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RESUMO

SILVA, Lorene Coelho. ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATOS DE PLANTAS
DA FAMILIA AMARYLLIDACEAE, CRINUM AMERICANUM L. E HABRANTHUS
IRWINIANUS RAVENNA, SOBRE ESPECIES DE CANDIDA. Brasilia, 2022. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2022.

As infeccBes fungicas causadas por leveduras do género Candida sdo um problema de
importancia global em satde. Algumas espécies de Candida tém demonstrado resisténcia aos
antifungicos atualmente disponiveis. Embora tenha ocorrido significativo progresso no sentido
da identificacdo de estruturas alvos para farmacos nos fungos, que podem resultar no
desenvolvimento de novos agentes antifingicos. Assim, a busca por novas fontes de tratamento
de infecgdes fungicas é crescente. Neste contexto, as plantas medicinais sdo reconhecidas por
seu potencial promissor. Alguns estudos indicam que espécies da familia Amaryllidaceae,
popularmente utilizadas no tratamento de diversas doencas infecciosas, possuem constituintes
com acdo antifangica promissora, reduzindo a patogenicidade de fungos, entre eles espécies de
Candida. O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antiflngica de extratos de plantas da
familia Amaryllidaceae, Crinum americanum L. e Habranthus irwinianus Ravenna sobre
espécies de Candida. Realizou-se a triagem da atividade antifungica frente as cepas de Candida
pelo método de disco-difusdo. Para determinagdo da concentragdo inibitria minima (CIM),
realizou-se 0 método de microdiluicdo em placa dos extratos e de licorina. Analisou-se 0s
extratos que apresentaram atividade antifingica pela técnica de ESI (+) FT-ICR MS para
determinacdo do perfil de alcaloides. Destacamos a identificagdo dos alcaloides licorina,
crinina, além de outros alcaloides. Além dos alcaloides, identificou-se Naftomicina D e
Naftomicina E, que sdo produtos do metabolismo de micro-organismos endofiticos, ja citados
na literatura como presentes em plantas da familia Amaryllidaceae. Nos ensaios por disco-
difusdo destaca-se o desempenho do Ext. 6 (fracdo acida obtida do bulbo de Crinum
americanum L.), que apresentou resultados estatisticamente relevantes, com halo de inibigdo
maior que o antibidtico controle, Anfotericina B, em todos 0s ensaios. Os testes de CIM
apresentaram diferentes resultados, com CIM de 86 a 1250 pg /mL. O Ext. 6 foi o que
apresentou atividade a uma menor concentracdo frente a todas as cepas de Candida testadas,
sendo seu melhor desempenho frente a C. albicans e C. krusei. Candida auris foi a cepa que

precisou de maior concentragdo para ser inibida, sendo o Ext. 6 o mais ativo, com CIM de 344



ug/mL. O composto licorina mostrou-se ativo frente a todas as cepas. A cepa mais suscetivel
a licorina foi a C. parapsilosis com CIM de 20,3 pug/ mL. Os resultados evidenciaram que

especies Amaryllidaceae sdo fontes promissoras de compostos com atividade antifingica.

Palavras-chave: Amaryllidaceae, atividade antifingica, Candida, alcaloides.



ABSTRACT

SILVA, Lorene Coelho. ANTIFUNGAL ACTIVITY OF PLANT EXTRACTS OF THE
AMARYLLIDACEAE FAMILY, CRINUM AMERICANUM L. AND HABRANTHUS
IRWINIANUS RAVENNA, ON SPECIES OF CANDIDA. Brasilia, 2022. Dissertation
(Master in Pharmaceutical Sciences) — Faculty of Health Sciences, University of Brasilia,
Brasilia, 2022.

Fungal infections caused by yeasts of the genus Candida are a problem of global health
importance. Some Candida species have shown resistance to currently available antifungals.
Although significant progress has been made towards the identification of target structures for
drugs in fungi, which may result in the development of new antifungal agents. Thus, the search
for new sources of treatment for fungal infections is increasing. In this context, medicinal plants
are recognized for their promising potential. Some studies indicate that species of the
Amaryllidaceae family, popularly used in the treatment of several infectious diseases, have
constituents with promising antifungal action, reducing the pathogenicity of fungi, including
Candida species. The objective of this work was to evaluate the antifungal activity of extracts
from plants of the Amaryllidaceae family, Crinum americanum L. and Habranthus irwinianus
Ravenna, on Candida species. Screening of antifungal activity against Candida strains was
performed by the disk diffusion method. To determine the minimum inhibitory concentration
(MIC), the extracts and licorin microdilution method was used. The extracts that showed
antifungal activity were analyzed by the ESI (+) FT-ICR MS technique to determine the
alkaloid profile. We highlight the identification of the alkaloids lycorine, crinine, and other
alkaloids. In addition to the alkaloids, Naphthomycin D and Naphthomycin E were identified,
which are products of the metabolism of endophytic microorganisms, already mentioned in the
literature as present in plants of the Amaryllidaceae family. In disk-diffusion tests, the
performance of Ext. 6 (acid fraction obtained from the bulb of Crinum americanum L.) stands
out, which presented statistically relevant results, with a higher inhibition halo than the control
antibiotic, Amphotericin B, in all assays. The MIC tests showed different results, with MIC
from 86 to 1250 pg/mL. The Ext. 6 was the one that showed activity at a lower concentration
against all tested Candida strains, with its best performance against C. albicans and C. krusei.
Candida auris was the strain that needed the highest concentration to be inhibited, with Ext. 6
was the most active, with a MIC of 344 pg/mL. The licorine compound was active against all
strains. The strain most susceptible to licorin was C. parapsilosis with a MIC of 20.3 pg/mL.



The results showed that Amaryllidaceae species are promising sources of compounds with

antifungal activity.

Keywords: Amaryllidaceae, antifungal activity, Candida, alkaloids.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos Vvivos eucariontes que, a nivel celular, possuem parede
celular, geralmente composta pelo polissacarideo quitina, citoplasma com diversas organelas,
envolto por uma membrana citoplasmatica, e o nlcleo, contendo o DNA. Os fungos podem ser
unicelulares ou multicelulares. Algumas espécies sdo causadoras de doencas que abrangem
desde infeccdes de pele a infeccBes sistémicas, além de alergias (LACAZ et al., 2002).

Os fungos que em geral estdo relacionados a doencas, sdo caracterizados
morfologicamente como: leveduras, que sdo unicelulares, e bolores ou fungos filamentosos,
que sdo multicelulares. As leveduras se reproduzem, a maioria das vezes, de forma assexuada
por brotamento, Unico ou multiplo, que geralmente originam estruturas de forma arredondada,
denominadas blastoconidios ou ainda blastoporo. Alguns géneros de leveduras menos
importantes em micologia médica, reproduzem-se por divisdo binaria ou cissiparidade
(BRASIL, 2004).

As infeccBes fungicas humanas variam de infecces superficiais de unha e pele, a
candidiase mucocuténea e infec¢Bes fungicas invasivas. As infecces flngicas invasivas em
humanos geralmente afetam pessoas com imunidade prejudicada, como aquelas submetidas a
transplante de 6rgaos sélidos ou células-tronco hematopoiéticas. Nesta populacgéo, é crescente
a incidéncia de infeccdes fangicas invasivas (GAUTHIER; KELLER, 2013).

Jé& foram descritas mais de 100.000 espécies de fungos onipresentes no meio ambiente,
no entanto, apenas algumas causam doencas em mamiferos. Fungos pertencentes a géneros
comensais, como Candida e Malassezia, possuem potencial para infectar o hospedeiro
humano, porém, sdo tratados como patdégenos apenas se encontrados pelo sistema imunolégico
no local "errado™ (ILIEV; UNDERHILL, 2013). O sistema imunologico humano mantém
vigilancia contra a invasdo de fungos nos tecidos, mas ndo devem evocar respostas
inflamatorias prejudiciais contra a exposi¢do normal a fungos que sdo comuns no ambiente ou
que sdo comensais ao hospedeiro. SituagBes que permitem a invasdo ou desequilibrio por
crescimento excessivo de fungos, como imunodeficiéncias ou predisposi¢cdes genéticas,
quebram esse sistema de vigilancia (ILIEV; UNDERHILL, 2013).

Dentre as espécies de fungos descritas, leveduras do género Candida sdo os principais
agentes de quadros infecciosos de pacientes no ambiente hospitalar. Infec¢des causadas por
Candida sdo um desafio clinico na sobrevida de pacientes com doencas graves e naqueles em
periodo pos-operatdrio (BRASIL, 2004).


https://www-sciencedirect.ez54.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/hematopoietic-stem-cell-transplantation
https://www-sciencedirect.ez54.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/hematopoietic-stem-cell-transplantation
https://www-sciencedirect.ez54.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/hematopoietic-stem-cell-transplantation
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1.1 O GENERO CANDIDA

O género Candida ¢ originario da divisdo taxondmica dos ascomicetos, caracterizado
na literatura como: leveduras asporogénicas (ndo formadora de esporo) com a capacidade de
formar pseudo-hifas e hifas (CHIN et al., 2016).

As leveduras de Candida spp. possuem tamanhos variaveis, entre 2 a 11um de diametro

e se caracterizam por se apresentarem como células simples, ovais, que se reproduzem por
brotamento (THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011; WHIBLEY; GAFFEN, 2015). As
espécies de Candida crescem tipicamente na forma de levedura ou filamentosa. As leveduras
sdo células unicas de brotamento de formato oval, enquanto os filamentos consistem em células
alongadas ligadas de ponta a ponta. Existem dois tipos de morfologias filamentosas: pseudo-
hifas e hifas. As pseudo-hifas sdo geralmente elipsoidais (isto &, sua largura é maior no centro
do que nas extremidades) e apresentam constri¢cbes nas juncdes. J& as células hifais, possuem
lados paralelos que, sdo uniformes em largura e possuem septos verdadeiros sem constricdes
(KADOSH & MUNDODI, 2020).

Os fungos do género Candida sdo constituintes da microbiota humana, algumas
espécies deste género podem estar presentes na pele, mucosas, cavidade oral, gastrointestinal e
geniturinaria como organismos comensais (LACAZ et al., 2002). O género € constituido por
centenas de espécies, que podem ser diferenciadas pelas suas caracteristicas genémicas e por
suas diferencas fenotipicas. As variagdes fenotipicas entre espécies de Candida sdo
principalmente relacionadas a tamanho celular, morfologia, requisitos metabdlicos e de
crescimento, componentes da parede celular e aos mecanismos de viruléncia (WHIBLEY;
GAFFEN, 2015).

Algumas espécies de Candida, possuem a habilidade de realizar a transi¢cdo entre
estados morfoldgicos distintos, incluindo formas leveduriformes, hifas e pseudo-hifas. A
capacidade de fazer transicdo morfoldgica esta relacionada a viruléncia de muitos desses
patogenos. Existem também muitas conexdes entre a morfogénese de Candida e a sua
suscetibilidade aos antifungicos disponiveis para tratamento (WHIBLEY; GAFFEN, 2015;
SHARMA et al., 2019). Candida albicans é o patégeno mais estudado, esta espécie faz a
transicdo entre as formas de levedura, pseudo-hifas e hifas, sob diversas condi¢cbes ambientais.

Outras espécies de Candida sdo igualmente capazes de sofrer a transicdo de levedura para
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hifa/pseudo-hifa, incluindo C. tropicalis e C. dubliniensis. J& C. parapsilosis, C. lusitaniae, C.
haemulonii e C. krusei ndo formam hifas verdadeiras, mas podem fazer a transicéo entre estados
de levedura e pseudo-hifas (SHARMA et al., 2019).

Quanto ao metabolismo, as espécies de Candida necessitam de fontes de carbono e
fontes de nitrogénio para crescimento, preferencialmente carboidratos simples como: D-
glicose, maltose, sacarose, trealose, entre outros. Esses micro-organismos degradam proteinas
e carboidratos para obterem carbono e nitrogénio, elementos essenciais para Sseu
desenvolvimento. Os carboidratos podem ser fermentados e assimilados por Candida spp., ja
0s compostos nitrogenados sdo assimilados. As habilidades fermentativa e assimilativa sdo
essenciais para a diferenciacdo e identificacdo bioquimica das espécies de Candida (LACAZ et
al., 2002). Essas vias metabolicas estdo relacionadas principalmente a producao de energia, mas
também sdo associadas aos mecanismos infecciosos. Os fungos do género Candida spp.
produzem diferentes quantidades de metabdlitos, dependendo do local da infeccéo, das espécies
e dos fatores de viruléncia. Portanto, as analises metabolémicas podem ser utilizadas tanto para
identificacdo de espécies de Candida, como também para estudos de patogenicidade (OLIVER
et al., 2020).

As espécies do género Candida possuem parede celular bem definida, sendo os
componentes basicos principais: quitina, polissacarideos (glucanas e mananas) e proteinas. Um
dos mecanismos de diferenciacdo dentre as espécies de Candida é a proporcdo destes
compostos na parede celular e sua forma de organizacdo (WHIBLEY; GAFFEN, 2015). A
parede celular de C. albicans € composta por duas camadas bem definidas: uma camada interna
composta de quitina, B1,3- e PB1,6-glucanos e uma camada externa predominantemente
composta de polimeros de manose ligados a O e N (mananas) que estdo ligados a proteinas para
formar glicoproteinas (GOW et al., 2012; NAVARRO-ARIAS et al., 2019). J4 a parede as
paredes de C. krusei e C. auris sdo ricas em quitina, sendo que a espécie C. krusei possui menor
teor de mananas (NAVARRO-ARIAS et al., 2019). Além disso, em espécies em que ocorre
transicdo morfoldgica, como descrito para C. albicans, embora componentes basicos na parede
celular permanecam semelhantes, ha diferencas na propor¢édo e organizagdo destes constituintes
na parede celular, entre a diferentes morfologias (GOW et al., 2012).

Clinicamente, o género Candida esté envolvido nas infec¢cbes denominadas candidiase,
que sdo infeccdes oportunistas e se manifestam clinicamente de forma superficial ou sistémica.

