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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as atividades antioxidante, anti-
inflamatdria, citotoxica e antifungica in vitro do extrato etandlico de folhas de C
Centrosema coriaceum (CCE) e identificar seus fitoconstituintes. A atividade
antioxidante para CCE foi realizada utilizando os ensaios de DPPH, de reducéo do
complexo fosfomolibdénio, de inibicdo do sistema [-caroteno/acido linoleico e de
quantificacdo de malondialdeido. A atividade anti-inflamatéria foi avaliada por meio da
dosagem de oxido nitrico em células J774A.1. O teste de citotoxicidade foi realizado
por meio do ensaio de MTT utilizando as linhagens J774A.1, HEK e HL-60, sendo que
para J774A.1, as maiores concentragdes foram avaliadas por miscroscopia éptica e
citometria de fluxo. A atividade antifungica de CCE foi avaliada frente a cinco espécies
de Candida spp (Candida albicans ATCC 24433, Candida albicans ATCC 10231,
Candida grablata ATCC 2001, Candida krusei ATCC 6258, Candida tropicalis ATCC
750) utilizando a técnica da microdiluicdo seriada, a fim de encontrar a concentragao
inibitéria minima (CIM) e a concentragao fungicida minima (CFM). Para a espécie mais
sensivel foram realizados ensaios para elucidar o mecanismo de agao antifungico e
um ensaio sinérgico com o antifungico nistatina. CCE também teve o conteudo de
fendis e flavonoides totais analisados e os constituintes quimicos caracterizados por
“UFLC/ MS”. Na atividade antioxidante CCE apresentou Clsode 1,25 £ 0,06 ug/mL
para o ensaio de DPPH, 79,9 £ 2,7 de AAR% a quercetina, 128,3 + 4,3 de AAR% a
rutina e 27,3 £ 0,9 de AAR% ao acido ascérbico pelo método de reducdo do complexo
fosfomolibdénio, além de apresentar atividades promissoras para a inibicdo da
peroxidacao lipidica pelos ensaios de B caroteno/ acido linoleico (39,2 + 3,8% de
inibicdo na concentragao de 38,46 ug/mL, tendo F1=0,42+ 0,094 e F2= 1,14 £ 0,036)
e uma reducéo significativa de malondialdeido em todas concentragdes a partir do
segundo dia de ensaio em relagdo a controle de oxidagcdo. Em relagao a atividade
anti-inflamatéria, CCE inibiu significativamente a produgéo de 6xido nitrico em todas
as concentragdes testadas. CCE nao demonstrou citotoxicidade para as linhagens de
células normais J774A.1 e HEK, porém apresentou toxicidade para a linhagem
leucémica HL-60 (concentragdes de 60 e 30 pg/mL). CCE foi ativa para Candida
grablata com CIM de 1000 pg/mL e efeito fungistatico, os ensaios de mecanismo de
agao antifungico revelaram que CCE tem um possivel efeito em envoltério celular.
Pelo ensaio de sinergismo foi observado que CCE apresenta um efeito aditivo quando
utilizado em associagdo com a nistatina (redugéo para 1/16 da CIM de CCE e para
1/2 da CIM em nistatina). Os ensaios quimicos demonstraram que CCE apresentou
um teor de fendis de 138, 20 £ 11,88 mg/g equivalentes a acido tanico e de flavonoides
igual a 127, 26 £ 0,53 mg/g equivalentes em rutina, sugerindo que os flavonoides sao
as principais substancias fendlicas presentes. Ja as analises por “UFLC/MS’
sugeriram a presenga de dois flavonoides, rutina e kaempferol-3o- rutinosideo, e um
dissacarideo, a sacarose. Este é primeiro relato de caracterizagao quimica de C.
coriaceum. Este estudo sugere que os flavonoides sdo os provaveis constituintes
quimicos responsaveis pelas bioatividades encontradas, sendo a rutina a principal
substancia envolvida, visto que esse flavonoide corresponde ao sinal majoritario em
CCE.

Palavras Chaves: Centrosema, antioxidante, anti-inflamatério, citotoxico e
antifungico.



ABSTRACT

The present work aims to evaluate the antioxidant, anti-inflammatory, cytotoxic and
antifungal in vitro activites of the Centrosema coriaceum leaves
(CCE) ethanolic extract as well to identify its phyto-constituents. The antioxidant
activity of CCE was performed using the DPPH, reduction of
the phosphomolybdenum complex, inhibition of the B carotene / linoleic acid system
and quantification of malondialdehyde assays. Anti-inflammatory activity was
assessed by dosing the nitric oxide in J774A.1 cells. The cytotoxicity test was
performed by MTT assay using the J774A.1, HEK and HL-60 cell lines, and for
J774A.1, the highest concentrations were evaluated by optical microscopy and
flow cytometry. The CCE antifungal activity was evaluated against five species
of Candida spp (Candida albicans ATCC 24433, Candida
albicans ATCC 10231, Candida grabrata ATCC 2001,
Candida krusei ATCC 6258, Candida tropicalis ATCC 750) using the
serial microdilution technique to get the minimum inhibitory concentration (MIC) and
the minimum fungicidal concentration (CFM). For the most sensitive species,
assays were performed to explain the mechanism of antifungal action and a
synergistic assay was performed to the antifungal nystatin. CCE also had the content of
total phenolics and flavonoids analyzed and the chemical constituents characterized
by "UFLC / MS". For the antioxidant activity CCE presented ICso of 1.25 + 0.06 ug / mL
for the DPPH assay, 79.9 + 2.7% of AAR% of quercetin, 128.3 + 4.3 of AAR% of the
rutin and 27.3 £ 0.9% of AAR% to ascorbic acid by the phosphomolybdenum complex
reduction assay, and presented promising activities for the inhibition of
lipid peroxidation by B-carotene / linoleic acid assay (39.2 + 3.8% inhibition at the
concentration of 38.46 ug / mL, with F1 = 0.42 + 0.094 and F2 = 1.14 £ 0.036) and a
significant reduction of malondialaldehyde at all concentrations from the second test
day to the oxidation control. Regarding the anti-inflammatory
activity, CCE much inhibited the production of nitric oxide at all concentrations
tested. CCE did not show cytotoxicity to the normal cell lines J774A.1 and HEK, but
showed toxicity to the HL-60 leukemic line (concentrations of 60 and 30 pg/
mL). CCE was active for Candida grabrata with CIM of 1000 pg/mL and
had fungistatic effect, antifungal mechanism of action assays revealed that CCE has a
possible effect on cell envelope. By the synergism assay it was observed that CCE
has an additive effect when used with nystatin (reduction to 1/16 of MIC for CCE and
to 1/2 of MIC for nystatin). The chemical tests showed that CCE had a phenol content
of 138. 20 + 11.88 mg/g equivalent to tannic acid and flavonoids equal to 127.26 + 0.53
mg/g equivalents in rutin, suggesting that flavonoids are the main phenolic substances
present. The analyzes of "UFLC / MS" suggested the existence of two
flavonoids, rutin and kaempferol-3o-rutinoside, and a disaccharide, sucrose. This is
the first study of the chemical characterization of C. coriaceum. This study suggests
that flavonoids are probably the chemical constituents responsible for the bioativities
found, with rutin being the main substance involved, since this flavonoid corresponds
to the greatest signal in CCE.

Key Words: Centrosema, antioxidant, anti-inflammatory, cytotoxic and antifungal
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1 INTRODUGAO

Os radicais livres podem ser definidos como atomos ou moléculas contendo
um ou mais elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia (PHANIENDRA,
JESTADI e PERIYASAMY, 2015). Diversos processos medeiam a produgao dessas
moléculas, fazendo com que a producao de radicais livres seja oriunda de diferentes
fontes biologicas e ambientais (ARULSELVAN et al., 2016). Estes radicais sao
derivados de processos metabdlicos de organelas (mitocondrias, peroxissomos e
reticulo endoplasmatico) presentes nas células do corpo humano, sendo as células
fagociticas do sistema imune um dos principais perfis celulares a produzi-los (LOBO
et al., 2010; PHANIENDRA, JESTADI e PERIYASAMY, 2015).

Desta forma, a producao de radicais livres esta estreitamente relacionada
ao processo inflamatdrio, visto que sao produzidas por células do sistema imune que
possuem participacao ativa no surgimento da inflamagéo. Essas espécies reativas de
oxigénio produzidas pelas células do sistema imunoldgico sdo mediadores cruciais da
inflamacéao, visto que podem causar lesbes celulares e agravarem ainda mais o
processo que se iniciou (CONNER e GRISHAM, 1996).

Uma vez que o processo inflamatério se instala, este ainda pode dar origem
a outras patologias, como a formacdo de tumores, uma vez que a secregdo de
mediadores inflamatérios como as citocinas pré-inflamatorias e espécies reativas de
oxigénio (EROS), podem estar envolvidas no surgimento e proliferagdo das células
tumorais (LANDSKRON et al., 2014). Isto € devido ao excesso de espécies reativas
de oxigénio (EROs) formadas pelo microambiente inflamatério, que causam danos ao
DNA de células normais e levam a formacgao de tumores (GRIVENNIKOV, GRETEN
e KARIN, 2010) e pela abundancia de citocinas pré-inflamatérias, que contribuem com
a promogéao dos canceres ja estabelecido devido ao aumento da angiogénese.

As doencas fungicas, por sua vez, sao responsaveis por grande parte da
morbidade e da mortalidade nos sistemas de saude publica (PARENTE-ROCHA et
al., 2017). Geralmente essas micoses possuem carater superficial, afetando cerca de
25% da populacdo no mundo inteiro, porém existem casos em que as infecgdes
fungicas podem tornar-se invasivas e apresentarem um risco em potencial a vida dos
pacientes. Isto acontece, devido a dificuldade em seu diagndstico e tais doencgas
contam com um numero limitado de opgdes terapéuticas para o seu tratamento

(SOUZA e AMARAL, 2017). Estima-se que as infec¢des por fungos patogénicos
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causem pelo menos 1,4 milhdes de mortes em humanos, por ano, em todo o mundo
(SANGLARD, 2016).

Como desfecho da infecgdo, a presenga de fungos patogénicos no
organismo leva a quadros patoldégicos que sdo acompanhados de processos
inflamatoérios como, por exemplo, a candidiase vulvovaginal, que é resultante da
infeccdo por micro-organismos do genéro Candida spp, um dos principais
responsaveis por causar infecgdes em humanos (ROSELLETTI et al., 2017). Neste
caso, a inflamag¢do € um mecanismo de defesa imunolégico que o organismo utiliza
para combater o agente infeccioso. Esse processo libera mediadores quimicos no
tecido acometido, incluindo aminoacidos excitatérios, EROS, peptideos, lipidios e
citocinas (CHEN et al., 2016).

Diante disso, torna-se necessario a busca de novas formas alternativas de
tratamento para as patologias ja citadas acima. Neste ambito, temos a biodiversidade
brasileira, uma fonte para descoberta de substancias biologicamente ativas que
podem ser usadas no tratamento de diversas doengas humanas. Entretanto, algumas
especies apresentam poucos estudos relacionados ao seu potencial terapéutico
(NEWMAN, 2017). Neste cenario, encontram-se algumas plantas do género
Centrosema, espécies cujas principais classes quimicas sao os flavonoides e taninos
€ que sao usadas popularmente para o tratamento de doengas que acometem as vias
aéreas, diabetes e afecgdes hepaticas (VILA VERDE, 2003; PINTO et al., 2013;
MACEDO et al., 2015; CARVALHO, 2016). Contudo, algumas espécies ainda
carecem de mais estudos, como € o caso de Centrosema coriaceum que apresenta
atividade anti-helmintica relatada, mas que ainda possui uma escassez de
informagdes em relagdo a sua composi¢do quimica e propriedades biologicas
(CARVALHO, 2016). Desta forma, diante da possibilidade de descobrir novas
propriedades terapéuticas para essa espécie, o presente estudo objetivou avaliar as
atividades antioxidante, anti-inflamatoria, citotoxica e antifungica de Centrosema

coriaceum Benth e identificar seus principais constituintes quimicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Radicais livres e substancias antioxidantes

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas muito instaveis contendo um
ou mais elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia (PHANIENDRA,
JESTADI e PERIYASAMY, 2015). Eles reagem rapidamente com outros compostos
tentando capturar o elétron necessario para ganhar estabilidade, de forma a atacar as
moléculas estaveis mais proximas, "roubando”, assim, seus elétrons. Isto faz com que
as moléculas anteriormente estaveis tornem-se radicais livres, o que inicia uma reagao
em cascata, que pode culminar na lise celular (ELKHATEEB; ALSHAMMARY, 2017).

Tais radicais s&o derivados de processos metabdlicos de organelas
(mitocéndrias, peroxissomos e reticulo endoplasmatico) presentes em células do
corpo humano, sendo as células fagociticas do sistema imune um dos principais perfis
celulares a produzi-las. Contudo, a produgdo desses radicais nao esta atrelada
apenas ao organismo, eles também podem ser derivados de fontes externas como
exposicao a raios-X, consumo de alcool e cigarro, exposicdo a metais pesados,
metais de transigdo, solventes industriais, pesticidas, drogas como o halotano e
paracetamol, poluentes atmosféricos e produtos quimicos industriais (LOBO et al.,
2010; PHANIENDRA, JESTADI e PERIYASAMY, 2015).

Em concentragdes baixas a moderadas, os radicais livres funcionam em
processos celulares fisiologicos, mas em altas concentragdes causam danos a
componentes celulares como lipidios, proteinas e DNA (BIRBEN et al., 2012). Desta
forma, a grande quantidade desses radicais leva ao chamado estresse oxidativo,
favorecendo o surgimento de diversas doengas humanas (MOO-HUCHIN et al., 2015).
O corpo humano possui substancias antioxidantes endégenas como as enzimas
superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase ou compostos nao
enzimaticos, como acido urico, bilirrubina, albumina e metalotioneinas (PISOSCHI e
NEGULESCU, 2011). Entretanto, quando as defesas do organismo falham podem
ocorrer efeitos deletérios ao corpo humano, uma vez que sua capacidade antioxidante
esta intimamente ligada a saude e que o desequilibrio entre a producao de radicais
livres e 0s mecanismos antioxidantes enddgenos esta relacionado ao surgimento de

diversas patologias, tais como cancer, disturbios neuroldgicos, aterosclerose,
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hipertensdo, isquemia, perfusdo, diabetes, fibrose pulmonar idiopatica, doenca
pulmonar obstrutiva crénica e asma (BIRBEN et al., 2012; ZHANG, LIU e LIU, 2014).

Em relagdo ao cancer, sabe-se que as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERN), como o anion superoxido, o peroxido de hidrogénio, radical hidroxila
e o0 oxido nitrico induzem modificagdes no material genético celular e aumentam a
carcinogénese (LOBO et al., 2010). Isto acontece pois, os radicais livres podem levar
a oxidagao de proteinas, altera¢cdes em vias de sinalizagao, danos ao DNA, causando
assim alteragdes epigenéticas e mudangas na expressao génica, fatores que podem
contribuir com o desenvolvimento do cancer (Figura 1) (SILVA e JASIULIONIS, 2014).

