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RESUMO

Os fungos patogénicos humanos sdo parasitas heterotroficos que infectam o organismo
causando lesdes. Em organismos imunossuprimidos os casos de infecgdes por fungos sdo
mais graves podendo levar a morte. Atualmente os antifingicos mais utilizados para
tratamento de infec¢des pertencem a trés classes que s@o os polienos, os azdis e as
equinocandinas. No entanto, o uso indiscriminado desses medicamentos propiciou o
surgimento de cepas resistentes, assim o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas se
faz necessario para tratar as emergentes e novas patologias fungicas. As plantas medicinais
possuem potencialidade de sintese de substancias ativas, fontes de importantes metabolitos
secundarios que podem ser explorados como potenciais antifungicos. Dentre estes estdo os
terpenos, linalol e y-terpinene; flavonoides, flavan-3-ol e catequina; alcaloides, sampangina e
azafluorenona; e as naftoquinonas. Em grande parte, os extratos ou Oleos essenciais das
espécies oriundas da familia Lamiaceae possuem verificada capacidade antifingica. Também,
o Oleo essencial de Persicaria hydropiper e o extrato etandico de Vifex agnus-castus
apresentaram capacidade antifungica ativa e auséncia de toxicidade. Portanto, a
bioprospeccdo de agentes antifungicos em plantas medicinais € uma alternativa promissora
frente ao problema da falta de medicamentos e terapias que sejam realmente efetivas para

erradicar o desenvolvimento desses patdogenos no organismo.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios. Plantas medicinais. Potencial antifingico.
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ABSTRACT

Human pathogenic fungi are heterotrophic parasites that infect the body causing injury. In
immunosuppressed organisms, cases of fungal infections are more serious and can lead to
death. Currently the most commonly used antifungal agents for treatment of infections belong
fo three classes which are polyenes, azole and echinocandins. However, the indiscriminate
use of these drugs has led to the emergence of resistant strains, so the development of new
therapeutic strategies is necessary to treat emerging and new fungal pathologies. Medicinal
plants have the potential to synthesize active substances, sources of important secondary
metabolites that can be exploited as potential antifungal agents. Among these are the
terpenes, linalool and y-terpinene; flavonoids, flavan-3-ol and catechin; alkaloids,
sampangine and azafluorenone; and naphthoquinones. In large part, the extracts or essential
oils of the species from the family Lamiaceae have verified antifungal capacity. Also, the
essential oil of Persicaria hydropiper and the ethanolic extract of Vitex agnus-castus showed
active antifungal activity and lack of toxicity. Therefore, bioprospecting of antifungal agents
in medicinal plants is a promising alternative fto the problem of the lack of drugs and
therapies that are actually effective in eradicating the development of these pathogens in the

body.

Keywords: Secondary metabolites. Medicinal plants. Antifungal potential.
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1 INTRODUCAO

Os fungos, classificados em seu proprio reino Mycota, sdo heterotréficos e
determinados como organismos parasitas que se alimentam de matéria viva causando lesdes
ou eucariontes sapréoficos que se alimentam de matéria organica em estado de decomposigao.
Podem ser unicelulares ou multicelulares e sdo classificados morfologicamente em leveduras
e filamentosos. Os fungos filamentosos possuem células alongadas e ramificadas chamadas de
hifas que se multiplicam formando os micélios e permitem a troca de nutrientes e
possivelmente sinais de crescimento. A forma de reproducdo desses fungos € por esporos,
pequenas particulas resistentes responsaveis por causar infecgdes. Enquanto as leveduras se
reproduzem por brotamento ou fissdo (HARVEY, 2008; LIN et al., 2015; SIL et al., 2015,
KIRKLANDA et al., 2018).

Todos os seres vivos podem ser infectados por fungos, no entanto, dentre as espécies
de fungos catalogadas, cerca de 1 % desse total sdo as responsaveis por infec¢des fungicas em
humanos, e apenas algumas causam infec¢des de importancia clinica (HARVEY, 2008).
Apesar do clima tropical favorecer as infec¢des fungicas em humanos, ha muitos casos de
infecgOes fungicas em varios lugares do mundo, e tem aumentado as ocorréncias. Relaciona-
se esse aumento de casos, com o aumento de pessoas que apresenta o sistema imunologico
comprometido, como o0s pacientes diagnosticados com a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) (RAVEN, 2011).

Geralmente a infec¢do fungica ¢ impedida por um sistema imunoldgico intacto, no
entanto, em um organismo imunossuprimido a suscetibilidade de infec¢do € maior. Eventos
para eliminar patdogenos, como os fungos, sdo induzidos por receptores codificados para
reconhecer moléculas estranhas expressadas por um invasor, ao reconhecer esses ligantes,
inicia-se uma cascata de sinalizacdo, resultando na expressdo de citocinas e quimiocinas,
gerando o recrutamento de células imunes fagocitarias inatas (neutréfilos e monocitos) para a
area de infecg¢do. Posteriormente sinais de receptores de reconhecimento de padrdes (PRR),
chegam até as células T especificas, impulsionando a imunidade adaptativa fungica. No
entanto, variagdes encontradas na imunologia inata do hospedeiro e a adaptacdo evolutiva de
fungos patogénicos conduzem para uma infec¢do progressiva (PLATO et al, 2015;

TEMPLETON et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lin%2520X%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=25367976
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sil%2520A%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=25384771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirkland%2520TN%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=30179067
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hardison%2520SE%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=25420452
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A formulag@o de farmacos antifingicos se faz necessaria devido ao aumento de casos
de infec¢des fungicas oportunistas a imunossuprimidos, e consequentemente o aumento de
micoses em imunocompetentes (TORRES et al., 2018). Contudo, o uso disseminado de
antifungicos fez com que cepas adquirissem resisténcia, assim, existiu a necessidade de
programas de vigilancia de resisténcia por todo o mundo. Hoje em dia apenas trés classes de
antifingicos estdo disponiveis para o tratamento de micoses sistémicas, polienos,
equinocandinas e triazdis. Considerando esse numero limitado de antifingicos disponiveis,
uma das principais estratégias para melhorar a eficdcia dos antimicéticos, seria superar a
resisténcia de infec¢des sistémicas (GAO et al., 2018; PAl et al., 2018; SILVA et al., 2008;
FUTURO et al., 2018).

Atualmente a area farmacéutica tem investido em estudos de extratos de plantas para
avaliar a efetividade destes em ac¢do antimicrobiana. Mesmo com os produtos fitoterapicos
serem a fonte principal de agentes farmacéuticos, hoje em dia menos de 2 % dos recursos
botanicos foi avaliado. E, apesar do progresso em bioquimica e sintese organica, hd uma
dificuldade de replicac¢do daquilo que € projetado pela natureza. Portanto, se v€ a importancia
de estudos para avaliar o potencial terapéutico das plantas ainda ndo estudadas (SEPEHRI et
al., 2016; GNABRE et al , 2015).

Sendo assim, o aumento de cepas resistentes aos antifingicos convencionais, € 0
numero limitado de antifingicos disponiveis e muitos deles n3o serem seguros em
determinados casos, se v€ a necessidade de sintese de novos antifungicos mais eficazes e
seguros. Portanto, este trabalho tem como objetivo revisar em banco de dados, artigos para
analise das infec¢des fungicas emergentes, e as plantas com potencial antifingico ja relatadas

e identificar compostos presentes nos extratos e 6leos com atividade antifungica.

2 FUNGOS NO AMBITO CLIiNICO E SEU CONTROLE TERAPEUTICO A PARTIR
DE PLANTAS MEDICINAIS

O trabalho constituiu em uma revisdao de literatura, baseado na andlise de artigos
cientificos selecionados dos bancos de dados online, Pub Med
(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), Scielo (www.scielo.org/php/index.php) e Google

Académico (scholar.google.com.br).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%2520H%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=30374049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://www.scielo.org/php/index.php
scholar.google.com.br
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2.1 Patologias fungicas em humanos

As infecgdes de origem fungicas sdo denominadas como micoses. Devido ao
crescimento lento dos fungos, as micoses sdo geralmente infecgdes de longa duragdo e
cronicas. De acordo com o local de infec¢do, a gravidade e o meio de contaminagdo, as
micoses sdo classificadas, em micoses superficiais, cutaneas, subcutineas, sistémicas e
oportunistas, sendo esta ultima a responsavel pelos casos clinicos mais graves (TORTORA,

2005) (Quadro 1).

Quadro 1. Distribui¢do das micoses de acordo com seu local de infecgéo.

Tipo de micose Micose Etiologia
Candidiase Candida albicans, Candida sp
Superficial Malassezia fiirfur
Tinea versicolor Exophiala werneckii
Banheira preta Trichosporum heigelii
Pedra branca e preta Piedraia hortae
Dermatofitose Microsporum sp.
Trchophyton sp.
Cutanea LEpiderofilylon filoccosuni
Onicomicose Candida sp.
Esporotricose Spomthrix schenckii
Cromomicose Phinaphora verrucosa
Subcutinea | Micetoma Pseudoallescheria boydii
Moadiiretla myctomatis
Ficocicose Basidiohulus haplosporus




Rinoentomoftoromicose

Enromophrhora coronata

Rinosporidiose Rhinosporium sechwri
Lobomicose Lobo loboi
Coccidioidomicose Coccidioides immitis
Histoplasmose Histoptasma capsulatuni
Blastomicose Blastomyces dermatitidis
Criptococose Cryptococcus neoformans
Sistémica Paracoccidioidomicose Paracoccidioides hrasiliensis

Aspergilose Aspergillus fumigatus

Aspergitius sp.
Mucormicose Mucor sp.

Rhizopus

Absidia
Candidiase Sistémica Candida sp.

Oportunista | Meningite Criptococica Cryptococcus spp

Fonte: Adaptado de KUSTNER, 1998.

2.1.1 Micoses Superficiais

13
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Sdo infec¢des fungicas que afetam principalmente a camada mais superficial da pele,
sdo indolentes e podem ndo provocar reagdo imune. As principais doengas sdo as causadas por
leveduras e a detecgdo do fungo causador garante uma eficidcia no tratamento, além de
garantir um tratamento especifico, que impede a resisténcia do fungo a antifungicos
(OLIVEIRA, 2016).