As espécies de Candida causam doengas em pacientes imunocomprometidos, bem como em
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individuos que receberam implantes cirirgicos ou passaram por processos em que ocorre o
comprometimento de barreiras anatdmicas (GOW et al., 2012; ILIEV; UNDERHILL, 2013).
As espécies de Candida mais associadas a candidiase sistémica sdo: Candida albicans, Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei, dentre outras. A espécie mais frequentemente
identificada nas infecgdes por Candida ainda é C. albicans, no entanto vem ocorrendo uma
diminuicdo do isolamento desta espécie ao longo dos anos, entre 1997-2001 as infec¢des por
C. albicans correspondiam a cerca de 57,4% dos casos, ja entre 2015-2016 foi responsavel por
cerca de 46,4% dos casos, ou seja, atualmente as espécies de Candida ndo albicans tem
demonstrado percentual maior que 50% nos quadros infecciosos (PFALLER et al., 2019).

A interacdo patdgeno-hospedeiro do processo infecioso por Candida spp. € complexo e
depende de um conjunto de fatores, a patogenicidade das espécies de Candida é mediada por
moléculas de adesdo, particularmente interacdes ligante-receptor especificas e interacdes
inespecificas que permitem que espécies de Candida se fixem a uma variedade de tecidos
eucaridticos (CHIN et al., 2016). Os mecanismos que viabilizam a progressao das infec¢des por
Candida spp. sdo os mais diversos, entre eles estdo: secrecdo de enzimas hidroliticas, aderéncia
a superficies, formacdo de biofilme, transicdo morfoldgica entre outros mecanismos que lhe
atribuem maior capacidade de disseminacdo e aptiddo de sobrevivéncia e resisténcia.
A viruléncia da Candida pode variar dependendo da espécie, origem geogréafica, reacdo do
hospedeiro e do estagio das infeccdes (MROCZYNSKA:; BRILLOWSKA-DABROWSKA,
2021).

Candida albicans € a espécie de Candida mais estudada, seus mecanismos de
patogenicidade estdo sendo cada dia mais descritos e elucidados, diversos fatores de viruléncia
ja foram identificados nessa espécie. E uma espécie comumente isolada de infecches
superficiais e invasivas em diversos sitios anatdbmicos, sendo causa de candidiase em todas as
partes do mundo. Candida albicans na morfologia filamentosa (pseudo-hifas ou hifas
verdadeiras) sdo observadas em processos patogénicos (BERMAN, 2006; CANNOM et al.,
2002; MAYER et al., 2013). A natureza polimorfica tem um grande impacto na viruléncia e é
considerada essencial durante a transicdo de um modo de crescimento comensal para um
patogénico (RAI et al., 2021).

Durante a mudanca de comensal para patogeno, C. albicans passa por reprogramacao
transcricional e diferenciacdo celular dentro do hospedeiro para se adaptar a novos nichos que

diferem na disponibilidade de micronutrientes, nivel de COz, nivel de Oz e pH (WITCHLEY
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et al., 2019; RAI et al., 2021). Além das mudancas morfoldgicas, a adaptacdo a diferentes
nichos, como concentracdes varidveis de ions, também decide o destino do crescimento de C.
albicans. Uma rede transcricional bem orquestrada regulando a morfogénese e adaptacdo a
condicdes varidveis dos niveis de ferro também tem sido relatada (WITCHLEY et al., 2019;
RAl et al., 2021).

A forma leveduriforme de C. albicans tem sido relacionada ao aumento de sua
capacidade de disseminacdo, ja a producdo de hifas, aumenta sua capacidade invasiva, sua
resisténcia a fagocitose e sdo consideradas importantes fatores de viruléncia (MAYER et al.,
2013). Habitualmente, considera-se que a origem de C. albicans causadora de infeccdes seja da
microbiota do trato digestério humano (organismo comensal). Esta espécie é naturalmente
sensivel a todas as drogas antifangicas de uso sistémico, mas casos de resisténcia adquirida aos
antifungicos da classe dos azois sdo conhecidos em pacientes expostos a estes medicamentos
por longos periodos (MACMANUS; COLEMAN, 2014; TALAPKO et al., 2021; CHIN et al.,
2016).

Candida krusei € uma levedura diploide, heterozigética, que apresenta morfologia
alongada, assemelhando a longos graos de arroz, em contraste com a maioria das outras espécies
do género Candida, que possuem formato ovoide (JAMIU et al., 2020). Esta espécie é um
patdgeno nosocomial ocasional, que apresenta resisténcia intrinseca ao fluconazol. Os fatores
de risco para infeccBes por C. krusei sdo: profilaxia antifingica (especialmente com
fluconazol), uso prolongado de antibidticos de amplo espectro, neutropenia, sistema
imunocomprometido e uso de dispositivos médicos (JAMIU et al., 2020; PFALLER et al.,
2008). Os mecanismos de viruléncia da C. krusei, sdo semelhantes a de C. albicans e
compreendem modulacdo do sistema imune, adesdo a superficies, producdo de enzimas, como
proteinases e fosfolipases, variabilidade antigénica, dimorfismo (levedura e pseudo-hifa),
mudancas fenotipicas e formacdo de biofilmes (JAMIU et al., 2020).

Candida parapsilosis é uma espécie comumente isolada das médos de profissionais de
saude e relacionada as infec¢Oes adquiridas de fontes exdgenas. Estudos tém demonstrado que
C. parapsilosis ¢é capaz de formar biofilmes e sua incidéncia pode estar relacionada a presenca
de Cateter Venoso Central (CVC) e nutricdo parenteral. Além dos fatores de risco para
candidemia em geral, a nutricdo parenteral fornece um ambiente rico em glicose e lipidios,
fatores que favorecem a formacéo de biofilme por essa espécie (TOTH etal., 2019; WHIBLEY;
GAFFEN, 2015).


https://onlinelibrary-wiley.ez54.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1002/yea.3550#yea3550-bib-0072
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Os mecanismos de viruléncia de C. parapsilosis compreendem capacidade de adesdo a
superficie do hospedeiro, dimorfismo (fase leveduriforme e filamentosa), habilidade de
crescimento em objetos e superficies inanimadas, e em solucdes contendo glicose para nutrigcdo
parenteral, formacao de biofilmes e a secrecdo de enzimas hidroliticas extracelulares (lipases,
proteinases e fosfolipases), que podem modular a resposta imune, celular e humoral, e, assim,
contribuir para danos no tecido do hospedeiro, viabilizar a infeccdo e progressdo das células
fangicas (TOTH et al., 2019; WHIBLEY; GAFFEN, 2015).

Algumas espécies de Candida tém demonstrado resisténcia aos antifungicos atualmente
disponiveis. Embora tenha ocorrido significativo progresso no sentido da identificacdo de
estruturas alvos para farmacos nos fungos, que podem resultar no desenvolvimento de novos
agentes antifungicos, é premente a busca por novas fontes de tratamento de infec¢des fungicas.
Neste contexto, as plantas medicinais séo reconhecidas por seu potencial promissor (SU et al.,
2018).

Além disso, novas espécies de Candida tém sido relatadas. Desde 2009, Candida auris
vem sendo identificada em todo o mundo, essa espécie tem sido associada a infecgfes e surtos
em ambientes de satde (RUIZ-GAITAN et al., 2018).

Candida auris, morfologicamente, se apresenta como células leveduriformes, ovoides a
alongadas, que podem ocorrer como células individuais, pares ou grupos; geralmente ndo forma
pseudo-hifas, mas pode apresentar formas semelhantes as pseudo-hifas em condicfes de alto
teor de sal. Sdo descritas como coldnias rosa a bege em agar cromogénico e colbnias brancas a
creme em 4gar Sabouraud (CORSI-VASQUEZ; OSTROSKY-ZEICHNER, 2019).
Caracterizam-se por crescer bem em temperaturas entre 37°C e 42°C, mas seu crescimento é
variavel em temperaturas mais altas. A morfologia e a cor das col6nias de C. auris em cultura
podem corroborar a sua identificagdo, mas ndo podem ser usadas como o Unico metodo de
identificacdo para a espécie (CORSI-VASQUEZ; OSTROSKY-ZEICHNER, 2019). Meios de
reacdo cromogénica dependem da adequada agdo da beta-glicosidase, produzindo cores
diferentes. No entanto, por ser um método fenotipico, apresenta limitagdes que afetam a
precisdo da identificacdo (WOHLMEISTER et al., 2017).

A identificacdo de C. auris e sua diferenciacdo de outras espécies de Candida requer
métodos protedmicos e moleculares, mas essas técnicas ndo estdo disponiveis em muitos
laboratdrios clinicos. Esta espécie pode ser identificada incorretamente por sistemas comerciais

de rotina ou pode néo ser identificada, o que prejudica o0 adequado manejo para prevenir a sua
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propagacdo e a terapia antifungica apropriada (RUIZ-GAITAN et al., 2018). As manifestacOes
clinicas da infecgdo por C. auris sdo as mais variadas e envolvem: colonizagdo, infeccfes da
mucosa, infec¢des profundas e candidemia em um curto periodo (FAKHIM et al., 2018).

A doenca fungica mais frequente que afeta as populagdes no mundo é a candidiase.
Existem vérios tipos de candidiase como candidiase mucosa, candidiase cutanea, onicomicose
e candidiase sistémica. Um fato importante é que a candidiase € uma infeccéo que pode afetar
tanto, pessoas imunocomprometidas, quanto saudaveis. Candidemia é outra infec¢do causada
por Candida spp. e € a infec¢do fungica nosocomial mais relevante e prevalente associada a
uma alta taxa de mortalidade (até 49%) em pacientes com sistema imunolégico comprometido
(SANTOS et al., 2018). As infec¢des fungicas sdo uma preocupacao crescente de satde publica,
no mais, as espécies de Candida sdo os patdgenos fangicos oportunistas mais frequentemente

encontradas em processos infeciosos graves (SHARMA et al., 2019).

1.2 ANTIFUNGICOS NO TRATAMENTO DE CANDIDA SPP.

Uma variedade de drogas antiflngicas foi desenvolvida para agir preferencialmente na
parede celular fungica e na sua membrana plasmética, no entanto, esses patdégenos vém
adquirindo novos mecanismos de defesa que os tornam resistentes ao tratamento padrdo
(GUEVARA-LORA et al., 2020).

Os agentes antifungicos sao classificados de acordo com seu alvo de atuacdo na célula
fangica. Podem interferir na sintese de &cidos nucléicos, ergosterol, na integridade da
membrana e da parede celular e em outros sitios. Apesar dos avangos no tratamento médico das
doencas causadas por fungos, as terapias especificas sdo limitadas por semelhancas na estrutura
e nos processos bioquimicos das células humanas e fungicas (GUEVARA-LORA et
al., 2020). Portanto, os farmacos mais eficazes baseiam-se nas diferencas na composicao da
membrana plasmatica que ocorre entre as células do hospedeiro e do patdégeno, bem como na
parede celular formada exclusivamente por leveduras. Outros antifangicos bloqueiam os acidos
nucléicos ou a sintese de proteinas. Para o tratamento de infecgdes por espécies de Candida,
quatro classes mais populares de drogas sdo usadas atualmente, a saber, equinocandinas, azois,
polienos e fluoropirimidinas (ALDHOLMI et al., 2019; GUEVARA-LORA et al., 2020).

Os azois sdo uma classe de antifungicos em que o alvo € uma enzima essencial para a

biossintese de ergosterol. Essas drogas agem pela ligacdo e inibi¢cdo da lanosterol-14a-
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desmetilase, uma enzima do citocromo P450 (o produto do gene ERG11) mediando uma etapa
limitadora da taxa na biossintese de ergosterol. Isso resulta na formacg&o de esterdis toxicos (14-
a-metilesterois), colocados livremente nas bicamadas lipidicas e diminuindo a rigidez e a
estabilidade da membrana celular do fungo. Miconazol e econazol foram os compostos azolicos
usados originalmente, seguidos por cetoconazol, fluconazol e itraconazol (GUEVARA-LORA
etal., 2020; MARTINS et al., 2015).

Embora geralmente bem tolerados, os azéis também tém limitacGes, uma delas é a
hepatotoxicidade, observada principalmente para o clotrimazol e o miconazol. Além disso,
existem problemas com a eficiéncia dos medicamentos desta classe: eles ndo séo ativos contra
biofilme de Candida spp., C. krusei possui uma resisténcia intrinseca a azéis e C. glabrata tem
se mostrado cada vez menos suscetivel a acdo de medicamentos desta classe (GUEVARA-
LORA et al., 2020). Apesar de durante varios anos esses farmacos terem apresentado uma
grande eficacia como antiflngico, o seu uso generalizado tem levado a um crescente surgimento
de espécies resistentes de Candida spp., ha relatos de resisténcia aos azois em C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C. lusitaniae (MARTINS et al., 2015).

Os polienos constituem outra classe de agentes antifingicos que afetam as membranas
celulares contendo ergosterol. Esses agentes apresentam propriedades anfipaticas que permitem
sua intercalacdo entre membranas contendo ergosterol, formando canais que favorecem o
desequilibrio i6nico, destroem o gradiente de prétons e levam a morte da célula. Como uma
classe, os polienos tém nefrotoxicidade significativa devido aos seus mecanismos relativamente
ndo seletivos de ligacdo, resultando na afinidade dos polienos ao colesterol localizado na
membrana das células hospedeiras, afetando a permeabilidade dos tubulos renais (ALDHOLMI
etal., 2019; GUEVARA-LORA et al., 2020; MARTINS et al., 2015).

Nistatina e anfotericina B sdo os polienos mais comumente usados. Embora todas as
espécies de Candida sejam suscetiveis a polienos, o tratamento da candidiase causada por C.
krusei e C. glabrata requer uma dose segura maxima de medicamentos; entretanto, a
nefrotoxicidade é um fator limitante para o uso de polienos (SANTOS et al., 2018; GUEVARA-
LORA et al., 2020). A anfotericina B também ¢ eficaz contra Candida spp. biofilme e é
frequentemente usado em uma forma mais segura encapsulada em lipossomas, no entanto, essa
forma também é mais cara, tornando seu uso limitado. Além disso, a nistatina ou natamicina

sdo Uteis apenas para o tratamento de infeccGes superficiais (GUEVARA-LORA et al., 2020).


https://www-sciencedirect.ez54.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/econazole
https://www-sciencedirect.ez54.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/fluconazole
https://www-sciencedirect.ez54.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/nystatin

23

As fluoropirimidinas, nomeadamente a 5-fluorocitosina (5FC), é uma pirimidina
fluorada que prejudica a biossintese do &cido nucleico devido a formagdo de antimetabdlitos
toxicos de pirimidina fluorada. Uma enzima permeasse ajuda a 5FC a entrar nas células
fangicas, onde é convertida em 5-fluorouracil (5FU), catalisada pela citosina desaminase. Apos
isso, o 5FU é convertido em acido 5-fluorouridilico (FUMP) e, a seguir, fosforilado e
incorporado a0 RNA, levando a interrupgdo da sintese protéica. Outro mecanismo de acéo do
5FU resulta de sua conversdo em monofosfato de 5-fluorodeoxiuridina, um potente inibidor da
enzima envolvida na sintese de DNA e divisdo nuclear (MARTINS et al., 2015).

