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RESUMO

A cromoblastomicose (CBM) € uma micose por implantacdo, crbnica, de
distribuicdo cosmopolita, causada por fungos melanizados. Apds implantacao
transcutédnea, os propagulos dos agentes da CBM apresentam uma plasticidade
celular e morfolégica Unica, ocorrendo a diferenciacéo celular, resultando nas células
muriformes. O tratamento dessa micose € um desafio pela auséncia de um
antifingico padrdo. Varios métodos de terapia sdo utilizados (fisicos e
farmacoldgicos), isoladamente ou associados, no entanto, com pouco sucesso de
cura clinica. A regido amazbnica tem uma vasta biodiversidade de vegetais que
precisam ser melhor caracterizados quanto a sua composicdo quimica e
aplicabilidade no tratamento de diferentes doencas. Nessa variedade de plantas, o
fruto da Malpighia glabra Linn. (acerola) apresenta um alto teor de vitamina C,
apresentando também vitaminas do complexo B, A, antocianinas e flavonoides, que
destacam-se por apresentarem diferentes acfes bioldgicas e terapéuticas ja
demonstradas tanto em in vitro quanto in vivo. Um grande interesse esta atualmente
centrado nas atividades biol6gicas de um destes flavonoides, a quercetina, pois
exerce multiplas atividades farmacoldgicas, apresentando propriedades biologicas
Gnicas que podem melhorar o desempenho mental e/ou fisico, e reduzir o risco de
diferentes infec¢des. Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifungica
in vitro do extrato da M. glabra em conidios e nas células muriformes de cepas de
Fonsecaea spp. O extrato da M. glabra apresentou atividade antifiUngica tanto em
conidios quanto em células muriformes das cepas avaliadas. Além do extrato bruto,
os conidios de diferentes cepas também foram sensiveis a diferentes diluicbes do
extrato. Foram avaliadas a concentragao inibitéria minima (CIM) e a concentracéo
fungicida minima (CFM). A média geométrica da CIM da quercetina para os conidios
foi de 4,75 pg/mL e a média geométrica da CFM foi de 11,31 pg/mL, isso sugere que
a quercetina apresenta acdo fungistatica. S&o necessarios mais estudos para que
futuramente a M. glabra ou a quercetina, isolada ou associada com outro

componente isolado do extrato, possa ser usada para o tratamento da CBM.

Palavras-chave: Cromoblastomicose, Malpighia glabra, Quercetina.
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ABSTRACT

Chromoblastomycosis (CBM) is a mycosis by implantation, chronic, with a
cosmopolitan distribution, caused by melanized fungi. After transcutaneous
implantation, the propagules of the CBM agents present a unique cellular and
morphological plasticity. The cellular differentiation results in the appearance of
muriform cells. The treatment of this mycosis is a challenge due to the absence of a
standard antifungal, resulting in several therapy methods (physical and
pharmacological), used isolated or associated, with little clinical cure success.
Amazon region has a vast biodiversity of vegetables that need to be better
characterized as to their chemical composition and applicability in the treatment of
different diseases. In this variety of plants, the fruit of Malpighia glabra Linn. (acerola)
has a high content of vitamin C, also presenting vitamins of the complex B, A,
anthocyanins and flavonoids, which stand out for having different biological and
therapeutic actions already demonstrated both in vitro and in vivo. A major interest is
currently focused on the biological activities of quercetin, belonging to the class of
flavonoids, as it exerts multiple pharmacological activities, presenting unique
biological properties that can improve mental and/or physical performance and
reduce the risk of different infections. This study aims to evaluate the in vitro
antifungal activity of M. glabra extract in conidia and muriform cells of Fonsecaea
spp. The extract of M. glabra presented antifungal activity in both, conidia and
muriform cells, of the evaluated strains. Much interest is now centered on biological
activities of the flavonoid quercetin. In addition to the crude extract, the conidia of
different strains were also sensitive to different dilutions of the extract. The minimum
inhibitory concentration (MIC) and the minimum fungicidal concentration (MFC) were
evaluated. The geometric mean of the quercetin MIC for the conidia was 4.75 pg/mL
and the geometric mean of the CFM was 11.31 ug/mL. Further study is needed so
that M. glabra or quercetin, isolated or associated with another isolated component of
the extract, may be used for the treatment of CBM in the future.

Key words: Chromoblastomycosis, Malpighia glabra, Quercetin.
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1. INTRODUCAO

1.1. MICOSES POR IMPLANTACAO

As micoses por implantacdo, também classificadas como "micoses
subcutaneas”, se referem a um grupo diverso de doencas fangicas heterogéneas
nas quais o modo de infeccdo compreende varios tipos de traumatismo
transcutaneo, com maior incidéncia na América Latina, outras areas tropicais e
subtropicais (QUEIROZ-TELLES et al., 2003). Embora essas infeccfes raramente
causem doengas disseminadas ou invasivas, elas geram um impacto importante na
saude publica, pelo tratamento dificil e frequentemente refratarios (LUPI; TYRING;
MCGINNIS, 2005).

