interacdo do espilantol com os
antifungicos fluconazol e itraconazol, sendo esta interagdo caracterizada como
uma acgao sinérgica (<0,5 upg/mL). Por meio desses resultados, pode-se
observar uma diminui¢ao no valor de CIM para o fluconazol (CIM de 10.000
pg/mL para 2500 pg/mL) e para o espilantol (CIM de 200 pg/mL para 3,125
pg/mL). O mesmo ocorreu com o itraconazol (CIM de 200 yg/mL para 0,125
Mg/mL), sendo a associagao espilantol + itraconazol considerada promissora,
pois se observa uma diminuicdo de 1600 vezes no valor de CIM para C.
albicans resistente.

Existem varios mecanismos envolvidos na obtencdo de uma atividade
sinérgica, podemos destacar dentre eles, a inibigdo de proteinas carreadoras, a
inibicdo simultanea da parede celular e membrana plasmatica, o aumento da
penetracdo de um agente antifungico proporcionado pela agdao de outro
antifungico na membrana celular fungica e a inibicao de diferentes estagios nas
vias bioquimicas fungicas que s&o essenciais a sobrevivéncia celular
(JOHNSON et al., 2004).
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A acgao sinérgica do espilantol com o fluconazol e o itraconazol pode
estar relacionada com um ou mais mecanismos citados, podendo destacar a
atuacdo em ergosterol e sorbitol, onde o espilantol apresentou um resultado
satisfatério. Esse resultado enfatiza ainda mais a importdncia do uso do
espilantol como alternativa terapéutica tanto na monoterapia quanto em

combinagao, retardando assim, o desenvolvimento de resisténcia fungica.

5.6 Avaliacao da viabilidade celular em linhagens de fibroblastos e
queratindcitos

A viabilidade celular foi avaliada em linhagens de fibroblastos
(NIH/3T3) e queratinécitos (HaCaT) pelo ensaio de MTT. Nenhuma das
concentragbes testadas para o espilantol reduziu significativamente a
viabilidade celular dos fibroblastos (Grafico 4).

A concentragdo de CIM (200 ug/mL) foi a que apresentou maior
diferenca estatistica em relacao ao controle, sendo as concentragdes de 100
Mg/mL, 50 yg/mL e 25 ug/mL as que proporcionaram maior percentagem de
viabilidade celular em relagcdo ao controle, com mais de 80% de viabilidade. Ja
para a linhagem de queratinécitos (HaCaT), todas as concentragbes de
espilantol avaliadas demostraram ser nao significativas, apresentando mais de
100% de viabilidade em relacdo ao controle tratado apenas com meio DMEM
(Grafico 5).
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Grafico 4- Avaliacdo do perfil de viabilidade celular em linhagens de
fibroblastos (NIH/3T3) tratados com espilantol. Letras indicam diferenga
estatisticamente em relagédo ao controle negativo (a) e solvente (b). ANOVA
seguido por Bonferroni, P <0,05). Todos os experimentos foram realizados em

triplicata, e os dados representam a média * desvio padrao.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Grafico 5- Avaliacdo do perfil de viabilidade celular em linhagens de
queratinécitos (HaCaT) tratados com espilantol. Todos os experimentos foram
realizados em ftriplicata, e os dados representam a média + desvio padrao.
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O ideal de terapias medicamentosas, € que estas nado apresentem
toxicidade as células do organismo humano. O percentual de viabilidade
aceitavel foi determinado de acordo com a ISO10993-5:2009, que estabelece
que na investigacao de citotoxicidade de substancias in vitro, a viabilidade
celular ndo deve ser reduzida para valores inferiores a 70%. Este estudou
demonstrou que, nas concentragdes avaliadas, espilantol n&do reduziu a
viabilidade de células normais- fibroblastos e queratindcitos (viabilidade acima
de 70% para todas as concentragdes).