O uso de fluoropirimidinas esté associada a uma toxicidade consideravel e seu uso como
monoterapia é limitado pela facilidade de desenvolver resisténcia durante o tratamento. Ha
relatos de resisténcia intrinseca contra C. krusei. Desta forma, este agente é utilizado,
frequentemente como adjuvante terapéutico, em combinacdo com anfotericina B, para
pacientes com candidiase sisttmica (GUEVARA-LORA et al., 2020).

Uma nova classe de drogas, as equinocandinas, tem mostrado ter efeitos fungicidas em
todas as espécies de Candida. As equinocandinas incluem caspofungina, micafungina e
anidulafungina. Atuam impedindo a biossintese de glucanas, pela inibigdo da B-1,3-glucano
sintase, presente na membrana celular dos fungos. Essa inibicao resulta em uma parede celular
anormal que é fraca, incapaz de resistir ao estresse osmético, tornando-se suscetivel a lise
celular (SANTOS et al., 2018).

As equinocandinas tem certas vantagens atribuiveis aos seus efeitos na parede celular
fangica, incluindo um menor risco de efeitos colaterais, uma vez que as células animais nédo
tém essa estrutura. Além disso, as drogas dessa classe podem ser usadas em casos de resisténcia
azol-antifangica. Embora a seletividade do alvo equinocandina para fungos forneca um bom
perfil de seguranca, esses compostos sdo peptideos grandes, exigindo administracdo
intravenosa (ALDHOLMI et al., 2019). Exibem alta atividade contra C. albicans, C. tropicalis,
C. glabrata e C. krusei. No entanto, C. parapsilosis € intrinsecamente menos suscetivel a essas
drogas devido a uma alteracdo natural no gene que codifica a subunidade FSK1 da B-1,3-
glucano sintase (GUEVARA-LORA et al., 2020).

A crescente resisténcia das espécies de Candida leva ao aumento dos casos de
candidiase e imp0e a necessidade urgente de intensificar a busca por novas fontes de tratamento

que possam ser Uteis, isoladamente ou em sinergia com os medicamentos tradicionais, para o
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controle da patogenicidade de Candida (GUEVARA-LORA et al., 2020). Dessa forma, o
controle das infecgdes por Candida € um desafio na clinica moderna (SANTOS et al., 2018).
Metabolitos vegetais tém demonstrado boa eficacia e vem sendo considerados como
potenciais agentes antifungicos. Estudos estdo indicando que essas substancias inibem o
crescimento e alteram a viruléncia de diferentes espécies de Candida, tanto na forma de
levedura e hifal, quanto durante a formacéo de biofilme (ALDHOLMI et al., 2019; FELICE et
al., 2019; MARTINS et al., 2015). O desenvolvimento de novas drogas e a identificacdo de
novas moléculas com potencial antifingico, mais eficazes e menos toxicas, sdo fundamentais

para enfrentar o desafio de controlar as infecgdes por Candida (SANTOS et al., 2018).

1.3 AMARYLLIDACEAE

Amaryllidaceae consiste em cerca de 85 géneros e 1100 espécies, que estdo distribuidos
nas regides tropicais e quentes do mundo, sendo sua presenca descrita na Africa do Sul, América
do Sul, particularmente na regifo andina e no Mediterraneo (CAHLIKOVA; BREITEROVA;
OPLETAL, 2020; RANSTED et al., 2012).

A familia Amaryllidaceae é essencialmente composta por plantas terrestres,
eventualmente aquaticas ou epifiticas, que possuem bulbos subterraneos e perenes, compostos
de bainhas foliares de espessuras variadas; suas folhas sdo simples, sésseis ou subpecioladas,
disticas, sendo concentradas basalmente, podendo ser lanceoladas a elipticas. Possuem escapos
florais terminais (cheios ou fistulosos), inflorescéncias frequentemente umbeliformes,
subentendidas por duas bracteas livres ou concrescidas somente de um lado, ou formando um
tubo, podendo haver bractéolas pequenas e filiformes (OLIVEIRA; ANTOINETTE; SANO,
2010).

Destacam-se duas caracteristicas botanicas principais nas espécies de Amaryllidaceae:
a presenca de bulbos, os quais podem ser subterraneos ou superficiais, e as flores, que possuem
formatos variados e cores diversas, podendo ser branca, verde, rosa, alaranjada, entre outras
(DUTILH, 2005). Os habitats nativos das espécies silvestres da familia Amaryllidaceae variam
e geralmente florescem no final do inverno e primavera, com exceg¢des ocasionais no outono.
A maioria das espécies tem grandes e vistosas flores actinomorficas, variando de estrela para a
forma de trompete ou tubular. Em geral liberam um odor altamente perfumado e por isso séo

cultivadas como plantas ornamentais por seculos (JIN; XU, 2013).
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Espécies da familia Amaryllidaceae sdo utilizadas tradicionalmente pela populacéo
africana, predominantemente para o tratamento de feridas e de distarbios gastricos (JIN; XU,
2013). Como constituinte da familia Amaryllidaceae, ressalta-se o género Crinum por possuir
notavel importancia medicinal, além de comercial e econémica (FENNELL; STADEN, 2001;
TRAM et al., 2002). As espécies deste género sdo muito utilizadas na ornamentacdo, uma vez
que possuem flores com uma variedade de cores (DUTILH, 2005).

Crinum se caracteriza por apresentar folhas disticas com margens lisas, flores
geralmente pediceladas, inflorescéncia uniflora, bracteas espataceas unidas na metade inferior
formando um tubo (DUTILH, 2005). O uso popular de Crinum americanum € diverso, ha
evidéncias em casos de asma, bronquite e malaria, no mais, foram observadas propriedades
cardiotonicas, expectorantes e antieméticas (FENNELL; STADEN, 2001).

O género Habranthus Herb., que também é um dos constituintes da familia
Amaryllidaceae, retne cerca de 40 espécies, sendo sua ocorréncia registrada no sul da América
do Sul, México e sudoeste dos Estados Unidos. No Brasil, ocorrem cerca de 20 espécies, em
campos ou cerrados, sendo muitas regionais ou localmente endémicas (OLIVEIRA;
ANTOINETTE; SANO, 2010). Habranthus irwinianus Ravenna é reconhecida pela presenca
de bulbos globosos, folhas presentes na antese, possui ainda flores réseas a lilases com sépalas
oblanceoladas, filetes em comprimentos diferentes e estigma trilobado. Floresce de julho a
fevereiro (AMARAL-LOPES; CAVALCANTI, 2015).

As plantas produzem uma diversidade de metabdlitos os quais podem ser divididos em
dois grupos, metabolitos priméarios e metabdlitos secundarios. Os metabolitos primarios
compreendem o0s carboidratos, aminoacidos, lipideos e proteinas. Estes compostos sdo
precursores para elaboracdo dos metabolitos secundarios representados principalmente por:
compostos fenolicos, terpendides, flavonoides, 60leos essenciais e alcaloides (KUMAR et al.,
2015). Os metabdlicos secundarios estdo envolvidos em processos essenciais ao mecanismo de
protecdo contra tensbes ambientais, reagir aos estimulos externos a planta, tais como pragas,
predadores, microorganismos, e contribuem para os odores, sabores e cores especificos das
plantas. Os metabdlitos secundarios das plantas sdo fontes Unicas de aditivos, flavorizantes e
farmacos industrialmente importantes. Apresentam, portanto, significativas aplicagdes praticas
para fins medicinais, nutritivos e cosméticos, além de importancia na fisiologia do estresse em

plantas para adaptacdo (PIASECKA et al., 2015).
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Os metabolitos secundérios de Amaryllidaceae s&o sintetizados tanto pela planta quanto
por sua microbiota endofitica. Na verdade, fungos endofiticos associados a este grupo de
plantas fornecem as plantas hospedeiras nutrientes e agua, aliviam estresses biéticos e abioticos,
aumentam a tolerancia ao estresse e afetam o perfil do metaboloma (CARUSO et al., 2020).
Eles sdo uma fonte de metabolitos de atividade antifungica e antiparasitaria e tém uma
perspectiva promissora na aplicagdo como eficazes agentes de biocontrole, em substitui¢éo a
fungicidas e pesticidas quimicos. Além disso, para a quimiossintese de alcaloides de
Amaryllidaceae sdo necessarios procedimentos complicados e caros, fazendo das plantas uma
fonte exclusiva de alcaloides para a industria farmacéutica. Fungos endofiticos simbidticos
podem ser usados para aumentar a producdo de alcaloide em plantas ou como uma fonte
alternativa de alcaloides e outros compostos bioativos em culturas in vitro (CARUSO et al.,
2020).

Alcaloides podem ser definidos como bases organicas nitrogenadas encontradas
principalmente em plantas, mas também, em menor extensao, em organismos marinhos, fungos
e animais. Sao ainda definidos como substancia organica, que possui um atomo de nitrogénio
em um estado de oxidacdo negativo e cuja distribuicdo é limitada dentro dos organismos vivos
(SIMOES et al., 2017). Para englobar as diversas estruturas que os alcaloides podem apresentar,
mais tarde foram agrupados em: alcaloides verdadeiros, os que efetivamente derivam de
amino&cidos e possuem nitrogénio heterociclico; protoalcaloides, 0s que possuem nitrogénio
fora de um heterociclo e por fim pseudoalcaloides, que correspondem aqueles que nao se
originam de aminoécidos, mas incorporam nitrogénio a suas estruturas (SIMOES et al., 2017).

Os alcaloides Amaryllidaceae constituem um grupo importante de compostos naturais
que possuem uma diversidade de funcionalidade e estrutura. Aproximadamente 600 alcaloides
de ocorréncia natural em plantas Amaryllidaceae foram identificados, muitos dos quais
possuem uma variedade de potentes propriedades bioldgicas e farmacoldgicas (DESGAGNE-
PENIX, 2021). Alcaloides de Amaryllidaceae sdo compostos Unicos conhecidos por
pertencerem ao grande grupo dos alcaloides de isoquinolina, eles sdo quase exclusivamente
isolados da familia Amaryllidaceae (DING et al., 2017).

Dois aminodcidos, tirosina e fenilalanina, sdo as estruturas chave da origem
biossintetica dos alcaloides de Amaryllidaceae. A tirosina estd relacionada com o anel
aromatico ligado a dois carbonos e um nitrogénio (C6-C2-N), enquanto a fenilalanina esta

relacionadoa a outro anel aromaético ligado a uma unidade de carbono (C6-C1). O precursor
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biosintético dos esqueletos de Amaryllidaceae, o alcaloide norbeladina, é produto da reacdo que
ocorre via grupo aldeido e grupo amina (BASTIDA et al., 2011). Na Figura 1 (pag. 27)

demonstramos o precursor e os principais tipos de grupos de alcaloides formados a partir dele.

\
/ OH

MEOD\:\ I
NH
HO

O-metilnorbeladina

orto-para’ / l para-para’ \ para-orto’

Tipos Tipos Tipos
licorina crinina galantamina
homolicorina haemantamina

tazzetina
narciclasina
montanina

Figura 1 - Esqueletos dos principais tipos de alcaloides de Amaryllidaceae formados a partir do precursor
norbelladina.
Fonte: Adaptado de Bastida et al. (2011).

Tradicionalmente, varias espécies desta familia tém sido usadas para funcdes
relacionadas a condig¢Bes inflamatorias, circulatorias e lesdes neurolégicas. O valor medicinal
das espécies Amaryllidaceae é atribuido a presenca de alcaloides. A principal aplicacdo
medicamentosa dos alcaloides da Amaryllidaceae é representada pela galantamina, que é
comercializada como medicamento para Alzheimer devido a sua potente e seletiva atividade
inibitdria contra a enzima acetilcolinesterase (DING et al., 2017).

Preparagdes a partir de espécies do género Crinum tém sido usados na medicina popular
para tratar febre, dor, inchaco, feridas, cancer e maléria (TRAM et al., 2002). As atividades
biologicas das espécies Crinum, incluindo antitumorais, imunoestimulantes, analgésicos,
antivirais, antibacterianos e antifungicos, sdo atribuidas aos seus alcaloides, que podem ser

isolados do bulbo, folhas, raizes e flores (MAROY, 2016; TRAM et al., 2002).
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H& extensas pesquisas sobre a potencialidade bioldgica de compostos quimicos
derivados de plantas, com destaque aos alcaloides (GOMES et al., 2022; HAGA et al., 2013;
KONRATH et al., 2013; LONG et al., 2018; NOGUTI et al., 2016). Neste contexto, espécies de
Amaryllidaceae, incluindo os géneros Crinum e Habranthus, vém despertando cada vez mais
interesse, principalmente pela diversidade de seus alcaloides, que sdo metabdlitos secundarios
de alto interesse bioldgico, possuindo atividade antimicrobiana, antitumoral e atividade
inibidora da acetilcolinesterase (DING et al., 2017; KONRATH et al., 2013; NAIR; VAN STADEN,
2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifungica de extratos de Crinum americanum L. e Habranthus

irwinianus Ravenna sobre espécies do género Candida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)  definir o perfil de alcaloides dos extratos de Crinum americanum L. e Habranthus
irwinianus Ravenna;

b)  determinar se extratos obtidos das folhas, bulbo e raiz de Crinum americanum L.
e Habranthus irwinianus Ravenna séo capazes de inibir cepas de Candida
albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida auris;

c)  definir a concentracdo inibitéria minima (CIM) de cada extrato de de Crinum
americanum L. e Habranthus irwinianus Ravenna que apresentou atividade,
frente a cada cepa fungica testada;

d)  definir a concentracdo inibitéria minima (CIM) da licorina, frente a cada cepa

fungica testada.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DA PESQUISA

Os ensaios laboratoriais microbioldgicos foram realizados no Laboratdrio de Micologia
do Laboratdrio Central do Distrito Federal, Brasilia (LACEN-DF).