A piedra branca e preta, tinea e pitiriase, sdo infec¢des superficiais causadas por
fungos, por geralmente ndo ocasionar resposta imune, na maioria dos casos, a infecg¢do se
torna cronica. O diagndstico € feito por estudos micologicos das manchas, exame direto e
isolamento para identificacdo dos fungos. Para o tratamento de micoses superficiais ndo ¢
necessario métodos sistémicos, o mais eficaz normalmente ¢ o tratamento tépico (PEREZ-
TANOIRA et al., 2018).

A Pitiriase versicolor, por exemplo, € uma doenga cronica da camada de queratina da
pele, que provoca manchas irregulares, escamosas localizadas geralmente nas extremidades
proximas do tronco. Ocorre pela infec¢do do fungo Malassezia furfur, um microrganismo
oportunista que muda para forma micelial em condi¢des favoréveis da pele, umidade,
oleosidade, sudorese e imunossupressdo. O tratamento tépico com antifingicos em relagdo ao
manejo sistémico possui menos efeitos colaterais e menor custo. Mais comumente sio
utilizados cremes azois € o tempo de tratamento varia de 2 a 3 semanas (HAY, 2018). Em um
estudo a eficacia do creme de miconazol 2 % foi de 75 % para o tratamento de pitiriase

versicolor (SHARMA et al., 2018).

2.1.2 Micoses cutaneas

As infecgdes por fungos que afetam partes queratinosas do organismo humano sdo
chamadas dermatomicoses. Infectam as unhas (onicomicoses), o cabelo, e superficie da pele
gerando uma resposta inflamatéria. Estes fungos estdo presentes na flora normal e sdo
acometidos em humanos, quando encontram condi¢des favoraveis de proliferacao (PEICZAR
etal., 1997).

As dermatomicoses sdo de dificil tratamento e requer persisténcia por parte do
paciente. No tratamento tdpico a utilizagdo de cremes como miconazol, cetoconazol,
isoconazol e terbinafina sdo instaurados, e em alguns casos necessita-se também a utilizagdo
do tratamento sistémico que € realizado principalmente por azois (flucanozol, cetoconazol e

itraconazol), griseofulvina e terbinafina (CAMPANHA et al., 2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perez-Tanoira%2520R%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=30231166
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perez-Tanoira%2520R%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=30231166
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Um exemplo de dermatomicoses sdo as onicomicoses, estas alteram a estética das
unhas, e se ndo tratadas no estagio inicial, afeta cronicamente a matriz ungueal. Em pacientes
de diabetes, as onicomicoses sdo mais frequentes e os casos sdo mais graves. A falta de
insulina altera o metabolismo e consequentemente a vascularizagdo periférica, e faz com que
se tenha um maior risco de amputagdo (SADER et al., 2003; HOFFMANN, 2011).

Cerca de 80 a 90 % dos relatos de onicomicoses sdo diagnosticadas como
dermatdfitos, mas pode ser ocasionada por leveduras (5 a 17 %) e fungos filamentosos nédo
dermatdfitos (2 a 12 %). O diagndstico micologico €, portanto, necessario para definir os
antifungicos para o tratamento (ARAUJO et al., 2003).

Para o tratamento ¢ utilizado métodos topicos com ciclopirox e efinaconazol. Em
casos mais graves que afetam a matriz ungueal a utilizagdo do tratamento topico com oral €
necessaria. Os orais utilizados nestes tratamentos sdo: fluconazol e terbinafina. Métodos a
laser em que se utiliza terapia fotodindmica baseados em metilaminolevulinato t€m sido muito

relatadas com resultados mais satisfatorios de menor duragdo (GUPTA et al., 2018).

2.1.3 Micoses subcutaneas

As micoses subcutaneas ocorrem em um grau de risco maior que as dermatomicoses e
afetam o tecido subcutaneo, causando destrui¢do do tecido (PEICZAR, 1997). A infecgdo
ocorre por inocula¢do no tecido subcutaneo ou na derme, ocasionada por lesdo na pele. Os
fungos responsaveis por esta micose estdo presentes no solo, madeira e plantas em
decomposi¢do, com maior prevaléncia em regides tropicais e subtropicais umidas
(FERREIRA et al., 2018).

Existem trés principais tipos de micoses subcutaneas, micetoma, cromoblastomicose e
esporotricose. Todas ocorrem por inoculagdo traumatica do tecido e se diferem pelos micro-
organismos e tecido atingido. O micetoma ¢ uma micose subcutdnea supurativa e
granulomatosa, que ¢ destrutiva do osso, tenddo e musculo esquelético contiguo. A
cromoblastomicose € uma micose subcutdnea caracterizada por lesdes verrucoides da pele.
Enquanto a esporotricose ¢ causada pelo Sporothrix schenckii e envolve o tecido subcutaneo
no ponto de inoculagdo traumatica. A infeccdo geralmente se espalha ao longo dos canais
linfaticos cutaneos da extremidade envolvida (WALSH, 1996).

Sporothrix schenckii ¢ uma espécie de fungo que causa esporotricose, uma doenga que

gera nodulos cutaneos infeccionados na pele, sistema linfatico e em outros orgdos. Ocorre



16

também em animais, e sdo responsaveis pela contaminagdo em humanos quando em contato.
O fungo no hospedeiro libera vesiculas extracelulares de bicamadas lipidicas, estas fazem o
transporte de moléculas, interagem com células imunes ocasionando resisténcia e circula
pelos fluidos corporais do organismo hospedeiro aumentando a patogénese fungica. (ABUDU
et al., 2018; IKEDA et al., 2018). Esta infec¢do envolve o tecido subcutdneo no ponto de
inoculacdo traumatica e se espalha ao longo dos canais linfaticos cutdneos da extremidade
envolvida (WALSH et al., 1996). Para tratamento, o itraconazol ¢ a primeira escolha, a dose
diaria varia de 100 a 200 mg por via oral em formas cutineas. Para criangas com peso até

20kg recomenda-se de 5 a 10 mg/kg/dia (SIZAR et al., 2018).

2.1.4 Micoses sistémicas

Causado principalmente pelos fungos dimérficos, afeta camadas mais profundas,
alcangando tecidos e o6rgdos. Nao € uma doenga contagiosa, os fungos que causa este tipo de
infeccdo vivem no solo, e a rota de transmissdo € exclusivamente por inalagdo de
conideos/esporos que se encontram na natureza, sendo assim, sua infec¢do se inicia nos
pulmdes (TORTOTA et al., 2005; PALMEIRA, 2014).

Para deteccdo sdo utilizados testes sorologicos do sangue e mucosas. Estes testes
avaliam a presenca de anticorpos especificos da imunologia inata. N3o sdo testes muito
sensiveis, por isso devem ser indicados a infecgdes progressivas. Pacientes imunossuprimidos
possuem resposta de anticorpos reduzida, o que dificulta a um resultado concreto. Sdo ensaios
que envolvem avaliagdo quantitativa e qualitativa, e para o melhor diagnostico deve ser
associado a exames diretos e laboratoriais de cultura (RICHARDSON et al., 2018).

A Histoplasmose classica ¢ uma doenga causada pelo fungo Histoplasma capsulatum,
¢ considerada uma doenca endémica do continente americano, principalmente territorio
tropical, mas se conhece relatos em varias partes do mundo. E um fungo dimérfico
encontrado no solo e no excremento de passaros e morcegos. A temperatura de 25°C favorece
a reproducdo assexuada do fungo formando microconideos (2-5 um), que entram nos pulmdoes
e alcangam os bronquiolos terminais e alvéolos pulmonares, podendo chegar até 6rgaos vitais
como figado e medula éssea (DEEPE, 2018; FERREIRA et al., 2009).

Anfotericina B e seus derivados lipossomais sdo mais efetivos contra Histoplasma sp.
do que itraconazol, por outro lado o itraconazol gera menos efeitos colaterais, portanto, a
anfotericina B é recomendada para infeccdes mais graves que requer internagio (AIDE,

2009).



17

E Coccidioidomicose ¢ uma doenga causada pelas duas espécies de fungos,
Coccidioides immitis e C. posadasiisao, e se diferem por polimorfismo genético e
caracteristicas de crescimento. E uma doenca endémica das regides desérticas das Américas e
a contaminagdo € por aerosséis microbianos. Quando endosporos alcangam o interior dos
pulmdes que possui temperatura proxima de 37 °C, o amadurecimento de esférulas que se
fixam em alvéolos e bronquiolos ¢ favorecido, e ao se multiplicarem causam pneumonias
coccidioidico (KIRKLAND et al., 2018).

As drogas mais utilizadas para o tratamento de Coccidioidomicose sdo: fluconazol,
itraconazol, e anfotericina B, sendo a ultima a mais indicada para infec¢des mais severas. A
utilizagdo de triazois para terapia de manutengdo deve ser feito até constatagdo da cura a partir

de exames eficazes (FILHO, 2009).

2.1.5 Micoses oportunistas

As micoses oportunistas afetam o organismo que se encontra comprometido
imunologicamente e sdo ocasionadas por fungos com baixa capacidade de viruléncia
presentes na microbiota do organismo humano. Atuam de forma severa por ndo haver um
sistema imune eficaz que possa combate-lo, podendo ser letal (TORTORA et al., 2005;
BERGOLD et al., 2004).

Casos de imunossupressdo como em pessoas com HIV, pessoas passando por
tratamento oncoldgico, pessoas com diabetes mellitus, pessoas transplantadas, ou que estejam
utilizando corticoides sdo os mais afetados por essas infec¢des. Um diagnostico tardio e uma
falha terapéutica pode levar a uma progressdo da doenga ocasionando consequentemente
complicacdes severas irreversiveis que leve a morte do paciente (GARCIA-GIRALDO et al.,
2018). Cryptococcus neoformans € um tipo de microrganismo presente na microflora dérmica
humana, e na auséncia de imunidade em pacientes imunossupridos pode causar meningite
(RONAVARI et al., 2018).