Dessa forma, o espilantol apresenta-se como um composto
promissor para ser empregado em formulagdes de uso topico, que possam ser
utilizadas para candidiases, pois, segundo os experimentos realizados, o
mesmo tem efeito fungistatico contra C. albicans resistente. Por este motivo,
foram utilizadas células HaCaT pois estas, sdo uma linhagem de queratindcitos
humanos imortalizados, que mantém a capacidade de diferenciacédo epidérmica
e sdo muito empregados para o estudo de produtos cosméticos, uma vez que
representam um tipo celular que esta em abundancia na camada mais externa
da pele (a epiderme), e que, portanto, € mantida em contato com substancias
ativas capazes de permear o estrato corneo e os fibroblastos, pois sdo o tipo

celular mais abundante na derme humana (ANDREO, 2014).

5.7 Estudos in silico

5.7.1 Avaliagao das propriedades fisico-quimicas de espilantol

Com o intuito de avaliar a capacidade do espilantol em ser um bom
candidato a ser administrado por via oral, foram analisadas as caracteristicas
fisico-quimicas desta molécula pelos softwares onlines gratuitos nas
plataformas pkCSM, Molinspiration® e Swiss ADME.

Para prever a biodisponibilidade oral de uma droga, Lipinski e
colaboradores desenvolveram uma regra, identificando parametros dos
compostos que levam a problemas de absorgéo e permeabilidade. Essa regra,
conhecida como ‘regra dos 5 de Lipinski" € baseada em caracteristicas fisico-
quimicas dos compostos analisados, tais como massa molecular, lipofilicidade

(log P) e numero de grupos doadores e aceptores de ligagdo hidrogénio
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(LIPINSKI, 2004). Contudo, moléculas que violam mais do que duas destas
regras podem ter problemas de biodisponibilidade oral (LIPINSKI, et al 1996;
GRANATO, 2017).

Outros pesquisadores identificaram outros parametros importantes e
reforcaram essas regras para que um composto tenha uma biodisponibilidade
oral ideal, como o numero de ligagdes rotacionaveis, pois uma flexibilidade na
molécula é importante para a passagem através das membranas biologicas
(PASSAMANI, 2009).

Os resultados apresentados na Tabela 4 demostraram que o espilantol
nao violou nenhuma das regras de Lipinski, mostrando-se assim, ser um bom
candidato para ser administrado por via oral, pois apresentou peso molecular
menor que 500 Da, Log P menor que 5, numero de ligagdes rotacionaveis
menor do que 10, grupos de aceptores de hidrogénio menor do que 5 e grupos

de doadores de hidrogénio menor do que 10.

Tabela 4- Parametros fisico-quimicos do espilantol encontrados apds busca

nas plataformas pkCSM, Molinspiration® e Swiss ADME.

Parametros Plataforma Plataforma Plataforma | Valores de
pkCSM Molinspiration® | Swiss ADME | Referéncia
Peso molecular 221,344 221,34 221,34 <500 Da
Log P 3,2273 3,49 3,36 <5
Ligacoes 7 7 8
rotacionaveis =10
Grupos
aceptores de 1 2 1 <5
hidrogénio
Grupos doadores
de hidrogénio 1 1 1 =10
Nimerode | o |
violagoes <2

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A lipofilicidade (log P) € uma das propriedades farmacologicas mais

importantes, com grande impacto nos processos farmacocinéticos e

farmacodinamicos. Ela é definida pela IUPAC, como uma propriedade que
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descreve um equilibrio de particionamento de moléculas de soluto entre a agua
e um solvente organico imiscivel (SANTOS et al., 2018).

A lipofilicidade de uma molécula e seu peso molecular também influencia
na sua biodisponibilidade oral. Compostos com um peso molecular
relativamente elevado e uma alta hidrofilicidade resultam numa
biodisponibilidade oral muito baixa, sendo na maioria dos casos inferior a 1%
(ZUPANCIC; BERNKOP-SCHNURCH, 2017).

O espilantol apresenta-se como um composto com elevada lipofilicidade
(log P< 5) e baixo peso molecular (< 500 Da), o que facilita a sua
biodisponibilidade oral. Isso € de grande importancia pois, a via preferida para
a administracdo de medicamentos € a via oral, devido ao seu baixo custo, alta

adeséo e conforto para o paciente (MALEKI et al., 2017).