Os experimentos analiticos de espectrometria de massas dos extratos, foram gentilmente
realizados no Laboratério Multiusuério de Petrolebmica e Forense, coordenado pelo prof. Dr.
Wanderson Romao, localizado nas dependéncias do Nucleo de Competéncia em Quimica de
Petroleo-NCQP/LABPETRO na Universidade Federal do Espirito Santo.

3.2 MATERIAL BOTANICO

Os exemplares de Crinum americanum L. foram coletados no Setor de Clubes
Esportivos Sul, Quadra 713/913, Brasilia, Distrito Federal, especificamente na area de jardim
da Associacdo Geral dos Policiais Civis (Agepol), localizada nas coordenadas 15°49°08°” sul
e 47°55°14” oeste. O responsavel pela coleta foi Prof. Dr. Christopher Willian Fagg. Uma
exsicata foi depositada no Herbério da Universidade de Brasilia, sob o registro Fagg 2474.

As folhas e bulbos de Crinum americanum L. foram separadamente cortados com o
auxilio de uma tesoura previamente higienizada. O material vegetal rasurado foi entdo seco
com auxilio de uma estufa com circulacdo e renovacao de ar (Solab® SL 102), até atingir
umidade entre 8-14 %, conforme preconiza o Consolidado de normas da Coordenagdo de
Medicamentos Fitoterapicos e Dinamizados (COFID) (BRASIL, 2015).

Os exemplares de Habranthus irwinianus Ravenna foram obtidos por meio do cultivo
in vitro. Para a germinacdo in vitro, as sementes foram desinfestadas com etanol (70%) por 1
min, seguido de imersdo em solucdo comercial de hipoclorito de sodio (2-2,5%) por 8 min, e
posteriormente lavadas com agua destilada estéril. As sementes foram inoculadas em meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 3% de sacarose e 1,5% de Phytagel
e foram mantidas em sala de crescimento a 25°C + 2°C ¢ fotoperiodo de 16 h com 50 umol
m-2.s-1 de intensidade por 90 dias. Ap6s 120 dias de crescimento, os exemplares foram

transferidos para vasos de cultivo, os quais foram cultivados por 1 ano em casa de vegetacao.

3.2.1 Extracéo botanica
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Todos os extratos utilizados neste trabalho fazem parte da colegéo de extratos do
Grupo de Pesquisa, Desenvolvimento, Produgéo e Controle da Qualidade de Medicamentos e

foram produzidos pelo Laboratdrio de Produtos Naturais da Universidade de Brasilia (UnB).

3.2.1.1 Extragéo de Crinum americanum L.

Ap0s ser rasurado e seco, o material vegetal proveniente da espécie Crinum americanum
L. foi separado em partes com mesma massa de material vegetal seco (14 g) e submetido ao
processo de extracdo descrito por Gomes et al. (2022).

Em sintese, inicialmente, foi utilizado o solvente hexano no processo de extracédo (1:10,
relacdo de massa de material vegetal seco e volume de solvente extrator), sendo renovado ap6s
72 horas de contato com o material vegetal. Apos trés renovagdes consecutivas realizou-se a
troca por solvente de maior polaridade. Posteriormente, realizou-se a mesma metodologia
utilizando-se como solvente extrator o etanol. Finalizada esta etapa de extracdo obtivemos o
Extrato 01 (Ext. 1) e o Extrato 02 (Ext. 2), extratos etanolicos da folha e do bulbo de Crinum
americanum L., respectivamente.

Apos a extracdo com etanol, o material vegetal remanescente (torta) do material que deu
origem ao Ext. 02 foi submetido a extracdo aquosa acida. Foram adicionados, a este material,
120 mL de acido cloridrico 0,01 mol/L e a mistura foi aquecida até iniciar ebulicdo. O produto
acido formado foi filtrado, a fim de ser obtido o lavado &cido (LA). O LA foi neutralizado com
hidroxido de aménio 25% (v/v) até atingir pH entre 7,0 e 8,0. Posteriormente, o material
neutralizado foi submetido a particdo liquido-liquido com acetato de etila (3 x 60 mL).
Finalizada esta etapa de extracdo obtivemos o Extrato 06 (Ext. 6), que corresponde a fracdo
acetato de etila do bulbo de Crinum americanum L..

Os solventes orgénicos foram eliminados por rota-evaporacdo com pressdo reduzida e
temperatura inferior a 40 °C, enquanto a &gua foi eliminada por liofilizacdo. Os extratos foram
armazenados em refrigerador (2 - 4 °C) até utilizagdo nos ensaios subsequentes. Na Figura 2
(pag. 32) demonstra-se 0 esquema de obtencdo dos extratos e da fracdo obtidos a partir da

espécie Crinum americanum L..
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MATERIAL
VEGETAL SECO
|
A
EXTRATO TORTA
HEXANICO
| B ]
EXTRATO Ext. 01
LLAE ETANOLICO || Ext.02
|
C
Meutralizado com
hidroxido de TORTA
amdnio 25 % (v/v).
D
FRACAO =
Ext. 06 ¢ FRACAO
ACETATO DE AQUOSA
ETILA

Figura 2 — Fluxo de obtenc¢&o dos extratos e fracbes de Crinum americanum L..
Legenda:

A - MACERACAO COM HEXANO

B — MACERACAO COM ETANOL

C — EXTRACAO ACIDA - Com é&cido cloridrico 0,01 mol/L (v/v)

D — PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO COM ACETATO DE ETILA

3.2.1.2 Extracdo de Habranthus irwinianus Ravenna

O material vegetal proveniente da espécie Habranthus irwinianus Ravenna foi
segmentado em raiz, bulbo e folha, os quais foram secos em estufa com circulacéo e renovagéo
do ar até peso constante. Em seguida, o material vegetal seco foi extraido pela técnica de
maceragdo com os solventes hexanos e, em seguida, por etanol, método semelhante ao realizado
para espécie Crinum americanum L.. Na Figura 3 (pag. 33) demonstra-se 0 esquema de

obtencéo dos extratos de Habranthus irwinianus Ravenna.
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MATERIAL VEGETAL
SECO
A
HEXANICO TORTA
i B
.0t 1 | eaneuco | | TORTA

Ext. 05

Figura 3 — Fluxo de obtencéo dos extratos de Habranthus irwinianus.
Legenda:

A —MACERACAO COM HEXANO

B — MACERACAO COM ETANOL

Neste estudo, os extratos etanolicos de folha e bulbo de Crinum americanum L. e 0s
extratos de folha, bulbo e raiz de Habranthus irwinianus Ravenna, além da fracdo acida do
bulbo de Crinum americanum L. foram selecionados para a avaliacdo da atividade antiflngica
frente as cepas das espécies de Candida: C. albicans, C. auris, C. krusei e C. parapsilosis.

Todos os extratos e partes de plantas utilizadas em sua elaboracéo estdo descritos na Tabela 1
(pag. 34).
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Tabela 1 - Plantas utilizadas, partes da planta, solventes e extratos brutos vegetais
Dados dos extratos utilizados na avaliacdo da atividade antifingica
em diferentes espécies de Candida.

Voucher de Orgdo Métodode  Proporgdo  Solvente

Codigo Espécie vegetal identificacdo vegetal extragdo planta:solvente extrator

Crinum

Ext. 1 americanum L. Fagg CW Folha  Maceragédo 1:10 Etanol
) 2474
(Amaryllidaceae)
Crinum
Ext. 2 americanum L. Fagg CW Bulbo  Maceracédo 1:10 Etanol
) 2474
(Amaryllidaceae)
Habranthus
Ext. 3  irwinianus Ravenna. Fagg CW Bulbo  Maceracéo 1:10 Etanol
. 2409
(Amaryllidaceae)
Habranthus
Ext.4  irwinianus Ravenna. Fagg CW Folha  Maceracédo 1:10 Etanol
. 2409
(Amaryllidaceae)
Habranthus
Ext.5 irwinianus Ravenna. Fagg CW Raiz  Maceracdo 1:10 Etanol
. 2409
(Amaryllidaceae)
Crinum <
: Fagg CW *Extracdo ) HCI 0,01
Ext. 6 americanum L. 5474 Bulbo Acida mol/L

(Amaryllidaceae)

*Descrito por Gomes et al. (2022).

3.3 PERFIL FITOQUIMICO: ANALISE POR ESI (+) FT-ICR MS COM FOCO NA
IDENTIFICACAO DE ALCALOIDES DE AMARYLLIDACEAE

Os extratos etandlicos e a fracdo acetato de etila foram analisadas por Espectrometria
de Massas de Ressonancia Ciclotronica de fons por Transformada de Fourier (FT-ICR MS)
com foco na identificacdo dos alcaloides. As andlises foram realizadas no Laboratorio de
Espectrometria de Massas do LabPetro-UFES.

Os extratos foram solubilizados em 1mL de metanol (Vetec® Quimica Fina Ltda, Brasil,
pureza superior a 99.8%), e injetados, a taxa de fluxo de inje¢do foi de 5 pLmin™t. A analise foi
realizada na fonte eletrospray (ESI) operada em modo positivo, modelo 9.4 T Solarix, Bruker
Daltonics (Bremen, Alemanha) em um intervalo de massas m/z 150-1000 Da.

Os parametros da fonte ESI (+) foram: (i) tensdo capilar (cone): 3500-4100 V; (ii)
deslocamento da placa final = 500 V; (iii) temperatura e vazao do gas de secagem: 250°C e 2

uLmin; (iv) pressdo do gas nebulizador: 1 bar; (v) skimmer = 15 V; e (vi) tensio de colisdo =
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(£) 1 V. Na transmissdo idnica, os tempos de acimulo de ions no hexapolo e o tempo de voo
foram de 0,02 se 0,9 ms, respectivamente. Cada espectro foi adquirido pelo acimulo de 16
varreduras de sinais no dominio do tempo em 4 M (mega ponto). Todos os espectros de massa
foram calibrados externamente usando uma solucao de arginina (m/z de 150 a 1000). O poder
de resolucdo foi de aproximadamente 500.000 em m/z 400, fornecendo as atribuicGes de
férmula molecular precisa para ions moleculares carregados individualmente.

Na Figura 4 (pag. 35) esquematizamos os procedimentos realizados para analise.
3.3.1 Processamento dos dados

Os espectros de massa FT-ICR foram adquiridos e processados usando o Software Data
Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), para a determinacdo das estruturas propostas
para cada formula molecular, foram atribuidas utilizando o banco de dados chemspider
(www.chemspider.com) e PubChem (PubChem - nih.gov).

Solubilizar 18
em 1mL de 3 ; ﬂ‘ ’
metanol. P =
m W . 7
.
\ -

Planta Extrato
Introdugdo da Fonte de -
amostra . ionizagdo . Analisador . LEdER

Os espectros de massa FT-ICR foram
processados usando o Software Data
Analysis. il

Figura 4 - Execugdo da analise por ESI (+) FT-ICR MS.

Legenda: Representacdo esquematica detalhando o passo a passo para execucao da analise do perfil fitoquimicos
dos extratos por ESI (+) FT-ICR MS. A — Preparacdo das amostras. B — Execugdo da analise — passo a passo do
fluxo da amostra no equipamento e da obtencdo e interpretacdo dos resultados.


http://www.chemspider.com/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.4 MATERIAL MICROBIOLOGICO

3.4.1 Cepas Padrdes

Foram utilizadas cepas de Candida albicans (ATCC 90028), Candida krusei (ATCC
34135) e Candida parapsilosis (ATCC 22019). Para Candida auris foi utilizada cepa controle
do Laboratorio de Micologia do Lacen - DF, identificada por espectrometria de massas com
Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-flight (MALDI-TOF). O material,
proveniente de andlise inter-laboratorial, foi gentilmente cedido pelo Lacen do Distrito Federal.

As cepas de Candida spp. foram mantidas por meio de repiques sucessivos em meio
Agar Sabouraud Dextrose, sob resfriamento (4°C), e na forma de crioestoque em Caldo
Sabouraud Dextrose com glicerol (20%), mantidos a -80°C. Para os testes, as cepas foram

repicadas em Sabouraud e incubadas por 24h a 48h a 37°C.

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS EXTRATOS

Para avaliacdo da atividade antifungica dos extratos frente as cepas de Candida spp.
foram realizados testes pelo método de disco-difusdo, adaptado do descrito no documento
M44-A do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) dos Estados Unidos da
América (CLSI, 2004).

3.5.1 Diluicéo dos extratos: preparo para utiliza¢do nos ensaios

Os extratos foram individualmente pesados em microtubos de 1,5 mL e dissolvidos para
obter uma solucdo de concentragdo aproximada de 100 mg/mL. O solvente utilizado para

diluicdo de todos os extratos foi etanol (Marca: Dindmica, Lote: 91357).

3.5.2 Preparo dos discos

Foram aplicados 10 pL de cada extrato a ser testado no centro dos discos de papel de
filtro de 6 mm de diametro. Os discos foram mantidos em placa de petri, a temperatura ambiente
durante 24 horas, para secagem (evaporacéo do solvente).

Discos de controle negativo com solvente puro (etanol e metanol) foram preparados do
mesmo modo que o descrito para os extratos. Foram preparados ainda discos do antifungico
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Anfotericina B na concentragdo aproximada de 100 mg/mL, dissolvido em metanol (Marca:
Neon, Lote: 45200), para controle positivo.

3.5.3 Preparo do indculo fungico

A partir de coldnias provenientes dos subcultivos das cepas, em agar Sabouraud
dextrose (HiMedia, Mumbai, India) & 35°C (+ 2°C) por 24 a 48 horas, foram preparados
indculos fangicos. Para tal, foram suspensas e homogeneizadas, por agitacdo em vortex,

coldnias das cepas em cerca de 5,0mL de solucgdo salina estéril 0,85%, em tubos de ensaios, a

fim de obter uma suspenséo equivalente a 0,5 da escala de McFarland (1 x 10°a 5 x 10°
células/mL) (CLSI, 2004). A padronizacdo da suspensdo de colbnias de cada cepa foi
confirmada com auxilio de um turbidimetro (Marca: Biomeriuex, Modelo: Densichek).