Fatores Externos/
Ambientais

Owidagan de

profeinas |/

Alteragies de vias
de smalizacie

. Céncer

Figura 1- Relagcdo entre a producao de espécies reativas de oxigénio e o desenvolvimento do
cancer. Fonte: SILVA; JASIULIONIS, 2014.

Quando as defesas enddgenas nao podem assegurar uma protecao
completa do organismo contra os radicais livres, surge a necessidade de antioxidantes
exdgenos, como suplementos nutricionais ou produtos farmacéuticos, que contenham
como principio ativo um ou mais compostos antioxidantes (PISOSCHI; NEGULESCU,
2011). Neste contexto, o uso de substancias de origem naturais como vitamina C,
vitamina E, polifendis e carotenoides tem ganhado destaque, uma vez que alguns
antioxidantes sintéticos amplamente utilizados como o Butil hidroxianisol (BHA), Buitil
hidroxitolueno (BHT) e tert-butil-hidroquinona (TBHQ) ja foram associados ao
desenvolvimento de processos carcinogénicos e lesdes hepaticas em estudos in vivo
(HATAMIA et al., 2014; NIMSE e PAL, 2015).
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Dentre os antioxidantes exdégenos de origem natural, podemos destacar os
flavonoides, uma importante classe de substancias polifendlicas com mais de 10.000
estruturas diferentes, cujo estrutura basica esta apresentada na Figura 2) (BRUNETTI
et al.,, 2013). Estes metabdlitos estdo presentes comumente nos vegetais e
apresentam uma ampla variedade de atividades farmacolégicas (PANCHE, DIWAN e
CHANDRA, 2014), tais como anti-inflamatéria (AMBRIZ-PEREZ et al., 2016),
antitumoral (AL-RIMAWI et al., 2016) e antifungicas (ALVES et al., 2014) e acredita-
se que essas atividades bioldgicas sejam devido as suas propriedades antioxidantes
(LIMA e BEZERRA, 2012).

Figura 2- Estrutura quimica do nucleo dos flavonoides mostrando a diversas posicoes em que
podem ser inseridas as hidroxilas e outras substituigcoes.

Os flavonoides possuem modos abrangentes de combater os radicais
livres, podendo eliminar essas moléculas através da doacéo de elétrons, supressao
de enzimas associadas a sua geragdo e estimulagdo de enzimas antioxidantes
internas que irdo combater a produgao desses radicais (BANJARNAHOR e ARTANTI,
2014). A capacidade de doacao de elétrons pelos flavonoides esta relacionada com
a presencga e o aumento de hidroxilas em sua estrutura (LIN et al., 2014). As hidroxilas
livres podem doar seus atomos de hidrogénios para um radical livre e estabiliza-lo,
gerando, assim, o radical fenoxil flavonoide, que ¢é relativamente estavel.
Posteriormente, esta molécula estavel pode reagir com um segundo radical, doando
mais um hidrogénio e adotando, ainda, uma estrutura estavel de quinona
(BANJARNAHOR e ARTANTI, 2014).

Em relagdo a estrutura atividade antioxidante, a presenca das hidroxilas
nas posi¢coes de C-3' e C- 4' no anel B dos flavonoides conduz ao aumento da

atividade antioxidante, enquanto que a presenca de agucares leva a uma perda dessa
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atividade. Isto faz com que os flavonoides glicosilados tenham uma pior atividade em
relagdo as agliconas, refletindo que, a capacidade antioxidante depende
principalmente do numero de hidroxilas fendlicas e depende pouco das hidroxilas

presentes nos agucares (LIN et al., 2014).

2.2 Processo inflamatorio

A inflamagao € um processo complexo em que varias células e moléculas
desempenham papéis diferentes de uma maneira coordenada e controlada. Ela
geralmente € um processo benéfico ao organismo, sendo um mecanismo de defesa
vital para saude, uma vez que representa uma das primeiras barreiras contra agente
agressores externos e disturbios internos (CHEN et al., 2018). No entanto, quando o
processo inflamatério persiste no organismo, ele pode se tornar cronico e levar ao
surgimento de varias doengas degenerativas como céancer, diabetes, doencgas
autoimunes e doencas cardiovasculares (BAIZABAL-AGUIRRE et al., 2014).

O processo inflamatério ocorre através de uma série de eventos: as aminas
vasoativas, como a histamina, levam a dilatagcdo de vénulas e arteriolas conduzindo
um aumento na permeabilidade dos vasos sanguineos, o que ocasiona um aumento
do fluxo sanguineo e na passagem de leucocitos para os tecidos atingidos
(ARULSELVAN et al., 2016; ABDULKHALEQ et al., 2018). Poucos minutos apds uma
lesdo ou trauma ocorre a migragdo celular, na qual os neutréfilos ou
polimorfonucleares (PMN), que s&do os leucocitos mais abundantes no sangue
periférico, sdo recrutados para o local da inflamacéo, sendo este o perfil celular mais
frequente em processos inflamatérios agudos (SUNDD et al., 2011). A principal fungéo
dos neutrdfilos é destruir antigenos, bactérias, células injuriadas e componentes
danificados da matriz que possam estar presentes na ferida. Outro perfil celular a sair
dos vasos sanguineos e direcionar-se ao local da inflamacgédo sdo os mondcitos, que
ao entrarem no tecido acometido diferenciam-se em macréfagos (GETHIN, 2012).

Um importante fator que contribui para a migragao celular é a produgao de
citocinas, elas sao pequenas proteinas nao estruturais de baixo peso molecular que
tem uma influéncia na regulagao da inflamacgao e imunidade (GULATI et al., 2016). Os
macrofagos residuais presentes no tecido atingido produzem citocinas, como TNF-a
e IL-1, que estimulam a producdo de E-selectinas e P-selectinas (moléculas de

adesao) nas paredes dos capilares. Em seguida, os leucécitos se ligam a essas
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moléculas de adesao e migram pelos capilares seguindo o gradiente de quimiocinas.
A migracao € cessada quando um ligante presente na parede dos capilares se liga a
um outro grupo de moléculas de adesao presente na superficie dos leucdcitos, as
integrinas (a presenga de quimiocinas torna ainda mais forte essa ligagcéo). Desta
forma, os leucdcitos param de migrar pelas paredes do vaso e realizam o processo
de diapedese, que é a passagem das células presentes no vaso sanguineo para o
tecido alvo (Figura 3) (HUANG, GHAI e HO, 2004).
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Figura 3- Fases de migragao leucocitaria destacando a presenca das citocinas, quimiocinas,
integrinas e moléculas de adesao. Fonte: Adaptado de ABBAS e LICHTMAN, 2009.

As citocinas apresentam outras fungdes. Essas proteinas sao consideradas
mensageiros intercelulares no sistema imunoldgico e integram a fungéo de varios tipos
de células em varios compartimentos do corpo, para que assim haja uma resposta
imune coerente (GULATI et al., 2016). Estas moléculas possuem tanto atividade pro-
inflamatdrias (IL-1, TNF-q, IL-6), quanto anti-inflamatérias (IL-10, IL-4, IL-13). Entre as
principais citocinas inflamatdrias estdo a interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose
tumoral (TNF-a), que podem ser estimuladas por eventos que levam a leséo tecidual,
onde ha a liberagdo de alguns mediadores quimicos como histamina, bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos e EROs (ZHANG e AN, 2007). A produgao excessiva
dessas citocinas inflamatorias, medeia a secregédo de proteinas de fase aguda como
a proteina C-reativa e fatores de coagulagao pelas células do figado. Estas proteinas,
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por sua vez, induzem o endotélio cerebral a produzir prostaglandinas, mediadores que
ao serem liberados séo responsaveis pelo aparecimento da dor e da febre no processo
inflamatorio (AHMED, 2011).

Outra molécula importante do processo inflamatorio € o 6xido nitrico (NO).
Este radical é capaz de ativar as enzimas ciclo-oxigenase 1 e ciclo-oxigenase 2 (COX-
1 e COX-2), que aumentam os niveis de prostaglandinas, agravando ainda mais o
processo inflamatorio (FANG et al., 2015). Além disso, a vasodilatagdo que € um dos
sinais cardinais da resposta inflamatoria é desencadeada em grande parte por meio
de um processo dependente de NO. Varios mediadores inflamatérios, como a
bradicinina e a histamina, produzem vasodilatacdo por meio da estimulagdo da
liberacdo endotelial de NO. O NO pode difundir para o musculo liso e ativar a enzima
guanilato ciclase, aumentando por sua vez os niveis intracelulares de GMPc, que
levam ao relaxamento do musculo liso de veias e artérias (WALLACE, 2005).

Ambas citocinas TNF-a, IL-1 e o radical NO, sédo produzidos mediante a
ativacao de um importante fator de transcri¢cao, o fator nuclear de transcrigdo Kapa B
(NFkB). Esta molécula exerce uma fungdo essencial na regulagdo de genes
associados a inflamacéao e esta envolvido na sua progresséo. A ativacédo do NFkB é
mediada por ligantes que estimulam os receptores Toll Like Receptor (TLR) presentes
nas células do sistema imune. A ligacdo nos receptores TLR ativa o fator NFkB,
deslocando-o do citoplasma para o nucleo e acelere a transcricdo de genes
associados a inflamagao, como os genes responsaveis pela produgédo das citocinas
TNF-a, IL-1 e da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) (AHMED, 2011).

Em relacdo as opgdes terapéuticas para tratamento de inflamagdes,
existem os anti-inflamatdrios nao esteroidais (AINEs), uma das classes de farmacos
mais comumente prescritas para dor e inflamacdo. Essa classe esta entre os
medicamentos mais vendidos, alcangcando cerca de 5 a 10% de todos os
medicamentos prescritos por ano no mundo (WONGRAKPANICH et al., 2018). Além
do seu efeito anti-inflamatdrio, os AINEs tém propriedades antipiréticas e analgésicas.
Esses medicamentos inibem as enzimas ciclo-oxigenases (COXs), que como dito
anteriormente, sdo enzimas determinantes para a sintese de prostaglandinas e cujo
bloqueio na sua producgao leva a efeitos analgésico, antipirético e anti-inflamatoério
(MEEK, LAAR e VONKEMAN, 2010; WONGRAKPANICH et al., 2018).

Entretanto, devido aos efeitos adversos ocasionados ao uso cronico dos

AINEs (ulceras péptica, insuficiéncia renal aguda, acidente vascular cerebral e infarto
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do miocardio), ha um interesse maior em substancias naturais usadas como
suplementos alimentares e de medicagbes a base de plantas medicinais para reduzir
a dor e a inflamagdo (MAROON, BOST e MAROON, 2010; MARCUM e HANLON,
2010). Muitos desses fitocompostos funcionam inibindo as vias inflamatorias de
maneira similar aos AINEs (inibicao da COX), mas podem atuar também, inibindo vias
inflamatdrias relacionadas a ativagao do fator NFkB (MAROON, BOST e MAROON,
2010).

2.3 Cancer e o processo inflamatoério

O cancer é a segunda principal causa de mortalidade em todo o mundo. A
prevaléncia desta doenga tem aumentado consideravelmente. Apenas nos Estados
Unidos, aproximadamente 1.665.540 pessoas sofreram de cancer e estima-se que
585.720 delas morreram devido a essa doenca até 2014 (HASSANPOUR e
DEHGHANI, 2017). Enquanto no Brasil, estima-se que no biénio de 2018-2019
surgirdao 600 mil novos casos de cancer para cada um dos dois anos (INCA, 2018).
Existem varios fatores de risco que contribuem para o surgimento dos tumores, dentre
eles, os mais citados s&o: avango da idade, consumo de alcool, uso de substancias
cancerigenas, inflamagédo crbnica, dieta, hormodnios, imunossupressdo, agentes
infecciosos, obesidade, radiagao e tabaco (INCA, 2018).

O processo inflamatorio estd estreitamente relacionado com a
carcinogénese, visto que modula multiplos processos que contribuem para o
surgimento do cancer (ZINGER, CHO e BEN-YEHUDA, 2017). Os mediadores
inflamatérios como citocinas, quimiocinas, radicais livres, prostaglandinas e
hormdnios de crescimento que sao produzidos pelas células do microambiente
inflamatorio causam alteragdes genéticas e epigenéticas, incluindo mutagdes de
genes supressores de tumor, metilagdo do DNA e modificagdes pds-traducionais, que
resultam na instabilidade gendmica e levam a carcinogénese (TODORIC,
ANTONUCCI e MICHAEL KARIN, 2016; HUANG, CAO e TANG, 2017).

Além disso, o microambiente inflamatério pode aumentar as taxas de
mutacado celular e da proliferacdo de células mutadas. As células inflamatdrias
ativadas servem como fontes de EROS e de ERN que séo capazes de induzir danos
ao DNA e causar instabilidade gendémica as células normais (GRIVENNIKOV,
GRETEN e KARIN, 2010). O dano tecidual repetido e a regeneracao do tecido na
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presenca de EROs e ERNs liberadas pelas células inflamatorias interagem com o DNA
no epitélio em proliferagéo resultando em alteragdes genémicas permanentes como
mutagdes pontuais, delegdes ou rearranjos, que favorecem o surgimento dos tumores
(COUSSENS e WERB, 2002).

As citocinas e quimiocinas também regulam o processo neoplasico. A
producdo abundante de citocinas pro-inflamatérias pode levar a um aumento da
angiogénese, favorecendo, assim, o crescimento neoplasico (COUSSENS e WERB,
2002). Somado a isso, ainda existe a participacdo das citocinas IL-1 e TNF a, que
induzem a producdao de quimiocinas levando um aumento da quimiotaxia dos
neutréfilos até o local da inflamagéo. Os neutréfilos por sua vez irdo produzir mais
EROs e aumentar assim o processo carcinogénico (DINARELLO, 2006).

Outro perfil celular que esta amplamente relacionado com a formagéao e
consolidagdo dos tumores sdo os macrofagos. Essas células estdo entre as mais
versateis do corpo humano, com capacidade de migrar, mudar de forma e secretar
fatores de crescimento e citocinas (ABBAS e LICHTMAN, 2009). Os macrofagos
manifestam dois fenétipos distintos de polarizagao: o classicamente ativado (fenétipo
M1) e o alternativamente ativado (fen6tipo M2), estando ambos fenétipos relacionados
com o surgimento de canceres. Os macrofagos M1 adquirem esse perfil em resposta
as moléculas proé-inflamatorias presentes no ambiente e, apds polarizagao, tornam-se
células com grande capacidade de producgao e liberagédo de citocinas inflamatérias,
EROs e NO. Essas caracteristicas fazem com que os macréfagos M1, seja um dos
principais perfis celulares oriundos da inflamac&o que pode levar ao surgimento dos
tumores (SEYFRIED e HUYSENTRUYT, 2013). Uma vez que o tumor se instale, o
perfil de macrofagos M2 conduz ao crescimento do tumor devido a secregao de fatores
de crescimento e de citocinas pro-angiogénicas, um fator crucial para a formagao de
NOVOS vasos sanguineos e para metastase das células tumorais (MANTOVANI et al.,
2002; JETTEN et al., 2013).
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Além disso, outras moléculas presentes no processo inflamatério podem
estar envolvidas no processo de angiogénese e, consequentemente, na propagagao
e desenvolvimento do cancer, como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), secretada também pelos macréfagos M2, a enzima COX-2 e o NO (Figura 4)
(TODORIC, ANTONUCCI e MICHAEL KARIN, 2016).
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Figura 4- Participagcdo dos fatores inflamatérios na angiogénese e crescimento tumoral.
Participacédo de alguns mediadores inflamatérios (VEGF e NO) e da enzima COX-2 no processo de
angiogénese (A), vaso sanguineo recém-formado apds o processo de angiogénese no foco do tumor e
aumento do tecido tumoral (B). Fonte: Adaptado de PINHO, 2005.