A Meningite Cripitococica € uma das infecgdes oportunistas de maior importancia
relacionada ao HIV. Causada pelo fungo Cryptococcus spp., a infecgdo ocorre por inalagdo
dos esporos de fungos presentes no solo, que se instalam nos pulmdes. Em pacientes
imunossuprimidos ndo hé resposta imune eficaz o que leva a uma infec¢do progressiva e letal,
o que torna uma das causas de morte mais comum em paises com numero relevante de casos
de AIDS, mais frequentes que a bactéria Streptococcus pneumoniae causadora de meningite.

O numero de casos mundiais de AIDS ¢ cerca de 33,2 milhdes, e a maior quantidade de casos
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estd no continente africano. Em paises menos desenvolvidos a fatalidade foi estimada em 55
% dos casos de Meningite Cripitococica (MC), com excecdo a Africa Subsaariana com
estimativa de 70 %. De 13-44 % de mortes com HIV se deve pela infec¢@o com Cryptococcus
spp (PARK et al., 2009; RUSCHEL et al., 2018).

Anfotericina B é mais eficaz no tratamento de MC do que o fluconazol. A taxa de
mortalidade de pacientes com AIDS foi de 30 % para tratamento com fluconazol e 24 % para
tratamento com anfotericina B. Apesar da Anfotericina B ser mais potente, o fluconazol gera
menos efeitos adversos e suas doses podem ser muito altas. A terapia combinada ¢ a melhor

op¢do para que ocorra menos efeitos colaterais (CURRIER et al., 2018).

2.2 Farmacologia antifingica

Com a disseminagdo do virus HIV nos anos 80, consequentemente houve um aumento
nos casos de infec¢des fungicas, sobretudo as mais graves, as micoses sistémicas, o que
impulsionou nos anos 90 a producdo de antifungicos pela industria farmacéutica. Um longo
trabalho de investigagdo possibilitou a producdo de antifingicos mais seletivos e menos
causadores de danos colaterais (LEMSADDEK, 2008).

O primeiro antifingico produzido foi a griseofulvina, aprovado em 1959, que € um
produto natural isolado a partir de Penicillium griseofulvum, um fungo filamentoso que
apresenta acdo fungistastica (inibe o crescimento do fungo). Atua de forma a desconfigurar a
polimerizagdo dos microtibos, impedindo a mitose das células fungicas (LEMSADDEK,
2008; PAGUIGAN et al., 2017).

Os fungos s@o organismos eucariontes, e possuem semelhangas as células humanas,
pois possuem organelas, envolto nuclear e analogia no metabolismo, por isso o
desenvolvimento de antifungicos precisa ser especifico as células fungicas, para evitar

toxicidade (Quadro 2) (PLAS, 2016).

Quadro 2. Mecanismos de a¢@o antifungica e implicagdes para sua efetividade

Agente Sitio de acio na Atividade Implicacdes Clinicas

Antifingico célula Fingica
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Polienos Membrana Se une ao ergosterol, Poderosa atividade
causando a morte celular. | antifungica de amplo

espectro

Az6bis Membrana Inibe a enzima CYP 450, | Atividade fungistatica
responsavel pela sintese de | de potencial e
ergosterol, danifica a espectro variavel

membrana citoplasmatica.

Flucitosina Nucleo Interfere com a sintese de | Espectro restrito.
DNA inibindo a timidilato | Atividade antifungica
sintetase. somatoria em
combinag¢io com

anfotericina B.

Equinocandinas Parede celular | Inibe a sintese do glucano, | Poderosa atividade
destruindo a estrutura da antifungica de amplo
parede celular causando espectro. Poténcia do
lise fungica. efeito aditivo em

terapias combinadas.

Fonte: DIOMEDI, A. P.; 2004.

As células fungicas sdo diferentes das células humanas por possuirem na parede
celular o glicano e quitina, que s@o proteinas estruturais ausentes nas células humanas, além
do ergosterol na membrana citoplasmatica, um lipideo componente funcional e estrutural das
membranas fungicas. Enquanto o lipideo presente nas células humanas ¢ o colesterol,
constituinte da membrana celular (PLAS, 2016).

Na Figura 1 as classes de agentes fungicos sdo indicadas, caracterizando seu sitio de
acdo fungica. Os polienos, equinocandinas e triazdis atuam direta e indiretamente nas
camadas do envoltorio celular ocasionando ruptura celular, sendo assim atuam como
fungicida matando a célula. As griseofulvinas e flucitosinas atuam no interior das células
fungicas, inibindo o crescimento, atuam como fungistaticos. Portanto, a combinac¢do de
antifungicos fungicida e fungistatico aumenta a eficacia do controle a infec¢des fungicas.
Assim como retratado em Molloy et al. (2018) em que se avaliou a combinagdo de
antifingicos no tratamento de micoses em pacientes adultos infectados pelo HIV, e constatou

melhor eficdcia no tratamento utilizando anfotericina B com sinergia a flucitosina. A parceria
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de atuacgdo dessas duas drogas diminuiu o tempo de tratamento implicando em menos efeitos

colaterais.

Figura 1. Classes de agentes antifingicos e seus sitios de agdo

Raeticuio endoplasmatico
(inibigao da sintese de ergosterol

Nucleo

|
Fuso mitético \
Parede celular

Sintese de DNA \

Membrana plasmatica

Fonte: VALASQUES, 2015.

2.2.1 Polienos

Os polienos sdo antifungicos fungicidas, que atuam na degradacdo da membrana dos
fungos. Eles possuem a capacidade de se ligar a uma por¢do esterol abrindo canais na
membrana, em consequéncia, ha permeabilidade da membrana e extravasamento de
moléculas essenciais, culminando na morte celular (BERGOLD et al., 2004).

Os polienos sao representados pela anfotericina B e nistatina, sua estrutura ¢
macrocilica e possui atomos de carbono divalente que se ligam em afinidade ao segmento

heptaénico doergosterol formando o poro, demonstrado na Figura 2 (MARTINEZ, 2006).

Figura 2. Anfotericina B ligada ao ergosterol formando poro.
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Fonte: VALASQUES, 2015.

A anfotericina B ¢ um polieno fungicida que atua na membrana citoplasmatica dos
fungos. Sua formulagdo convencional ¢ associada ao desoxicolato de sodio, com a finalidade
de solubilidade na agua, formag¢do de micelios para estabilizagdo e suspencgdo. As reagdes
adversas podem estimular o sistema imunolégico e gerar toxicidade renal, nefrotoxicidade e
anemia, relacionada a doses acumulativas, portanto, seu uso ¢ mais empregado em casos de
pacientes imunossuprimidos (MARTINEZ, 2006).

Para aumentar o potencial terapéutico da anfotericina B, sdo utilizadas trés
formulagdes lipidicas: em dispersdo coloidal, em complexo lipidico e lipossomal. Essas
formulagdes facilitam o transporte e alteram a afinidade entre tecidos, tornando a droga
menos nefrotoxica (MARTINEZ, 2006; PLAS, 2016).

Tambeém utilizada como antifungico em plantas de consumo humano, uma dosagem
maior do que a permitida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) causa
contamina¢do que para saude publica tem sido um problema. Os efeitos toxicos da
Anfotericina B variam de altera¢des no tecido hepatico, infertilidade em homens, teratogénese
e mutagénese (MOREIRA et al, 2016).

Com semelhanga a estrutura da anfotericina B, a nistatina possui a capacidade de se
ligar ao esgosterol da membrana fingica como os outros polienos. Para impedir a recidiva de
infecgOes fungicas o tratamento deve permanecer por 48 horas apds o desaparecimento de
sintomas visiveis, e ¢ contra indicada a dosagem por via parental devido sua alta toxicidade.
Quando administrada oralmente a mesma nfo ¢ absorvida e ndo possui muita eficacia, por

isso € mais indicado seu uso topico (PLAS, 2016; COUTINHO et al., 2003).
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2.2.2 Azdis

Sdo compostos sintéticos, atuam impedindo a sintese do ergosterol como as
Alilaminas, mas a partir do lanosterol-1,4-demetilase (citocromo P450), uma enzima
responsavel pela conversdo do lenosterol a ergosterol, representado na Figura 3.
Consequentemente hd acumulo de 14-a-metilesterdis, que altera as propriedades da
membrana, impedindo o desenvolvimento do fungo (LEMSADDEK, 2008; BERGOLD et al,
2004). Também agem modificando a sintese de lipideos e inativando enzimas do processo

oxidativo dos fungos (MARTINEZ, 2006).

Figura 3. Via metabolica do ergosterol, e atuagdo dos azois.

Acetil Coa

Esqualeno

C]
Alilaminas ‘ esqualeno-epoxidase

[G]
Azadis ‘ lanosterol-1,4-demetilase

Ergosterol

W
Membrana celular

Fonte: LEMSADDEK, 2008.

Sua estrutura possui diferentes quantidades de atomos de azoto no heterociclico
(Figura 4), o que os classifica em imidazois ou triazois. A diferenca de 4&tomos de azoto nos
triazois confere a este um aumento de espectro na agdo do antifungico, também uma

diminui¢@o do seu potencial toéxico em relagdo aos imidazois (LEMSADDEK, 2008).

Figura 4. Estrutura dos azdis, evidenciando a variagdo do anel aromatico.
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Fonte: MARQUES, 2017.

Possui acdo fungicida e fungistatica e o uso excessivo leva ao aparecimento de
resisténcia, sdo menos potentes que polienos como a anfotricina B, mas por outro lado causam
menos reagdes adversas (BERGOLD et al., 2004).

O primeiro grupo, dos imidazois, compreende o miconazol e cetoconazol e o ultimo
dos triazois compreende o fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e ravuconazol
(MARTINEZ, 2006; PLAS, 2016). O flucanozol ¢ o azol mais utilizado por via oral, ele
penetra facilmente em muitos tecidos, tem alta biodisponibilidade e ¢ facilmente administrado
em via endovenosa. Em relagdo a menor recaida e taxa de resposta, o itraconazol € melhor
tolerado que o cetoconazol. No entanto, o fluconazol e o itraconazol sdo teratogénicos e nao

podem ser indicados a pacientes gravidas (FILHO, 2009; SIZAR et al., 2018).