A lista de micoses de implantacéo inclui infec¢des globais como feohifomicose
(PHM) e entomoftoromicose, micoses endémicas como esporotricose, eumicetoma,
lacaziose (lobomicose) e cromoblastomicose (CBM) (QUEIROZ-TELLES et al.,
2011). Também conhecida como cromomicose, a CBM é uma das infeccbes
fungicas de implantacdo mais prevalentes, sendo a mais comum das doencas
causadas por fungos melanizados (QUEIROZ-TELLES et al.,, 2017). Os fungos
melanizados denominados também de fungos deméaceos, dematidceos ou
simplesmente " fungos negros" (FADER; MCGINNIS, 1988; REVANKAR; SUTTON,
2010) recebem essa classificacdo pois apresentam pigmentos melanicos como
moléculas estruturais da parede celular, o que 0s caracteriza por apresentarem

pigmentacéo, castanha, olivacea ou negra (DE HOOG et al., 2000).

1.2. CROMOBLASTOMICOSE

A cromoblastomicose (CBM) é uma micose cronica de aspecto polimorfico, que
acomete a pele e o tecido subcutaneo, causada por uma variedade de fungos
dematidceos ou melanizados (BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ; PERUSQUIA-
ORTIZ, 2010; MATTE et al., 1997). A CBM é observada principalmente em pessoas
gue vivem em zonas tropicais e subtropicais ao redor do planeta (BURSTEIN, 2004;
MCGINNIS, 1983).

A infeccdo geralmente ocorre apds traumatismo da pele e inoculagédo

percutdnea de propagulos fungicos (fragmentos de hifas, conidios e de células
1



conidiogénicas) (QUEIROZ-TELLES et al., 2009). Geralmente os pacientes ndo se
recordam dos traumas ou injarias na pele, uma vez que as manifestacées da doenca
ocorrem algum tempo apos a exposi¢cao ocupacional (SALGADO et al., 2004). O
periodo médio de incubacdo para o desenvolvimento da CBM ainda nao é
conhecido, embora na maioria dos casos a progressao da doenca é lenta podendo
levar anos ou até mesmo décadas para se estabelecer (BANSAL; PRABHAKAR,
1989; LOPEZ MARTINEZ; MENDEZ TOVAR, 2007).

A viruléncia, viabilidade e quantidade de inoculo do parasita, além de fatores
relacionados ao hospedeiro como idade e condicbes imunolégicas sé&o
determinantes do curso da infeccdo. Os mecanismos de defesa influenciam no
surgimento e na severidade das infec¢des fangicas, assim como a forma clinica da
doenca depende da resposta imune do hospedeiro (GIMENES et al., 2006;
ROMANI, 2011).

1.3. EPIDEMIOLOGIA

A CBM apresenta distribuicdo cosmopolita com maior incidéncia nas regides
tropicais e subtropicais de clima quente e umido (MCGINNIS, 1983). A maioria dos
casos reportados da doenca ocorrem na Africa (Madagascar e Africa do Sul)
(Esterre et al. 1996a) e na América Latina (México, América Central, Brasil e
Venezuela) (BONIFAZ; SAU, 2001; FAZIOLI, 1985; MINOTTO et al., 2001; PEREZ-
BLANCO et al.,, 2006; QUEIROZ-TELLES et al.,, 2003; SILVA; DE SOUZA,
ROZENTAL, 1998). Existem registros da doenca também em paises da Asia (india,
China, Japao e Maléasia) e Austrélia (ATTAPATTU, 1997; LESLIE; BEARDMORE,
1979; RAJENDRAN et al., 1997). Casos raros de pacientes com CBM séo
observados no norte da Europa e nos EUA (Martinez and Tovar 2007a; Queiroz-
Telles et al. 2009).

As taxas de incidéncia variam de 1:6.800 (14/100.000) em Madagascar a
1:8.625.000 (0,012/100.000) nos EUA (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). No Brasil,
estudos realizados no Maranhéo, Rio Grande do Sul e na Amazdnia mostram que
estas areas podem ser consideradas endémicas da doenca(MARQUES et al., 2006;
MINOTTO et al.,, 2001; SILVA; DE SOUZA; ROZENTAL, 1998). Destacando o

Estado do Pard como a principal area endémica do Pais com 325 casos registrados



em 55 anos. Sendo assim a Amaz6nia € considerada a principal area de ocorréncia
da doenca, pois as condi¢cdes climaticas, incluindo precipitacdo anual média de
1500-1700 mmg3, temperatura média de 28°C e umidade anual relativa de
aproximadamente 83% parecem contribuir, decisivamente, para o crescimento do
fungo em condi¢gbes ambientais (MARQUES et al., 2006).

A maioria dos pacientes estdo na faixa etaria entre 40 a 50 anos, ocorrendo
raramente na adolescéncia, embora a CBM nao seja frequente em criancas, Pérez-
Blanco et al, entre os anos de 1992 a 2004, relataram 22 casos (com idades entre 2
e 19 anos) dessa infeccdo no estado semi-arido de Falcon, Venezuela (PEREZ-
BLANCO et al., 2006). A CBM ocorre predominantemente em homens (78 a 82 %
dos paciente) (MINOTTO et al., 2001). A diferenca relacionada a distribuicdo de
sexo em pacientes com CBM pode estar relacionada a protecdo hormonal, como
observado para pacientes com paracoccidioidomicose (SHANKAR et al.,, 2011).
Nessa micose sistémica, sugere-se que as mulheres s&o protegidas das
manifestacdes clinicas pelo "estradiol”, enquanto que na CBM a protecdo hormonal
pode estar relacionada a progesterona (RESTREPO et al., 1984; SHANKAR et al.,
2011).