A producado de VEGF resulta na "mudancga angiogénica", onde uma nova
vasculatura é formada dentro e ao redor do tumor, permitindo que o mesmo cresca
exponencialmente. A vasculatura tumoral formada sob a influéncia do VEGF é
estrutural e funcionalmente anormal, os vasos sanguineos sao irregulares, tortuosos
e tém extremidades mortas. Estas caracteristicas resultam em um fluxo sanguineo
inadequado ao tumor, porém aumenta a hipoxia nesta regido e uma maior produgao
de VEGF devido a falta de oxigénio (CARMELIET, 2005). O NO, além de ser
considerado genotdxico e estar envolvido na etiologia de muitos tipos de canceres,
pode apresentar outros mecanismos que levam a estimulagao dos tumores (VAHORA

et al.,, 2016). Este radical livre, contribui significativamente com o aumento da
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angiogénese do endotélio dos capilares por meio da estimulacdo do crescimento e
diferenciacao celular via ativagdo da oOxido nitrico sintase endotelial constitutiva
(eNOS) e pela transcricdo génica de GMP ciclico (GMPc) dependente de NO
(MORBIDELLI, DONNINI e ZICHE, 2003; HICKOK e THOMAS, 2010; VAHORA et al.,
2016). Ja a COX-2 é uma enzima que, como mencionado anteriormente, tem grande
participacado na resposta inflamatoria e estudos demonstram que sua expressao esta
associada a fatores angiogénicos e formagéo de novos vasos, o que favorece o
processo de carcinogénese devido um maior aporte de oxigénio e nutrientes as
células tumorais (PINHO, 2005).

Uma opgao para o tratamento do cancer € a pesquisa desenvolvida a partir
de plantas medicinais. As plantas tém sido usadas por milhares de anos e muitas
especies sdo consumidas devido aos seus beneficios a saude em paises
desenvolvidos. Este fato € devido as propriedades das substancias de origem natural
para diversos fins terapéuticos, por exemplo os polifendis, brassinosterdides e taxois
que foram identificados e extraidos de plantas e que possuem propriedades
anticancerigenas (GREENWELL; RAHMAN, 2015). Além do mais, os compostos
bioativos derivados de plantas s&o altamente multifuncionais e interferem na iniciagao,
promogao e progressado do cancer, afetando as cascatas de sinalizagéo intracelular
envolvidas no processo inflamatorio. Este potencial € devido a capacidade das
substancias fitoquimicas inibirem as enzimas COX-2 e iNOS, além do fator de
transcricdo NFKB que desempenham papéis importantes tanto na promogédo da
inflamac&o quanto dos tumores (MADKA e RAO, 2013).
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2.4 Doenga e resisténcia fungica

As doencas fungicas afetam mais de 1 bilhdo de pessoas em todo mundo,
entretanto, apesar deste grande indice de morbidade, as micoses ainda sao
negligenciadas pelas autoridades de saude publica. Geralmente essas micoses
possuem carater superficial, afetando cerca de 25% da populagédo no mundo inteiro,
contudo podem tornar-se invasivas e apresentarem um risco em potencial a vida dos
pacientes, isto acontece, pois tais infeccbes podem apresentar um maior grau de
dificuldade em seu diagndstico (SOUZA e AMARAL, 2017). Entre os patégenos mais
frequentemente relacionados a infeccbes invasivas encontram-se 0s micro-
organismos dos géneros Candida, Aspergillus, Pneumocystis e Cryptococcus spp.
Estima-se que estes patdgenos causem pelo menos 1,4 milhdes de mortes por ano
em todo o mundo (SANGLARD, 2016; BONGOMIN et al., 2017).

Além disso, alguns desafios limitam o tratamento das infecgdes fungicas,
um deles é o arsenal de agentes antifungicos que é reduzido e apresenta um elevado
numero de efeitos adversos (Quadro 1) e o outro esta relacionado com o aumento das
estirpes fungicas que vém apresentando resisténcia aos antifungicos comercialmente
utilizados. Desta forma a criagdo de novas terapias para superar a resisténcia aos
antifungicos convencionais e melhorar as estratégias terapéuticas contra as micoses
€ de grande importancia (KATHIRAVAN et al., 2012; SRINIVASAN, LOPEZ-RIBOT e
RAMASUBRAMANIAN, 2014).
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Quadro 1- Principais classes de farmacos antifungicos utilizados no tratamento das micoses, suas indicagoes e seus efeitos adversos. Adaptado

de KATHIRAVAN et al., 2012.

Classes Agente Indicacao Toxicidade
Azolicos Fluconazol Ativo contra a maioria das Candida spp Intolerancia gastrointestinal
Itraconazol Atividade anti-Asperqgillus spp Retencao de liquidos, disfungao ventricular esquerda,
intolerancia gastrointestinal.
Cetoconazol Candidiase, coccidioidomicose, blastomicose, Efeitos adversos gastrointestinais e hepatite
histoplasmose,
paracoccidioidomicose e infecgdes cutaneas por
dermatdfitos
Variconazol Aspergilose invasiva Elevacao de transaminases e disturbios visuais,
erupgdes cutdneas e sintomas gastrointestinais.
Posoconazol Profilaxia de aspergilose invasiva e infecgbes por Nausea, vdmito, dor de cabecga, dor abdominal
Candida spp e diarréia gastrointestinal
Ravuconazol | Ativo contra uma ampla variedade de fungos, incluindo
Candida spp., C.neoformans e outras espécies de
leveduras.
Equinocandinas Caspofungina Potente atividade contra Aspergillus spp e candidiase Dor de cabeca, febre, nausea, erupgao cutanea,
esofagica. flebite
Nauseas, vomitos, dor de cabecga, diarréia,

Micafungina

Tratamento da candidiase esofagica.

flebite e leucopenia

Anidulafungina

Ativo contra Candida spp e utilizado contra a candidiase
esofagica.

Hipotensao, vomito, constipagéo, nausea,
febre, diarréia, hipocalemia e elevagao
enzimas hepaticas
Nefrotoxicidade

Antibidticos

Nistatina

Infec¢des causadas por Candida spp da orofaringe,
esoOfago e trato gastrointestinal.

Anfotericina B

Amplo espectro de atividade antifungica.

Nefrotoxicidade, toxicidade por Infusédo, redugao dos
niveis de potassio sanguineo.

Analogos de

Para o tratamento de micoses cutaneas

Toxicidade hepatica

Griseofulvina
Flucitosina

Ativo contra Candida spp e Aspergillus spp.

Toxicidade da medula 6ssea

nucleosideos

Terbinafina

Usado para infecgbes fungicas em unhas

Erupcgbes de pele leve, nauseas, perda do paladar

Alilaminas
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Dentre os micro-organismos que causam doencas fungicas invasivas e que
tem apresentado resisténcia, tem-se as espécies de levedura do género Candida spp.
Estes fungos sdo micro-organismos polimorficos e apresentam trés formas
morfologicas distintas: levedura, pseudohifa e hifa como apresentado na Figura 5
(THOMPSON; CARLISLE e KADOSH, 2011).
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Figura 5- Formas morfolégicas das espécies de leveduras do género Candida spp. mostrando
imagens microscopicas e esquemas das formas de levedura, pseudohifa e hifa. A seta mostra a
transigcdo da forma de levedura até a forma hifal e, consequentemente, o0 aumento da expressao dos
genes de viruléncia com o decorrer do tempo. Adaptado de THOMPSON; CARLISLE e KADOSH, 2011.

A forma de levedura é a forma colonizadora que se encontra presente na
superficie das cavidades oral, trato gastrointestinal e vaginal, entretanto essa forma
pode evoluir para forma de pseudohifa a fim de aumentar a captacdo de nutrientes
presentes no meio em que se encontra, e posteriormente para forma de hifa, que esta
comumente associada as formas de candidiase oral, gastrointestinal e vulvovaginal
devido a uma maior expressao de genes de viruléncia. Isto acontece devido a
capacidade da forma hifal em atravessar as barreiras epiteliais e evadir o sistema
imune (THOMPSON; CARLISLE e KADOSH, 2011). Entretanto estas leveduras s&o
comensais em humanos saudaveis, causando, em maior parte, infecgdes apenas em
pacientes imunocomprometidos. O género Candida spp é composto por um grupo

heterogéneo de organismos e mais de dezessete espécies diferentes sdo conhecidas
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por serem agentes etioldgicos de infecgdes humanas. No entanto, mais de 90% das
infecgbes invasivas sdo causadas por Candida albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida krusei (SARDI et al., 2013).

A doenga mais comumente relatada por micro-organismos do género
Candida spp. € a candidiase vulvovaginal (Figura 6), uma doenga inflamatoria aguda
que é motivo frequente de consultas ginecoldgicas, visto que pode afetar até 75% das
mulheres em idade fértil (CASSONE, 2015). Este processo inflamatorio ocasionado
pelas espécies de Candida spp., estd associada a falha dos polimorfonucleares
(PMNs) em remover o patégeno da mucosa vaginal devido a um estado de anergia.
Incapazes de efetuar suas fungdes antimicrobianas e protetoras, os PMNs
consequentemente morrem e liberam seus granulos com mediadores inflamatdrios,
que irdo levar ao quadro inflamatdrio observado na candidiase. Assim, a presenga de
PMNs é amplamente relacionada a condigao inflamatoéria observada na candidiase
vulvovaginal (YANO et al., 2018).

Figura 6- Imagens de manifestagao clinica de candidiase vulvovaginal. Colonizagdo externa da
regido vulvovaginal (A), Colonizagéo interna da regido vulvovaginal (B). Fonte: Adaptado de Melo
(2017).

Como descrito anteriormente, varias espécies de Candida spp. vém
apresentando resisténcia (PFALLER et al., 2010). Tal acontecimento tem trazido
grande preocupagao, visto que o tratamento de doengas fungicas causadas por
especies resistentes € considerado um desafio em potencial e que os mecanismos
moleculares que levam a resisténcia antifungica sdo complexos. Isto acontece porque
as células fungicas podem se adaptar a presenca dos antifungicos por meio de

mutacdes dos alvos moleculares dos farmacos, por meio da expressao de proteinas
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alvo e de bombas de efluxo (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 azodlicos. Elas sdo proteinas que
possuem mecanismo de transporte ativo que retiram o farmaco de dentro da célula
garantindo, assim, sua sobrevivéncia (PRASAD e RAWAL, 2014).

Existem dois tipos de proteinas envolvidas no efluxo de farmacos por
atuarem nas leveduras do género Candida spp., 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), sendo estas, as principais
proteinas discutidas como causadoras de um aumento de espécies de leveduras
resistentes (Figura 7). Os transportadores da familia ABC possuem dois dominios
citosélicos denominados de NBDs (Nucleotide Binding Domains), que sé&o
responsaveis pela hidrélise de ATP, o que facilita a retirada do farmaco do meio
intracelular. Por outro lado, os transportadores MFS nao utilizam a hidrélise de ATP,
mas um gradiente de protons para expelir os farmacos (PANWAR, PASRIJA e
PRASAD, 2008; PFALLER, 2012).

A Loops extracelulares B

Bicamada lipidica

Dominios
transmembrana

Figura 7- Representagdo dos transportadores da familia ABC (ATP-Binding Cassette) e do
transportador MSF (Major Superfamily Facilitator). As principais bombas de efluxo descritas
para as leveduras que apresentam resisténcia aos azoélico. (A) Transportador ATP-Binding
Cassette mostrando os dominios citosolicos 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
antifingica por meio da diferenga de gradiente de protons. Fonte: Adaptado de PANWAR, PASRIJA e
PRASAD, 2008.
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Os genes de resisténcia que codificam transportadores do tipo ABC vém
sendo identificados em varias espécies de Candida nao-albicans e tém demonstrado
ligacdo entre a resisténcia destas espécies ao fluconazol, um dos medicamentos
antifungicos mais comumente prescrito para infecgdes por estas leveduras.
(PFALLER et al., 2010). Dentre eles, ja foram relatados os genes CgCdr1p, CgCdr2p,
e CgSnqg2p em C. glabrata, CpCdr1p em C. parapsilosis e CkAbc1p em C. krusei.
Uma expressao aumentada de CtCDR1 também tem sido detectada em isolados
resistentes ao fluconazol para C. tropicalis (BERKOW e LOCKHART, 2017). Somado
a isso, novas espécies de Candida spp. resistentes a multiplas classes de agentes
disponiveis também vém surgindo, como € o caso de Candida auris, uma espécie
multirresistente que emergiu em 2009 e que aparenta ter uma excepcional resisténcia
a multiplos farmacos devido a expressao de transportadores tanto do tipo ABC
quanto da familia dos transportadores MFS (CHOWDHARY, SHARMA e MEIS, 2017;
WIEDERHOLD, 2017).

Devido ao desenvolvimento da resisténcia fungica e persisténcia dos
patdgenos no processo infeccioso, existe, atualmente, a necessidade de novos
agentes antifungicos para o controle das doengas fungicas. Desta forma, o enfoque
na pesquisa cientifica para encontrar novas drogas antifungicas vem ganhando
destaque. Isto tem trazido grande relevancia para os estudos de mecanismos de agéo
e efeitos sinérgicos de drogas antifungicas oriundas das substancias naturais (ZIDA
et al., 2017).

2. 5 Género Centrosema e espécie Centrosema coriaceum Benth.

A familia Fabaceae € uma familia com grande importancia tanto medicinal
quanto econémica e tem como principais representantes as leguminosas, espécies
que se apresentam como arvores, arbustos e plantas herbaceas perenes ou anuais e
que sao reconhecidas pelos seus frutos em forma de vagem (RAHMAN e PARVIN,
2014). Dentre os principais metabdlitos secundarios presentes nas leguminosas
destacam-se as substancias nitrogenadas como os alcaloides e aminas, aminoacidos
nao proteicos, glicosideos cianogénicos e peptideos (lectinas, inibidores de tripsina e
peptideos antimicrobianos). Outros metabolitos secundarios que ndo apresentam
nitrogénio em seu nucleo também estdo presentes, como no caso dos

fenilpropandides, flavonoides (isoflavonas, catequinas e antocianinas), taninos,
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lignanas, cumarinas e furanocumarinas, policetideos (antraquinonas) e terpendides
(especialmente triterpendides, tetraterpenoides, esterdides e saponinas) (WINK,
2013).