2.2 .3 Flucitosina

E um composto antifiingico sintético, com capacidade antifiingica intrinseca, derivado
da citosina, ao ser absorvido pelas células fungicas converte-se a S-fluorouracil (Figura 5), e,
posteriormente, ¢ convertido em metabdlitos que inibem a sintese do acido
desoxirribonucleico e ribonucleico dos fungos. O desenvolvimento de resisténcia em
monoterapia gera a necessidade da utilizagdo de combinagdes terapéuticas da Flucitosina com
outros antifungicos, como a Anfotericina B, comentada anteriormente. Bem absorvido em uso
oral, penetra nos tecidos e ¢ excretado pelos rins. Nos casos de insuficiéncia renal, os ajustes

posologicos devem ser feitos (VERMES et al., 2000, BRAUN et al., 2017).

Figura 5. Diagramas moleculares de (a) mono-hidrato de citosina e (b) mono-hidrato de 5-

flucitosina.
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Fonte: BRAUN et al., 2017.

2.2.4 Equinocandinas

As equinocandinas sdo lipopeptidicos sinteticamente modificados, originados da
fermentagdo de caldo fingico. Atuam na inibigdo da sintese de um componente essencial da
parede celular fungica, o B (1,3) -D-glucano (Figura 6), o bloqueio da sintese resulta em um
desequilibrio osmoético. A administragdo € feita exclusivamente por via intravenosa € seus

efeitos adversos sdo minimos (MARTINEZ, 2006, DIOMEDI, 2004; PLAS, 2016).

Figura 6. Diagrama da membrana celular fungica.
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fosfolipidica) B+{1,3)-D-gluczno sintatzss Erzosterol

Citoplasma fungico

Fonte: DIOMEDI, A. P.; 2004.

As caspofungina, micafungina e anidulafungina sdo as equinocandinas utilizadas
comercialmente. Foram aprovadas para uso clinico em 2001 e sdo consideradas fungicidas
para Candida. O complexo enzimatico em que elas atuam ¢ codificado pelas enzimas FKS1 e

FKS2 (HEALEY et al., 2018).
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2.3 Mecanismos de resisténcia dos fungos aos antifiingicos

A resisténcia microbioldgica se refere a falta de sensibilidade de um fungo a um
agente antifungico, esta pode se desenvolver sem a exposi¢do ao antimicrobiano determinada
primaria (intrinseca) ou se desenvolver apds a exposi¢do ao antimicrobiano, determinada
como secundaria (adquirida). Certas espécies de fungos sdo intrinsecamente resistentes, como
Cryptococcus neoformans para equinocandinas, Candida krusei a fluconazol e Candida néo-
albicans para flucitosina (PAl et al., 2018).

O Fluconazol por ser um antimicotico fungistatico, oferece maior capacidade de
resisténcia adquirida em espécies isoladas de Candida, do que Anfotericina B e Nistatina, que
sdo fungicidas (BANSAL et al., 2018). No entanto, a anfotericina B e azois (triazol) néo
foram eficazes em testes de resisténcia com o fungo Aspergillus fumigatus, e se tornou um
problema emergente (ASHU et al., 2018; MOHAMMADI et al., 2018).

Mudangas nos processos intracelulares dos antifungicos e altera¢des das enzimas
responsaveis pelas vias metabdlicas sdo outros mecanismos que geram resisténcia. Alteragdes
das vias de sintese do ergosterol e do conteudo de ergosterol na membrana tem sido um dos
principais motivos de resisténcia adquirida a polienos, e a elevada expressio de
transportadores ABC (ATP-binding cassette) estd relacionada a resisténcia adquirida de azois.
(SILVA et al., 2008).

A heterogeneidade alélica dos fungos aumenta a possibilidade de resisténcia a
antifungicos. Candida auris e Candida glabrata apresentaram resisténcia a equinocandinas, e
esses mecanismos de resisténcia estdo relacionados a mutagdes no gene FKS1, que expressa a
enzima alvo das equinocandinas, a 1,3-beta-glucano sintase. A exposigdo repetida ou cronica
das equinocandinas leva a resisténcia. No caso do flucanozol, a resisténcia de C. auris esta
relacionada a mutagdes no gene ERG11, assim, devido a constatacdo de resisténcia de C.
auris a equinocandinas 7 %, azois (fluconazol) 93 % e anfotericina B 35 %, deve-se optar
para tratamento, a terapia combinada de equinocandinas com anfotericina B lipossomal

(CORTEGIANI et al., 2018; BEARDSLEY et al., 2018; HEALEY et al., 2018).

2.4 Produtos naturais no desenvolvimento de antimicrobianos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pallagatti%2520S%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=30294163
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As plantas medicinais sdo vegetais que possuem no seu total, ou em alguns 6rgaos,
substancias com potencial terapéutico, os fitoterapicos. Eles sdo, portanto, uma mistura
complexa composta por substancias ativas, obtido exclusivamente por matéria prima vegetal
ativa. Sua complexidade de composi¢do emprega a capacidade de sinergismo e antagonismos
dos seus componentes (OLIVEIRA, 2003). O foco dos pesquisadores tem sido produtos
naturais para medicina terapéutica, uma vez que infecgdes microbianas causadas por bactérias
e fungos se tornam cada vez mais resistente a antibioticoterapia (SADIQ et al., 2016).

A capacidade terapéutica de uma planta ¢ determinada também pelos seus metabdlitos
secundarios, estes variam tanto em quantidade de concentragdo, quanto em diversidade em
uma mesma planta. S3o produtos de vias ndo essenciais para planta, mas possui papel
importante na adaptagio da planta ao seu habitat (SIMOES et al., 1999). O conhecimento
dessas caracteristicas e potencial biologico de determinadas espécies, pode indicar o potencial
biologico de plantas da mesma familia (SADIQ et al., 2016).

Devido o Brasil ser o maior possuidor de biodiversidade do mundo, varias espécies de
plantas ainda n3o foram submetidas a experimentos de validagdo de sua capacidade
terapéutica. Atualmente, as plantas medicinais necessitam passar por métodos laboratoriais de
validag@o, que garantem a eficacia e seguranga das mesmas. O avango desses estudos se deu
pela necessidade de observar a toxicidade e carcinogénese do confrei (Symphytum officinalis),
que na década de 70 foi uma panacéia mundial. Com os estudos foi comprovado que o
consumo de confrei ocasionava cancer de figado, e hoje pela ANVISA ¢ desaconselhado seu

consumo (CAFFARO et al., 2015; BRANDAO, 2003).

2.5 Testes de Susceptibilidade Antifungica

Os testes de suscetibilidade em analise de plantas medicinais sdo métodos laboratoriais
usados para avaliar a atividade antimicrobiana in vifro de extratos ou Oleos essenciais
extraidos de plantas. Comités como Europeu de testes de Susceptibilidade a Antibidticos e o
Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais propdem técnicas de referéncia para reprodugdo
dos testes em todo o mundo. Ambas as instituigdes categorizam os resultados em suscetivel
(tratamento apropriado), resistente (ndo ¢ recomendado) e intermediario (apropriado,

dependendo das condigdes) (ANEKE et al., 2018).
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Para melhor eficdcia nos métodos, a padronizacdo na execucdo dos testes se faz
necessaria para evitar fatores que afetam os resultados do teste de suscetibilidade. Esses
fatores sdo pH, disponibilidade de oxigénio, indculo, condigdes de incubagdo (temperatura e
agitacdo) e recursos para medi¢cdo dos halos (OSTROSKY et al., 2008). A concentragio
inibitoria minima (CIM) ¢ a menor concentracdo do potencial antimicrobiano capaz de
impedir o crescimento visivel de microrganismos, avalia, portanto, capacidade fungistatica
(NCCLS, 2002). O CIMS50 representa a menor concentragdo do potencial antimicrobiano
capaz de reduzir 50 % ou mais no crescimento, e CIM90 é a menor concentragdo do potencial
antimicrobiano capaz de reduzir 90 % ou mais no crescimento (CORDEIRO et al., 2018).

A determina¢do da concentra¢do fungicida minima (CFM) ¢ baseada nos métodos
utilizados para obter a CIM, com algumas modifica¢des. Os pogos ja testados nos testes de
dilui¢do sdo utilizados para analise de crescimento fungico. Retira-se a amostra com hastes e
colocam em nova cultura e incubag@o para avaliar o crescimento. Considera-se a CFM na
concentracdo de potencial antifungico que ndo houver crescimento, ela avalia capacidade
fungicida por morte celular (MACEDO, 2018). No entanto, as concentragdes de CFM sio
geralmente 2x maiores que CIM (GUCWA et al., 2018).

2.5.1 Método de difusdo de Agar

O método de difusdo em Agar, é um método que avalia discos (6 mm) impregnados
com potenciais antimicrobianos. A metodologia consiste em fixar os discos em placa de agar
inoculada com micro-organismos testes. Em geral, se coloca no maximo 12 discos a cada
placa de 150 mm. O espacamento entre eles deve ser igual, para melhor medi¢do dos halos
formados apos a incubagdo (NCCLS, 2003).

A eficacia do método se limita a micro-organismos que crescem rapido e a avaliagdo ¢
comparativa a um antibidtico padrdo de referéncia, o controle positivo. O halo ¢ medido a
partir da circunferéncia do disco, até a margem onde se observa crescimento do micro-
organismo. Os halos s@o classificados de acordo com o tamanho em relagdo ao controle, em
sensiveis (halo > 3 mm menos que o controle), moderadamente sensivel (halo < 2 mm e
menor que o controle) e resistente (halo <2 mm) (OSTROSKY et al., 2008).

As concentragdes inibitorias minimas obtidas pelos resultados de difusdo de agar,
obtidos em tabelas a partir do tamanho do halo, sdo mais altas que as produzidas em métodos

de diluigdo de caldo. Por isso, deve-se haver cautela na interpretacdo para predizer a
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susceptibilidade ou a resisténcia dos potenciais microbianos (ANEKE et al., 2018; NCCLS,
2003).

2.5.2 Método de diluicdo

O método consiste em avaliar o crescimento de determinado microrganismo diluido
em meio aquoso contendo potencial antimicrobiano, o padrio para dilui¢do em caldo, é de 10°
UFC/mL. Apo6s inoculagdo do micro-organismo ao meio ¢ feito uma agitacdo para
homogeinizar a solugdo. E, posteriormente, sdo incubados sem agitacdo a uma temperatura de
35°C +2 (NCCLS, 2002; VOUKENG et al., 2016).