A maioria das lesbes s&o observadas nos membros inferiores de
trabalhadores rurais. Pés, joelhos, pernas e méaos sédo os locais mais comuns, mas
também foram relatadas infeccées de outras regibes, como o tronco, nariz, orelhas,
palpebras, ombros e nadegas (ESTERRE; ANDRIANTSIMAHAVANDY;
RAHARISOLO, 1997; GARNICA; NUCCI; QUEIROZ-TELLES, 2009; LONDERO;
RAMOS, 1976; QUEIROZ-TELLES et al., 2003). E considerada uma patologia
ocupacional, afetando trabalhadores agricolas, jardineiros, lenhadores, vendedores
de produtos agricolas e outros trabalhadores expostos a solos e materiais vegetais
contaminados (BONIFAZ; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; QUEIROZ-TELLES
et al., 2009, 2011; SHI; LEI, 1986). Os principais fatores de risco associados a
infeccdo por CBM séo: nédo utilizacdo de sapatos, luvas ou vestuarios de protecéo,
ma& nutricdo e habitos de higiene (MINOTTO et al., 2001; QUEIROZ-TELLES et al.,
2009, 2011) .



1.4. ASPECTOS CLINICOS E DIAGNOSTICO

A leséo inicial geralmente € Unica e unilateral, cujo aspecto inicial pode ser
papular, nodular ou verrucoso, com verrugas planas ou crostosas que podem
ulcerar. As papulas aumentam gradualmente ao longo de algumas semanas ou
meses e podem apresentar uma superficie escamosa. Com o tempo, a leséo inicial
pode evoluir para varios tipos de lesdes cutaneas levando a uma aparéncia clinica
polimorfica (QUEIROZ-TELLES et al., 2009). O prurido € um sintoma importante da
doenca, e geralmente € hipétese de conduzir a disseminacgéo por autoinoculacéo e
propagacdo adjacente (BAYLES, 1995). Disseminacdao linfatica para sitios afastados
também foi relatado em um pequeno numero de casos (OGAWA et al.,, 2003;
TAKASE; BABA; UYENO, 1988). Para melhor descrever os aspectos clinicos, varias
classificagdes foram propostas por muitos autores (CARRION, 1942; PARDO-
CASTELLO; RIO LEON; TRESPALACIOS, 1942).

Entre estes, a classificacdo introduzida por Carrion em 1950, caracterizou cinco
tipos diferentes: Nodular, tumoral, verrucosa, placa e cicatricial (CARRION, 1942).
Posteriormente, alguns pesquisadores passaram a classificar as lesées de acordo
com o grau de severidade: formas leves, moderadas e severas, baseadas na
extensdo da area atingida, numero de les@es, presenca de complicacdes e resposta
ao tratamento (QUEIROZ-TELLES et al., 1992). Em 2005, Salgado et al.
descreveram um novo tipo clinico, cromoblastomicose cutanea difusa (SALGADO et
al., 2005), caracterizadas por lesbes nodulares-verrucosas com distribuicdo difusa
na pele, semelhante ao quadro clinico de outras doencas infecciosas, como
leishmaniose cutanea difusa e hanseniase virchowiana (CONVIT; REYES; KERDEL,
1957). Em 2008, esse mesmo grupo, relatou trés casos de uma forma clinica
classificada em cromoblastomicose cutanea localizada anular (SALGADO et al.,
2009). Sendo assim, Ledo et al fizeram uma nova classificagdo, dividindo em
cromoblastomicose cutanea localizada (anular, em placa e nodular) e
cromoblastomicose cutanea difusa (LEAO et al., 2013) (figura 1).

Inicialmente, as lesbes CBM sao oligossintomaticas, néo interferindo nas
atividades do paciente. Em formas moderadas, dor local e prurido intenso
predominam como sintomas. Com o tempo a medida que a gravidade aumenta, 0

edema e infecgbes bacterianas secundarias podem trazer significantes limitacdo as



atividades trabalhistas. Nos casos mais severos, desenvolvem-se linfedema e
anquilose crbénicas e podem surgir carcinomas de células escamosas nao-invasivas
(ESTERRE et al., 1999; FOSTER; HARRIS, 1987). Todas essas complicacbes
podem levar o individuo a uma incapacidade definitiva (BONIFAZ; CARRASCO-
GERARD; SAUL, 2001; MCGINNIS, 1983; QUEIROZ-TELLES et al., 2009).

Cutanea Localizada

Anular

Em placa

Figura 1: Diferentes formas clinicas presente nos pacientes de
cromoblastomicose. Cutanea localizada anular (A), em placa (B), nodular (C)
e cutanea difusa (D) (Fonte: Ledo, R.N.Q. Medicina Tropical e Infectologia na
Amazobnia. Ed. Samauma. 2013)

Para diagnéstico é realizado o raspado da lesdo, o material biol6gico é tratado
com 20-40% KOH, utilizando a microscopia direta, visualizamos o0s agentes
micoticos que morfologicamente sdo células leveduriformes, acastanhadas, de
parede celular espessa, podendo ser observadas isoladas ou formando uma
agregacdo de 2 a 4 células fungicas com septacdo transversal e longitudinal
patognomoénicas da CBM, independentes das espécies causadoras (A, B, C,D e E
da figura 02). Estas células sao conhecidas como células muriformes ou células
esclerédticas. Associado a esse exame, podem ser utilizados para a confirmacédo do
diagnéstico: a cultura em meio Micosel (BD®), exames histopatolégicos de
fragmento do tecido lesionado (F e G da figura 02), que também tem valor para a
avaliacao do curso da doenca (QUEIROZ-TELLES et al., 2009).