3.5.4 Execucdo do método de disco-difusdo

Na execucdo do método de disco-difusdo foi utilizado o &gar Mueller-Hinton
(HiMedia, Mumbai, india), no qual inoculou-se, com auxilio de swab estéril, o indculo
fangico, aplicando-se a técnica de esgotamento em estria com rotacdo da placa em angulo de
60° por trés vezes. Apo6s o preparo da placa inoculada, foram aplicados os discos com o0s
extratos a serem testados sobre a superficie inoculada. Cada disco foi pressionado para
garantir seu contato completo com a superficie do agar. Os discos foram distribuidos
uniformemente na placa.

Em seguida as placas invertidas foram incubadas a 35°C (+ 2°C) por até 48 horas
(CLSI, 2004). O mesmo procedimento foi realizado com o controle. Todos 0s extratos e
controles foram testados em triplicata e ao final do periodo de incubag&o foi calculada a média
dos didmetros dos halos de inibicdo (RAZMAVAR et al., 2014). Na Figura 5 (pag. 38)

esquematizamos os procedimentos realizados.
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3.5.5 Leitura e interpretacédo dos resultados

As areas de inibicdo formaram zonas arredondadas, nas quais ndo se observa
crescimento microbiano, denominadas por halos de inibicdo. A leitura dos resultados foi
realizada utilizando-se paquimetro para medir os diametros dos halos de inibicdo do
crescimento em milimetros (mm), observados em volta dos discos com os antiflngicos.

Os extratos testados que apresentaram halo de inibicdo foram considerados ativos
frente as espécies de Candida, estes extratos foram entdo utilizados nos ensaios de

Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).

Controles
- 3 Negativo: Solventes
Diluir com Aprox. ’\\ Positivo: Anfotericina B
etanol. 100 mg/mL.
: N = 10pL_—
SR, AT o
| J o ' — ()
Planta Extrato Solugéao Discos
Apés preparo,
secar 24 h.
c Suspenséo do MO — Em salina. \
Turbidez: (0,5 McFarland)
1x 108 a 5 x 10 células/mL
(C. albicans; C. auris - —
C. krusei; C. parapsilosis). \_/
Semear em placa de Aplicar os discos
Agar Mueller Hinton. (em triplicata).
Leitura |
Incubar a
—
31°C +2°C
por até 48h

Figura 5 - Execugdo do método de disco-difusdo.
Legenda: Representacdo esquematica detalhando o passo a passo para execugdo do método de disco disusdo. A
— Preparo dos discos. B — Execucdo do teste e leitura dos resultados.
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3.6 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A avaliacdo da CIM, foi realizada para os extratos que apresentaram atividade
antifngica nos testes com o método disco-difusdo. O método do ensaio é o de microdiluicéo
em placa, adaptado do descrito por Mlozi et al. (2020). Para o teste de microdiluigéo foram
utilizadas placas de 96 pogos de fundo concavo, as dilui¢des seriadas ocorreram em orientacao
horizontal e em triplicata para cada um dos extratos testados e frente as cepas as quais 0s

extratos demonstraram ser ativos.
3.6.1 Diluicéo dos extratos

A concentracdo da solucdo estoque (solucdo de partida e de maior concentracdo) dos
extratos utilizados para realizacdo do CIM esta descrita na Tabela 2 (pag. 39). Realizou-se a
diluicdo de todos os extratos para obtencdo de volume suficiente da solugéo estoque para a

realizacdo do CIM em triplicata.

Tabela 2 - Plantas utilizadas, partes da planta, diluente da solucdo estoque e cepas de Candida

Concentracao
s da solucéo L .
Codigo Espécie Diluente estoque Espécies de Candida
vegetal o testadas
utilizada no
CIM
Crinum americanum L.
Ext. 1 (extrato etandlico da Etanol 113 mg/mL C. krusei e C. parapsilosis
folha)
Crinum americanum L.
Ext. 1 (extrato etandlico da Etanol 103 mg/mL C. albicans e C. auris
folha)
Crinum americanum L. C. albicans. C. auris e C
Ext. 2 (extrato etandlico do Etanol 108 mg/mL ' P '
parapsilosis
bulbo)
Habranthus . .
Ext. 5 irwinianus Ravenna. Etanol 80 mg/mL C. albicans, C auris € C.
" . parapsilosis
(extrato etanolico da raiz)
Crinum americanum L. . o
Ext. 6 (extracio &cida do bulbo) Etanol 88 mg/mL C. krusei e C. parapsilosis
Ext. 6 Crinum americanum L. Etanol 44 mg/mL C. albicans e C. auris

(extracdo acida do bulbo)

Além dos testes com extratos, a Licorina também foi testada. Foi utilizado cloridrato de
licorina (CAS: 2188-68-3) da Sigma-Aldrich. Dissolveu-se 1,3 mg em 1 mL de etanol 70%.
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A metodologia empregada foi idéntica ao descrito para os extratos, no entanto este teste
foi realizado em duplicata. A faixa de concentracdo da licorina nos pogos da placa de
microdiluicdo foi de 650 a 0,32 pg/mL, adaptado ao descrito por Locarek et al. (2015). Foram

testadas as cepas fangicas objeto deste estudo e controles foram realizados.
3.6.2 Preparo dos indculos fungicos

A partir de col6nias provenientes dos subcultivos das cepas, em agar Sabouraud dextrose
(HiMedia, Mumbai, india) & 35°C (+ 2°C) por 24 a 48 horas, foram preparados indculos
fangicos. Para tal, foram suspensas e homogeneizadas por agitacdo em vortex, colénias do

micro-organismo em cerca de 5,0mL de solucdo salina estéril 0,85%, em tubos de ensaios, a

fim de obtermos uma suspensdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland (1 x 10°a5x 10°
células/mL) (CLSI, 2004). A padronizacdo da suspensdo de colbnias de cada cepa foi

confirmada com auxilio de um turbidimetro.
3.6.3 Procedimento do ensaio

Antes de iniciar 0 ensaio 0s materiais, exceto extratos e tubos de cultura dos inoculos,
foram colocados na cabine de fluxo laminar sob luz UV por 20 minutos. Todo o ensaio foi
conduzido em condicBes assépticas e com materiais previamente esterilizados.

Inicialmente foi adicionado 100 pL do meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion
Broth) em cada um dos po¢os. Em seguida adicionou-se no primeiro po¢o 100 pL da solucéo
estoque do extrato a ser testado, apds homogeneizagao (3 aspiragdes e 3 “esvaziamentos” da
ponteira) diluicdes seriadas de 1:2 foram realizadas na dire¢do horizontal da placa, totalizados
12 pocgos, e em triplicata, no ultimo poco foi descartado 100 puL a fim de se manter a
concentracdo de trabalho. Posteriormente 100 pL do indculo fungico foi adicionado a cada
pogo.

Para o Ext. 1 a concentracdo dos pogos na placa foi de 56,5 mg/mL (posicdo 01) a
0,0275 mg/mL (posi¢do 12) para Candida krusei e Candida parapsilosis. J& nas placas
Candida albicans e Candida auris a concentragdo dos pocos foi de 51,5 mg/mL a 0,0251
mg/mL.

Para o Ext. 2 a concentragdo dos pogos na placa foi de 54,0 mg/mL (posicdo 01) a

0,0263 mg/mL (posicdo 12) para Candida parapsilosis, Candida albicans e Candida auris.
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Para o Ext. 5 a concentracdo dos pogos na placa foi de 40,0 mg/mL (posicdo 01) a
0,0195 mg/mL (posicdo 12) para Candida parapsilosis, Candida albicans e Candida auris.

Para o0 Ext. 6 a concentracdo dos pogos na placa foi de 44,0 mg/mL (posicdo 01) a
0,0214 mg/mL (posicdo 12) para Candida krusei e Candida parapsilosis. J& nas placas
Candida albicans e Candida auris a concentragdo dos pocos foi de 22,0 mg/mL a 0,0107
mg/mL.

Foram ainda adicionados as placas os controles, visando garantir a qualidade e
confiabilidade do teste: controle do meio de cultura, onde somente o meio foi depositado nos
pocos para confirmar sua esterilidade e da placa utilizada, controle de crescimento (inéculo +
meio de cultura) para verificar a capacidade do meio em permitir o crescimento fungico e
controle negativo de crescimento com o antifungico Anfotericina B na presenca do indculo.
A concentracdo da Anfotericina B em cada poco foi de 500 pg/mL. Os controles foram
testados na mesma placa em triplicata (3 pocos). Por fim, foi realizado o controle do solvente,
para o qual foram realizadas dilui¢Ges seriadas de 1:2 do solvente puro, de modo idéntico aos
descrito para os extratos. A finalidade do controle de solvente é demonstrar que ndo ha
inibicdo do crescimento fungico por acdo do solvente, o que poderia gerar davidas no
resultado do teste, causando um falso positivo para atividade do extrato.

Ao final, cada placa foi selada, com adesivo apropriado e incubada a 37 °C por 24
horas. Apds este periodo, adicionou-se a cada pogo 15 pL de solucéo de resazurina (0,01%)
recém preparada e foi realizada homogeneizacdo em mesa agitadora por 20 minutos. A placa
selada foi incubada a 37°C de 18 a 24 horas. Na Figura 6 (pag. 42) esquematizamos 0s

procedimentos realizados.

3.6.4 Leitura e interpretacdo dos resultados

A leitura foi realizada por visualizacdo da mudanca de coloracéo dos pogos. Para este
estudo sera considerada CIM a menor concentragdo que manteve a coloragdo inicial (azul),
indicando auséncia de crescimento microbiano ou a primeira diluigdo que sofreu alteracdo de
azul para sutilmente rosa. A mudanca de cor indica reducdo de resazurina e, portanto,

crescimento microbiano.
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Figura 6 - Execucdo do método de microdiluicdo em placa para determinacdo da CIM.

Legenda: Representacdo esquemaética detalhando o passo a passo para execu¢do do método de microdiluicdo
em placa. A — Materiais, preparacfes e reagentes necessarios para realizacdo do ensaio. B — Execucédo do teste e

leitura dos resultados.

42



43

4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS EXTRATOS
Apds a execucdo do ensaio pelo método de disco-difuséo, as placas invertidas foram

incubadas a 35°C (+ 2°C) por até 48 horas e ao final os halos formados foram medidos.

C. Albicans
Extrato 02

€. Auris
Extrato 02

C. Albicons

to 05
oacia C. Albicans

Extrato 0

Candida Auris Candida Albicans

Figura 7 - Formagdo dos halos de inibi¢do nas placas semeadas com C. auris e C. albicans.

Legenda: Atividade antifingica pelo método de disco-difusdo. Halos de inibi¢do ao final do teste nas placas
semeadas com C. auris (A) e C. albicans (B). 1) Ext. 01 (extrato etanélico da folha de Crinum americanum L.), 2)
Ext. 02 (extrato etandlico do bulbo de Crinum americanum L.), 3) Ext. 05 (extrato etanélico da raiz de Habranthus
irwinianus Ravenna) e 4) Ext. 06 (fracdo acida do bulbo de Crinum americanum L.).

¢. poropsilosis
Extrato 02

Rt C. Krusei .
| Extrato 01
Y

¢. parapsilosis
Extrato 05 C. Parapsilosis
Extrato 06

Candida Parapsilosis Candidusei

Figura 8 - Formacdo dos halos de inibicdo nas placas semeadas com C. krusei e C. parapsilosis.

Legenda: Atividade antifingica pelo método de disco-difusdo. Halos de inibicdo ao final do teste nas placas
semeadas com C. parapsilosis (A) e C. krusei (B). 1) Ext. 01 (extrato etandlico da folha de Crinum
americanum L.), 2) Ext. 02 (extrato etanélico do bulbo de Crinum americanum L.), 3) Ext. 05 (extrato etandlico
da raiz de Habranthus irwinianus Ravenna) e 4) Ext. 06 (fracdo &cida do bulbo de Crinum americanum L.).
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As medidas descritas na Figura 9 (pag. 44) correspondem as areas de inibi¢cdo do extrato.
Para determinag&o dos valores foram medidas nas placas as zonas arredondadas, formadas ao
redor dos discos impregnados com o0s extratos, nas quais ndo se observou crescimento
microbiano, denominadas por halos de inibicdo, os halos formados sdo demonstrados nas
figuras 7 e 8 (pag. 43). A leitura dos resultados esta expressa em milimetros (mm) e foi realizada
utilizando-se paquimetro para medir os didmetros dos halos de inibicdo do crescimento,
observados em volta dos discos com os antifngicos.

Os valores de diametro de halo de inibigdo foram expressos como média e desvio padrao
(n=3). Os valores foram comparados com o grupo anfotericina B por meio de analise de
variancia (ANOVA) com poés-teste de Dunnet. Valores de p menores que 0,05 foram

considerados como diferenca significativa.

Candida albicans Candida auris

Diametro do halo de
inibicao (mm)
S
Diametro do halo de
inibigao (mm)

-
-

3 4 5 6 Anfo

Extrato Extrato

Candida krusei Candida parapsilosis
30+ 40-

N
o
1

=
inibicdo (mm)

Diametro do halo de
inibicao (mm)
Diametro do halo de

3 4 5 6 Anfo

1 2 3 4 5 6 Anfo

Extrato Extrato

E= Extrato 1 [l Extrato 3 E3 Extrato 5 [ Anfotericina
Il Extrato 2 3 Extrato 4 [ Extrato 6

Figura 9 - Diametro dos halos de inibi¢do no ensaio de atividade antiflngica por disco-difusdo.

Legenda: As medidas expressas nos graficos de barra correspondem ao resultado do perfil de susceptibilidade das
cepas de Candida spp. aos extratos vegetais e a Anfotericina B (Anfo). Os valores de didmetro (mm) de halo de
inibicdo foram expressos como média e desvio padrdo (n=3). Os valores foram comparados com o grupo
Anfotericina B por meio de analise de variancia (ANOVA) com pos-teste de Dunnet. Valores de p menores que
0,05 foram considerados como diferenca significativa.
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O extrato etandlico obtido pela maceracdo das folhas de Crinum americanum L.,
denominado por cédigo Ext. 1, apresentou formac&o de halo de inibicdo nas placas com cultivo
das cepas C. auris, C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis. Seu desempenho foi
estatisticamente significante para C. auris e C. albicans, quando comparado a Anfotericina B.

O extrato etandlico obtido pela maceracdo do bulbo de Crinum americanum L.,
denominado por cédigo Ext. 2, apresentou formacéo de halo de inibi¢do nas placas com cultivo
das cepas C. auris, C. albicans e C. parapsilosis. Seu desempenho foi estatisticamente
significante para C. auris e C. albicans, quando comparado a Anfotericina B.