Os extraidos de plantas sdo considerados ativos com valores de CIM menor que 8 mg /
mL. A atividade antimicrobiana de extratos vegetais ¢ considerada significativa quando CIM
<100 pg / mL, moderada quando CIM estiver entre 100 e 625 pg / mL e baixa quando a CIM
> 625 pg / mL (VOUKENG et al., 2016). A medida da inibi¢do do crescimento microbiano
em microdilui¢do € feita por espectrofotdmetro de microplacas (OLIVEIRA, 2009).

Dos métodos em diluigdo, existe o ensaio de microdilui¢do em caldo, neste método €
utilizado microplacas com 96 pogos, com volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 ml. Por
ser um método barato, 30 vezes mais sensivel, com boa reprodutibilidade, utilizado em
grandes numeros de amostra e requerer pouco volume de amostra ¢ muito indicado para
avaliagdo de efeito antifingico de fitoterapicos. O tempo de incubagdo deve variar de 24- 48h
para melhores resultados, identificando assim, a capacidade de resisténcia do potencial
antimicrobiano (OSTROSKY et al., 2008). O método de macrodilui¢do em caldo, sdo feitos
em tubos de ensaio com volume do meio variando de 1 a 10 ml e requer muito tempo e area
de trabalho, gera grande quantidade de residuos e usa poucas réplicas em relagdo ao ensaio de

microdilui¢do (OSTROSKY et al., 2008; NCCLS, 2002).

2.6 Estudo de plantas com propriedades antifungicas

Foram selecionadas 16 plantas de espécies diferentes para analise e comparagdo dos
dados contidos em 14 artigos. De todas as plantas estudadas, elas representam 10 Familias de
plantas, as Lamiaceae, Verbenaceae, Fabaceae, Polygomaceae, Lythraceae, Chrysobalamus,
Poaceae, Myrtaceae e Hypericaceae. Sendo que, a Familia das Lamiaceaes possuiram mais

plantas estudadas, seguido das Verbenaceae. As familias representam em grande parte a
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Magnoliopsida. As espécies de Lamiaceae sdo utilizadas para tratar disturbios gastrintestinais
e infecgdes microbianas, e sdo descritos por possuir propriedades antissépticas,
antimicrobianas e antifungicas (KHOURY et al., 2016).

As plantas s3o na maioria nativas do Oriente Médio e proximidades, duas espécies sdo
nativas do Brasil das regides de Cerrado e também das Américas em geral. A maioria sdo
plantas domésticas, e muito utilizadas na culinaria mundial, como orégano, tomilho, persicaria
picante, verbena de limao, e na medicina terapéutica, como limonete, capim-limao, pau ferro.

Trés extratos foram considerados ativos com valores de CIM menores que 8 ug / mL
foram as espécies Ziziphus spina christi, Salvia mirzayanii e Persicaria hydropiper. Dez
foram consideradas significativas com CIM <100 pg / mL, quatro foram consideradas
moderadas por apresentar CIM entre 100 e 625 ug / mL e dois foram consideradas potenciais
antifingicos baixos com CIM > 625 pug / mL (Tabela 1).

Em relagdo ao controle positivo, grande parte dos estudos, teve valores abaixo dos
fitoterapicos de teste. O método escolhido na maioria dos artigos para obtengdo dos valores de
CMI, CMI50, CMI90 e CFM foi de microdilui¢do em caldo. CIMSO0 teve valores mais baixos
que CIM90, e mostra que para inibi¢do de 90% a quantidade de droga deve ser maior (Tabela
1).

Os valores de CFM em relagdo ao CMI foram maiores, indicando que a maior
concentracdo € necessaria para causar morte celular fungica (Tabela 1). Os resultados para
oleo essencial de Salvia mirzayanii demonstraram as diferencas nas concentragdes minimas
para diminuir o crescimento em 50% (CIMS50 0,5 pg / mL), em 90% (CIM90 1,0 ug / mL) e
para cessar o crescimento fungico foi de 2,0 u g/ mL (CFM) e indica possuir grande potencial
fungicida contra C. albicans, como também o extrato alcodlico de frutos imaturos da espécie
Ziziphus spina christi que apresentou CIM50 0,05 pg/ mL e CIM90 0,1 pg / mL.

Os extratos da planta Caesalpinia férrea apresentaram grande potencialidade
fungistatica com valores de CIM 9,7 ug / mL e CFM 1250 pug / mL, o que indica a
capacidade de inibi¢do do crescimento fungico, e ndo a morte celular contra C. albicans.
Como também ocorreu no o6leo essencial da espécie Psidium salutare que apresentou CIMS0
32,4 pg/ mL e CFM 1.024 ng / mL contra C. krusei.

Candida ssp. fol a espécie mais avaliada, principalmente isolados de mucosas orais e
vaginais. A C. albicans por exemplo ¢ um fungo dimorfico responsavel por infec¢des
superficiais, cutanea e sistémica. Este organismo encontra-se em relacdo de comensalismo
com organismo humano, no entanto, pode se tornar um patdgeno, causando infec¢des orais,

genitais e gastrointestinais. Sua forma hifal ocorre pelo aumento de temperatura (37 °C),
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aumento de pH e de indutores. A forma constituida por hifas promove o desenvolvimento de
biofilmes, associado a capacidade de resisténcia a antifingicos (MACEDO et al., 2018;
JERUTO et al., 2016). Estes biofilmes estdo relacionados a 90 % das infec¢gdes causadas em
pacientes hospitalizados, isto ocorre pela facilidade da adesdo deste micro-organismo a
superficies. O contato com superficies leva a produgdo de polimeros extracelulares

(SOLIMAN et al., 2017).



Tabela 1. Estudos da atividade antifungica de fitoterapicos considerando a Concentragio Inibitoria Minima (CIM) 50 %, 90 % e a Concentragdo
Fungicida Minima (CFM) através do método de suscetibilidade por microdiluigéo.

Autor Planta (espécie) ¢ Origem

(ano) Familia
MARDA Zfizilpﬁusiyazfna christi Oriente
NIet al., e Rhamnaceae Médio ¢

2018. Mediterraneo

ZOMO  Salvia mirzayanii e

RODIA Lamiaceae Sul do Ird
N et al.,

2017. ] -
MOYEE Persicaria Continente
NUL et hydropiper e Asiatico
al., 2014. Polygonacea
KEIKH  Vitex agnus-castus e Oriente
Acetal, Lamiaceae Médio ¢

2018. Europa
SOARE Caesa-lpinia. ferrea e Brasil
S et al., Fabaceae (Cerrado)
2018.

TOCCI f]ypericum hircinum Europa
etal, subsp. Majus e Mediterranca
2018. Hypericaceae

"MACED  Psidium salutare e  Brasil
Oetal, Myrtaceae (Cerrado)
2018.

GAVAN  Zataria multiflora e

Jletal, Lamiaceae Ird
2015.

GAVAN Sarurejaihortensfs e

Nome Controle + Extraciio e Microrganismo
Popular parte da planta
fu}u@a Nistatina ¢ Extrato Candida
Fluconazol etanolico 80% albicans
de frutos
] ] i imaturos
Salvia Itraconazol e Oleo essencial Candida
Fluconazol das folhas albicans
Persicaria  Fluconazol ¢ Oleo essencial Epidermopkyron
-picante Cetoconazol das Folhas floccosum
Vitex Fluconazol  Extrato etan6ico Candida
70% das folhas albicans
“Pau ferro Nistatina e Extrato etandico Candida
anfotericina B 70% das albicans
sementes
Tutsan Fluconazol Extrato Candida
fedorento metanoico 50% glabrata
de hastes ¢
i i folhas
Araga- Fluconazol Oleo essencial  Candida krusei
rasteiro das Folhas
Tomilho  Anfotericina B Oleo essencial Candida
iraniano ¢ cetoconazol  de partes acreas albicans
Sez_gureIHa Anfotericina B Oleo essencial Candida

CIM

(gl
‘mL)

324

CIM50
(gl
mL)
0,03

16

CIM90 CFM
(gl (gl
mL) mL)

0,1 ~
1,0 2,0
15,62
1.250
64 i
~ 1.024
64


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1SQJL_pt-PTBR800BR800&q=Rhamnaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMoyLy4CALLZYj8NAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjw1sDLoODeAhWJ1FkKHWpnC0gQmxMoATAXegQIBRAU
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
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Jlet al., Lamiaceae Ira -anual e cetoconazol  de partes aéreas albicans
2015.
Autor Planta (espécie) e Origem Nome Controle + Extracio e Microrganismo CIM CIM50 CIM90 CFM
(ano) Familia Popular parte da planta (ug/ (ug/ (ug/ (ug/
mL) mL) mL) mL)
KHOUR  Origanum syriacum  Meditertineco ~ Orégano  Itraconazol ¢ Oleo essencial Trichophyton 64 B B B
Y et al., e Lamiaceae ¢ Asia Fluconazol de topos de rubrum
2016. Ocidental floracdo
SHIN et Cymbopogon citratus Capim- Cetoconazol Oleo essencial Trichophyton <125 _ _ _
al. ,_2004. e Asia (Indla) hmﬁo da folha rubrum
Poaceae o -
KHOUR Coridothymus Mediterranco  Orégano  ltraconazol e Oleo essencial Candida 128 _ _ _
Y et al, capitatus ¢ Asia espanhol Fluconazol de topos de albicans
2016. e Ocidental floragdo
Lamiaceae
SOLIM  Lawsania inermis e Norte da Henna Cetoconazol  Extrato etanoico Candida 625 _ _ _
AN et Lvthraceae AfI'lC":l e Sul 95% de partes albicans
al., 2017. da Asia aéreas
GHASE Lippia citriodora Limonete Nistatina e Extrato Candida 625 _ _ _
MPOU e América do Fluconazol etanolico 95% albicans
et al, Verbenaceae Norte de folhas
2016.
EBANI Aloysia tryphilla Verbena Voriconazol ~ Oleo Essencial Aspergillus 855 _ _ _
et al., e Amcrica do de limdo Sfumigatus
2018. Verbenaceae Sul
SILVA  Chrysobalanus icaco Guajuru Nistatina Extrato etandico Candida _ _ _
et al, e Chrysobalanus Américas 70% das folhas albicans 3120
2017. e e
Candida 6250

parapsilosis



https://pt.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Lim%252C+S
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lythraceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Verbenaceae
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2.6.1 Metabdlitos secundarios antifiungicos

Produtos secundarios de plantas, responsaveis pela defesa a micro-organismos, tem o
potencial de serem uteis no controle a micro-organismos patogénicos humanos, uma vez que
os seres humanos ndo possuem essa linha de defesa. Os alcaloides e flavonoides sdo classes
de metabolitos em que se tém relatos de possuirem forte potencial antimicrobiano. Qutros
metabolitos secundarios sdo os terpenos, também sdo muito abundantes nos 6leos essenciais
utilizados para medicina terapéutica (SADIQ et al., 2016; VIZZOTO et al, 2010).