As lesdes de CBM sao clinicamente polimorficas e sdo comumente
diagnosticadas erroneamente como Varias outras doencas infecciosas e nao
infecciosas. Em casos avancados, esta doenca pode levar a uma incapacidade para
o trabalho devido a sequelas fibréticas e uma série de complicacdes clinicas e, se

ndo for diagnosticada numa fase precoce, esta doenca pode se tornar refrataria a



terapia (QUEIROZ-TELLES et al., 2009; QUEIROZ-TELLES; DE C L SANTOS,
2013).
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Figura 2: Aspectos morfolégicos das células muriformes. Presenca de
células muriformes presentes no exame micoldgico direto (A, B, C, D e E)
e no exame histopatologico (F e G), coloragdo hematoxilina-eosina.
(Fonte: Laboratorio de Dermato-Imunologia).

1.5. AGENTES ETIOLOGICOS

Os agentes etiolégicos da CBM pertencem principalmente ao género Fonsecaea
e Cladophialophora. Outros casos dispersos foram relatados tendo como agentes
etiolégicos fungos dos géneros Phialophora, Rhinocladiella e Exophiala (ESTERRE;
ANDRIANTSIMAHAVANDY; RAHARISOLO, 1997; RIVITTI; AOKI, 1999). Os
agentes mais comuns séo F. pedrosoi e C. carrionii, sendo geralmente encontrados
em regides tropicais e subtropicais, ambos sdo fungos melanizados pertencentes a
familia Herpotrichiellaceae na ordem Chaetothyriales (AMEEN, 2010; DE HOOG et
al., 2007). No entanto, infec¢cbes por F. pedrosoi, que constituem a maioria dos
casos da doenca no Brasil e no mundo (70-90%), ocorrem mais frequentemente em
regides de clima Umido. Por outro lado, C. carrionii € prevalente em climas
semiaridos. Isolados com menor frequéncia, outros agentes da CBM séao:
Phialophora verrucosa, Exophiala dermatitidis, Rhinocladiella aquaspersa (PEREZ-
BLANCO et al.,, 1998) e Fonsecaea monophora, entre outros (ESTERRE et al.,
1996; FADER; MCGINNIS, 1988; QUEIROZ-TELLES, 2015; SILVA; DE SOUZA;
ROZENTAL, 1998).
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Figura 3: Principais agentes etiolégicos da
cromoblastomicose. (Fonte: Laboratério de Dermato-
imunologia)

A CBM esta fortemente associado as atividades agricolas, durante as
atividades de trabalho, os individuos que vivem em areas endémicas, s&o
provavelmente infectados por diversos traumas relacionados com materiais
ambientais (farpas de madeira, gravetos e espinhos de plantas vivas ou mortas)
(SALGADO et al., 2004; SILVA et al., 1995). Formas arredondadas, similares a
corpos escleréticos, também foram verificadas em tecido medular vegetal e
espinhos, sendo indicativo da existéncia in natura de estruturas fungicas pré-
adaptadas ao parasitismo (NAJAFZADEH et al.,, 2010), o F. pedrosoi tem sido
isolado do coco Babacu (Orbignyaphalerata), no Estado do Maranhdo (MARQUES
et al., 2006b), e nos espinhos da Mimosa pudica, conhecida popularmente como
dormideira ou maria-fecha-a-porta (SALGADO et al., 2004). Rubin et al. e
Zeppenfeldt et al. Relataram a identificacdo de Cladophialophora em plantas de
cactos (RUBIN et al., 1991; ZEPPENFELDT; RICHARD-YEGRES; YEGRES, 1994),
mas de Hoog et al. mostrou que este era um irmdo molecular, Cladophialophora
yegresii (DE HOOG et al., 2007).



1.6. TRATAMENTO

Varias estratégias terapéuticas tém sido utilizadas para o tratamento da CBM,
pois até o momento ndo existe um tratamento padronizado para esta doenca
(TORRES-GUERRERO et al., 2012), representando assim um desafio, uma vez que,
véarias formas de intervencdes séo relatadas na literatura. Aterapia € longa e sujeita
a recidivas, e dependendo da situacdo clinica e da extensdo das lesdes, 0s
procedimentos terapéuticos podem variar (FERREIRA; CARDOSO, 2006; TORRES-
GUERRERO et al., 2012). O sucesso terapéutico depende de outros fatores tais
como: tipo de lesdo, adesdo ao tratamento, estado de salude do paciente,
diversidade dos agentes etiologicos e a sensibilidade aos farmacos (BONIFAZ;
PAREDES-SOLIS; SAUL, 2004; LOPEZ MARTINEZ; MENDEZ TOVAR, 2007;
QUEIROZ-TELLES et al., 1992)

Entre os métodos terapéuticos utilizados destaca-se: farmacoterapia, terapias
fisicas e combinacdo de ambas. Quanto aos métodos fisicos, incluem a
termoterapia, crioterapia e a terapia fotodindmica, podendo ainda ser utilizadas
cirurgias convencionais ou a laser, indicadas em casos de lesdes iniciais ou de
pequena extensdo (BONIFAZ; PAREDES-SOLIS; SAUL, 2004). Tanto o método
fisico quanto a terapia fotodindmica, associados aos antifungicos sistémicos podem
contribuir mais efetivamente para a reducdo do tempo de tratamento, a terapia
fotodindmica também tem demonstrado bons resultados (LYON et al., 2011).