O género Centrosema encontra-se dentro da familia Fabaceae, sendo
nativo da América do Sul, onde é considerado uma importante fonte de forragem e
alimento para bovinos, como € o caso de Centrosema brasilianum e Centrosema
virginianum (CORADIN; KARDEC e RAMOS, 2019). A maioria das espécies deste
género esta distribuida por savanas e florestas de regides tropicais e subtropicais da
Ameérica do Sul e Central. No Brasil ocorre a maior riqueza de espécies do género
Centrosema, sendo encontradas 31 espécies, das quais 10 apresentam ocorréncia
exclusiva neste pais (AZEVEDO et al., 2011). Os principais metabdlitos secundarios
produzidos por plantas deste género sdo as substéncias fendlicas das classes
flavonoide e taninos condensados (CARVALHO, 2016).

Uma pesquisa realizada na comunidade rural de Catolé, situada no
municipio de Moreilandia, Pernambuco, estabelecida numa area de cerrado na
Chapada do Araripe demonstrou que as plantas do género Cenfrosema sao
popularmente utilizadas no tratamento de tosse, gripe, bronquite, asma e como
expectorante (MACEDO et al., 2015). Outras espécies deste género ainda podem ter
outros usos terapéuticos, como Centrosema bracteosum Benth, conhecida
popularmente como rabo de tatu, cujo cha ou vinho do caule é utilizado para o
tratamento de diabetes e a decocgao ou infusao das raizes é utilizada para afecgdes
hepaticas (VILA VERDE, 2003; PINTO et al., 2013).

Uma das espécies mais estudadas do género € a Centrosema pubescens
Benth, uma planta forrageira cujo estudos quimicos revelaram a presenga de
aminoacidos, flavonoides, isoflavonoides glicosilados, ciclo-hexitois, galactosil-pinitol
e polissacarideos em sua composi¢ao (SILVA, TOSTES e PARENTE, 2000). Um
estudo realizado por Ekpo et al. (2011) demonstrou que o extrato etandlico das folhas
de Centrosema pubescens apresenta potencial antimicrobiano para os seguintes
micro-organismos: Escherichia coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus e Tinea
capitis, quando testado por meio do teste de concentragao inibitoria minima (CIM) em
disco-difusdo, teste que o valor da CIM foi de 2,5 pg/disco para todos os micro-
organismos avaliados. Outro estudo realizado por Mani e Lakshmi (2010),
demonstrou que o extrato diclorometanico das folhas de C. pubescens possui

atividade citotoxica sobre a linhagem leucémica HL-60 com ICso de 5 pg/mL.
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Centrosema coriaceum Benth, a espécie do presente estudo (Figura 8),
apresenta-se como um subarbusto de ocorréncia em Cerrado, mata e campo rupestre
no Bioma Cerrado, no Sudeste do Brasil (MENDONCA et al., 1998). Conhecida
popularmente como Jequiritirana e reconhecida pelos foliolos coriaceos, fruto falcado
e corola résea, esta espécie geralmente floresce em janeiro e frutifica de fevereiro a
maio (BARBOSA-FEVEREIRO, 1977). Um estudo realizado por Carvalho (2016)
demonstrou que o extrato etandlico das folhas dessa espécie apresenta atividade anti-
helmintica promissora contra os nematoides adultos Parapharyngodon bainae e
Physaloptera sp. Entretanto, essa espécie possui poucos relatos de atividade
biolégica e de estudo quimico de seus fitoconstituintes. Logo, a busca de mais
informacdes sobre as propriedades terapéuticas dessa espécie faz-se necessaria,

visando uma correlagao das atividades biolégicas com os seus constituintes quimicos.

Figura 8- Imagens de C. coriaceum.(A). Planta inteira. (B) Detalhe dos frutos secos. (C) Planta seca
com detalhe das folhas e de flor. (D) Esquema do ramo e dos frutos. Fonte: BARBOSA-FEVEREIRO,
1977; TROPICOS, 2018; GOOGLE IMAGENS, 2018.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizagao do potencial quimico-biolégico do extrato etandlico de folhas de

Centrosema coriaceum Benth (CCE).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro.

e Avaliar a atividade anti-inflamataria in vitro.

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro.

e Avaliar a atividade antifungica em diferentes espécies de leveduras do género
Candida spp.

e Avaliar o mecanismo de acao antifungico das espécies de Candida spp.
sensiveis.

e Avaliar a atividade sinérgica com outro agente antifungico.

¢ Identificar as classes e/ou substancias quimicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As folhas de Centrosema coriaceum Benth foram coletadas no distrito de
Toledos, municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, em 04 de dezembro de 2014,
as 13:00 horas. A exsicata foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger, da

Universidade Federal de Juiz de Fora com o nimero CESJ 49986.

4.2 Preparagao do extrato

As folhas de C. coriaceum foram secas a sombra sobre bancada e a
temperatura ambiente por 15 dias e pulverizadas a fim de obter o material vegetal
seco e homogéneo (29,23 g). O material seco foi extraido com o solvente etanol (5 x
500 mL), sendo concentrado a pressao reduzida utilizando o evaporador rotatorio
(Heidolph — Laborota 4000). O extrato etanolico de folhas de C. coriaceum (CCE)
obtido teve rendimento final de 28,7% (8,39 g) em relagdo ao material vegetal seco.
CCE foi mantido sobre refrigeracao até o momento da realizagao dos testes quimicos

e biologicos.

4.3 Avaliacao da atividade antioxidante

4.3.1 Determinacao da atividade antioxidante por meio do método de sequestro
de radicais livres (DPPHe)

A atividade sequestrante de radicais DPPH- foi determinada pelo método
descrito por Brand-Williams et al. (1995). Foram transferidos para um poc¢o de uma
placa de 96 pogos, 100 pL de uma solugéo a 1mg/mL da amostra. Em seguida, foram
realizadas diluicdes sucessivas 1:2 em metanol e adicionados 150 pL de solucéo de
DPPH a 20 pyg/mL em metanol, obtendo-se as concentragdes de 250 a 0,49 ug/mL. A
placa foi incubada ao abrigo da luz e apés 30 min a absorbancia foi mensurada a
517nm. O branco foi preparado da mesma maneira que as amostras, utilizando-se
metanol no lugar da solucdo de DPPH. Procedeu-se também a medida da

absorbancia do DPPH sem as amostras (controle negativo). Os testes foram
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realizados em ftriplicata e a porcentagem (%) de inibicdo de oxidagédo de CCE foi

calculada da seguinte maneira:

% Inibicdo = [ (AbsprpH — AbSamostra) + AbspppH] x 100
Sendo: AbspppH: absorbancia mensurada para o radical DPPH em metanol; Absamostra:

absorbancia mensurada para as amostras.

Foi determinada a concentracgéo inibitoria de 50% (Clso) em pg/mL, que é a
quantidade necessaria da amostra para reduzir em 50% a ag¢ao oxidante do DPPH. O
controle positivo utilizado foi a rutina (um flavonoide ja conhecido pelo seu poder

antioxidante) cuja concentragao variou de 250 a 0,0005 pg/mL.

4.3.2 Determinacéo da atividade antioxidante pelo método do poder de redugao

do complexo fosfomolibdénio

O ensaio foi baseado no método proposto por Prietro et al. (1999). CCE e
0s controles positivos, quercetina, rutina e acido ascérbico foram diluidos em etanol
70% (EtOH), obtendo-se a concentragdo de 500 ug/mL. Tubos de ensaio contendo
300 pL da amostra em solucéo etandlica e 2 mL da solugcéo reagente (1,12 mL da
solugdo de fosfato, 0,48 mL de molibdato, 0,40 mL de H2SO4) foram fechados
hermeticamente e levados ao banho-maria a 95 °C por 90 min. A leitura das solucdes
das amostras foi realizada em espectrofotometro UV a 695 nm e utilizando como
branco para cada amostra, 300 pL de solugdo estoque das mesmas e 2 mL do
solvente (EtOH 70 %). Os resultados foram expressos em porcentagem de atividade
antioxidante relativa (AAR %), sendo a capacidade antioxidante de CCE expressa em
relagdo ao acido ascorbico, quercetina e rutina. A equacgao para o calculo da AAR%
encontra-se abaixo (NEGRI et al., 2009; ZOCOLER et al., 2009).

AARY Abs (amostra) — Abs (branco amostra)
(0] =

1
Abs (controle positivo) — Abs(branco controle positivo) X
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Sendo: Abs (amostra): absorbancia mensurada para as amostras; Abs
(controle positivo): absorbancia mensurada para os controles positivos; Abs (branco
amostra): absorbancia mensurada para o branco da amostra; Abs (branco controle
positivo): absorbancia mensurada para o branco do controle positivo. O experimento

foi realizado em triplicata.

4.3.3 Determinagdo da atividade antioxidante pelo sistema [B-caroteno/acido

linoleico

A atividade de inibicao de peroxidagao lipidica foi avaliada pelo método B-
caroteno/acido linoleico descrito por Melo e Mancini Filho (1989) com algumas
modificagdes. No preparo de CCE e do controle positivo (rutina), o mesmo
procedimento foi realizado. Foram preparadas solugbes estoque de 1 mg/mL em
metanol e diluidas para obter as concentra¢des de 1000 a 31,25 pg/mL. A emulséo
contendo o 3-caroteno e o acido linoleico foi preparada adicionando a um erlenmeyer,
30 pL de acido linoleico, 265 pyL de Tween 40, 500 uL de diclorometano e 100 pL da
solugéo B-caroteno a 10 mg/mL em diclorometano. Em seguida, a mistura passou pelo
processo de evaporagdo completa do diclorometano em nitrogénio gasoso. No
erlenmeyer, foi adicionado 30 mL de agua destilada previamente saturada com
oxigénio durante 1h, agitou-se vigorosamente e adicionou-se agua até ajustar a leitura
da emulséo entre 0,6 e 0,7 de absorbancia em 470 nm. Preparada a emulsao, foram
adicionados 250 pL da emulsdo e 10 pyL das solugdes da amostra e do controle a
serem testados nos pogos da microplaca (obtendo-se as concentragdes finais nos
pocos da microplaca de 38,46 a 1,20 pg/mL). O controle negativo foi realizado com
250 L desta emulsao e 10 pL de metanol para determinar o 100% de oxidag¢ao. Todo
experimento foi realizado em triplicata.

A placa foi incubada a 45 °C para acelerar as reagdes de oxidagao e iniciar
o descoramento do B-caroteno. A absorbancia foi realizada em leitor de Elisa a um
comprimento de onda de 470 nm. As leituras foram obtidas em tempo zero e intervalos
de 15 min até completar 120 min de reag¢ao. Os resultados foram mensurados por
meio do calculo de porcentagem de inibicado, calculada em relagdo ao decaimento da
absorbancia do controle negativo (acn), devendo ser menor que 0,2 para que se
considere 100% de oxidacao do acido linoleico apds 120 min de reacio. A queda da

absorbancia da amostra (Aam) foi relacionada a queda da absorbéancia do controle
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negativo (Acn), obtendo-se a porcentagem de inibicdo da lipoperoxidagao (%l),
representada na formula abaixo. Foi avaliada a curva de oxidagao entre o controle, a
amostra e o controle positivo rutina, utilizando o calculo de tangente para encontrar os
valores de F1 (capacidade de bloqueio da formagéo de peroxidos) entre 15 e 45 min
apos o inicio da reacgao e F2 (capacidade de inibir outras reagdes durante o processo
oxidativo, que produzem espécies radicalares que aceleram a oxidagao) entre 75 e 90
min apds inicio da reagdo (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Acn = Abs inicial — Abs final F1= tqg solucdo Aam
Aam = Abs inicial — Abs final tg Acn
%I =Acn —Aam x100 F2 = tg solucdo Aam
Acn tg Acn

Sendo: Acn: absorbancia mensurada para o controle negativo; Aam:
absorbancia mensurada para a amostra; Abs inicial: absorbancia inicial; Abs final:
absorbancia final; %l: porcentagem de inibicdo da lipoperoxidacéo; Tg: tangente. O

experimento foi realizado em triplicata.

4.3.4 Determinacdo da atividade antioxidante pela quantificacdo de
malondialdeido

O Teste de determinacdo da peroxidacao lipidica pela quantificacdo de
malondialdeido (MDA) foi baseado no método descrito OSAWA et al. (2005) com
algumas modificagdes. A primeira etapa baseou-se na construgcdo da curva padrao
de MDA e, a partir desta curva, foi determinada a quantidade de MDA formada apos
tratamento com CCE e o controle positivo rutina. A etapa seguinte baseou-se no
preparo dos homogenatos contendo CCE e rutina em suas diferentes concentragdes.
Em um béquer, foi pesado 25 g de carne moida e adicionado 17 mL de agua destilada
e o0 extrato vegetal ou controle positivo diluidos em e 200 yL de metanol. O
homogenato foi levado a aquecimento até o aparecimento de coloragéo
“amarronzada”. O volume foi completado para 100 mL com agua destilada e

homogeneizado. Foram preparados 3 homogenatos nas concentragées 10, 20 e 40
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Mg/mL de CCE e rutina, estes foram transferidos para frascos ambar e mantidos sob
refrigeracao durante os 5 dias do ensaio.

Para quantificacao de MDA, foram realizadas leituras em triplicata dos dias
0, 2 e 4. Em cada tubo de ensaio foi adicionado 0,5 g de homogenato, 50 uL de BHT,
2,5 mL de acido fosférico 1 % e 1,25 mL de TBA. As solug¢des foram aquecidas por 15
minutos em banho maria e em seguida submetidas a banho de gelo por 10 minutos.
Apos o resfriamento, foram adicionados 3 mL de butanol em cada tubo. Estes foram
levados a centrifugagéo a 4000 rpm por 5 minutos. Foi entdo retirada uma aliquota de
200 uL do sobrenadante e a absorbancia lida em leitor de microplaca a 535 nm. Como
controle negativo (100% de oxidagao), foi utilizado o homogenato apenas com adi¢gao

de metanol e no branco do experimento foi utilizada agua destilada.

4.4 Avaliagao da atividade anti-inflamatoéria in vitro

4.4 1 Linhagem celular e cultura

A linhagem celular em que CCE foi testada foi a linhagens J774A.1
(Macrofagos murinos). As células J774A.1 foram cultivadas em garrafas de cultura
com meio RPMI-1640 suplementado com 2mM L-glutamina, 100 pg/mL de antibiético
(estreptomicina e penicilina), 5% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas em estufa a

atmosfera de 5% CO:2 e a temperatura de 37 °C até o dia do ensaio.

4.4.2 Dosagem de NO em sobrenadante de células J774A.1

As células de macréfagos da linhagem J774A.1 foram transferidas para
microplacas de 96 pocos (2x10* cel/pogo) e tratadas pelas concentragbes de 60, 30,
15, 7,5, 3,75 yg/mL de CCE. Em seguida foi adicionado o estimulo contendo LPS
(lipopolissacaride) a 1ug/mL mais IFN-y a 0,9 ng/mL e completado o volume para 200
ML. Como controles negativos foram utilizadas células ndo tratadas e estimuladas
com LPS e IFN-y e células ndo estimuladas e tratadas apenas com DMSO 0,06%
(veiculo). As analises foram realizadas em triplicata. Ao final do procedimento as
células foram novamente incubadas durante 48 h em estufa com atmosfera de 5% de

CO:2 a temperatura de 37°C.
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A quantidade de NO foi avaliada por meio do método de Griess, por meio
da dosagem da concentragédo de NO (indiretamente determinada pela dosagem de
nitrito) no sobrenadante de 48 h de cultura como na metodologia descrita por SUN et
al. (2003). Para realizagéo do teste, 50 yL de sobrenadante de cada pogo das culturas
das células estimuladas foram transferidos para placas de 96 pocgos, posteriormente
foi acrescentado igual volume de reagente de Griess (1% de sulfanilamida, 0,1% de
N-(1-naftil) -etileno diamina hidroclorida, 2,5% H3POa). A quantidade de NO (uM) foi
determinada por comparagdo com uma solugdo padrdo de nitrito de sédio. O
comprimento de onda utilizado para realizacido da leitura foi 540 nm. O experimento

foi realizado em duplicata.