O extrato etandlico obtido pela maceragdo do bulbo de Habranthus irwinianus Ravenna,
denominado por cédigo Ext. 5, apresentou formacéo de halo de inibicdo nas placas com cultivo
das cepas C. auris, C. albicans e C. parapsilosis. No entanto seu desempenho ndo foi
significativo, quando comparado a Anfotericina B.

O extrato obtido pelo método de extracdo acida a partir do bulbo de Crinum americanum
L., denominado por cédigo Ext. 6, apresentou formacdo de halo de inibicdo nas placas com
cultivo das cepas C. auris, C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis. Seu desempenho foi superior
a Anfotericina B frente a todos, tendo formado os halos de maior diametro.

Entretanto, nas placas em que foram aplicados os discos impregnados com o extrato
etandlico obtido pela maceracdo do bulbo de Habranthus irwinianus Ravenna, denominado por
codigo Ext. 3 e nas placas em que foram aplicados discos impregnados pelo extrato de etandlico
obtido pela maceracdo das folhas de Habranthus irwinianus Ravenna, denominado por cédigo
Ext. 4, ndo houve evidéncia de formacao de halo o que sugere que ndo ha atividade de inibi¢éo
deste extrato frente as cepas de Candida testadas.

A formacéo do halo indica atividade do extrato, os testes de CIM foram realizados para
0s extratos que inibiram crescimento e frente as cepas inibidas. Portanto, de acordo com o0s
resultados obtidos, os extratos para os quais foram realizados os ensaios de Concentracdo
Inibitéria Minima sdo: Ext. 1, Ext. 2, Ext. 5 e Ext. 6.

Os controles positivos, realizado com a Anfotericina B diluida em metanol,
apresentaram halos de inibicdo para todos as cepas de Candida testadas. Os valores estdo
expressos na Figura 9 (pag. 44).

Os controles negativos apresentaram resultados conforme esperado, sendo que as placas
com discos impregnados com solvente puro (etanol e metanol) ndo apresentaram halo de

inibicdo
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4.2 ENSAIO PARA DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

Os testes para determinacdo da CIM foram realizados pelo ensaio de microdiluicdo em
placas de 96 pocos de fundo cdncavo, as dilui¢Ges seriadas ocorreram em orientacdo horizontal,
em triplicata para cada um dos extratos testados e frente as cepas as quais 0S extratos
demonstraram ser ativos.

A Tabela 3 (pag. 46) resume os valores da CIM dos quatro extratos testados frente as

cepas de Candida spp., bem como os resultados obtidos com os controles positivos e negativos.

Tabela 3 - CIM dos extratos e resultado dos controles (resultados em pg/mL)

Cepa de CIM CIM CIM CIM Controle  Controle Controle
Candida spp. Ext01l  Ext02 Ext 05 Ext 06 Positivo ANFO Negativo
C. auris 805 422 1250 344 + - -
C. albicans 805 422 156 86 + - -
C. krusei 221 NA NA 86 + - -
C. parapsilosis 441 422 625 172 + - -

Legenda: (+) = houve crescimento; (-) = ndo houve crescimento; NA — ndo se aplica.

A leitura dos resultados apds periodo de incubacdo das placas foi realizada por
visualizacdo da mudanca de coloracdo dos poc¢os. Utilizou-se a resazurina que € um corante
(fenoxazin-3-ona) indicador de 6xido-reducdo, que tem sido utilizado na determinacdo da
atividade microbiana. Na sua forma oxidada apresenta coloracdo azul e na forma reduzida cor
rosea (LIU et al., 2007). Para este estudo foi considerada CIM a menor concentracdo que
manteve a coloracdo inicial (azul), indicando auséncia de crescimento microbiano ou a primeira
diluicdo que sofreu alteracdo de azul para sutilmente rosa. A mudanca de cor indica reducéo de
resazurina e, portanto, crescimento microbiano. A Figura 10 (pag. 47) demonstra um exemplo
de leitura de resultados do CIM na placa em ensaios do extrato de Crinum americanum L.

(extrato etandlico do bulbo) e dos controles frente a cepa C. parapsilosis.
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CONTROLE

CONTROLES

EXTRATO 2

Figura 10 - Pocos da placa de microdilui¢do no teste de CIM.

Legenda: Atividade antifingica pelo teste de CIM. A - CMI Ext. 2 para a cepa de C. parapsilosis. Houve inibi¢édo
de crescimento do micro-organismo pelo extrato até a concentracdo da posicdo 8 (da esquerda para direita) da
placa, que corresponde a 422 pg/mL; B — CIM solvente (controle). Demonstra que na posicdo da CIM ndo ha
interferéncia do solvente (ndo ha inibi¢do do micro-organismo pelo solvente) e C — Da esquerda para direita: 3
pocos de meio (controle negativo - sem crescimento), 3 pogos de meio com inoculo (controle positivo — mudanga
de cor indica crescimento) e 3 pocos com Anfotericina com indculo (controle negativo — ndo houve crescimento).

Os testes com os controles apresentaram resultado esperado. O CIM do solvente puro
(etanol) frente a cada uma das cepas testadas demonstrou que nao ha interferéncia do solvente
no crescimento microbiano.

Os testes para determinacdo da CIM da licorina foram realizados pelo ensaio de
microdiluicdo em placas de 96 pogos de fundo concavo, as diluigdes seriadas ocorreram em
orientacdo horizontal e em duplicata para cada uma das cepas estudadas.

A Tabela 4 (pag. 47) resume os valores da CIM da licorina frente as cepas de Candida

spp., bem como os resultados obtidos com os controles positivos e negativos.

Tabela 4 - CIM da Licorina (resultados em pg/mL)

Cepa de Candida CIM Controle Controle Controle
Spp. Licorina Positivo ANFO Negativo
C. auris 162,5 + - -
C. albicans 40,6 + - -
C. krusei 81,25 + - -
C. parapsilosis 20,3 + - -

Legenda: (+) = houve crescimento;( -) = ndo houve crescimento.

4.3 PERFIL FITOQUIMICO: ANALISE POR ESI (+) FT-ICR MS COM FOCO NA
IDENTIFICACAO DE ALCALOIDES DE AMARYLLIDACEAE

O teste foi realizado com os extratos que apresentaram atividade, portanto, Ext. 1, Ext.
2, Ext. 5 e Ext. 6. Porém, ap0s obtengdo dos espectros observamos no Ext. 5 presenca de pico
caracteristico de contaminag&o por propilenoglicol, o que resultou em dados ndo confidveis que

ndo serdo apresentados neste trabalho.



4.3.1 Resultados dos espectros dos extratos com atividade antifingica
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Figura 11 - Espectro de massas dos extratos 01, 02 e 06 de Crinum americanum L..
Legenda: Picos identificados conforme numeracéao da Tabela 5 (pag. 49).
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4.1.2 Identidade das estruturas: processamentos dos dados obtidos por ESI (+) FT-ICR MS

Tabela 5 — Alcaloides e Naftomicinas identificados por ESI (+) FT-ICR MS nos extratos 01, 02 e 06 de Crinum americanum L.

ESI (+) FT-ICR MS: Alcaloides de Amaryllidaceae

Orrr(]je Composto Ext.01 Ext.02 Ext. 06 I\IzglreTlTII:r Tergizico M:anc;iz do Ip_:);;l;r? DBE
1 Licobetaina/Ungeremina X X - [C16H11NO3 + H]* 266.08117 266.08110  0.26 12
2 Crinina X X X [CieHNOs+ H]* 27212812 27212808 -033 9
3 Norgalantamina - - X [CieH1NOs+ H]*  274.14377 27414378 002 8
4 Licorina ou Flexinina X X X [CeHNOs+ HI*  288.12303 28812312 -031 9
5 5.0. degﬂggmgfn%‘ficorina . X X [CyHusNO,+H]+ 30213868 30213872 -0.11 9
6 Homolicorina X X - [CieHaNOs+ H]*  316.15433 31615414 -002 9
7 1-O-acetillicorina X X [CieHNOs+H]*  330.13360 33013379 -047 10
g ~ Sacaroseou issgc;?s)ros (adutode X [CiHzOu + Na]* 36510543 36510545 -0.04 2
g  Sacarose OUPSt%’S“s?;‘)’S (adutode X - [C12H2201 + K]* 381.07937  381.07951 -047 2
10 - X X X [CoHzsNO,+ HI*  390.15473 39015501 -056 10
11 Cripowellina B X - - [CasH:NOu+ H]* 52421264 52421289  -048 10
12 Dimero Licorina - X X 2[CwHpNOs+H]* 57523879 57523933 -0.93 17
13 Naftomicina E X X X [CoHsaNOo+ HI*  686.33236 68633242 -0.64 18
14 Naftomicina D X - - [CoHaNOw+H]*  702.32727  702.32807 -1.13 18
15~ Dimero Sacarose ou isomeros - X - 2 [CiHzOu+ Na]*  707.22164  707.22179 -0.21 2

(aduto de potassio)

Legenda: (x) = presenca. (-) = auséncia
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5 DISCUSSAO

As plantas produzem uma variedade de compostos resultantes do seu metabolismo
primario e secundario. Os metabdlitos secundarios sao essenciais a adaptacdo das plantas as
variacOes de condicOes climéticas, variacbes de aporte de nutrientes e a sua sobrevivéncia frente
ao estresse ambiental, podendo fazer parte dos seus mecanismos de defesa, dentre outras
funcBes. Diversos destes metabolitos sdo estudados e avaliados quanto a atividades
farmacoldgicas. Os alcaloides sao um dos metabdlitos secundarios de plantas que vém sendo
aplicados na medicina hé séculos (SIMOES et al., 2017).

Espécies da familia Amaryllidaceae tém atraido consideravel atencdo devido a sua
diversificada composicdo de alcaloides. A variagdo na composicdo de alcaloides nas plantas
desta familia foi observada tanto entre diferentes espécies, devido a expressao diferencial das
enzimas biossintéticas necessarias as quais tém sua propria especificidade do substrato, quanto
dentro das mesmas espécies de plantas quando foram coletadas em diferentes localizaces
(MARTINEZ-PEINADO et al., 2021).

As plantas da familia Amaryllidaceae tém uma presenca notavel na medicina tradicional
para a remediacdo de doengas infecciosas, diversas plantas de suas espécies ja foram estudadas
e funcbes distintas no tratamento de variadas doencas foram apontadas. Quimicamente, 0s
alcaloides de Amaryllidaceae podem ser agrupados em grupos estruturalmente diversos, todos
0s quais estdo relacionados com o precursor norbelladina (NAIR; VAN STADEN, 2014).
Galantamina, licorina e crinina representam o0s trés principais tipos estruturais para esses
alcaloides, enquanto homolicorina, tazettina e montanina compfem a série secundéria de
compostos discerniveis dentro da Amaryllidaceae (NAIR; VAN STADEN, 2014). A Figura 11
(pag. 48), mostra os espectros de massas ESI (+) para trés extratos de Crinum americanum L.
Sinais variando de m/z 150 — 1000 foram detectados, como moléculas protonadas [M + H]", e
a sacarose foi identificada como aduto de sddio [M + Na]*.

A técnica de Espectrometria de Massas (MS) consiste na ionizacdo das moléculas de
interesse por meio de um sistema de ionizagdo ou fonte de ions, e na posterior separagdo dos
ions formados com base em suas diferentes razbes massa/carga (m/z) (HOFFMANN;
STROOBANT, 2007; ROMAO et al., 2011).

O valor de razbes carga/massa (m/z) representa a unidade adimensional formada pela
divisdo da massa de um ion (em unidade de massa atdbmica unificada) pelo seu nimero de carga
(independente do sinal) (HOFFMANN; STROOBANT, 2007; SILVERSTEIN; WEBSTER,;

KIEMLE, 2012). A carga positiva ou negativa é necessaria para que ocorra a interacdo do ion
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com campos magnéticos e elétricos utilizados pelos analisadores de massas (HAM, 2008). As
diferentes magnitudes de resposta para os ions de diferentes massas é a base para suas
separacdes no analisador de massas. Os diferentes tipos de fonte de ionizacéo e analisadores de
massas determinam a aplicabilidade da MS (HOFFMANN; STROOBANT, 2007; ROMAO et
al., 2011).

A exatiddo em massa é comumente expressa em ppm, ela indica o quanto o valor
experimental estd proximo do valor verdadeiro. A alta exatiddo de massas varia entre valores
menores que 2 ppm de erro, quanto menor for o erro, maior € a probabilidade da formula
molecular atribuida ser a verdadeira (VAZ; DE MORAES; ROMAO, 2017). Para calcular a
exatiddo de massas é utilizado a equacao do erro em ppm (1).

massa medida— MASSA tejrica X 106 (1)
massa tesrica

Erro (ppm) =

O grau de insaturacdo para cada molécula pode ser deduzido diretamente de seu valor
equivalente de ligagdo dupla (DBE - do inglés — double bound equivalent) de acordo com a
equacdo (2) (GROSS, 2004):

DBE=c—3+>+1 @)

Onde, ¢, h e n sdo, respectivamente, os nimeros de atomos de carbono, hidrogénio e
nitrogénio, na formula molecular.

A Tabela 5 (pag. 49) demonstra os valores teéricos e medido de m/z, formula molecular,
erro de massa (ppm) e DBE dos principais compostos identificados. Os ions de m/z 266, 272,
274, 288, 302, 316,318, 330, 390, 680,0 686 e 702, apresentam em sua forma neutra, valores
de peso moleculares impares, como consequéncia, um ndmero impar de Nitrogénio é
identificado em sua estrutura quimica, classe N1OX, onde X = 3-10. A Figura 11 (pag. 48)
demonstra os espectros de massa obtidos em nossas analises.

Os nossos resultados das analises por ESI (+) FT-ICR MS dos extratos de
Amaryllidaceae apontaram presenca de diversos alcaloides. Na Figura 12 (pag. 52)
demonstramos a estrutura quimica dos alcaloides e naftomicinas identificados em Crinum

americanum L.
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Figura 12 - Alcaldides Amaryllidaceae e Naftomicinas identificados em Crinum americanum L.