A terapéutica baseada em antifingicos sistémicos € realizada principalmente
com o itraconazol, utilizado em concentragdes que variam entre 100 e 400 mg/dia ou
em pulsoterapia (UNGPAKORN; REANGCHAINAM, 2006). O itraconazol, derivado
triazdlico de primeira geracdo, com acédo fungistatica atua na inibicdo do sistema do
citocromo P-450, responsavel pela 14-desmetilagdo do lanosterol, precursor do
ergosterol, um componente vital da membrana celular do fungo (SAAG; DISMUKES,
1988). Deste modo, o medicamento prejudica a biossintese do ergosterol na
membrana citoplasmatica e conduz ao acumulo de lanosterol e 14-alfa-metilesteraéis,
0S quais podem desagregar o arranjo compacto das cadeias aciclicas dos
fosfolipidios, comprometendo as funcdes de determinados sistemas enzimaticos
ligados a membrana, como a ATPase e enzimas do sistema do transporte de

elétrons, inibindo, consequentemente, o crescimento dos fungos (DE BEULE, 1996;
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KOKS et al., 2002), geralmente considerado a primeira op¢cado no tratamento da
CBM, devido aos excelentes resultados obtidos com esse farmaco nos tratamentos
de diferentes aspectos clinicos (leve, moderada e severa) da doenca (QUEIROZ-
TELLES et al., 1992). Alguns resultados favoraveis com o uso de itraconazol foram
obtidos no tratamento da cromoblastomicose causada por F. pedrosoi (QUEIROZ-
TELLES et al., 1992).

Associacoes terapéuticas tém apresentado bons resultados, como por
exemplo, os sinergismos entre itraconazol e terbinafina, 5-fluorcitocina e itraconazol
(BONIFAZ; PAREDES-SOLIS; SAUL, 2004). anfotericina-B e 5-fluorcitosina, 5-
fluorcitosina e itraconazol, terbinafina e voriconazol e anfotericina B e terbinafina
(DABOIT et al., 2013; POIRRIEZ et al., 2000). A associacdo de antifungicos tem o
objetivo de reduzir o aparecimento de isolados resistentes, diminuir a toxicidade
relacionada as doses individuais e aumentar a eficacia em infec¢6es mistas. Embora
a avaliacdo de interacdes entre antifungicos in vitro ainda necessite de mais
detalhamento na padronizacdo (RYDER; LEITNER, 2001; ZHANG et al., 2009).

Sabe-se que a diversidade dos agentes etiolégicos pode influenciar
diretamente a suscetibilidade as drogas, com altas variacfes entre diferentes cepas
analisadas (ANDRADE et al., 2004), demonstrando a necessidade de estudos que
avaliem a sensibilidade aos farmacos antifungicos, o que pode servir como
parametro para ajustes de doses e mudancas no esquema terapéutico, resultando

em maior eficiéncia na evolucéo clinica.

O tratamento convencional para as doencas flngicas é muito limitado,
particularmente devido ao espectro limitado dos antifingicos atuais, e por conta do
alto custo do tratamento, ainda mais quando se necessita de um uso mais
prolongado. Esses fatores vém encorajar a adocdo de novas terapéuticas, dentre

elas, o uso mais extenso de produtos naturais (SILVA et al. 2008).



1.7. FITOTERAPICOS

Em 1978, a Organizacdo Mundial da Saude reconheceu oficialmente o uso de
fitoterapicos. No Brasil, a politica de plantas medicinais e fitoterapicos remonta de
1981 por meio da Portaria n. © 212, que define o estudo das plantas medicinais como
uma das prioridades de investigacdo clinica e, 1982, o Ministério da Saude
(PPPM/Ceme) langcou o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de
Medicamentos para obter o desenvolvimento de uma terapéutica alternativa e
complementar, com embasamento cientifico, pelo estabelecimento de
medicamentos fitoterdpicos, com base no real valor farmacolégico de preparacdes
de uso popular, a base de plantas medicinais (“‘Formulario de Fitoterapicos
Farmacopeia Brasileira”, 2011).

De acordo com Sixel e Pecinalli (2005), a selecado de plantas para pesquisa
farmacoldgica pode ser planejada baseando-se em um reestudo da planta, levando-
se em consideracdo algumas propriedades farmacolégicas ja descritas em literatura,
no levantamento ecolégico, no “screening” farmacolégico e nos critérios
quimiotaxondémicos atravées do conhecimento da estrutura quimica de um
determinado principio ativo encontrado em uma espécie vegetal e que seja
responsavel por suas atividades farmacolégicas; bem como a sele¢do por meio de
investigacdes etnofarmacologicas (SIXEL; PECINALLI, 2005)

Fitomedicamentos sao produtos terapéuticos feitos a partir de vegetais
(plantas medicinais), extratos integrais ou concentrados de principios ativos
vegetais. Eles estdo disponiveis em forma sélida e liquida. Entre as formas
farmacéuticas temos os sucos de plantas (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002). Os
extratos sdo preparacbes de consisténcia liquida, viscosa ou na forma de po,
geralmente feitas a partir de partes secas de plantas (da droga vegetal) por
maceracdo ou percolacdo. Relativamente, poucos produtos fitoterapicos sao
fabricados a partir de sucos frescos das plantas ou de destilados (SCHULZ;
HANSEL; TYLER, 2002).