4.5 Avaliacao da citotoxicidade

4.5.1 Linhagem celular e cultura

As linhagens celulares em que CCE foi testada foram as células normais
J774A.1 (Macrofagos murinos) e HEK (Células embrionarias de rim) e a célula tumoral
HL-60 (leucemia mieloide). A linhagens celular J774A.1 foi cultivada como no item
4.7.1, enquanto que as células HEK e HL-60 foram cultivadas em meio RPMI
suplementado com 10% de SFB, 1% de antibi6tico (penicilina 100 unidades/mL e
estreptomicina 100 ug/mL) e 1% de L-glutamina (2 mM). Todas as células foram
mantidas em estufa com atmosfera de 5% CO:2 e a temperatura de 37 °C até o dia do

ensaio.

4.5.2 Avaliacao de viabilidade pelo ensaio de MTT

Apos cultivo em garrafa, as células foram transferidas para microplacas de
96 pocos, foi adicionado em cada pogo 100 yL de uma suspenséo de células a 2x10°
cel/mL, totalizando assim 2x10* cel/pogo. Em seguida foram acrescentadas as
concentracgdes de 60; 30; 15; 7,5 e 3,75 ug/mL de CCE e o volume final foi completado
para 200 pL. Como controle negativo foi utilizado células tratadas com DMSO a 0,06%
(veiculo). Ao final do procedimento as células foram novamente incubadas durante

48h em estufa com atmosfera de 5% de CO2 e a temperatura de 37 °C.
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A citotoxicidade foi avaliada por meio da viabilidade celular por meio do
ensaio de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) (Mosmann, 1983). O
ensaio para avaliacao de viabilidade é baseado na reducdo metabdlica do MTT a
formazan (coloragéo violeta). Apds o tempo de cultura de 48h, os sobrenadantes
foram descartados e 100 yL de RPMI foram adicionados em todos os pogos contendo
as células cultivadas por 48h, em seguida 10 yL de MTT (5 mg/mL) também foram
acrescentados a cada poco. A placa foi incubada a 37 °C em estufa com 5% de COa.
Transcorrido o periodo de 4h a reagao foi finalizada com a retirada do meio de cultura
e adicdo de dimetilsuféxido (DMSO). A absorbancia (Abs) foi lida a 570 nm e a

viabilidade celular (%) dos macrofagos apos tratamento obtido pela seguinte formula:

) . Abs (Amostra)
% de células viaveis = Abs (DMSO0 0,06%) x 100
) 0

Sendo: Abs (Amostra): Absorbancia mesurada apés tratamento das células
com a amostra; Abs (DMSO 0,06%): Absorbancia mesurada apds tratamento das
células com DMSO a 0,06% (veiculo da amostra). O experimento foi realizado em

duplicata.

4.5.3 Avaliacdo da morfologia e densidade celular por microscopia optica e
citotoxicidade em células J774A.1 tratadas com CCE por iodeto de propidio

utilizando citometria de fluxo

A avaliagdo morfolégica e a densidade celular de células J774A.1 foram
realizadas apos tratamento e incubag&o por 48 h com as concentragdes de 60 e 30
pg/mL de CCE utilizando microscépio optico invertido acoplado a uma camera. Foram
registradas fotografias em campos homogéneos utilizando-se a objetiva de 40X.
Depois de capturada as imagens, a avaliagao da influéncia de CCE sobre viabilidade
de macrofagos murinos J774A.1 foi realizada por citometria de fluxo seguindo a
metodologia de CROWLEY et al. (2016) com algumas modificagcées. As células foram
plagueadas na concentragdo de 2x10* células por pogco em placas de 96 pogos e
incubadas por 48h a 37 °C e 5% de CO2. Em seguida, foi realizada a exposi¢gdo a CCE
nas concentragdes de 60 e 30 ug/mL por 48h, como no ensaio com o MTT (item

4.11.2). Ao final do tempo de incubagdo, os sobrenadantes foram descartados e
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adicionou-se 200 pL de solugéo tampao FACS (PBS com 1% de SFB). As células
aderidas em microplaca foram colocadas sobre gelo e tratadas com ftripsina. As
células recolhidas nas etapas anteriores foram transferidas para os tubos especificos
para FACS (CORNING). A marcacéo foi realizada por meio da adigdo de 3 uL por tubo
de iodeto de propideo (10 ug/mL) 15 min antes da leitura. As amostras foram avaliadas
em citdbmetro de fluxo FACScanto Il (Becton &Dickinson), onde 3000 eventos foram
adquiridos. As analises foram realizadas utilizando-se o software FlowJo® onde o
percentual de células viaveis (sem marcagao com iodeto de propideo) foi determinado.
Células tratadas apenas com RPMI e tratadas com DMSO a 0,06% foram utilizadas

como controle negativo. O experimento foi realizado em duplicata.

4.6 Avaliagao da atividade antifungica

4.6.1 Determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) para diferentes

estirpes de Candida spp.

O ensaio de susceptibilidade em microdiluicdo em caldo foi realizado
usando o método descrito pela CLSI para determinacao da CIM (CLSI, 2014). Todos
os testes foram realizados utilizando caldo (CSD) e agar Sabouraud dextrose (SDA).
Estirpes de cinco espécies de Candida spp. foram cultivadas a 35 °C por 24 ou 48h
em agar Sabouraud Dextrose, sendo utilizadas as espécies Candida albicans ATCC®
24433, Candida albicans ATCC® 10231, Candida grablata ATCC® 2001, Candida
krusei ATCC® 6258, Candida tropicalis ATCC® 750.

Diluicbes sucessivas de 1000 a 8 uyg/mL de CCE foram preparadas em
microplacas de 96 pogos. Para isso foram utilizadas solugbes estoque de 2,5 mg/mL
em DMSO 1%. Foram transferidos 80 pL dessa solugdo para as microplacas, que ja
continham 100uL de CSD. Para completar o volume final de 200uL, foram adicionados
20 pL de inoculo (10 unidades formadoras de col6énias (UFC/mL), de acordo com a
escala turbidimétrica padrédo de Mc Farland, alcangando 2 x103 UFC/mL por pogo). As
placas foram incubadas a 35 °C por 24h para a visualizagdo do crescimento fungico,
com excegao da espécie Candida tropicalis que foi avaliada apds 48h. O controle
positivo utilizado foi o antifungico fluconazol nas concentragbes de 1000 a 8 ug/mL. A
CIM foi calculada como a menor diluicado que apresenta completa inibicdo da estirpe

testada. Todos os testes foram realizados em duplicata.
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4.6.2 Concentracgéo fungicida minima

As concentragdes das amostras com carater fungicida/ fungistatico
foram determinadas por uma modificagdo do método de Spencer e Spencer (2004).
Foram retirados das microplacas, das quais se realizou a CIM, um volume de 20 uL
da concentracdo das amostras que visualmente n&o apresentaram crescimento no
ensaio da CIM. Estes volumes foram inoculados em placas de SDA recém-
preparadas, que foram posteriormente incubadas em estufa a 35 °C durante 24h e 48
h para C. tropicalis. As Concentragdes fungicidas minimas (CFMs) foram tomadas
como as concentragbes que nao apresentaram nenhum crescimento de colbnias

fungicas nas placas de agar. O ensaio foi realizado em duplicata

4.6.3 Determinagédo dos mecanismos de agao antifungica

Apos verificagcdo da atividade antifungica de CCE frente as estirpes
sensiveis, foi avaliado os possiveis mecanismos de agao. Os ensaios de mecanismo
de acado consistiram em avaliar a capacidade de CCE em romper a integridade do
envoltorio celular (extravasamento de nucleotideos), causar danos a parede celular
fungica (ensaio de protecédo do sorbitol) e capacidade de ligagdo a esterdides de

membrana (ensaio de ligagcao ao ergosterol exdégeno).

4.6.3.1 Agao sobre membrana por extravasamento de nucleotideos

O experimento foi realizado de acordo com Tang et al. (2008) com algumas
modificagdes. Para esse ensaio foi utilizado o antifungico nistatina, que teve a sua
CIM previamente mensurada para as estirpes de Candida spp que foram sensiveis a
CCE. As estirpes foram incubadas em CSB a 35 °C durante 24h. A cultura foi entao
centrifugada a 1000 rpm por 5 min, lavada e ressuspensa em PBS 10 mM (pH 7,4),
atingindo a densidade final de cerca de 108 células/mL. As estirpes foram incubadas
com CCE e nistatina (valor de CIM) em diferentes tempos (0, 1, 2, 3, 4 e 5 h); e
incubadas também apenas com PBS 10 mM (pH 7,4) (controle negativo). Apds a
incubacéo, as suspensdes celulares foram centrifugadas a 3000 rpm durante 15 min
e realizou-se a leitura dos sobrenadantes em uma densidade 6ptica de 260 nm. O

experimento foi realizado em triplicata.
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4.6.3.2 Ensaio de proteg¢ao do sorbitol

Apés a determinacgao do valor de CIM para CCE, realizou-se o teste para
avaliar a osmoprotegédo do sorbitol, de acordo com a metodologia de FROST et al.
(1995). Uma microdiluicao seriada foi realizada, em microplaca estéril de 96 pocos,
utilizando-se caldo SB enriquecido com Sorbitol 0,8 M. A solugéo estoque de CCE foi
diluida em concentra¢des que variaram entre 4000 a 31,25 yg/mL. Para este ensaio
foi utilizado o antifungico fluconazol como controle, as concentragdes avaliadas para
esse farmaco foram de 125 a 0,97 ug/mL. Os valores de CIM foram determinados

depois de incubados a 35 °C por 24h. O experimento foi realizado em duplicata.

4.6.3.3 Ensaio de ligagao ao ergosterol exdogeno

Para o ensaio de ligagdo ao ergosterol, a CIM de CCE foi determinada
segundo a metodologia de LEITE et al. (2014). Foi realizada uma microdiluicao
seriada em uma microplaca de 96 pocos, utilizando caldo SB enriquecido com
ergosterol (400 pg/mL). A solugdo estoque de CCE foi diluida em concentracdes
variando entre 4000 a 31, 25 yg/mL. Para esse ensaio utilizou-se o antifungico
nistatina como controle, as concentragcbes deste farmaco variaram de 25 a 0,19
pMg/mL. Os valores de CIM foram determinados apds 24h de incubagao a 35 °C. O

experimento foi realizado em duplicata.

4.6.4 Ensaio sinérgico “Checkerboard”

O ensaio sinérgico entre CCE e nistatina foi realizado por meio da técnica
bidimensional de concentragbes em seérie de acordo com a metodologia descrita por
Pillai et al. (2005). O teste foi realizado em placas de microdiluicao de 96 pogos
contendo CCE e nistatina em concentragdes em série. As suspensdes fungicas foram
preparadas para produzir inéculos finais de 2 x 103 UFC/mL. Os pocos das
microplacas foram preenchidos com 80 pyL de CSD. Na ultima coluna (n° 12)
adicionaram-se 100 uL de nistatina para realizagdo da diluicdo seriada (25 a 0,19
pg/mL), transferindo-se sequencialmente 100 pyL do pogo anterior para o proximo até
a coluna 2. Da mesma maneira, na primeira linha (A) adicionou-se 100 pL da solugdo

de CCE para posterior realizagdo da diluicao seriada (2000 a 15,6 ug/mL) até a linha
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G. Portanto, a coluna 1 contém apenas CCE e a linha H apenas a nistatina.
Adicionalmente, foram distribuidos 20 yL da suspensao fungica em cada pogo. A
leitura da microplaca foi realizada apo6s 24h de incubagao a 35 °C. O “checkerboard’
foi utilizado como base para calcular o indice de concentracio inibitoria fracionada
(ZCIF), que é a soma dos CIFs de ambos os agentes. Os resultados foram
interpretados da seguinte forma: <0,5, sinergia; 0,5 a 1, efeito aditivo; 1-2, indiferente
ou nenhum efeito; e > 2, antagonismo. As diluigbes testadas no indice de
Concentragao Inibitoria Fracionada (CIF) foram baseadas no CIM das duas

substancias. O experimento foi realizado em duplicata.

2CIFs = CIF ¢ + CIF Nigtatina

CIF ¢ = CIM de CCE combinada com Nistatina
CIM CCE

CIF Nistatina = CIM _da Nistatina combinada com CCE
CIM Nistatina

Sendo: CIF cce: Concentracao inibitéria fracionada do extrato etandlico de folhas de
C. coriaceum; CIF nistatina: Concentragdo inibitoria fracionada da nistatina; CIM:
Concentragao inibitéria minima; XCIF: Somatério das concentragdes inibitorias

fracionadas de ambos agentes;

Os resultados foram interpretados da seguinte forma: <0,5, sinergia; 0,5 a
1, efeito aditivo; 1-2, indiferente ou nenhum efeito; e > 2, antagonismo. As diluigcdes
testadas no indice de Concentragéo Inibitéria Fracionada (CIF) foram baseadas no

CIM das duas substancias.
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4.7 ldentificacao das classe e/ou substancias quimicas presentes em CCE

4.7.1 Determinagéo do conteudo de compostos fendlicos

A determinacgao do teor de fendis foi feita por meio de espectroscopia na
regido do visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteu com pequenas modificagdes
(DOWD,1959; FOLIN,1927). O acido tanico foi utilizado como padrao. A curva de
calibragao foi preparada, com concentragbes que variaram de 7,5 a 350 yg/mL de
uma solu¢cdo metandlica de acido tanico (500 ug /mL). Em microplacas de 96 pogos
foram adicionados 120 uL do reagente Folin Ciocalteau 20%, 30 yL da amostra e 100
ML de carbonato de sédio 4%. Decorridos 30 min de incubagao ao abrigo da luz, a
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 770 nm.

Para o doseamento de CCE foi preparada uma solugao estoque a 500 pg/mL
em metanol. Pogos somente com amostra e metanol foram utilizados como branco do
teste. Em microplacas de 96 pogos foram adicionados 120 pyL do reagente Folin
Ciocalteau 20%, 30 pyL da amostra e 100 uL de carbonato de sédio 4%. Decorridos 30
min de incubagao ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em espectrofotébmetro a
770 nm. Todas as determinagdes foram realizadas em ftriplicata e a média * desvio
padrao foi utilizada para o calculo do teor de fendis. O conteudo total de fendis foi
expresso em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes de acido tanico (EAT). O

experimento foi realizado em triplicata.