Nos extratos de Crinum americanum L., denominados Ext. 1, Ext. 2 e Ext. 6, houve
identificagdo simultanea dos alcaloides licorina, crinina e 1-O-acetillicorina. O composto m/z
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288.12303 correspondente ao ion [C16H17NO4 + H]", ou seja, licorina (ou Flexinina) e Crinina,
m/z 272.12812 - [C1sH17NO3 + H]", sdo frequentemente relatados em diversas espécies da
familia Amaryllidaceae, e especialmente em Crinum, podemos citar Crinum amabile, Crinum
delagoense 1.Verd., Crinum lugardiae N.E.Br., Crinum macowanii Baker e Crinum moorei
(DING et al., 2017; MAROQY1, 2016; TALLINI et al., 2018). Refaat et al. (2012), descrevem
que alcaloides do tipo crinina e licorina séo os grupos mais comuns dentre os alcaloides isolados
nas espécies Crinum conhecidas, o que corrobora os resultados de nossas analises. O alcaloide
licorina tem um significado histérico consideravel, pois foi o primeiro alcaloide descrito na
familia Amaryllidaceae. Ele também foi o primeiro dos alcaloides desta familia a ser testado e
a exibir efeitos antiproliferativos (NAIR; VAN STADEN, 2014). O compostol-O-acetillicorina
(m/z 330.13360) formula molecular [CigH1gNOs + H]® é um potente inibidor da
Acetilcolinesterase (KONRATH et al., 2013). Uma outra substancia foi identificada nos trés
extratos, com m/z 390.15501 e formula molecular [C20H23NO7 + H]*, embora nenhuma estrutura
quimica tenha sido proposta até agora.

No Ext. 1 e no Ext. 2 identificamos ainda homolicorina, com m/z 316.15433 e férmula
molecular [C1sH21NO4 + H]" e licobetaina (m/z 266.08117) com férmula molecular [C16H11NO3
+ H]". Os alcal6ides homolicorinicos estdo presentes em diversos géneros da familia
Amaryllidaceae, as caracteristicas estruturais dos seus compostos tornam esses alcaloides fortes
candidatos para o desenvolvimento de drogas anticancer, além de possuir atividade inibitdria
da Acetilcolinesterase moderada (NAIR; VAN STADEN, 2021a; SAFRATOVA et al., 2018).
Estudo de Evidente et al., 2004 testou Hipeastrina, que € um representante do grupo
homolicorina, contra C. albicans e obteve atividade moderada, com CIM de 125 pg / mL. A
licobetaina é um alcaloide da Amaryllidaceae e estudo de Barthelmes et al 2001, relata que este
alcaloide possui propriedades inibidoras in vitro e atividade citotoxica significativa para
diversos tipos de carcinomas em camundongos.

Outro alcaloide identificado, tanto no Ext. 2 quanto no Ext. 6, foi a crinamina (m/z
302.13868) de formula molecular [C17H1sNO4 + H]*. O alcaloide crinamina ja foi identificado
na espécie Crinum jagus, ele foi isolado dos bulbos da planta e mostrou forte atividade contra
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, no entato ndo houve confirmacdo de atividade
antifngica do alcaloide, que foi testado frente a Trichophyton rnentagyrophytes e Aspergillus
flavus (ADESANYA et al., 1992).

No Ext. 01 foi identificado cripowellina B (m/z 524.21289) de férmula molecular
[C2sH33NO11 + H]™. Este alcal6ide ja foi descrito por Velten et al., 1998 quando foi isolado do

bulbo da espécie Crinum powellii. Em estudo anterior, cripowellin B também foi isolado a partir
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de Crinum erubescens (sinbnimo de Crinum americanum L.) e monstou possuir potente
atividade antiplasmddica, além de apresentar atividades antiproliferativas contra linhagens de
celulas cancerigenas humana (NAIR; VAN STADEN, 2021b; PRESLEY et al., 2016).

No Ext. 6, elaborado a partir do bulbo de Crinum americanum L. foi identificado
norgalantamina (m/z 274.14377) de féormula molecular [C16H1sNOs + H]". Norgalantamina
possui atividade inibitdria de ambas as colinesterases (AChE e BChE) e pode ser a molécula
candidata anti-Alzheimer mais promissora para experimentos futuros (ORHAN et al., 2021).

Estudo realizado com as folhas de C. erubescens (sinénimo de Crinum americanum L.)
identificou, por meio de analises usando a técnica de de CG-MS, alcaloides ja conhecidos,
destacando-se a crinamina como um componente de proporcao significativa (GUERRIERI et
al., 2016).

O Ext. 5, obtido de Habranthus irwinianus Ravenna e que apresentou atividade em
nossos estudos, demonstrou picos sugestivos de contaminacdo com polietilenoglicol nos
espectros de ESI (+) FT-ICR MS, gerando, portanto, resultados ndo confidveis e
impossibilitando a elucidacdo de sua composicdo de alcaloides. Habranthus irwinianus
Ravenna foi umas das espécies utilizadas no estudo de Paiva et al. (2020). Seus resultados
demonstraram presenca dos alcaloides galantamina e pseudolicorina nos extratos obtidos a
partir do bulbo (PAIVA et al.,, 2020). Ensaios realizados com outra espécie do género
Habranthus, H. Cardenasianus, identificou composi¢édo variada de alcaloides, dentre eles a
licorina que também foi identificada em nossos resultados com a espécie Crinum
americanum L. (ZARAGOZA-PUCHOL et al., 2021). A presenca do alcaloide licorina nas
espécies de Crinum e Habranthus, pode ser uma das razfes para a atividade antifingica frente
as cepas de Candida testadas em nosso estudo.

A literatura aponta ainda, em outras espécies do género Crinum a presenca de alcaloides
idénticos aos que identificamos, dos bulbos de Crinum pratense, coletados na floracéo,
identificou-se presenca da licorina (GHOSAL et al., 1981). Em estudo realizado por Tallini et
al., 2018, com extratos obtidos a partir do bulbo e das folhas de Crinum amabile, por CG-MS,
vinte e trés alcaloides ja conhecidos foram identificados, dentre eles crinina, crinamina, licorina
e 1-O-acetillicorina, que também foram identificados em nossos ensaios. Os alcaloides licorina
e crinamina foram ainda identificados, por CG-MS a partir do extrato etandlico, na espécie
Crinum angustum Steud (IANNELLO et al., 2014). Além disso, licorina e licobetaina foram
descritos nos achados de Kianfe et al. (2020), que estudou a composicdo das fragdes sollveis

obtidas a partir de Crinum Glaucum.
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Os alcaloides licorina e 1-O-acetillicorina, além de ismina, foram isolados da fracdo
béasica soltvel em diclorometano de bulbos Crinum x powellii "Album™. Os trés alcaloides
isolados foram testados contra cepas de levedura Saccharomyces cerevisiae, sendo que a
licorina foi o Unico alcaloide que apresentou atividade inibitoria da topoisomerase | moderada
(NINO et al., 2007).

Além dos alcaloides, identificamos ainda Naftomicina D (m/z 702.32727 e [C40H47NO1o
+H]") no Ext. 01 e Naftomicina E (m/z 686.33236 e [C20H47NOg + H]" nos extratos Ext.01, Ext.
02 e Ext. 06. Estes compostos sdo produtos do metabolismo de micro-organismos endofiticos,
ja citados na literatura como presentes em plantas da familia Amaryllidaceae (CARUSO et al.,
2020). Naftomicina D e Naftomicina E foram testadas frente a fungos fitopatogénicos,
Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Gaeumannomyces graminis, Verticillium
cinnabarium e Phyricularia oryza, mas ndo apresentaram atividade inibitoria (YANG et al.,
2012). Lu e Shen (2007) relatam presenca de substancias semelhantes a partir de fungos
endofiticos. Foi identificada, na planta medicinal Maytenus hookeri, presenca de naftomicina
K, juntamente com duas outras naftomicinas A e E, ja conhecidas, e esses compostos foram
isolados da cepa comensal Streptomyces sp. CS. A elucidacdo estrutural foi realizada pela
analise de dados de NMR e MS. A naftomicina K mostrou evidente citotoxicidade contra P388
e linhas celulares A-549, mas nenhuma atividade inibidora contra Staphylococcus aureus e
Mycobacterium tuberculosis (LU; SHEN, 2007).

Metabolitos bioativos sintetizados por fungos endofiticos mostram acgdes
multidirecionais em plantas e podem ser explorados para o cultivo de plantas funcionais e
medicinais especificas (CARUSO et al., 2020). O microbioma fungico de Amaryllidaceae é
dependente da espécie e do tecido, embora os endofitos dominantes sejam onipresentes e
isolados em todo o mundo e de diversas espécies. Fungos endofiticos simbidticos podem
influenciar na producdo de alcaloides pelas plantas (CARUSO et al., 2020).

A atividade antifingica dos compostos constituintes da familia Amaryllidaceae foi
objeto de estudo de Nair e Van Staden (2018). Em sua reviséo os autores descrevem achados
relacionados a ensaios realizados com quase 40 constituintes da familia, principalmente
alcaloides isoquinolinicos, que foram testados contra cerca de 50 patdgenos fungicos.
Resultados promissores, a nivel de pg/mL foram relatados. Dentre os alcaloides estavam
representantes de sete grupos incluindo a fenantridona, licorano, crinano, galantamina, tazetina,
montanina e alcaloides homolicorinicos (NAIR; VAN STADEN, 2018). Nesse contexto,
utilizamos cepas de Candida para avalia¢do da atividade antifingica dos extratos de Crinum

americanum L..
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O teste in vitro de disco-difusdo, utilizado em nosso estudo, € uma estratégia
amplamente utilizada para triagem de atividade antimicrobiana in vitro. A técnica de disco-
difusdo € uma técnica preconizada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
— NCCLS (OSTROSKY et al, 2008). Neste estudo foi utilizado como método qualitativo,
aplicado com a finalidade de realizar uma triagem da atividade antifingica dos extratos
estudados.

O método de disco-difusdo se baseia na difusdo dos extratos, que foram aplicados em
um disco de papel, através de uma camada de agar solidificado em uma placa de Petri, na qual
houve prévia semeadura dos micro-organismos (OSTROSKY et al, 2008). Apos incubacéo,
observamos na placa a auséncia de crescimento do micro-organismo, ou seja, uma extensao em
gue o crescimento ndo seja observado, em geral correspondente a uma area circular ou “zona”,
denominada por halo de inibicdo, ao redor do disco de papel que contém o extrato a ser
estudado.

Em nossos ensaios por disco-difusdo obtivemos resultados significativos. Destacamos
o desempenho do Ext. 6, que apresentou resultados estatisticamente relevantes, com halo de
inibicdo maior que o antibidtico controle, Anfotericina B, em todos 0s ensaios. Ressaltamos
ainda o desempenho dos Ext. 1 e Ext. 2 que, para C. albicans e C. auris, apresentaram resultados
expressivos.

Outros estudos j& relataram atividade antimicrobiana de extratos de plantas da familia
Amaryllidaceae. Alawode et al. (2021) realizaram testes com o extrato metanolico de Crinum
jagus pelo método de difusdo em agar. O extrato demonstrou atividade antimicrobiana frente a
C. albicans, Aspergillus niger e Penicillium notatum com uma zona de inibi¢cdo de 20 mm a
200 mg/mL.

Crinum jagus € popularmente utilizado para curar feridas na medicina tradicional
africana agar (UDEGBUNAM et al., 2015). Estudo com esta espécie buscou validar seu uso
popular, comprovando sua atividade antimicrobiana. Nos testes realizados, o extrato metandlico
exibiu efeito antimicrobiano in vitro de maneira dependente da concentracdo com concentracdo
de 100 mg/mL do extrato tendo o maior diametro da zona inibitdria para Bacillus subtilis (25
mm), Staphylococcus aureus (21 mm) e C. albicans (14 mm), utilizou-se a metodologia de
difusdo em agar (UDEGBUNAM et al., 2015). A concentracdo utilizada é semelhante a que
utilizamos em nossos testes e em nossos resultados os halos de inibi¢do que obtivemos foram
ainda mais significativos para C. albicans, chegando a medir mais de 30 mm. Portanto, os
nossos extratos demonstram uma atividade antimicrobiana mais significativa que o relatado na

literatura para outra espécie de Crinum.
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Evidente et al. (2004) realizaram a triagem antibacteriana e antifungica de diferentes
alcaloides isolados de bulbos de Amaryllis belladonna L. e os seus resultados demonstraram
atividade antifangica contra Candida albicans nos testes por difusdo em &gar, corroborando
nossos resultados e os dados da literatura que indicam potencial antimicrobiano das diversas
espécies de plantas da familia Amaryllidaceae (EVIDENTE et al., 2004; NAIR; VAN
STADEN, 2018).

J& nos estudos realizados com extratos de bulbos de Polianthes tuberosa L.
(Amaryllidaceae) ndo houve evidéncia de atividade antimicrobiana. Os extratos foram testados
pela metodologia de disco-difusdo, com concentracdo de 50 mg/mL e frente a diversas
bactérias, além de C. albicans ATCC 90028. N&o foi observada inibicdo de crescimento
(BARGHOUT et al., 2020). Os autores concluiram que os solventes utilizados nas extracdes
precisam ser verificados quanto a sua adequabilidade como extrator. No mais, 0 estudo ndo
elucidou composicdo quimica de alcaloides, o que dificulta a correlacdo aos nossos resultados
(BARGHOUT et al., 2020).

Apesar dos testes em agar serem amplamente utilizados e possuirem o beneficio da
simples interpretacdo dos resultados pela visualizacdo da formacédo do halo, possuem algumas
desvantagens, como por exemplo: 0 processo de aplicagcdo do extrato no disco pode deixar
residuo adjacente ao disco, influenciando na medi¢do dos halos e na concentracdo do proprio
disco (BONA et al., 2014). Realizamos o teste de microdilui¢do, o que gera uma economia de
reagentes, meio de cultura, requer pouco espaco e, ainda, possibilita a determinacéo quantitativa
da CIM de modo mais preciso que o teste de disco-difusdo, uma vez que viabiliza a realizacdo
de varias repeticdes, se necessario, e diversas diluicdes de modo uniformes, dando assim maior
confiabilidade aos testes (BONA et al., 2014). Portanto, em nosso estudo o teste de disco-
difusdo foi complementado pelos ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), visando
determinar quantitativamente a suscetibilidade dos micro-organismos, ou seja, a menor
concentracdo (aproximada) de cada extrato capaz de inibir o crescimento das espécies de
Candida estudadas.