Técnicas de cromatografia instrumental sdo utilizadas para quantificar e separar os
compostos presentes em uma amostra do extrato ou 6leo essencial. Esse método acoplado ao
espectrometro de massa capacita a qualificacdo dos compostos e a sua estrutura molecular. A
analise quantitativa de flavonoides ocorre por espectrometria UV-Visivel (CHABARIBERI et
al., 2009).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido a técnica mais empregada
na analise de compostos fenodlicos, utiliza gradiente da fase movel para separagdo de
diferentes classes de compostos, como os flavonoides e 4acidos hidroxicindmicos. Muitos
laboratérios de instituigdes disponibilizam sistemas CLAE equipados apenas com bomba
simples, de menor custo, e empregando elui¢do isocratica, mantendo constante o fluxo da fase
mével na coluna, por ser um sistema de facil operagdo e com boa reproducdo entre diferentes
marcas de equipamentos (DUTRA et al., 2010).

Para determinacdo do teor de taninos utiliza-se CLAE e a espectrofotometria. A
quantificagdo do acido urico por Folin e Macallum, que gera complexos azuis formados pela
reagdo oxi-reducdo de polifenodis. A reacdo ndo € especifica para taninos, mas € utilizada para
determina-los calculando a diferenca entre o teor de polifendis e frag@o polifendlica (VERZA
et al., 2007).

A analise de cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa, também muito
utilizada para determinag@o de compostos em uma amostra de extrato ou 6leo essencial de
plantas, consiste no arraste das moléculas através da coluna e essas moléculas se separam por
volatilidade diferentes, em sequéncia se caracteriza os compostos na espectroscopia de massa
(KEIKHA et al., 2018).

Os terpenos pertencem a classe derivada de isopreno, se originam da glicolise através

da via do mevalonato ou também da via do metileritritol fosfato. Possui 30.000 compostos



34

conhecidos e sdo classificados pela quantidade de numeros de carbonos, hemiterpeno (5
carbonos), monoterpenos (10 carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), etc. Esse grupo possui
ampla aplica¢do na industria farmacéutica, cosméticos, alimenticios, entre outras. Para evitar
autotoxicidade, sdo armazenados nas plantas em canais de resina e tricomas glandulares, que
sdo estruturas escretoras (WU et al., 2018; HOLOPAINEN et al., 2018).

A hidrodestilagio de plantas ricas em terpenos gera os Oleos essenciais e,
normalmente, a composi¢do desses contém de 1 a 3 terpenos principais e varios outros de
composi¢do menores. Sa0 normalmente volateis, utilizados geralmente como fragrancias, e
para as plantas possuem comumente o papel de defesa, possuindo grande potencial pesticida

(SCALERANDI et al., 2018).

Os Fenois sdo metabolitos secundarios originados da via do acido chiquimico, se
relaciona com o metabolismo de carboidratos e aminoacidos aromaticos (HOLOPAINEN et
al., 2018). Os flavondides sdo polifendis, e ha relatos da presenca deles, com forte potencial
antibacteriano como a rutina, miricetina e albanol B, nas plantas das familias Moraceae,
Fabaceae e Leguminosae (SADIQ et al., 2016).

Os compostos ferulico, cindmico e vanilico sdo fendis presentes em tecidos de plantas
e possuem efeitos nos fungos em relagdo ao crescimento e a produgdo de micotoxinas. Em
concentragdes muito altas, os acidos p-hidroxibenzoico, protocatequinico e vanilico sdo
inibidores, mas a atividade inibitéria de micro-organismos ndo depende das altas
concentragdes, pode estar relacionado com diferentes estruturas, como os derivados do 4cido
cindmico, metil éster acido cis-3,4-dimetoxicinamico e metil éster acido cisferulico, que
inibem crescimento fungico em concentragdes de 1 a 10 nM (SOUZA et al., 2010).

Atualmente foram encontrados 21.000 compostos conhecidos dos metabdlitos
alcaldides, e estes sdo compostos nitrogenados derivados de precursores de aminoacidos,
encontrados com predominancia nas dicotiledoneas, principalmente o género Aspidosperma,
da familia Apocynaceae (HOLOPAINEN et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2009).

As quinonas sdo obtidas pela oxidag¢do de fendis, possui esqueleto de carbono
aromatico com no minimo duas liga¢des duplas entre carbonos. As quinonas no organismo
estdo relacionadas a processos oxidativos de transferéncia de elétrons para produgdo de
energia como na fotossintese e na fosforilagdo oxidativa (FUTURO et al., 2018). Ha trés
grupos principais de quinonas, em fungio do tipo de ciclo, um deles sdo as antraquinonas que
possuem potencial anticancerigeno (BAJPAI et al., 2018).

Outro grupo de quinonas sdo as naftoquinonas que tiveram sua atividade antifungica

comparada a da anfotericina B. Alguns dos compostos de naftoquinonas se mostraram
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eficazes, dentre eles, a 2-cloro-5,8-di-hidroxi-1,4-naftoquinona que foi mais ativo contra C.

krusei (CIM de 2 ug / mL) (FUTURO et al., 2018).

2.6.2 Composic¢des dos oleos e extratos analisados

A grande quantidade de metabolitos secundarios analisados mostra a proporgdo de

potencialidade das plantas na sintese de substancias ativas. Maioria dos extratos, descritos a

seguir, foram obtidos pelas folhas, partes aéreas e topos de floragdo.

Lippia citriodora: seus compostos sdo pertencentes aos cisquiterpenos. Sdo estes o
beta-cariofileno e o 6xido beta-cariofileno possuem agdo antifingica. Sdo encontrados
no extrato vegetal, também geraniol, geranial e neral que possuem estudos que
comprovam a atividade contra Aspergillus flavus (GHASEMPOUR et al., 2016).
Psidium salutare: terpinolene, 7- caadinol e y-terpinene, sdo compostos do extrato da
planta que possuem ag¢do antifungica contra Candida albicans, e o p-cimeno e linalol
possuem efeito inibitorio a Candida tropicalis (MACEDO et al., 2018).

Caesalpinia ferrea: antraquinonas, alcaloides, depsideos, depsidonas, lactonas,
saponinas, agucares, sesquiterpenos e triterpenos sdo encontrados (SOARES et al.,
2018).

Hypericum hircinum subsp. majus: os compostos mais abundantes encontrados foram
flavonadis, benzoato e cinamatos (acido clorogénico e acido neoclorogénico) e flavan-
3-6is. O principal foi o flavonol hyperoside, e mais abundantes. O acido
neoclorogénico e a epicatequina flavan-3-ol. As propriedades anti- Candida de flavan-
3-ols, e em particular de catequina e epigalocatequina, sdo conhecidas (TOCCI et al.,
2018).

Persicaria hydropiper: isolado do 6leo essencial, o Confertifolin, possui atividades
antifingicas. Também possui Polygodial que inibe Candida albicans
(DURAIPANDIYAN et al., 2009; MOYEENUL HUQ et al., 2014).

Origanum syriacum e Coridothymus capitatus: Timol em Origanum syriacum foi o
principal constituinte com 74,4 %, e em Coridothymus capitatus representou 29,3 %
do oleo essencial, assim como o carvacrol que em Coridothymus capitatus representou
29,3%. Todas as duas espécies também obtiveram porcentagens altas nos compostos

p- cimeno e y- terpineno (KHOURY et al., 2016).



36

o Aloysia tryphilla: sua composigédo resultou em 24 % de sabineno, 36,7 % de limoneno
e 12 % de citronelal. Sendo que estudos com o sabineno e o citronelal demostraram
eficiéncia contra A. fumigatus (EBANI et al., 2018).

e Ziziphus spina christi: sua agdo antifungica de acordo com estudos ¢ devido ao
flavonodide. Possui como constituintes, portanto, rutina, quercetina, miricetina,
apigenina, quercetina-3-O-galactosideo, luteolina, kaempferol e kaemferol-3-O-
robinosideo, apigenina-7-O-lucosideo, quercitrina, quercetina, isovitexina, e
quercetina-3- O lucoside-7-O-arabinose rhamnoside (MARDANTI et al., 2018).

o  Chrysobalanus icaco: os resultados relataram a presenga de saponina, flavonoides,
taninos, catequinas, triterpendides e esterdides. Diversos compostos foram
identificados e isolados em preparacdes obtidas de diferentes partes de C. icaco,
incluindo diterpenos tipo kaurano, fitoesterois (estigmasterol, sitosterol e
campesterol), terpeno (acido pomolico), flavonoide 7-O-metil kaempferol, catequina e
antocianinas. Flavondides e terpenos sdo os principais compostos presentes nas
espécies de Chrysobalanaceae (SILVA et al., 2017).

o Zataria multiflora Boiss e S. hortensis L: Possuem dois componentes principais o
timol e o carvacrol. Sendo que Zataria contém mais carvacrol (YAHYARAEYAT et
al,, 2013, GAVANIJI et al., 2015).

o Vitex agnus-castus: os compostos principais sdo pineno, isoterpinoleno, cariofileno e
azuleno. Possui também terpenos com relatos de ag@o antifungica como DI-Limonene,
y-Terpinene, a-Terpinolene, S-amino-6-nitroquinolina (KEIKHA et al., 2018).

e Salvia mirzayanii: os principais constituintes do 6leo sdo monoterpenos 1,8-cineol,
acetato de linalol e a-terpinyl acetato. Em outras espécies de Salvia, o 1,8-cineol ¢ o

principal constituinte do seu 6leo essencial (ZOMORODIAN et al., 2017).