4.7.2 Determinacao do conteudo de flavonoides

O conteudo de flavonoides foi determinado pelo método descrito por
Miliauskas e colaboradores (2004), com pequenas modificagdes. A rutina foi utilizada
como padrao. A curva de calibragao foi preparada, utilizando-se aliquotas de 0,02;
0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,2 mL de uma solugdo etandlica de rutina (0,5 mg/mL).
Adicionou-se quantidade de etanol necessaria para obter 4,8 mL em cada tubo, e uma
gota de acido acético glacial. Posteriormente, adicionou-se 0,2 mL de uma solugao
etandlica de cloreto de aluminio 2%, totalizando 5 mL em cada tubo. O branco foi
preparado da mesma forma que a amostra, porém substituindo a solugao etandlica de
cloreto de aluminio a 2% por etanol. Apos 40 min de incubagao, a 20°C e ao abrigo da

luz, as absorbancias foram medidas a 415 nm em espectrofotdmetro.
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Para o doseamento de CCE foi preparada uma solugcdo estoque a 500
pMg/mL em etanol. Dessa solugao pipetou-se 0,2 mL para uma série de tubos de ensaio
devidamente identificados e foi adicionado 4,6 mL de etanol, 1 gota de acido acético
glacial e 0,2 mL da solugéo etandlica de cloreto de aluminio a 2%, obtendo-se uma
solugdo de 5 mL em cada tubo. O branco foi preparado com 0,2 mL da amostra, 1
gota de acido acético e diluido para 5 mL com etanol. Apos 40 min de incubacéo, a
20°C e ao abrigo da luz, as absorbancias das solugbes foram registradas em
espectrofotometro a 415 nm. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata
e a média * desvio padrao foi utilizada para o calculo do teor de flavonoides. O
conteudo total de flavonoides foi expresso em mg/g de extrato vegetal, em

equivalentes de rutina (ER). O experimento foi realizado em triplicata.

4.7.3 Determinacéao do perfil cromatografico por “UFLC/MS” de CCE

Afim de identificar os constituintes quimicos presentes em C. coriaceum,
foram analisados 5mg de CCE por meio de cromatografia liquida de ultrarrapida
acoplada a espectrometria de massas (UFLC-MS) em modo positivo [M+H]* e
negativo [M-H] utilizando um UFLC (modelo Nexera) da marca Shimadzu e
espectrometro de massas (modelo TOF Compact) e marca Bruker com fonte de
ionizacao por “eletrospray”. A fase movel utilizada foi o acido férmico, com pH =3
(fase A) e metanol (fase B), o fluxo de injecao foi de 0,4 mL/min e o tempo de corrida
foi de 12 min. A coluna utilizada foi a Kinetex 2,6 um - C18 - 100A, comprimento 100
mm X 3,0 mm, aonde foi injetado um volume de 2 pL da amostra. A corrida
cromatografica comegou com 40% da fase B no tempo 0,01min, chegando até 70%
de B no tempo 8,20 min e 95% de B do tempo 8,20 a 9,70 min, posteriormente a fase
movel retornou a 40% de B no tempo 10,20 min, seguindo até 11,50 min, a corrida foi
encerrada em 12 min. As analises foram realizadas em colaboragdo com a Fundagao
Oswaldo Cruz, por meio da Plataforma de Metodologia Analitica de
Farmanguinhos/FIOCRUZ..
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4.8 Analise estatistica

A analise estatistica dos testes in vitro foi realizada pelo teste de ANOVA
seguido de pos teste de Bonferroni, por meio do programa GraphPrism 5.0. Os
valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Os resultados foram expressos

na forma de média + desvio padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 Atividade antioxidante

5.1.1 Inibigao do radical DPPHe

No ensaio do DPPH- os resultados foram expressos em Clso (Tabela 1).
Neste teste CCE apresentou Clso de 1,25 + 0,06 pg/mL, ndo apresentando diferencga

estatistica do valor de Clso encontrado para o controle positivo rutina.

5.1.2 Redugao do complexo fosfomolibdénio

Em relagdo ao ensaio da redugao complexo fosfomolibdénio (Tabela 1), a
atividade antioxidante de CCE foi avaliada em relagdao a semelhanca de atividade
antioxidante (atividade antioxidante relativa, dada pela sigla AAR%) de trés
substancias padrao: acido ascoérbico, quercetina e rutina. O resultado foi dado em
porcentagem relativa de cada substancia, sendo os valores mais préximos de 100%,
considerados os mais promissores devido a alta semelhanca em relagao ao controle
positivo. Dessa forma CCE apresentou atividade antioxidante relevante (79,9 £ 2,7
de AAR% a quercetina, 128,3 + 4,3 de AAR% a rutina e 27,3 + 0,9 de AAR% ao acido
ascorbico), visto que alcangou altos niveis de semelhanga aos padrdes rutina e
quercetina. A atividade antioxidante apresentada por CCE revelou ser
estatisticamente mais eficiente que o controle rutina em relagdo ao ensaio de redugao

do complexo fosfomolibdénio.

5.1.3 Inibigao do sistema B-caroteno/acido linoleico

No ensaio do sistema B-caroteno/acido linoleico estao representados os
resultados da porcentagem de inibigdo de CCE e de rutina na maior concentragéo
utilizada, 38,5 yg/mL, junto também da sua eficiéncia antioxidante (F1 e F2) (Tabela
1 e Figura 9). Os resultados demonstram que CCE apresentou uma porcentagem de
inibicdo da oxidagao do acido linoleico promissora, ao inibir cerca de 39,2 + 3,8% da
peroxidagao deste acido graxo, este dado indicou uma maior inibicdo da peroxidagéo
lipidica por CCE quando comparado ao controle positivo rutina (p<0,05). Ja os valores
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de F1 e F2 foram considerados estatisticamente semelhantes, quando comparados o
extrato CCE e rutina. A Figura 10 também demonstra a uma maior eficiéncia
antioxidante de CCE em relagao a rutina, ao preservar a coloracido do -caroteno no

comprimento de onda de 470nm ao longo do tempo de 120 min (p<0,05).
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Tabela 1- Avaliacao da atividade antioxidante de CCE frente aos métodos de DPPH, redug¢ao do complexo fosfomolibdénio e inibicdo do sistema 8-
caroteno/acido linoleico. CCE, Extrato etandlico de folhas de C. coriaceum. Clso, concentragao inibitéria de 50%. a, indica que ndo houve diferenga estatistica
entre os valores de Clso para CCE e o controle positivo rutina. b, indica um menor efeito antioxidante em relagao aos controles positivos rutina e acido ascoérbico.
¢, indica um maior efeito antioxidante em relagdo ao controle positivo rutina. d, indica diferenga estatistica entre CCE e controle positivo rutina (Maior
concentracdo), demonstrando uma maior eficiéncia de CCE em relagao a inibicdo da peroxidagéo do acido linoleico pelo teste do B-caroteno/acido linoleico.
e, indica que ndo houve diferenga estatistica entre CCE e rutina em relagédo ao bloqueio de radicais livres formados na primeira fase da lipoperoxidagao (valor
de F1). f, indica que ndo houve diferenga estatistica entre CCE e rutina em relagdo ao bloqueio de radicais livres formados na segunda fase da lipoperoxidagao
(valor de F2). g, indica diferenca estatistica entre F1 e F2 em ambos CCE e rutina, indicando preferéncia entre as amostras em agirem na primeira fase da

lipoperoxidagdo. Resultados expressos na forma de média * desvio padrao de 3 experimentos independentes. ANOVA seguido de pds teste de Bonferroni.

Amostras DPPH - Clso Complexo fosfomolibdénio B-caroteno/acido linoleico (38,46
(Mg/mL) Mg/mL)
% relativa % relativa % relativa ac. Inibigao (%)
quercetina rutina ascorbico F1 F2
CCE 1,25 £ 79,9+ 27° 128,3 £4,3°¢ 27,29 +0,9° 39,2 + 3,84 0,42+ 1,14
0,062 0,094¢9  0,036"9
Rutina 0,037+ e e 25,2 +0,9¢ 0,59 + 1,63

0,00922 0,009¢¢ 0,3219
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Figura 9- Porcentagem de inibigao da lipoperoxidagao das concentragées de 38,5 a 1,2 pg/mL
do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum e do controle positivo rutina. Resultados expressos
na forma de média + desvio padrao de 3 experimentos independentes. CCE, Extrato etandlico de folhas
de C. coriaceum.
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Figura 10- Perfil de decaimento da absorbancia do B-caroteno (Curva de oxidagao) avaliada em
470 nm, demonstrando a preservagao de sua coloragdo ao longo de 120 minutos de reagao
quando utilizado o extrato etandlico de folhas de C. coriaceum e o controle positivo rutina.
Resultados expressos na forma de média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. CCE,
Extrato etandlico de folhas de C. coriaceum. CN, Controle negativo
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5.1.4 Avaliacao da atividade antioxidante pela quantificagao de
malondialdeido

A fim de corroborar com o modelo de inibicdo do B-caroteno foi realizado o
ensaio de quantificagcdo de malonaldeido (MDA), um dos principais produtos do
estresse oxidativo em lipideos. Nesse ensaio a formacdo de MDA foi acompanhada
durante os dias 0, 2 e 4 utilizando o acido tiobarbiturico (TBA), uma molécula que se
complexa com o malondialdeido e da origem a uma coloracdo avermelhada. Os
resultados encontrados demonstram que CCE conseguiu reduzir de forma significativa
(p<0,05) a formacao de malondialdeido a partir do segundo dia de tratamento (Figura
11), ndo havendo diferencga estatistica entre as concentracées de 10, 20 e 40 pg/mL
nos dias de tratamento especifico. O controle rutina mostrou resultados similares a
CCE (diferenga estatistica apenas na concentragdo de 40 pyg/mL no ultimo dia de

ensaio) em relagao a inibicdo da formacao de malondialdeido.
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Figura 11- Inibicdo da produg¢dao de malondialdeido apés tratamento com o controle positivo
rutina (A) e do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum (B). CN, Controle negativo que sofreu
100% da oxidacdo durante os cinco dias de tratamento. CCE, Extrato etandlico de folhas de C.
coriaceum. a, Diferenga estatistica em relagdo ao controle negativo (p<0,05). b, Diferenga estatistica
apenas na concentracdo de 40 pg/mL no ultimo dia de ensaio. Resultados expressos na forma de

média + desvio padrao de 3 experimentos independentes. ANOVA seguido de pés teste de Bonferroni.
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5.2 Atividade anti-inflamatoria

5.2.1 Reducao de NO em sobrenadante de células J774A.1

Foi avaliada a atividade anti-inflamataoria in vitro pela dosagem de NO (uM)
no sobrenadante de macrofagos J774A.1, que foram previamente tratados com as
amostras em suas diferentes concentragdes e estimulados com LPS e com INF-y. Os
resultados encontrados demonstraram que CCE conseguiu reduzir significativamente
(p<0,5) a concentracdo de NO em todas as concentragbes avaliadas (Figura 12),
sendo as concentragdes de 30; 15; 7,5 e 3,75 pg/mL consideradas estatisticamente
iguais (p>0,05). CCE inibiu 81,54 e 62, 41% da produgado de NO nas concentracdes
de 60 e 30 pg/mL respectivamente.
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Figura 12 - Atividade anti-inflamatéria das diferentes concentragées do extrato etandlico de
folhas de C. coriaceum por meio da redugao de éxido de nitrico. Producao de éxido nitrico por
células estimuladas com INF-y e com LPS e cultivadas com RPMI + DMSO 0,06% (Est.). Produgéao
de 6xido nitrico por células sem estimulo e cultivadas apenas com meio RPMI + DMSO 0,06% (S.
Est.). Células tratadas com diferentes concentragbes do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum
(60; 30; 15; 7,5 e 3,75 ug/mL) a, Diferenca estatistica em relagdo as células estimuladas com INF-y
e com LPS e cultivadas com RPMI + DMSO 0,06% (p<0,05). b, Diferenga estatistica em relagéo as
células tratadas com as concentragoes de 30; 15; 7,5 e 3,75 ug/mL do extrato etandlico de folhas
de C. coriaceum. c, indica que ndo houve diferenga estatistica entre as células sem estimulo (S.
Est.) e as células tratadas com a concentragdo de 60ug/mL do extrato etandlico de folhas de C.
coriaceum. d, indica que nao houve diferenga estatistica entre as concentracdes de 30; 15; 7,5 e
3,75 yg/mL do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum (p>0,05). Resultados expressos na forma
de média + desvio padrdo de 2 experimentos independentes. ANOVA seguido de pods teste de
Bonferroni.
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5.3 Avaliagao da citotoxicidade

5.3.1 Avaliagao da atividade citotoxica em células normais e tumorais pelo
ensaio do MTT

A citotoxicidade celular foi avaliada nas linhagens normais J774A.1
(macrofagos murinos) e HEK (células embrionarias de rim) e na linhagem tumoral HL-
60 (células de leucemia mieloide). A avaliagao da atividade citotoxica na linhagem de
macrofagos J774A.1 demonstrou que nenhuma das concentragdes avaliadas para
CCE reduziu significativamente a viabilidade das células J774A.1 e nem das células
HEK. Ja para a linhagem HL-60 as concentragdes de 60 e 30 ug/mL de CCE
mostraram uma baixa toxicidade, porém significativa (p<0,05) em relagdo ao controle
tratado apenas com DMSO 0,06% (Figura 13). A viabilidade celular para a linhagem
HL-60 foi 61,53 e 66,32 % quando tratada com as concentragdes de 60 e 30 ug/mL

de CCE respectivamente.
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Figura 13- Avaliagao da citotoxicidade celular em macréfagos da linhagem J774A.1 (A), células

embrionarias de rim da linhagem HEK (B) e células de leucemia mieloide da linhagem HL-60 (C)
tratadas com o extrato etandlico de folhas de C. coriaceum. a, Diferenca estatistica (p<0,05) em
relacdo ao controle negativo tratado apenas com o veiculo das amostras (DMSO 0,06%). Resultados
expressos na forma de média £ desvio padrao de 2 experimentos independentes. ANOVA seguido de

pos teste de Bonferroni.
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5.3.2 Avaliacdo morfologica e da densidade celular por microscopia Optica e
atividade citotoxica por marcagédo com iodeto de propideo utilizando citometria

de fluxo em células J774A.1

A analise qualitativa por microscopia optica nao demonstrou alteragbes
significativas na morfologia e densidade celular das células J774A.1 tratadas com as
concentragdes de 60 e 30 ug/mL de CCE, sendo o perfil celular semelhante entre os
grupos tratados com o extrato e n&o tratados (RPMI e com DMSO a 0,06%) (Figura
14). Para comprovar a citotoxicidade de CCE para a linhagem celular de macréfagos,
foi realizada a citometria de fluxo das concentragdes de 60 e 30 ug/mL utilizadas no
tratamento (Figura 15) por meio de marcagado com iodeto de propideo (IP). Embora
tenha sido observada uma diferenca estatistica em relagdo aos controles negativos
tratados apenas com meio RPMI e DMSO 0,06%, os resultados encontrados
apresentaram correlagao positiva com os observados pelo método do MTT. A baixa
toxicidade de CCE nas concentrag¢des de 60 e 30 ug/mL (72,91 e 84,08 % de células
viaveis) também pode ser visualizada na Figura 16 (quadrante direito), aonde é

observado uma pequena populacao de células marcadas positivamente para IP.
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Figura 14 — Aspectos morfoldgicos e densidade celular de macrofagos da linhagem J774A.1
tratadas com extrato etanodlico de folhas de C. coriaceum. Aumento de 40X. (A) Células cultivadas
apenas com meio de cultura RPMI e sem tratamento. (B) Células cultivadas com meio de cultura RPMI
acrescido de 0,06% de DMSO (Veiculo das amostras). (C) Células tratadas com a concentragéo de 60
ug/mL do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum. (D) Células tratadas com a concentragéo de 30
pug/mL do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum.
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Figura 15- Avaliagdao do perfil de citotoxicidade celular em macréfagos da linhagem J774A.1
tratados com o extrato etandlico de folhas de C. coriaceum nas concentragées 60 ug/mL e 30
Hg/mL avaliada por iodeto de propideo como marcador utilizando citometria de fluxo. Células
cultivadas apenas com meio de cultura RPMI e sem tratamento. Células cultivadas com meio de cultura
RPMI acrescido de 0,06% de DMSO (Veiculo das amostras). Células tratadas com a concentragéo de
60 pg/mL do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum e células tratadas com a concentracao de 30
Mg/mL do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum. a, Diferenca estatistica em relagdo aos controles
tratados com RPMI e RPMI com DMSO a 0,06% (p<0,05). b, Diferenga estatistica em relagéo a
concentragdo de 30 ug/mL do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum (p<0,05). Resultados
expressos na forma de média + desvio padrao de 2 experimentos independentes. ANOVA seguido de

pos teste de Bonferroni.
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Figura 16 — Perfil de células viaveis e células inviaveis marcadas com iodeto de propideo apés
tratamento com as concentragées de 60 e 30 pg/mL do extrato etandlico de folhas de C.
coriaceum. (A) Células cultivadas apenas com meio de cultura RPMI e sem tratamento. (B) Células
cultivadas com meio de cultura RPMI acrescido de 0,06% de DMSO (Veiculo das amostras). (C) Células
tratadas com a concentragao de 60 ug/mL do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum. (D) Células
tratadas com a concentragéo de 30 ug/mL do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum.
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5.4 Avaliagao da atividade antifungica

5.4.1 Concentragao inibitéria minima (CIM) para diferentes estirpes de Candida

Spp.