5.7.2 Avaliagao das propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas
de espilantol.

Apos ter demonstrado ser um bom candidato para administracéo por via
oral, foram analisadas as caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas
do espilantol. A farmacocinética estuda os processos de absorcao, distribuicéo,
metabolismo e a excrecdo de farmacos (HELDT; LOSS, 2013). Ja a
farmacodinémica, esta relacionada com o mecanismo de agao e por isso,
estuda os efeitos das interagcbes moleculares que regulam o reconhecimento
de um farmaco pelo receptor (GOLAN, 2009), sendo possivel através dela,
entender as variagdes dos efeitos terapéuticos e das respostas farmacolégicas
(BOBROFF et al., 2009; BOULLATA; HUDSON, 2012).

A absorgao é definida como a passagem de um farmaco de seu local de
administracdo para o plasma e ¢é determinada pela ionizacdo e a
lipossolubilidade de uma molécula. Os principais fatores que afetam a absorcao
de um composto sdo a motilidade gastrintestinal, fluxo sanguineo esplénico,
tamanho da particula e os fatores fisico-quimicos (HANG et al., 2011).

Sabe-se que, a primeira barreira que uma substancia bioativa deve
ultrapassar para alcancgar a circulagao e apresentar uma boa biodisponibilidade
€ a barreira intestinal humana (PASSAMANI, 2009). Porém para que isto
ocorra, a substéncia deve apresentar alta solubilidade e lipofilicidade, pois

substéncias lipofilicas conseguem atravessar as membranas biologicas e
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alcancar seu sitio de agéo. Ao contrario de substancias ionizadas (carregadas),
que possuem baixa lipofilicidade e por isso possuem dificuldade em atravessar
as membranas e serem absorvidas (WATERBEEMD, 2003; HOU et al., 2007).

Os resultados encontrados (Tabela 5) revelaram uma alta absorg¢ao
intestinal humana de espilantol, o que caracteriza um processo importante para
que os farmacos possam alcancar a corrente sanguinea e chegar aos seus
alvos teciduais de acao (TRIFUNOVI et al., 2016).

Observa-se também uma boa permeabilidade cutanea e permeabilidade
em células Caco-2 (células do carcinoma do célon intestinal humano, utilizada
como modelo in vitro para mimetizar a absorg&do intestinal de farmacos)
(Tabela 5). Porém, é importante ressaltar que, alguns resultados de
permeabilidade em células Caco-2, ndo condizem com a absorgao intestinal
humana in vivo, pois, apesar de apresentarem correlacbes com os enterdcitos
do intestino como algumas enzimas metabdlicas e alguns sistemas de
transporte, essas células apresentam limitagdes, como por exemplo, a
expressao dos transportadores nem sempre mimetizam o modelo in vivo e elas
apresentam menor porosidade paracelular em comparagdo ao intestino
delgado (FREDLUND, WINIWARTER, e HILGENDORF, 2017).

Ja a distribuicdo de um composto € a passagem que ocorre da corrente
sanguinea para o liquido intersticial e intracelular e esta pode ser afetada tanto
por propriedades fisico-quimicas das substancias quanto por fatores
fisiologicos. Isso ocorre porque substancias pouco lipossoluveis tém dificuldade
em atravessar a membrana biolégica, sendo assim, menos distribuidas. O
contrario, também ocorre com substancias muito lipossoluveis, que podem até
acumular em tecidos adiposos, prolongando a permanéncia do farmaco no
organismo, além disso, a ligagdo com as proteinas também pode alterar a
distribuicdo e limitar o acesso a locais de acao intracelular (GOODMAN E
GILMAN, 2005).

Quanto a distribuicdo do espilantol, os resultados revelaram que este,
apresenta um baixo volume de distribuicio em humanos e consegue
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e penetrar o sistema nervoso
central (SNC), porém, nédo apresenta nenhuma afinidade por glicoproteinas P.

A BHE é uma importante barreira fisica que possui camadas de células

que apresentam juncgdes estreitas que reduzem a passagem de ions e outros
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pequenos solutos hidrofilicos através de suas fendas. Dessa forma, ela
consegue impedir a passagem de células e de algumas substancias do sangue
para o cérebro, protegendo-o contra agentes infecciosos e compostos téxicos
(ABBOTT, 2013).