As plantas produzem diversos compostos organicos que sao chamados de
metabolitos secundarios (SIMOES et al., 2002). Sendo os compostos fendlicos
metabolitos secundarios das plantas, eles apresentam uma grande diversidade de

estruturas, que diferem entre si, em termos de estrutura quimica, complexidade e
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reatividade (IGNAT; VOLF; POPA, 2011). Os flavonoides sao compostos
polifendlicos acumulados em plantas superiores. Fazendo parte da nossa nutri¢céo,
principalmente sob a forma de vegetais, frutas, e chad - assim como de plantas
medicinais usadas em fitomedicamentos. Os flavonoides podem ser classificados em
flavonodis (tais como quercetina, kaempferol, isoquercetina, etc., encontrados em
cebolas, macgdas, bagas, couve, alho-poro, brocolis, mirtilos, vinho tinto e cha),
flavonas (como glicosideos de luteolina, crisina e apigenina), isoflavonas (como a
genisteina, a daidzeina e a glicitina presentes em leguminosas, principalmente soja
e derivados), flavanonas (como naringenina, eriodictilol e hesperidina, excluindo
citrinos), flavanois (epicatequina, a catequina, a galocatequina, a epigalocatequina, o
galato de epigalocatequina e também as formas poliméricas ou 0s taninos
condensados encontrados no cacau e no cha), e antocianidinas (tais como
pelargonidina, cianidina e malvidina, encontradas em vinho tinto e frutas de bagas)
(PEREZ-CANO; CASTELL, 2016).

Quimicamente, os flavonoides tém uma estrutura polifendlica que lhes confere
atividades antioxidantes, propriedades reconhecidas ha mais de 40 anos (KUHNAU,
1976). Porém, as atividades bioldgicas dos flavonoides véo além das propriedades
antioxidantes, embora algumas estejam relacionadas. Alguns tipos particulares de
flavonoides tém mostrado efeitos protetores contra o cancer (FANTINI et al., 2015;
FARZAEI;, BAHRAMSOLTANI; RAHIMI, 2016), doencas cardiovasculares(EL
HAOUARI; ROSADO, 2016; GRASSI et al., 2015), alteracbes gastrointestinais
(JAIN, 2015) e sindromes relacionadas ao sistema nervoso, como depressao
(GUAN; LIU, 2016), epilepsia (DINIZ et al., 2015; SUCHER; CARLES, 2015), doenga
de Alzheimer (SPINELLO et al.,, 2016) e doenca neurodegenerativa (BELL et al.,
2015), entre outras condicfes patologicas.

Dentre os flavanoides, a quercetina (C15H1007), que esta presente em cha,
vinho tinto, frutas e os vegetais, sendo considerados assim as principais fontes
dietéticas de quercetina em populagbes ocidentais (BOHM et al., 1998; RADTKE;
LINSEISEN; WOLFRAM, 1998), exerce multiplas atividades farmacolbgicas
(SKIBOLA; SMITH, 2000). Tem propriedades bioldgicas unicas que pode melhorar o
desempenho mentalffisico e reduzir o risco de infeccdo (DAVIS; MURPHY;
CARMICHAEL, 2009), supde-se que estes efeitos protetores e potencialmente

curativos derivam da atividade antioxidante e eliminacdo de radicais livres que a
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guercetina mostra em experimentos in vitro (MIDLETON; KANDASWAMI. 1993).
como outros flavondides antioxidantes similares, a quercetina é eliminador de
radicais livres excepcional (BORS; MICHEL; SARAN, 1994) e dessa caracteristica
surge a habilidade da quercetina para eliminar espécies altamente reativas como o
peroxinitrito e o radical hidroxilo; por esta razdo, sugere-se que a quercetina esteja
envolvida em efeitos benéficos imaginaveis para a saude (D’ANDREA, 2015). Li et
al. Relatam os efeitos e os mecanismos da quercetina sobre a inflamacao e a funcao
imunoldgica in vitro, in vivo e em estudos clinicos (LI et al., 2016).

Estudos mostram que o consumo da quercetina pode estar associado a
diminuicdo do risco de doengas cardiovasculares, desenvolvimento de tumores,
derrames cerebrais e doencas neurodegenerativas (PEDRESCHI; CISNEROS-
ZEVALLOS, 2006; RATNAM et al., 2006) que sao justificados pela protecao contra
danos oxidativos ao DNA (FAROMBI, 2006), peroxidacdo lipidica (LIMA;
FERNANDES-FERREIRA; PEREIRA-WILSON, 2006) e inibicdo da liberagdo de
mediadores da inflamagéo (CHO et al., 2003; MAMANI-MATSUDA et al., 2006).
Embora possua diversos efeitos benéficos a salde humana, a quercetina demonstra
atividades citotoxica (SOARES; VARANDA; RADDI, 2006) e mutagénica (GASPAR
et al., 1994)

1.8. Malpighia glabra Linn. (ACEROLA)

A acerola ou cereja das Antilhas (Malpighia glabra) da familia das
Malpighiaceas, género Malpighia, € uma planta frutifera, originarias das Antilhas,
norte das América do Sul e América central (MARINO NETTO, 1986) foi introduzida
no Brasil na década de 50, devido a sua boa adaptacéo ao solo e ao clima (MARINO
NETTO, 1986; MATSUURA et al., 2001).