A triagem realizada para 5 estirpes de leveduras do género Candida spp.
demonstrou que CCE apresentou atividade antifUngica para a espécie Candida
grablata (Tabela 2) com valor de CIM igual a 1000 ug/mL. Esta avaliagéo revelou que
a inibicdo de CCE no valor de CIM, nao possui efeito fungicida, mas sim, um carater
fungistatico (CIM # CFM). Neste estudo nao foi possivel encontrar a concentragao
fungicida minima, uma vez que concentragdes maiores que 1000 pg/mL n&o foram

pesquisadas.

Tabela 2 — Resultados obtidos da avaliagdo da atividade antiflingica para as leveduras do género
Candida spp. apdés exposi¢cao ao extrato etandlico de folhas de C. coriaceum e ao controle

positivo fluconazol.

Micro-organismo. CCE Fluconazol
Candida albicans ATCC 24433 >1000 pg/mL 31,25 pug/mL
Candida albicans ATCC 10231 >1000 pg/mL >1000 pg/mL

Candida grablata ATCC 2001 1000 pg/mL 31,25 pug/mL
Candida krusei ATCC 6258 >1000 pug/mL 250 pg/mL
Candida tropicalis ATCC 750 >1000 pg/mL 15,62 pg/mL

5.4.2. Determinagao dos mecanismos de agao antifungico

5.4.2.1 Acao sobre membrana por extravasamento de nucleotideos

Diante da possibilidade de elucidar o mecanismo de agao antifungico de
CCE para C. grablata, foi realizado o ensaio de agdo sobre membrana por
extravasamento de nucleotideos, que mede o aumento da absorbancia em 260 nm

devido ao aumento de nucleotideos no meio extracelular. Os resultados
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demonstraram um aumento significativo (p<0,05) da absorbancia em 260 nm das
células tratadas com CCE (3h em diante) e nistatina (1h em diante) no valor da CIM
(1000 e 0,78 pg/mL respectivamente) quando comparado ao controle de crescimento
(CC) (Figura 17).
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Figura 17 — Ensaio de extravasamento de nucleotideos mostrando um aumento da absorbancia
em 260nm, em sobrenadante de células tratadas com o extrato etanédlico de folhas de C.
coriaceum (CCE) e nistatina (NIS), quando comparados em relagdo ao controle de crescimento
ndo tratado (CC). Resultados expressos na forma de média + desvio padrdo de 3 experimentos

independentes. ANOVA seguido de po6s teste de Bonferroni.

5.4.2.2 Avaliagédo de danos a parede celular fungica e da capacidade de

ligacao a esteroides de membrana

Apobs a confirmacgao da atividade antifungica de CCE para a Candida grablata,
foi realizado o mecanismo de agdo para essa espécie. Foram investigados os
possiveis mecanismos de agao antifungico em envoltério celular através da avaliagéo
em danos na parede celular por meio do uso de sorbitol a 0,8M suplementado em
meio de cultura e da capacidade de ligacdo em esteroides de membrana fungica
utilizando ergosterol exégeno suplementado a 400 pg/mL em meio de cultura. Foram
encontrados resultados promissores em relagao a atividade antifungica devido a um
aumento da CIM para Candida grablata frente a CCE tanto para o ensaio de sorbitol
quanto para ergosterol, indicando dessa forma um resultado positivo quanto a agao
em envoltério celular fungico. Ambos os valores da CIM para os dois ensaios

apresentaram valores maiores que 4000 pg/mL. O valor da CIM para nistatina no
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ensaio de ligagdo ao ergosterol aumentou de 0,78 para 3,12 pg/mL, enquanto o
fluconazol utilizado no ensaio do sorbitol manteve o mesmo valor de CIM (31,25

pg/mL).

5.4.3 Ensaio sinérgico “Checkerboard’

A fim de identificar um efeito sinérgico entre CCE e nistatina, o ensaio de
checkboard foi realizado. Os resultados encontrados mostraram grande relevancia.
Através da combinacao entre o extrato etandlico e o antifungico padréo, o valor da
CIM da nistatina foi reduzido para 0,39 ug/mL (Valor da CIM quando testado sozinho
= 0,78 yg/mL), enquanto que o valor da CIM para CCE foi reduzido para 62,5 pg/mL
(Valor da CIM quando testado sozinho = 1000 pg/mL). Estes achados demonstraram
que CCE e nistatina apresentam um efeito aditivo quando combinados (ZCIF=
0,5625).

5.5 Identificagao das classe e/ou substancias quimicas presentes em CCE

5.5.1 Teor de fenodis e flavonoides totais

A analise de teor de fendis em CCE equivalentes em acido tanico revelou
a presenca dessas substancias na composicdo deste extrato. Os resultados
demonstraram que mais de 10% da composicao total de CCE é representado por
substéncias fendlicas (138, 20 + 11,88 mg/g). A analise fitoquimica do teor de
flavonoides, revelou por sua vez, uma correlagao positiva com o teor de fenais, visto
que demonstrou a presenca destes fitoconstituintes (127, 26 £ 0,53 mg/g). A analise
estatistica mostrou que ndo houve diferencga significativa (p>0,05) entre o teor de

fendis e flavonoides totais.

5.5.2 Analise quimica de CCE por UFLC-MS

O perfil cromatografico de CCE demonstrou 6 sinais, dos quais os espectros
de UV observados nos sinais 4 e 5 sugerem a presenca de flavonoides em sua
composicao, reforgando os resultados encontrados anteriormente para o teor de

flavonoides (Figura 18). A analise por UFLC/MS ainda revelou a presenga de uma
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terceira substancia (Sinal 2) que pelo espectro UV ndo aparenta ser uma estrutura

aromatica.
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Figura 18 - Perfil cromatografico do extrato etandlico de folhas de C. coriaceum analisado por

cromatografia liquida ultrarrapida acoplada a espectrometria de massas.

A substéancia 4 (sinal majoritario) demonstrou tempo de retencao de 3,8 min
e UV com A maxem 256 e 355 nm, além de fragmentos de massa em m/z 611,1592
[M+H]*, m/z 465,1013 [M+H-146]* e m/z 303,0491 [M+H-308] * por ESI+ e 609,1445
[M-H] e m/z 463,0864 [M-H-146]- em ESI- (Anexo |). Ja a substancia 5 apresentou
tempo de retencdo em 4,7 min e UV com A max em 265 e 348nm, além de fragmentos
de massa em m/z 595,1643 [M+H]*, m/z 449,1060 [M+H-146]" e m/z 287,0584 [M+H-
308]* por ESI+ e m/z593,1483 [M-H] e m/z 447, 0912 [M-H-146] por ESI- (Anexo ).
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A substancia 2 (segundo sinal majoritario) apresentou tempo de retengédo em 1,2 min,
UV com A max em 195 nm e fragmentos de massa em m/z 365,1051 [M+Na]*, m/z
203,0525 [M+Na-162]* e m/z 138, 0551 [m/z 203- 65]* por ESI+ e m/z 377,0844 [M+
Clss], m/z 341,1074 [M-H], m/z 215,0339 [M + Cl35-162] e m/z 179,0579 [M-H-162] -
por ESI- (Anexo Ill).
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6 DISCUSSAO

Diante da necessidade de novas terapias para as patologias mencionadas
neste estudo, foram exploradas as propriedades terapéuticas e a constituicido quimica
de C. coriaceum, uma espécie que possui escassez de estudos. Em relagcdo a
atividade antioxidante, CCE apresentou atividades promissoras em todos os métodos
avaliados. O DPPH é um radical organico estavel e que apresenta um atomo de
nitrogénio em sua estrutura, apresenta coloragéo violeta e absor¢do maxima na faixa
de 515-520 nm. Na presenca de uma substancia doadora de hidrogénio, esse radical
€ reduzido (coloragdo amarela) e a intensidade de sua absor¢ao diminui (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006; KEDARE e SINGH, 2011). Quanto maior o consumo de DPPH
pela amostra, maior € a sua atividade antioxidante, a analise realizada demonstrou
que CCE apresentou resultado promissor para inibir 50% deste radical, uma vez que
nao foi observada diferenca estatistica em relacéo ao controle positivo rutina.

No ensaio do complexo fosfomolibdénio, a presenca de determinadas
substancias com capacidade antioxidante faz com que haja a formacdo de um
complexo verde entre fosfato/molibdénio, caracterizado pela redugdo do complexo
fosfomolibdénio (ORHAN et. al., 2006; MALAFRONTE et al., 2009). Os resultados
encontrados nesse ensaio confirmam os do ensaio DPPH, mostrando que CCE regula
essa atividade antioxidante, conseguindo, assim, reduzir o complexo fosfomolibdénio.

A oxidacao do acido linoleico, por sua vez, produz radicais livres devido a
remogao de atomos de hidrogénio de seu grupo metileno. Esses radicais livres irdo
oxidar o B-caroteno, um composto que € altamente insaturado, promovendo a
degradagao de sua coloragédo. No entanto, a presenga de substancias antioxidantes
pode impedir o descoramento do B-caroteno devido a sua capacidade de neutralizar
tais radicais livres, conservando assim a sua coloracao alaranjada (HATAMI et al.,
2014). Este dado foi observado pela curva de decaimento, na qual € mostrada a
conservagao da absorbancia do B-caroteno quando tratado com CCE e o controle
rutina. Estes resultados corroboram com a inibicdo da peroxidagao do acido linoleico
observada neste trabalho, onde CCE demonstrou ser significativamente melhor que o
controle positivo rutina em bloquear os radicais livres formados.

No processo de peroxidacao lipidica, a presenca de radicais livres leva a
formagao de radicais lipidicos, que na presenga de oxigénio molecular irdo formar o

radical lipidico peroxil (LOO-). Este radical pode interagir com um atomo de hidrogénio
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de outro acido graxo vizinho e formar um segundo radical lipidico, que sdo os
peroxidos (LOOH). Os peroxidos sao passiveis de decomposigao e dao origem aos
aldeidos, substancias reativas que também sdo responsaveis por causar danos
celulares (YADAV e RAMANA, 2013). O teste do [B-caroteno/acido linoleico nos
permite coletar dados adicionais em relagéo ao bloqueio da peroxidacéo lipidica. Por
meio desse ensaio € possivel calcular os valores de F1 e F2 que conseguem avaliar
a capacidade antioxidante dos fitoconstituintes em agirem no bloqueio dos radicais
peréxidos formados na etapa de propagacdo ou de agirem em outras espeécies
radicalares na etapa terminal da peroxidacao lipidica (produtos da decomposi¢céo dos
peréxidos) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). O valor de F1 demonstra que CCE
possui maior capacidade em bloquear a formacao de radicais peroxidos do que as
outras espécies radicalares formadas na fase terminal da peroxidagéao lipidica (valor
de F2 muito préximo de 1), um dado que também foi observado para o controle rutina.

Como descrito anteriormente, o processo de lipoperoxidagao gera como
produtos os aldeidos, dentre eles o malondialdeido, uma molécula que tem sido usada
durante muitos anos como biomarcador da peroxidacao lipidica (AYALA, MUNOZ e
ARGUELLES, 2014). O bloqueio da formag&o de malondialdeido foi verificado por
meio da complexacado dessa substancia com o acido tiobarbiturico. Como pode ser
observado, CCE apresentou uma atividade promissora ao bloquear a formacao de
malondialdeido durante o processo de oxidagao a partir do segundo dia de ensaio. As
substancias quimicas presentes em CCE podem ser as responsaveis por essa
bioatividade, visto que substancias quimicas de origem vegetal sdo conhecidas pela
capacidade de eliminar a produgao de radicais livres, interrompendo assim o dano
autoxidativo progressivo e a produgao dos aldeidos, que s&o responsaveis por causar
danos a lipideos de membrana (BREWER, 2011; AYALA, MUNOZ e ARGUELLES,
2014).

Por outro lado, também temos a atividade anti-inflamatéria, em que foi
encontrada uma significativa redugcéo de NO por CCE para todas as concentragdes.
Neste ensaio, ndo foi observada diferenca estatistica entre a concentracédo de 60
Mg/mL e as células sem estimulo, o que sugere a redugao de NO a valores quase
basais quando utilizada esta concentragdo. Foi constatado também, que as demais
concentragdes exibiram resultados promissores indicando que ndo ha diferenga na
producao de NO entre as células tratadas com a concentragao de 30 pg/mL ou com a

concentragao de 3,75 ug/mL. Estes resultados sdo encorajadores, uma vez que o NO
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€ uma molécula de sinalizagdo que desempenha um papel fundamental na
patogénese da inflamagado, sendo considerado um mediador proé-inflamatério
(SHARMA, AL-OMRAN e PARVATHY, 2007). Desta forma, a descoberta de novas
plantas medicinais que possam ser usadas em terapias anti-inflamatdrias pode ser
considerada de grande relevancia, uma vez que alguns dos farmacos anti-
inflamatdrios disponiveis no mercado, como os AINEs, podem aumentar o risco de
complicagdes gastrointestinais e cardiovasculares (SOSTRES et al., 2010).