Em geral, para que um farmaco consiga atravessar a BHE e alcangar o
SNC, ele deve apresentar algumas caracteristicas como lipofilicidade (Log P <
5), menor polaridade, menos flexibilidade, menor volume e peso molecular (<
400 Da), baixa capacidade de ligagdo a hidrogénio (com numero de grupos
aceptores de ligacdo de hidrogénio < 7 e numero de grupos doadores de
ligacao hidrogénio < 3); e numero de ligagdes rotaveis menor que 10. (ABREU,
2008; GABATHULER, 2010; PAJOUESH E LENZ, 2005). No estudo realizado
com o espilantol, observa-se que ele foi classificado como permeavel na BHE
pelas caracteristicas moleculares que ele possui.

Apos as etapas de absorcdo e distribuicdo, os compostos séao
metabolizados pelo figado (por meio das enzimas do citocromo P450) onde sao
biotransformados para que possam, posteriormente, serem excretados. O
intestino delgado também pode participar desse processo de metabolizagao
que é dividido em duas principais fases: a fase | e a fase Il (KLOTZ, 2009). Na
fase | um farmaco sofre modificagdes que resultam em compostos mais
hidrofilicos. Na fase Il, ocorrem algumas reag¢des onde os compostos formados
na fase | sdo conjugados com substadncias mais polares, facilitando desta
maneira sua excregado (DE WILDT, TIBBOEL, e LEEDER, 2014). Os resultados
demostraram que o espilantol ndo é substrato para as enzimas CYP450 2D6,
CYP450 3A4, e ndo apresenta inibicao das enzimas CYP450 1A2, CYP450
2C19, CYP450 2C9, CYP450 2D6, CYP450 3A4 (Tabela 5).

As isoformas das enzimas CYP450 com maior numero de substratos
sdo: CYP450 1A2; 2C9; 2D6; 2C19 3A4 (DANTON et al., 2013;
HABENSCHUS, 2016). E importante ressaltar que, a inibicdo ou a inducdo de
algumas destas enzimas poderia levar a interacdo medicamentosa. Na inibigdo
enzimatica, o farmaco administrado n&o ¢é metabolizado ou pouco
metabolizado, o que leva a seu acumulo no organismo gerando toxicidade. Ja
na indugado enzimatica, ocorre um aumento da expressao das enzimas do
CYP450, de forma que o farmaco € altamente metabolizado, gerando entao

diminuicdo da sua concentragao plasmatica e consequentemente reducao no
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seu efeito farmacolégico (PARAMASHIVAM et al., 2015). Entretanto, o
espilantol foi classificado como néo inibidor das enzimas CYP450, e como nao
substrato da CYP450 3A4 (enzima responsavel pela metabolizagdo de mais de

50% dos farmacos disponiveis).

Tabela 5- Paradmetros farmacocinéticos de espilantol analisados pela

plataforma pkCSM.
Parametros Espilantol Valores de referéncia
Absorcgao
Permeabilidade em células 1,241 >0,90 (log Papp in 10-6 cm/s) indica alta
Caco-2 permeabilidade em células Caco-2
Absorc¢ao intestinal em 93,70% <30% Indica que é pouco absorvido
humanos
Substrato para Nao Sim ou nao (variavel categorica)
glicoproteina P
(transportador ATP-binding
cassete)
Inibidor de glicoproteina P | Nao Sim ou nao (variavel categorica)
ell
Permeabilidade cutanea -2,064 logKp > -2,5 indica baixa permeabilidade
cutanea
Distribuicao
Volume de distribuicdo em Baixa distribuicdo log VDss < -0.15 e alta
humanos (VDss) 0,02 distribui¢cdo log VDss > 0.45
logBB > 0.3 indica que a substancia
Permeabilidade na barreira 0,62 atravessa a barreira hematoencefalica
hematoencefalica (BHE) enquanto que logBB < -1 indica que ela é
pobremente distribuida no cérebro
logPS > -2 indicam penetragao no sistema
Permeabilidade no sistema -1,298 nervoso central enquanto que logPS < -3
nervoso central (SNC) indica que a droga é incapaz de penetrar
no sistema nervoso central
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Metabolismo