2.6.3 Agdo dos compostos presentes nas plantas estudadas

Dentre os compostos presentes nas plantas estudadas, foi revisado em banco de dados
e encontrado a acdo de alguns compostos que apresentaram atividades antifungicas. Essas
acOes estdo relacionadas a diminui¢do de resisténcia, diminuigdo da atividade de bombas de
efluxo, altera¢do na membrana celular causando lise, altera¢des na sintese de DNA.

Em um estudo a morte celular foi evidenciada na CMI do composto limoneno, os

esporos nos pogos tratados com iodeto de propidio foram avaliados e constatados coloragdo
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vermelho-alaranjado o que indica a altera¢do da integridade da membrana celular do fungo
Trichophyton rubrum, caracterizando assim, o limoneno como fungicida. A coloragdo do kit
de viabilidade também obteve resultados de células mortas com pouca ou nenhuma atividade
metabolica das que foram tratadas com limoneno, observando anomalias na estrutura da hifa.
Indicando que o limoneno pode afetar as estruturas das hifas (CHEE et al., 2009).

A capacidade do timol e do carvacrol de dissolver a membrana causando a perda de
moléculas € devido a um grupo hidroxilo em posi¢do diferente ao anel fenolico (Figura 7).
Estes isdmeros causam no fungo alteragdes morfoldgicas, alteram a homeostase, afetam o
crescimento radial, resulta na deplecdo do ATP intracelular e morte celular, impedindo assim,

o crescimento micelial (OCHOA-VELASCO et al., 2018).

Figura 7. Estrutura quimica do carvacrol (M-1) e timol (M-2).
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Fonte: KHAN et al., 2017.

O espectro de atividade antifingica do carvacrol estd relacionado com a inibi¢do da
expressdo dos genes SAPs em isolados de Candida albicans. Esses genes sdo responsaveis
pela adesdo de C. albicans, evasdo de respostas imunes do hospedeiro e dano tecidual.
Portanto, a inibig¢8o dessas proteinases impede a resisténcia de C. albicans (HOSSEINI et al ;
2016). O efeito sinérgico da atuagdo dos dois isdmeros aumenta a capacidade fungicida ao
desintegrar a membrana e facilitar a entrada do carvacrol que atua também no citoplasma
(OCHOA-VELASCO et al, 2018).

A Hsp90 € uma enzima responsavel por varios processos como transi¢do de fase em
fungos dimoérficos, resisténcia a drogas antifungicas e patogenicidade. Usando ancoragem

molecular, avaliou-se que os flavonoides luteolina e rutina foram os inibidores principais da
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Hsp90, embora todos os outros compostos de Cardiospermum halicacabum demonstraram
afinidade a enzima. No entanto, a atuacdo do extrato total da planta obteve efetividade
antifingica mais evidente. O que demonstra a importancia do sinergismo dos compostos que
podem ter agido inibindo a Hsp90 e também orquestrando em outros pontos de agdo
resultando em maior atividade antifingica do extrato total (GAZIANO et al., 2018).

A superexpressdo de bombas de efluxo de antifungicos, que pertence ao cassete de
ligagdo ao ATP (ABC) nas células fungicas estd relacionado com mecanismo de resisténcia
dos fungos a antifungicos. Para combater esses mecanismos de resisténcia, o alvo deve ser a
inibigdo e modulagdo da fungdo desses transportadores. Foi, portanto, avaliado a atividade
antifingica do Geraniol (Ger) em relacdo aos transportadores CaCdrlp e CaMdrlp. Células
de Candida albicans foram suspensas ao corante fluorescente Rhodamine 6G. Em seguida, foi
examinado o efeito de Ger nas atividades da bomba de efluxo, monitorando o acumulo
intracelular dos corantes fluorescentes na presencga de Ger, projetando que as células tratadas
com Ger ndo foram capazes de efluir o corante. Estas observa¢des afirmam que Ger inibe
especificamente CaCdrlp efluxo em C. Albicans (SINGH et al., 2018).

O sesquiterpeno polygonal inibe a germinagdo de hifas impedindo a formagdo do
micélio. A agdo deste composto altera a morfologia das células fungicas, ocasionando danos
nas membranas. Outro composto semelhante, o drimenol, inibe o crescimento micelial de
forma eficiente, mas por mecanismos diferentes. As diferentes atividades antifungicas desses
compostos sdo discutidas em termos da densidade eletronica na ligacdo dupla (Figura 9).
Uma comparagdo de estruturas quimicas para estes compostos indica que a principal diferenca
repousa sobre o efeito eletrénico do substituinte C-8 na ligagdo dupla, isto €, a densidade
eletronica desta ligagdo € aumentada pelo metil, e diminuida pelo aldeido, substituigdo em C-
8. Portanto, o efeito inibitorio desses compostos sobre o crescimento de B. cinerea parece ser
determinado principalmente pela densidade eletrénica de dupla ligacdo. O polygonal inibe a
germinagdo das hifas e o drimenol o crescimento hifalico e a germinag@o de conidios. Sendo

assim, o Polygonal inibe o crescimento inicial do fungo (CARRASCO et al., 2017).

Figura 9. Estruturas quimicas do poligodial (1) e drimenol (2).
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Fonte: CARRASCO et al., 2017.

2.6.4 Métodos de extragdo

2.6.4.1 Oleos essenciais

Os oleos essenciais sdo liquidos volateis, e podem ser extraidos a partir de qualquer
parte da planta. A extragdo geralmente ocorre por destilagdo a vapor (hidrodestilagdo), mas
podem ser produzidos também por esmagamento, extragdo, hidrolise, fermentagio e aeragdo.
Possuem em grandes concentragdes terpenos e seus derivados, mas também incorporam
moléculas como acidos graxos, derivados de enxofre e oxidos (STRINGARO et al., 2018).

A atividade biologica dos oleos essenciais esta relacionada com seus componentes.
Combinag¢des sinérgicas dos componentes de um 6leo devem ser de tal maneira a diminuir a
toxicidade, viabilizando melhores resultados na utiliza¢do dos mesmos para tratamentos de
doengas em humanos (SCALERANDI et al., 2018). A quantidade de compostos de um oleo
essencial varia de acordo com o clima em que ocorre a colheita da planta utilizada para sua
producdo. Periodo de esta¢do chuvosa altera e favorece a produgdo de 6leos como Copaifera
langsdorffii Destt, Fucalyptus citriodora Hook e Cymbopogon citratus. Fatores importantes
devem ser levados em conta, os fatores abioticos como temperatura, luminosidade, tempo de
colheita, nutrigdo. E fatores bioticos como estagio de desenvolvimento, idade, interagao da
planta com insetos e micro-organismos. Estes atuam junto em correlagdo, influenciando o
rendimento do oleo e também a variabilidade de compostos. Sendo assim, a otimizagdo desses
fatores resulta em um produto final de alta qualidade (MACEDO et al., 2018).

Os antifungicos naturais sdo considerados mais seguros, no entanto, possuem atividade
antifungica moderada se comparada aos sintéticos utilizados comercialmente, e ndo sdo bem
absorvidos no intestino humano, o que limita sua utiliza¢do no tratamento de micoses
sist€émicas. Ja no tratamento de doengas superficiais fungicas, sua utilizag@o se torna eficiente.

Mas, comumente os Oleos essenciais sdo fungistaticos, o que gera a necessidade de utilizar



40

altas concentra¢des ou combinagdo de diferentes Oleos para potencializar o sinergismo e
aumentar a eficacia (SHIN et al., 2004). Por exemplo, o 6leo essencial de Psidium salutare
associado ao fluconazol se mostrou eficaz por reduzir a dose antifungica, e simultaneamente

diminuir os niveis toxicoldgicos, e produzir efeito fungicida (MACEDO et al., 2018).

2.6.4.1 Extratos

Os extratos de plantas s3o obtidos a partir de extracdo por solvente como agua,
metanol, etanol, cloroférmio, diclorometano, acetona, hexano e outros. O estudo de extratos
derivados de plantas é geralmente desafiador, pois diferentes solventes, métodos ou varias
condi¢des de armazenamento ddo origem a diferentes ingredientes ativos de plantas, levando
a varia¢do no modo de acdo (CHEN et al., 2018).

Primeiramente, se faz a moagem de partes da planta em moinhos limpos e
esterilizados. Os tipos de moinhos sdo pinos, jato de ar, de discos, de martelos e de facas. Os
principios de moagem podem ser de concussdo, atrito e corte e sdo escolhidos de acordo com
a matéria-prima a ser utilizada e o resultado esperado (SIMOES et al., 1999). Apos a extragéo,
o produto é filtrado e seco a temperaturas favoraveis ao solvente utilizado (SIMOES et al.,

1999; KEIKHA et al., 2018).

2.6.5 Relagdo do clima e métodos de extragdo

No entanto, a sintese de metabodlitos secundarios esta relacionada com fatores
principalmente biodticos que alteram a concentragdo e composi¢do dos extratos e Oleos
essenciais de acordo com a variagdo climatica. Foi observado na espécie Psidum salutare
diferentes concentragdes de linalol, p-Cymene, terpinolene, y-terpinene e 7- caadinol em
diferentes esta¢des do ano, na estacdo chuvosa obteve-se mais produto o que indica melhor
época de colheita (MACEDO et al., 2018). Em outro estudo a quantificacio dos componentes
do 6leo essencial variavam em relagdo a linhagem selvagem e a cultivavel da espécie Salvia
mirzayanii, na espécie selvagem a concentragdo era de 5-Neo-cedranol (15,48%) e 1,8-cineol
(11,23%) e na cultivavel, S-neo-cedranol (19,42%) e espatulenol (7%) (ZOMORODIAN et
al., 2017).