As terapias medicamentosas ideais sao aquelas que sao efetivas e nao
apresentam ou tenham baixa toxicidade as células do organismo humano (PICCOLO,
MENALE e CRISPI, 2015). Com o intuito de investigar tal propriedade, o ensaio de
citoxicidade celular em células normais e tumorais foi realizado. O percentual de
viabilidade aceitavel foi determinado de acordo com a 1ISO10993-5 (2009), a qual
estabelece que na investigacao de citotoxicidade de substancias in vitro, a viabilidade
celular ndo deve ser reduzida para valores inferiores a 70%. Assim foi possivel
observar que CCE nao reduz a viabilidade de células normais, um fato que foi
comprovado pela viabilidade acima de 70% para todas as concentragbes por meio da
técnica de MTT e pelo uso da citometria de fluxo e microscopia (concentragdes de 60
e 30 pyg/mL), enquanto apresenta uma baixa toxicidade, porém significativa, para a
linhagem de células leucémicas HL-60.

O cancer é uma patologia que possui altas taxas de mortalidade e
incidéncia, levando a 17,5 milhdes de casos em todo o mundo e 8,7 milhdes de mortes
apenas no ano de 2015 (GLOBAL BURDEN OF DISEASE CANCER
COLLABORATION, 2017). Dentre os tipos de canceres, temos a leucemia mieloide,
uma malignidade hematoldgica caracterizada por uma alta diversidade de anomalias
genéticas e epigenéticas. Estima-se que, no Brasil, essa patologia possua alta
prevaléncia, chegando a cerca de 8000-9000 novos casos por ano (YU e ZHENG,
2017; DATOGUIA et al., 2018). Isto torna relevante, a pesquisa de novos farmacos
que possam atuar contra células tumorais com alta poténcia e baixa toxicidade as
células normais adjacentes, ja que os agentes quimioterapicos convencionais causam
graves efeitos adversos nas células e tecidos normais, além de gerar resisténcia pelas
células cancerigenas (CHEN et al.,, 2014). Além disso, a pesquisa de compostos
fitoquimicos que possuam atividade antitumoral e anti-inflamatéria tem ganhado

destaque, uma vez que essas substancias também conseguem inibir enzimas e
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mediadores pro-inflamatérios que estdo amplamente associados ao processo
inflamatério crénico e formagao de tumores (MADKA e RAO, 2013).

Em relagao a atividade antifungica, também foram encontrados resultados
promissores. A triagem antifungica revelou que CCE apresenta atividade inibitoria
para C. glabrata, uma estirpe que embora seja considerada de baixa viruléncia, possui
uma taxa maior de mortalidade que C. albicans, representando aproximadamente 15-
20% de todas as infeccbes em paises como os Estados Unidos, além disso, essa
espécie tem sido considerada a espécie mais comum de Candida nao-albicans isolada
em pacientes (SAVASTANO et al., 2016). Outro fato importante, € o aumento da
resisténcia em isolados de C. glabrata que surgiram nos ultimos anos (WHALEY e
ROGERS, 2016). Um fator, que somado as altas taxas de morbidade e mortalidade
causadas por doengas fungicas e ao atual arsenal antifungico reduzido e a drogas de
alta toxicidade, torna importante a descoberta de novas terapias que possam vir a ter
menos efeitos adversos (SCORZONI et al., 2017).

Além disso, o uso crescente de agentes antifUngicos como os azdlicos e
equinocandinas, tem aumentado o surgimento de cepas multirresistentes de Candida
spp. Isto exige a busca de novas terapias medicamentosas e inclui os fitocompostos
como fontes promissoras de novos farmacos (PERLIN, SHOR e ZHAOQO, 2015). Outra
solugdo para o controle das doencas fungicas causadas por espécies de Candida spp.
resistentes € o uso de terapias combinadas, uma estratégia em potencial para o
tratamento das micoses (MUNOZ et al., 2014). A terapia combinada tem muitas
vantagens em comparagdo com o uso de agentes individuais, uma vez que tal
estratégia pode ser usada para prevenir o surgimento de organismos resistentes e
ainda minimizar a toxicidade dos farmacos utilizados devido a necessidade de
menores concentragbes para obter o efeito inibitério (LEMOS et al., 2018). Desta
forma, a potencializagdo encontrada para CCE e nistatina no ensaio de
“checkerboard” pode ser promissor, sendo a associacido entre o extrato etandlico de
folhas de C. coriaceum e nistatina, uma possivel estratégia futura para o tratamento
de micoses ocasionadas por Candida grablata.

Na tentativa de elucidar o possivel mecanismo de acao de CCE, foram
realizados os ensaios de agao sobre membrana por extravasamento de nucleotideos
para avaliar lise de membrana, bioensaio de protecdo com sorbitol para avaliar danos
em parede celular e bioensaio com ergosterol exégeno para avaliar a capacidade de

se ligar a esteroides de membrana. A estrutura celular fungica é composta por uma
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membrana plasmatica cercada por uma parede celular complexa, que séo estruturas
vitais para proteger organismos fungicos do ambiente e regular a entrada/saida de
moléculas essenciais para o crescimento da célula (FEOFILOVA, 2010).

Os nucleotideos sdo moléculas que absorvem no comprimento de onda de
260 nm, sugerindo que, um aumento de absorbancia em 260nm no meio extracelular
ao decorrer do tempo pode ser devido a presenca destas substancias (KHAN, AHMAD
e CAMEOTRA, 2013). Além disso, os nucleotideos estdo localizados em
compartimentos intracelulares e, desta forma, o seu extravasamento € um indicio de
lesdo celular devido a ruptura de membrana (CAMPOS et al., 2018). O resultado
encontrado para CCE mostra um aumento de nucleotideos no meio extracelular, o
que sugere que CCE pode levar a liberacdo destas moléculas devido a ruptura da
membrana fungica.

Ja o sorbitol tem uma fungcdo osmoprotetora e €& essencial para o
crescimento de fungos (FROST et al., 1995). Células fungicas com comprometimento
da parede celular ndo podem crescer na auséncia de sorbitol devido a perda de sua
regulacdo osmotica, entretanto, o seu crescimento ainda é possivel se o sorbitol for
suplementado ao meio de cultura. Desta forma, inibidores da parede celular fungica
podem ser identificados quando os valores da CIM obtidos com sorbitol sdo maiores
do que aqueles em sua auséncia, uma vez que a osmolaridade das células é
conservada pelo sorbitol e isto permite o seu crescimento mesmo na presencga do
farmaco antifungico, o que leva a necessidade de maiores concentragcdes dos agentes
antifungicos para desencadear seus efeitos (FROST et al., 1995). De fato, os valores
da CIM de CCE para C. glabrata aumentaram quando testada novamente na presenca
de meio contendo sorbitol a 0,8M, indicando assim uma possivel acdo do extrato na
parede celular fungica.

Abaixo da parede celular é encontrada a membrana fungica, uma estrutura
onde estao ancorados esteroides, dentre eles o ergosterol. O ergosterol € um lipideo
de membrana fungica responsavel por caracteristicas fisicas importantes da
membrana plasmatica e a sua auséncia/lesdo causa alteracbes na sua
permeabilidade (IWAKI et al., 2008). Se o agente antifungico possuir a atividade de
ligar-se ao ergosterol, a presenga de ergosterol exdgeno ira evitar a ligagao ao
ergosterol da membrana, resultando em um aumento na CIM da substancia (LEITE et

al., 2014). Ao realizar novamente a determinagdo da CIM na presenga de ergosterol
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foi encontrado um aumento no seu valor, sugerindo a capacidade dos constituintes
presentes no extrato etandlico de C. couriacem de se- ligarem ao ergosterol fungico.

De forma a correlacionar os fitoconstituintes presentes em CCE com suas
bioatividades foram realizados alguns ensaios quimicos. O primeiro ensaio realizado
demonstrou que CCE possui fendis e de flavonoides em sua composi¢ao. Além disso,
o teor de fendis encontrados esta estreitamente relacionado com o teor de
flavonoides, sendo os flavonoides provavelmente a principal classe de substancias
fendlicas presentes em CCE e os responsaveis pelas bioatividades encontradas.
Estes achados estdo em concordancia com estudos ja realizados que sugerem que
as substancias fendlicas, dentre elas os flavonoides, apresentam varias atividades
bioldgicas, desde anti-inflamatéria (AMBRIZ-PEREZ et al., 2016), antioxidante
(PEREIRA et al., 2009), antitumoral (AL-RIMAWI et al., 2016) a antifungicas (ALVES
et al., 2014).

O extrato etandlico de C. coriaceum apresentou espectros UV compativeis
com flavonoides depois de avaliados por cromatografia liquida ultrarrapida acoplada
a espectrometria de massas, corroborando, assim, com os resultados fitoquimicos
encontrados anteriormente. Apds a comparagao dos fragmentos de massas com
dados da literatura (FARIAS e MENDEZ, 2014), pode-se sugerir a presenca dos
flavonoides rutina (Anexo |) e kaempferol -30- rutinosideo (Anexo Il). As ligagdes
glicosidicas da rutina quebram-se e liberam os residuos de monossacarideos, essa
quebra forma os fragmentos de massa m/z 465 e m/z 303. A quebra da ligagéo o-
glicosidica entre a glicose e a raminose gera um heterosideo com fragmento de
massas 465, enquanto que a quebra da ligagdo o-glicosidica entre a glicose e o
carbono 3 do esqueleto flavonoidico forma o m/z 303, que corresponde a forma
aglicona da rutina. Em modo positivo o ion molecular da rutina é acrescido de um
proton e apresenta-se como m/z 611 (STOBIECKI, 2000).

O flavonoide kaempferol-3o-rutinosideo [M+H = 595]* segue a mesma
sequéncia de fragmentagao, gerando fragmentos de massa com m/z 449 (quebra da
ligacdo entre a glicose e raminose) e m/z 287 (quebra da ligacao entre a glicose € o
carbono 3 do esqueleto flavonoidico) (STOBIECKI, 2000). Os espectros UV
encontrados também estdo em concordancia com a literatura, uma vez que, o
espectro UV com Amax em 255 e 356 nm da substancia 4 e os espectros UV com Amax
em 265 e 347 nm para a substancia 5 também sugeriram a presencga dos flavonoides
rutina e do kaempferol-3o-rutinosideo (WAN et al., 2011).
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Em relacdo a terceira substancia apresentada no UFLC/MS, o ion
molecular desprotonado de 341[M-H] e o m/z 179 apds perda de uma hexose [M- H-
162], sugerem a presenga de um dissacarideo quando analisados em ESI- (SALMAN
etal., 2014; WAN et al., 2013). Ja em ESI+, o ion molecular 365 [M+Na]* e fragmento
de massa em m/z 203 [M+Na-162]* foram encontrados. Esses dados foram
confrontados com os da literatura e também sugeriram a presenca de um dissacarideo
(PEUKERT et al., 2014).

Dentre os dissacarideos de origem natural tem-se a sacarose (DWIVEDI et
al., 2007) (Anexo lll). Estudos realizados por SALMAN et al. (2014) ja demonstraram
um perfil de fragmentagcao de massas por ESI- semelhante [M-H = 341 e fragmento
de massa em m/z = 179] aos encontrados neste trabalho. Outros autores, como Zhu
e Cole (2001) também ja descreveram a presenga do ion molecular com m/z 377 e
dos fragmentos de massa em m/z 341, m/z 215 e m/z 179 para a sacarose, 0 que
realmente sugere a presenga deste dissacarideo em CCE. A presencga de sacarose
em folhas é comum, uma vez que este carboidrato € um produto comum da fisiologia
vegetal apds a fotossintese foliar, sendo produzido em folhas e depois transportado
pelo floema, um tecido de condugéo, para outros compartimentos vegetais (HUBER,
1989).

Desta forma os flavonoides rutina e kaempferol-3o-rutinosideo podem ser
0s provaveis responsaveis pelos resultados obtidos nesse trabalho. A rutina, cujo
sinal € majoritario em CCE, € um flavonoide conhecido na literatura pela sua
capacidade de neutralizar os radicais livres e pela atividade anti-inflamatéria devido a
inibicdo das enzimas oOxido nitrico sintase, fosfolipase e pela supressao de genes
inflamatorios (KOVAL'SKII et al., 2014). A rutina também tem sido extensamente
estudada quanto aos seus efeitos antitumorais (GANESHPURKAR; SALUJA, 2017).
Em um estudo realizado por LIN et al. (2012), células de leucemia humana HL-60
foram implantadas em modelo murino e a rutina foi utilizada como tratamento na dose
de 120 mg / kg, este estudo demonstrou o potencial antileucémico deste flavonoide
com uma reducao significativa no tamanho do tumor dos animais tratados. A atividade
antifungica da rutina também vem sendo relatada, um estudo realizado por Han (2009)
descreve a atividade antifungica desse flavonoide para o tratamento de artrite séptica

induzida por C. albicans.
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7 CONCLUSAO

» Nas condigdes realizadas neste estudo C. coriaceum apresentou:

Atividade antioxidante por meio do bloqueio de radicais livres.
Atividade anti-inflamatoéria por meio da reducdo de oxido nitrico em
células J774A.1.

Auséncia de citotoxicidade para as linhagens J774A.1 e HEK e
citotoxicidade para a linhagem HL-60.

Atividade antifungica para C. grablata devido a capacidade de
causar danos em parede celular e lise em membrana pela ligagao
em ergosterol.

Capacidade de atuar em menores concentragbes com o antifungico
nistatina, efetuando um efeito aditivo.

Substancias fendlicas em sua composicdo, dentre eles os
flavonoides rutina e kaempferol-3o-rutinosideo e estes podem ser os
provaveis responsaveis pelas atividades encontradas, sendo a
rutina a principal responsavel, uma vez que, este flavonoide é sinal
majoritario em CCE.

Substancias de carater exclusivamente glucidico, sugerindo a

presenca da sacarose dentre esses possiveis metabalitos.

» Este é o primeiro relato de caracterizagdo quimica de C. coriaceum e das

atividades biologicas testadas, de forma que, mais estudos devem ser

realizados a fim de investigar o potencial quimico e biolégico desta espécie.
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ANEXO | - (A) Perfil de fragmentacao de massas por UFLC/MS do sinal 4 presente

em CCE analisado por “eletrospray” em modo positivo (ESI+) com a estrutura da

rutina. (B) Perfil de fragmentacdo de massas por UFLC/MS do sinal 4 presente em

CCE analisado por “eletrospray” em modo negativo (ESI-).
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ANEXO Il - (A) Perfil de fragmentagao de massas por UFLC/MS do sinal 5 presente
em CCE analisado por “eletrospray” em modo positivo (ESI+) com a estrutura do
kaempferol- 3o-rutinosideo. (B) Perfil de fragmentagcao de massas por UFLC/MS do

sinal 5 presente em CCE analisado por “eletrospray” em modo negativo (ESI-).
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ANEXO Ill - (A) Perfil de fragmentagdo de massas por UFLC/MS do sinal 2 presente
em CCE analisado por “eletrospray” em modo positivo (ESI+) com a estrutura da
sacarose. (B) Perfil de fragmentacao de massas por UFLC/MS do sinal 2 presente em

CCE analisado por “eletrospray” em modo negativo (ESI-).
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