CYP 450 1A2 inibidor N&o Sim ou nao (variavel categorica)
CYP 450 2C19 inibidor Nao Sim ou ndo (variavel categorica)
CYP 450 2C9 inibidor Nao Sim ou ndo (variavel categodrica)
CYP 450 2D6 inibidor Nao Sim ou nao (variavel categorica)
CYP 450 3A4 inibidor Nao Sim ou ndo (variavel categorica)
CYP 450 2D6 substrato Nao Sim ou nao (variavel categorica)
CYP 450 3A4 substrato Nao Sim ou ndo (variavel categorica)
Excrecao
Substrato para Sim Sim ou nao (variavel categorica)
transportador renal de
cations organicos Il (TCO II)

Toxicidade
Toxicidade AMES N&o Sim ou nao (variavel categorica)
(potencial mutagénico)
Toxicidade em T. pyriformis 2,017 > -0.5 log ug/L é considerado toxico
Dose maxima tolerada em 0,198 <0.477 log(mg/kg/dia) &€ considerada baixa
humanos e 20.477 log(mg/kg/dia) é considerada alta
Hepatoxicidade Nao Sim ou nao (variavel categorica)

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Os transportadores renais de cations organicos (TCO) sdo importantes
no sistema de eliminacdo de farmacos e seus metabdlitos, evitando desta
maneira, a permanéncia de um medicamento por tempo indeterminado no
organismo. Portanto, a inibicdo destes transportadores pode resultar no
acumulo de farmaco levando a nefrotoxicidade e lesdo renal (YIN, DUAN e
WANG, 2016).

Esse sistema de transporte envolve uma proteina transmembrana que
liga uma ou mais moléculas ou ions, muda a conformacgéo e os libera do outro
lado da membrana. Podendo operar de forma passiva, sem qualquer fonte de
energia, por difusdo facilitada onde o transportador € do tipo “uniporter”,
(HANG, 2011).

O TCO Il é um transportador localizado nas células do tubulo proximal
do rim, responsavel por concentrar diversos farmacos nessas células, como por

exemplo, a cisplastina, o que pode ser uma explicagdo para a sua
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nefrotoxocicidade seletiva. Alguns farmacos relacionados, como a carboplatina
e a oxiliplatina, ndo sao transportados pelo TCO |l e sdo menos nefrotdxicos
(HANG, 2011).

No entanto, o espilantol ndo foi classificado como inibidor deste sistema
de transporte e sim como substrato para este transportador, o que significa que
este consegue ser eliminado do organismo e nao gera nefrotoxicidade. No que
diz respeito a toxicidade de espilantol, este n&do apresentou toxicidade pelo
teste de AMES (teste in vitro de screening utilizado para identificar substancias
capazes de induzir mutagbes génicas) e por isso ndo apresenta potencial
carcinogénico (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

Além disso, o espilantol ndo apresentou toxicidade no teste in silico para
T. pyriformis (protista ciliado frequentemente utilizado em estudos
ecotoxicolégicos) e nem hepatotoxicidade e sua dose maxima tolerada em
humanos é considerada baixa, sendo assim um possivel composto com alto
indice terapéutico.

Devido as suas caracteristicas bioldgicas unicas, o uso dessa espécie
de protista pode ajudar a reduzir o numero de animais utilizados em testes de
toxicidade, pois eles podem ser usados como bioindicadores sensiveis e faceis
de manipular a niveis bioquimicos e populacionais, simulando uma cadeia
alimentar microbiana para avaliar os efeitos diretos e indiretos dos efeitos
toxicos de compostos a um nivel de comunidade. Além do seu uso em meio
aquatico, essa espécie apresenta diversas vantagens como bioindicadores
para o estudo toxicolégico de compostos quimicos e orgéanicos devido a
facilidade de cultivo, o ciclo de vida curto, a falta de estagios complexos de
desenvolvimento e o fato de membrana externa dos protozoarios estarem em
contato direto com o meio externo tornam esse grupo susceptivel aos ensaios
(GIOVANINI JUNIOR; CARVALHO, 2017).