De acordo com a descricdo de Araujo e Minami (1994), a aceroleira € uma
planta arbustiva de habito de crescimento que varia de prostrado a ereto, com copa
aberta ou compacta, que pode chegar a 2,5 - 3,0 m de altura, quando adulta. A
casca do caule e dos ramos é levemente rugosa. As folhas sdo simples, inteiras,
opostas, de pedolo curto e forma que varia de oval a eliptica. As flores, dispostas em
pequenos cachos pedunculados, surgem na axila das folhas de ramos novos ou em

espordes laterais apds surtos de crescimento vegetativo, a coloragdo varia, entre
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gendtipos, de branca a diferentes tonalidades de rosa (ARAUJO, MINAMI, 1994.) . E
uma fruta, carnosa, variando na forma, tamanho e peso. Nela, o epicarpo (casca) é
uma pelicula fina; o mesocarpo (polpa) € carnoso e suculento e o endocarpo €&
constituido por trés carocos unidos, que dao ao fruto o aspecto trilobado. (GOMES;
PERECIN; MARTINS, 2000). O mesocarpo ou polpa representa 70% a 80% do peso
total do fruto (MAIA et al., 2007).

Figura 4: Aspectos boténicos da Malpighia
glabra Linn.. Flores (A e B) e fruto maduro (C).

A acerola é considerada uma excelente fonte de vitamina C (acido ascorbico),
além de ser uma fonte razoavel de pré-vitamina A. Também contém vitaminas do
complexo B como tiamina (B1), riboflavina (B2) e niacina (B3), e minerais como
calcio (Ca), ferro (Fe) e fosforo (P), embora os teores sejam baixos (GOMES et al.,
2001). O consumo de 2 a 4 unidades da fruta é capaz de atender as necessidades
médias de vitamina C de um adulto saudavel (GONSALVES, 2001; MARINO
NETTO, 1986).

O teor de vitamina C e outras caracteristicas atribuidas a qualidade da
acerola, tais como coloracédo, peso e tamanho dos frutos, teor dos solidos soluveis e
pH do suco, além de serem afetadas pela desuniformidade genética dos pomares,

sofrem influéncia de varios outros fatores, como precipitacdes pluviais,temperatura,
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altitude, adubacao, irrigagcdo e a ocorréncia de pragas e doencas (NOGUEIRA,
MORAES; BURITY, 2000).

Este fruto é fonte de antocianinas (MUSSER et al., 2004) e de carotenoides
(LIMA et al., 2005), compostos que exercem efeitos benéficos a saude humana uma
vez que possuem reconhecida agdo antioxidante (KAHKONEN; HEINONEN, 2003;
KRINSKY, 1989).Além da propriedade do corante, verificou-se que as antocianinas
apresentam potencial efeito terapéutico como inibicdo anti-inflamatodria, protetora de
radiacdo, quimioprotetor, vasoprotetor da oxidacédo de LDL e diminuem os riscos de
doencas cardiovasculares. Particularmente a quercetina, um flavonol, atraiu um
interesse substancial nos dltimos anos, pois é o flavondide que mais se acumula em
plantas superiores onde forma glicosideos com uma grande variedade de acucares.
A ingestdo de quercetina contida em alimentos e medicamentos tem sido associada
a varios beneficios para a saude e efeitos terapéuticos ou protetores que se acredita
serem baseados na sua atividade antioxidante (HARBORNE, 1994). Além da
presenca na Malpighia glabra, a quercetina também é encontrada em plantas
medicinais, como Ginkgo biloba, Hypericum perforatum e Sambucus canadenses
(HAKKINEN et al., 1999; WICZKOWSKI et al., 2008)

O Brasil € um dos paises com maior biodiversidade de espécies vegetais,
onde muitas delas ainda nao foram devidamente estudadas quanto a sua
composicéo e aplicacdo (SIMOES et al., 2002). Sendo o estado do Para rico em
diversidade de frutos, foram testadas no Laboratério de Dermato-lImunologia
algumas plantas regionais como: Theobroma grandiflorum (cupuacu), Bactris
gasipaes (pupunha), Euterpe oleracea (acai) e Malpighia glabra (acerola). As cepas
de pacientes de CBM mantidas LDI se comportaram de maneiras diferentes frente
as diferentes frutas, tendo apenas a M. glabra uma acao inibitoria de crescimento
dessas cepas, por isso a necessidade de se investigar como o0 extrato do fruto
apresenta essa acdo, podendo ser usada como uma terapia alternativa, ou
futuramente um novo farmaco para o tratamento de micoses por implantacéo, ja que

nao se tem uma antifungico padrao para o tratamento da cromoblastomicose.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAL

Avaliar a atividade antifungica in vitro do extrato aquoso da Malpighia glabra
(acerola) em conidios e células muriformes dos agentes da

cromoblastomicose

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Verificar se o extrato aquoso do fruto (acerola) é capaz de inibir o
crescimento de fungos causadores da cromoblastomicose.

o Avaliar a inibicdo de crescimento de conidios e células muriformes em
interacdo com o extrato aquoso da acerola e suas diferentes concentracoes.
. Avaliar a atividade in vitro da quercetina tanto em conidios quanto em

células muriformes das cepas utilizadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. AMOSTRAS FUNGICAS

As cepas foram obtidas através do exame micologico direto das lesdes dos
pacientes portadores de CBM atendidos na Unidade de Referéncia Especializada
em Dermatologia Sanitaria Dr. Marcello Candia (Marituba-Pa). Apés o diagndstico,
as amostras foram semeadas em Agar Mycosel (Sigma, USA), observando o
crescimento de colbnias, essas colonias foram isoladas e mantidas por repiques
sucessivos em agar-Sabouraud. As cepas dos pacientes sdo mantidas na micoteca
do Laboratério de Dermato-Imunologia (LDI) (esse esquema é feito no laboratoério

para todos as cepas dos pacientes de cromoblastomicose atendidos na URE).