A planta Aspidosperma polineuron (peroba rosa) foi avaliada em seu potencial
antifingico e de todos os extratos etandlicos processados a partir de partes da planta, apenas

os obtidos a partir do caule foram efetivos contra o crescimento do fungo Cladosporium
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herbarum. Outro estudo avaliou o extrato etanolico da A. polineuron obtidos de rejeitos de
uma madeireira e obtiveram resultados positivos contra o fungo Pseudomonas mirabilis.
Neste estudo, também foi avaliada a composi¢do dos extratos por método de espectroscopia
de ultravioleta o qual demostrou a presenca do alcaldide polineuridina, confirmando a
antifungicidade desse alcaloide, ja descrito em outros estudos (OLIVEIRA et al., 2009)
Alcaldides isolados de Cananga odorata e Mitrephora diversifolia, como sampangina .e
azafluorenona também foram descritos como potenciais antifungicos (SADIQ et al., 2016).

A padroniza¢do dos métodos de extragdo ¢ de extrema importancia para validar
comparagdes de experimentos. A composi¢do e concentragdo de componentes sdo variaveis e
dependentes de muitos fatores como periodo de colheita, armazenamento, condig¢les de
cultura. A falta de controle dessas variaveis pode levar a divergéncia de resultados de estudos
com a mesma tematica. Ghasempour et al. (2016) analisou resultados distintos de estudos
anteriores por utilizar a menor concentragdo de extratos nos testes de susceptibilidade em
difusdo de disco em é&gar, os resultados obtidos ndo foram satisfatérios, uma vez que nado
houve inibi¢do do crescimento e nem aparecimento de halos.

Os extratos aquosos e alcodlicos possuem constituintes diferentes de acordo com a
solubilidade de cada solvente utilizado no preparo do extrato. No estudo de Ghasempour et al.
(2016) o extrato etanolico apresentou resultados mais satisfatorios antimicrobiano em relagéo
ao extrato aquoso. Isso se deve pela quantidade de fenolicos no extrato etandico, em relagdo
a0 extrato aquoso.

Em H. hircinum subsp. majus, foram testados a infusdo e os extratos hidroalcodlicos,
observou que o extrato metandico possuiu maior citotoxicidade, mas, no entanto, possui
maior atividade antifingica que o extrato da infusdo (TOCCI et al., 2018).

O extrato aquoso de vitex teve menos efeito se comparado ao extrato alcodlico em
relacdo a isolados clinicos de Candida albicans (KEIKHA et al., 2018). Nos estudos de
Mardani et al. (2018), no método de difusdo em disco de agar, os halos de inibi¢do foram
produzidos para diferentes concentragdes de acido etanolico da planta Chrysobalanus icaco,

mas para o extrato aquoso os halos de inibi¢do ndo se formaram.

2.6.6 Sinergia antifungica

Em relacgdo aos 6leos essenciais frente aos controles azois, a sensibilidade dos fungos

aos oOleos essenciais € mais significativa, por possuirem diferentes mecanismos de a¢do em

compara¢do aos azolicos. O dleo essencial hidrofdbico possui interagdo com a membrana
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celular, e apesar de apresentar CIM moderado, os efeitos colaterais dos oleos sdo menores
(ZOMORODIAN et al., 2017). Portanto, para otimizar o potencial fungico de antifingicos, a
terapia combinada representa um beneficio terapéutico para combate da resisténcia
antifingica. A associag@o de 6leos essenciais ao fluconazol reduz a dose indicada, diminuindo
niveis toxicos e reacdes adversas, e ao mesmo tempo produz efeito fungicida (MACEDO,
2018). Em um estudo a sugestdo de sinergia a combinagdo do oleo de P. graveolens e
cetoconazol foi feita para o tratamento de espécies de Trichophyton, especialmente 7.
soudanense e 1. Schoenleinii (SHIN et al., 2004).

No oleo essencial de sementes de endro, limoneno e carvona sdo os principais
constituintes e apresentaram um efeito sinérgico em relagdo ao efeito interferencial. O 6leo
diminui significativamente o ergosterol da membrana do fungo Sclerotinia sclerotiorum e
atividades vitais da malato desidrogenase (MDH) e succinato desidrogenase (SDH) foram
significamente diminuidas nas concentra¢des de 0,5 e 0,75 uL. / mL ( p <0,05) de 6leo (MA et
al., 2015) Oleo de Ocimum basilicum combinado com geraniol e fluconazol exibiu atividade
sinérgica frente a cepas de Candida albicans resistentes ao fluconazol (CARDOSO et al,,
2016).

Mecanismos de interagdo antimicrobiana sdo menos conhecidos. Existem algumas
hipéteses que mencionam que misturas fendlicas podem aumentar o numero, tamanho ou
duragdo da membrana por meio da ligagdo de proteinas com diferentes proteinas ou enzimas
embutidas na membrana celular. Um efeito sinérgico seria alcangado quando dois
componentes provavelmente desintegram a membrana lipidica e facilitam a entrada do outro
componente no citoplasma (OCHOA-VELASCO et al., 2018).

Ger foi sinérgico (FICI <0,5) com fluconazol, que ¢ uma droga antifungica bem
conhecida. Além disso, Ger sensibiliza o par de isolados clinicos sensiveis e resistentes a FLC

e levou a um efluxo R6G anulado e a um ergosterol empobrecido (SINGH et al., 2018).

2.6.7 Avaliagdo da toxicidade

Meétodos de avaliagdo toxicologica devem ser adotados de forma a garantir a
seguranca da utilizagdo de um fitoterapico. Os testes MTT in vifro é um teste muito utilizado
que avalia a apoptose de células HeLLa em cultura. As células sdo submetidas as concentragdes
do extrato testado para teste MTT e posteriormente € exposta a radiagdo para teste de
radiossensibilidade. A determina¢do do fator de sinergismo de radiossensibilizagdo ¢

calculada de acordo com a morte celular induzida pelo extrato e pela radiagdo, valores > 1
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demonstra o sinergismo da droga a radiagdo. A apoptose ¢ avaliada por citometria de fluxo, as
células que sofreram apoptose sdo detectadas por coloragdo com iodeto de propidio
(FOROUZMAND et al., 2018).

Teste que avaliam toxicidade in vivo, utilizam como modelo de ensaio o peixe-zebra.
Na linha de pesquisa sua aplicag@o tem vantagens como rapido desenvolvimento embriondrio,
alta fecundidade, desenvolvimento embrionario visivel, pouco espago de manuseio e custo
baixo de manutencdo. Estas vantagens possibilitam a utilizagdo deste modelo para estudos
toxicologicos na descoberta de drogas de origem naturais. Esse modelo ¢ de grande utilidade,
uma vez que o peixe-zebra compartilha homologias genéticas, morfoldgicas e fisioldgicas
com vertebrados superiores. As anormalidades expressadas no peixe-zebra sdo analisaveis,
malformagdo do coragdo, curvatura excessiva da coluna, desfiguragdo da mandibula, edemas
e disturbios cardiovasculares (CHEN et al., 2018).

Nao foram relatados efeitos colaterais apos o uso do extrato de folhas de L. cifriodora,
pelo contrario, seus efeitos protetores positivos sobre a saude geral foram demonstrados
(GHASEMPOUR et al., 2016). No estudo de Caesalpinia ferrea os AgNPs revestido com C.
ferrea (30—50 nm) ndo tiveram efeito aparente sobre as células L929. Em concentragdes
baixas de AgNPs revestido, observou maior viabilidade celular, tanto o extrato de C. ferrea
quanto o AgNPs apresentaram elevada viabilidade celular em uma faixa percentual de 82,32—
102,71% e 67,13-96,43%, respectivamente, em concentra¢cdes que variaram de 3,5 a 1.000
ug.ml ! (SOARES et al., 2018).

O extrato de H. hircinum subsp. majus foram submetidos a testes de citotoxicidade em
linhas de células Hs27 de fibroblastos da pele humana na dose de 500 ug / ml, essa dose em
relacdo ao teste de susceptibilidade positivo em Candida ¢ de 10 vezes maior. Houve, no
entanto, diferenca entre os resultados de extratos aquosos, metanoico e alcoolicos, apenas nos
extratos aquosos resultantes de método de infusdo ndo houve efeito citotéxico, nos outros
extratos existiram inibi¢@o da viabilidade em 50% (TOCClI et al., 2018).

Foi considerado seguro o consumo oral do extrato etandico da folha de P. hidropiper
contendo 7% de poligodio. De acordo com testes de micronticleo em medula 6ssea de rato, e
injecdo via intraperitoneal, o extrato de P. hidropiper n3o ¢é carcinogéneo nem toxico
(MOYEENUL HUQ et al., 2014). E a espécie Vitex agnus-castus ja estd em uso no mercado,
e possui muitos relatos em artigos da sua auséncia de toxicidade. (BARROS, J. D, et al

2010; VASCONCELOS, E.F. et al.; 2014; OLIVEIRA, J.C.M.; 2005.)
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3 CONCLUSAO

A diversidade da flora ainda n3o analisada nos possibilita a expectativa de maiores
descobertas da capacidade terapéutica das plantas. A etnobotanica de familias com presenca
de atividade antifungica deve ser estudada, como nas familias Laminaceae, Verbenaceae e
Fabeacea.

As plantas Ziziphus spina christi, Salvia mirzayanii e Persicaria hydropiper foram as
que tiveram melhor capacidade antifingica. Sendo assim, sdo grandes indicativas de futuros
fungicidas. Tudo indica que a terapia combinada € uma boa opg¢o para os fitoterapicos com
valores de CMI considerados moderados.

O estudo dos compostos em relagdo as variaveis de producdo € de extrema
importancia para padronizagdo dos processos gerando melhores resultados a serem
comparados. E a descoberta da agdo antifingica de compostos facilitaria a compreensdo das
acdes sinérgicas e antagonicas.

E devido os fitoterapicos gerarem menos efeitos colaterais, estes devem ser uma op¢ao
para pacientes imunossuprimidos, uma vez que estes pacientes sdo mais susceptiveis a esses
tipos de infecgdes. Testes de teratogénese devem ser feitos para a utilizagdo destes no
tratamento antifingico de gestantes, o que seria mais viavel que os antifungicos
convencionais como anfotericina B e fluconazol que sio teratogénicos.

Investigacdes mais rigorosas devem ser feitas no futuro, investigando a faixa de
dosagem que ¢ segura para adultos, criangas, gestantes e lactantes e avaliagdes da toxicidade
de 6rgdos-alvo. Mais experimentos in vivo e in vifro sdo necessarios para avaliar o potencial

para aplicagdo terapéutica dos extratos, 6leos e compostos separados.
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