Uma vez analisada a farmacocinética, torna-se necessario investigar os
aspectos farmacodindmicos. Estas caracteristicas foram pesquisadas a
principio pela plataforma Swiss Target Predction de forma a encontrar a
principal classe de alvos famacodinamicos e depois pela plataforma Way2Drug
para pesquisar os principais alvos moleculares que possam estar envolvidos
com as atividades farmacologicas do espilantol. Foram pesquisados os

possiveis alvos moleculares para fungos, e os resultados revelaram uma maior
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capacidade do espilantol em agir como inibidor da acil CoA sintase, da ATPase
transportadora de xenobidticos, de ribonuclease de levedura, da quinase do
receptor acoplado a proteina G, de bomba, da sintese de DNA, da sintese de
esterdides, da peptidoglicano glicosiltransferase, inibidor esterdide da N-
acetilglicosaminatransferase, de moléculas de adeséo celular, inibidor da
sintese de acidos graxos, da sintese de quitina e da sintese da parede celular
(Tabela 6). Além disso, o0 espilantol age como potencializador da
permeabilidade de membrana, regulador do metabolismo lipidico, antifungico e
substrato da glicoproteina P. Segundo a plataforma Swiss Target Predction

(www.swisstargetprediction.ch) as principais classes de alvos

farmacodindmicos encontrados sdo de receptores acoplados a proteina G
familia A (33,3%), proteases (26,7%), canais ibnicos sensiveis a voltagem

(20%) e receptores nucleares (20%).
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Tabela 6- Principais possiveis alvos farmacodinamicos de espilantol utilizando

a plataforma Way2Drug.

Potencial de

Potencial de

Alvo relacionado

ativacao inibigao
0,73 0,009 Inibidor da acil CoA sintase
0,599 0,006 Inibidor da AI:na:;;[iacr;zportadora de
0,492 0,018 Potencializador da permeabilidade de

membrana

0,512 0,042 Regulador do metabolismo lipidico
0,484 0,015 Inibidor de ribonuclease de levedura
0,504 0,048 Inibidor da quinapsreoztici)ngac(;eptor acoplado a
0,505 0,058 Inibidor geral de bomba
0,476 0,035 Antifungico
0,413 0,037 Substrato da glicoproteina-P
0,397 0,004 Inibidor da ATPase
0,325 0,026 Inibidor da sintese de proteinas
0,296 0,055 Inibidor da sintese de DNA
0,199 0,168 Inibidor da sintese de esterdides
0,320 0,096 Inibidor da peptidoglicano glicosiltransferase
0,307 0,083 Inibidor de moléculas de adeséo celular
0,209 0.129 acler’:iillg)gilcii:gszsﬁgoa\iggndsafell\'le-lse
0,088 0,025 Inibidor da sintese de acidos graxos
0,206 0,028 Inibidor da sintese de quitina
0,125 0,028 Inibidor da sintese da parede celular
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6 CONCLUSAO

O espilantol possui uma promissora atividade antifungica demonstrando
ter acao fungistatica sobre uma linhagem de Candida albicans resistente a
multiplas drogas.

Este é o primeiro relato de estudos propondo a agao de espilantol no
envoltorio celular em uma linhagem de C. albicans altamente resistente aos
antifungicos comercialmente disponiveis. Além disso, vale ressaltar que nesse
trabalho foi utilizado o kit LIVE/DEAD Yeast Viability para determinar o efeito de
espilantol na viabilidade e densidade celular para essa espécie. Técnica essa,
muito pouco utilizada na area farmacéutica, e que neste estudo, demonstrou
ser uma ferramenta importante na elucidagao do local de agéo da droga.

Diante de todos os ensaios realizados em células planctdonicas de C.
albicans, os resultados sugerem que este composto esteja agindo em nivel de
envoltdrio celular dessa levedura. Outro importante achado nesse trabalho, foi
o sinergismo in vitro entre espilantol e os azolicos fluconazol e itraconazol,
destacando a reducao de 1600 vezes da CIM para o itraconazol quando este
foi associado ao espilantol.

Com base nos resultados obtidos in silico, € possivel afirmar que o
espilantol apresentou resultados satisfatérios, com caracteristicas que
permitem sua classificagdo como um bom candidato a farmaco para ser
administrado por via oral e topica pois, os estudos das suas propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodindmicas demostraram sua
capacidade de permear por membranas biolégicas e além disso, ele nao
apresentou toxicidade em linhagens de fibroblastos e queratindcitos.

Diante do exposto, espilantol possui um grande potencial cientifico e
terapéutico, abrindo novas perspectivas para o tratamento de doencas

infecciosas causadas por fungos do género Candida.
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