Obtivemos resultados de CIM de 86 a 1250 pg /mL. Segundo Scorzoni et al. (2007),
produtos vegetais com atividade antifungica em concentragdes inibitorias minimas < 250
ug/mL sdo considerados relevantes para a pesquisa de substancias com finalidade terapéutica.
Ja Borges-Argaez et al. (2007) consideram que valores de CIM entre 100 e 200 pg/mL sdo
aceitaveis. Enquanto Kuete (2010) classifica a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais
como significativa (CIM <100 pg / mL), moderada (100 <CIM <ou = 625 pg / mL) e fraca
(CIM> 625 pg / mL). Neste trabalho adotamos a mesma classificacdo de Kuete (2010).
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Nossos resultados demonstram que o Ext. 6 € 0 que apresenta atividade a uma menor
concentracgéo frente a todas as cepas de Candida testadas, sendo seu melhor desempenho frente
a C. albicans e C. krusei, ambos com CIM significativo em torno de 86 pg/mL. C. parapsilosis
apresentou CIM moderado de 172 pg/mL e C. auris foi a menos suscetivel ao Ext. 6 com CIM
de 344 pg/mL, também classificada como moderada.

Os e Ext. 1, Ext. 2, Ext. 5 e Ext. 6 se mostraram ativos contra C. auris. Ressaltamos a
importancia deste achado, uma vez que desde o seu primeiro relato, em 2009, C. auris emergiu
como um fungo multirresistente a drogas e foi rapidamente identificada como um patdgeno
globalmente emergente. Candida auris pode causar infecgdes fungicas invasivas e formar
biofilmes nas superficies (CORSI-VASQUEZ; OSTROSKY-ZEICHNER, 2019; KIM; EOM,
2021; RUIZ-GAITAN et al., 2018). Os relatos de infeccdes por C. auris sdo crescentes. De
acordo com os Centros de Controle e Prevencao de Doengas (CDC), a notificacdo de casos nos
EUA em 2018 aumentou 318%, quando comparada a média de casos notificados de 2015 a
2017. Dados do CDC também indicam que pelo menos 90% de C. auris isolados sdo resistentes
a uma das classes de antifngicos classicos e cerca de 30% sdo resistentes a pelo menos dois
antifangicos (CDC, 2021). Deste modo, C. auris é relatado como um problema de salde
publica, tendo altas taxas de mortalidade em geral e uma alta taxa de resisténcia a medicamentos
antifungicos atualmente disponiveis, portanto, a descoberta de compostos com atividade
antifungica frente a esta cepa é de alta relevancia (CORSI-VASQUEZ; OSTROSKY-
ZEICHNER, 2019; KIM; EOM, 2021; RUIZ-GAITAN et al., 2018).

Mesmo sendo sensivel aos nossos extratos, C. auris foi a cepa que precisou de maior
concentragdo dos extratos para ser inibida, sendo o Ext. 5 0 menos ativo, com atividade fraca,
CIM de 1250 pg/mL, e o Ext. 6 o mais ativo, com CIM de 344 pg/mL. N&o encontramos na
literatura publicacdes a respeito da atividade de espécies da familia Amaryllidaceae contra C.
auris, 0 que sugere que nossos resultados sao inovadores neste aspecto.

Outro produto natural ja se mostrou ativo contra C. auris. Estudo com a-Cyperona, que
é o principal componente no rizoma da planta Cyperus rotundus, preveniu o crescimento de C.
auris nas concentragdes de 150 pg/mL e 300 pg/mL, os resultados foram avaliados por meio
do sistema de monitoramento de crescimento Bioscreen-C (HORN; VEDIYAPPAN et al.,
2021). Resultados promissores também foram obtidos nos testes com o 6-shogaol, que é um
produto desidratado de 6-gingerol extraido da espécie Zingiber officinale. O composto exibiu
atividade antifingica e anti-biofilme ao inibir a formacéo de biofilme e erradicar os biofilmes
pré-formados de C. auris (KIM; EOM, 2021).
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Ja C. krusei ndo foi suscetivel a todos os extratos em nossos testes, sendo inibida
somente pelos extratos Ext. 1 e Ext. 6 nos testes de disco-difuséo. Destacamos que na literatura
C. krusei é reconhecida como um patogeno fungico potencialmente multirresistente, uma vez
que possui intrinseca resisténcia ao fluconazol combinada com relatos de suscetibilidade
diminuida a flucitosina e anfotericina B (JAMIU et al., 2020; PFALLER et al., 2008).

Quando comparada a C. auris, outra cepa com resisténcia reconhecida, C. krusei
apresentou resultados de inibicdo a concentragdes mais baixas nos testes de CIM. As CIM foram
de 221 pg/mL para o Ext. 1 e 86 pug/mL para o Ext. 6, sendo estes extratos de atividade
moderada e significativa, respectivamente.

Candida albicans e C. parapsilosis foram sensiveis a todos os extratos. Os nossos
extratos possuem atividade antifingica majoritariamente moderada, frente a essas cepas, uma
vez que os resultados de CIM foram variados. Estudo de Pagning et al. (2016) utilizando
extratos, compostos isolados e derivados semissintéticos de flavanona a partir de Scadoxus
pseudocaulus, espécie da familia Amaryllidaceae rica em alcaloides do tipo fenantridonas,
também demonstrou excelente potencial de atividade antimicrobiana frente a bactérias e a cepas
de C. albicans e C. parapsilosis.

Podemos citar estudo de Kianfe et al. (2020), que obteve resultados que corroboram o
potencial antimicrobiano das espécies de Crinum. Os autores testaram extratos e compostos
isolados de Crinum glaucum A. Chev. frente a diversas cepas bacterianas, e observaram
atividade antimicrobiana significativa frente a algumas delas (KIANFE et al., 2020). Estudo
com extrato alcaloide obtido de plantas inteiras de Crinum angustum Steud., espécie do mesmo
género da testada em nosso estudo, encontrou atividade micostatica contra Candida albicans,
com ICsp (concentracdo necessaria para uma reducdo de crescimento de 50%) de 78 pg/mL
apos 48 h de incubacdo (IANNELLO et al., 2014). Destacamos ainda que extrato obtido a partir
do bulbo de Crinum jagus exibiu atividade antibacteriana (ADESANYA et al., 1992).

A familia de plantas Amaryllidaceae tem uma presenca notavel na medicina alternativa,
em que varios de seus membros séo usados para tratar doencas diversas que se acredita serem
uma consequéncia da patogénese fungica (NAIR; VAN STADEN, 2018). Os nossos resultados
somam evidéncias a literatura demonstrando que espécies Amaryllidaceae sdo fontes
promissoras de compostos com atividade antimicrobiana. Mais testes, com avaliacdo da agéo
dos extratos e de seus componentes, isoladamente, frente aos fungos sdo necessarios para
elucidar mecanismo de acdo dos nossos extratos frente as cepas de Candida.

Ensaios realizados por Rosli et al., 2014, invetigaram mecanismos especificos da

atividade dos extratos ricos em alcaloides de Hymenocallis littoralis, espécie da familia
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Amaryllidaceae. Seus resultados sugerem que os extratos possuem efeitos na parede celular do
fungo. O extrato elaborado com metanol:cloroférmio (3: 1) a partir da folha da planta teve efeito
inibitdrio do crescimento (CIM 6,25 mg/mL) em C. albicans. Se tornou visivelmente fungicida
com o dobro da CIM (12,5 mg/mL), uma vez que a maioria das células foram esgotadas em 8
h nesta concentragcdo. O estudo demonstrou ainda que a parede celular de C. albicans foi
fortemente rompida, observacao foi realizada por microscopia eletronica de varredura (ROSLI
etal., 2014).

O maior grupo de alcaloides de Amaryllidaceae, os alcaloides de licorano, sao
conhecidos por uma ampla gama de propriedades bioldgicas, sendo a licorina o alcaloide mais
estudado do grupo em ensaios de patogénese fungica (NAIR; VAN STADEN, 2018). Em nosso
estudo realizamos os ensaios de CIM com o composto licorina, para avaliagdo do seu potencial
antifangico. Em nossos resultados a licorina mostrou-se ativa frente a todas as cepas. A cepa
mais suscetivel ao composto foi a C. parapsilosis com CIM de 20,3 pg/mL, seguida por C.
albicans, C. krusei e C. auris, respectivamente.

A CIM de licorina frente a C. albicans obtida em nosso ensaio, de 40,6 ug/mL, é
semelhante ao encontrado por Loc¢arek et al., 2015, em seus ensaios eles obtiveram CIM de 64
pg/mL de licorina frente a um isolado clinico desta espécie. No referido estudo foram testados
seis extratos, juntamente com 19 alcaloides de Amaryllidaceae isolados, e detectou-se
propriedades anti-levedura promissoras. A atividade mais potente foi demonstrada pela licorina,
que inibiu Candida dubliniensis com um CIM de 32 pg/mL e Lodderomyces elongiosporus,
com CIM de 64 pg/mL (LOCAREK et al., 2015).

E importante notar que muitas vezes a atividade encontrada para o extrato de alcaloide
total é inferior a de componentes puros, como consequéncia do fato de que os compostos puros
sdo altamente seletivos em sua interacdo com os patégenos bacterianos, sendo assim atenuados
em sua poténcia quando misturada com outros componentes em um extrato total (IANNELLO
et al., 2014). Os extratos sdo de composicdo variada, denominados por fitocomplexo,
correspondendo ao conjunto de compostos, originados do metabolismo primario ou secundario
das plantas. Esses compostos sdo responsaveis pelas propriedades de uma planta medicinal ou
de seus derivados, podendo atuar sinergicamente (BRASIL, 2014). Em nosso estudo ndo
determinamos a concentracdo de cada um dos componentes identificados nos extratos
analisados, ndo sendo possivel comparar a atividade da licorina (pura) em relacéo a atividade
dos extratos (complexos).

No estudo realizado com o extrato de Pancratium illyricum todos os isolados clinicos

de Candida foram suscetiveis a atividade inibitoria do crescimento nos testes do extrato obtido
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a partir do bulbo, com valores finais de ICso (concentragdo necessaria para uma reducgdo de
crescimento de 50%) variando de 1,22 a 78 ug/mL. Os alcaloides licorina e vittatina,
identificados como componentes do extrato, também foram testados quanto a capacidade de
inibir o crescimento de C. albicans, e a licorina demonstrou-se muito ativa, com valores finais
de I1Cso variando de 0,89 a 28,5 ug/mL (BONVICINI et al., 2014). Nossos ensaios ndo avaliaram
interferéncias a nivel estrutural, sendo necessarios mais testes para esta avaliagdo do mecanismo
de acdo da licorina frente a espécies de Candida.

Estudo preliminar, que teve como objetivo explorar as atividades antifingicas do
cloridrato de licorina contra C. albicans, indica que a menor concentragdo em que a licorina foi
ativa é de 64 uM. Abaixo de seu CIM, a licorina demonstrou ainda propriedade antiviruléncia
ao suprimir a adesdo, filamentacdo, formacdo de biofilme e desenvolvimento, bem como a
producdo de fosfolipase extracelular e substancias exopoliméricas. Além disso, a licorina
apresentou efeito sinérgico com Anfotericina B, embora sua interacdo com o fluconazol, assim
como com a caspofungina, tenha sido indiferente. Ressalta-se 0 uso potencial de licorina,
sozinho ou em combinagdo com os antifungicos atuais, para combater infec¢oes por C. albicans
(YANG et al., 2019).

Estudos morfoldgicos realizados por Toenjes et al., 2009 avaliaram a capacidade da
licorina de inibir a transicdo do estado de blastosporo para hifal em culturas de C. albicans. A
viruléncia de C. albicans depende, em grande medida, de sua capacidade de interconversédo
entre esses estados varios estados morfolégicos, incluindo blastosporo, pseudo-hifas e hifas,
que por sua vez é regulada por varios fatores celulares e ambientais. No ensaio envolvendo 480
moléculas da colecdo ICCB da Universidade de Harvard, a licorina foi uma das cinquenta e trés
que exibiram efeitos citotoxicos em um isolado clinico de C. albicans, testado a 37° C em meio
Spider a 130 uM ao longo de um periodo de 4 h (TOENJES et al., 2009). Os autores ressaltam
gue as moléculas citotdxicas identificadas neste estudo, dentre elas a licorina, poderiam ter
papeis poderosos na terapéutica antifungica e, portanto, podem ser excelentes pontos de partida
para o desenvolvimento de novos antifingicos. No entanto, os efeitos sobre a morfologia de C.
albicans da licorina foram mostrados como uma consequéncia da citotoxicidade ao invés da
inibicdo da transicdo do blastosporo para as hifas (TOENJES et al., 2009).

Portanto, nossos resultados de CIM da licorina sdo compativeis ao descrito na literatura.
Ensaios de avaliacdo de mecanismo de atividade séo necessarios para elucidar a via de acao da
licorina frente as cepas de Candida. No mais, testes de sinergismo, com tratamentos
antifungicos j& consagrados, podem ser relevantes para evidenciar as propriedades antifingicas

da licorina.
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6 CONCLUSAO

As plantas da familia Amaryllidaceae, Crinum americanumL. e Habranthus
irwinianus Ravenna, possuem potencial antifingico e provavelmente o futuro se voltara para
seu uso em diferentes formulacGes. Embora existam relatos na literatura da atividade
antifungica de plantas da familia Amaryllidaceae, especialmente de espécies do género Crinum,
nosso estudo ampliou essa investigacao.

Nossos resultados de atividade antifdngica, com resultados de CIM variando
predominantemente de significativo a moderado, frente as cepas de Candida, especialmente
frente ao patdgeno C. auris sdo animadores, tendo em vista o crescente relato de resisténcia
desta espécie.

Os resultados de CIM da licorina corroboram ainda a descricdo na literatura quanto a
atividade antifungica deste composto, isoladamente.

Os resultados que obtivemos na caracterizacdo quimica dos extratos de Crinum
americanum L. corroboram a literatura, trata-se de extratos ricos em alcaloides, e ainda indicam
a presenca de compostos de fungos endofiticos.

O que se faz necessario é que se estabeleca com brevidade, os mecanismos de a¢do de
cada extrato, ampliando conhecimento acerca do potencial de cada um dos seus componentes e

definindo como eles afetam os micro-organismos.
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