A identificacdo molecular dos agentes causadores da CBM das cepas
mantidas no LDI, foi realizada no laboratério de microbiologia molecular da UFPR
(Universidade Federal do Parand). Nesses estudos foram avaliadas 6 cepas de
pacientes, 5 cepas foi possivel identificar a espécie causadora, e foi utilizada como

padrdo uma cepa de Candida albicans.

Todos os pacientes que participaram deste estudo assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido devidamente aprovado pelo Comité de Etica.
(Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do Centro de Ciéncias da
Saude, Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Para, sob o protocolo n°
081/07 CEP-ICS/ UFPA.)

Isclado Clinico Ident. Molecular Forma Clinica
Cepa 01 F. pedrosoi C.L Nodular
Cepa 02 F. pedrosoi C.L Nodular
Cepa 03 Fonsecaea C.L Nodular
Cepa 04 F. pedrosoi C.L Nodular
Cepa 05 F. pedrosoi C.L Nodular
Cepa 06 F. monophora C. Difusa

INCQS 40175 C. albicans -

Tabela 1: Perfis de cepas utilizadas no estudo. Mostrando os
diferentes agentes etioldgicos e as diferentes formas clinicas
correspondente a cada cepa avaliada.
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3.2. OBTENGAO DO EXTRATO AQUOSO DO FRUTO

Os frutos foram colhidos e lavados com agua estéril, foram pesados até
atingirem 100 g, que corresponde aproximadamente a 14 a 18 unidades, o extrato
foi obtido a partir da maceracdo manual do fruto, apenas o suco da polpa foi
utilizado, o rendimento final foi de 45 a 50 ml de suco. Ap6s a maceracédo o suco foi
distribuido em tubos Falcon (BD, USA) de 15 mL para serem centrifugados
(3000rpm/5 min) esse procedimento foi repetido 3x, apds sucessivas centrifugacdes
0 extrato foi filtrado em membrana PES 22 um, posteriormente foi verificado o pH
que variou entre 3,4 a 3,6 e logo apdés o material foi autoclavado (127°C) e
armazenado (4°C) até o momento dos experimentos - técnica adaptada de Silva et
al., 2008.

3.3. PREPARACAO DA QUERCETINA

A suspensao foi realizado como descrito pelo CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) M38-A2 (“M38-A2 Reference Method for Broth Dilution
Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi; Approved Standard—Second
Edition”, 2008), para estudo de suscetibilidade in vitro, a quercetina Sigma® (St.
Louis, MO, USA) foi preparada em uma concentracdo 100X em relacdo a
concentracdo final. Inicialmente, a solucdo-estoque de quercetina foi diluida em
dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-aldrich, MO, USA) em concentra¢Bes variando de
3.200 a 6.25 yg/ml. Posteriormente, estas concentragdes foram diluidas 1:50 em
meio RPMI 1640 (Sigma-aldrich, MO, USA) tamponado com MOPS (Sigma-aldrich,
MO, USA) atingindo concentragoes de 64 ug/ml a 0.125 ug/ml.

3.4. PREPARACAO DA SUSPENSAO DE CONIDIOS

Todos os isolados clinicos foram cultivados em agar batata-dextrose (Sigma-
aldrich, MO, USA) por 15 dias a 30 °C. A suspensao de in6culo foi preparada por
raspagem suave da superficie da colénia usando uma algca microbiolégica com
solugdo salina, homogeneizada em vortex por cerca de 5 min. Foi feita a

centrifugacéo da suspensao (3.000 rpm/ 5 min), o sobrenadante foi transferido para
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um tubo estéril e a densidade celular ajustada entre 0.15 a 0.17 (68 a 71% de
transmitancia) por espectrofotdmetro (530 nm) que correspondia, aproximadamente,
a uma faixa de 10°-10° cels/ml. Esta suspenséo foi diluida 1:50 em meio de cultivo
sintético RPMI (Sigma-aldrich, MO, USA), tamponado com MOPS (Sigma-aldrich,
MO, USA).

3.5. INDUCAO DE CELULAS MURIFORMES in vitro

A metodologia de inducédo de células muriformes a partir de conidios pode ser
descrita da seguinte forma: ApdGs o isolamento dos conidios, foi feita a contagem na
camara de Neubauer, onde a concentracédo final para o experimento foi de 104
células/mL por poco, o meio quimicamente definido, composto por 4,0g de Dextrose,
1,99 de Nitrato de Potassio, 4,0g de Fosfato de Sodio Monobasico e 0,9g de Sulfato
de Magnésio em 100mL de agua destilada, sendo o pH ajustado para 2.6. O cultivo
ocorreu em 1000uL de meio e 10%/mL de conidios por poco da placas de poliestireno
de 24 pocos, em um tempo de 10 dias a 30°C, obtendo-se células muriformes com
caracteristicas morfolégicas semelhantes as células muriformes observadas in vivo.
Posteriormente a inducéo, foi realizada a contagem em camara de Neubauer, sendo

usadas 10.000 células em cada poco da placa de 96 pocos.

3.6. MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

Apoés a obtencdo do extrato bruto da acerola, foi realizada uma diluicdo em
série, para verificar se ocorre a¢do do extrato em diferentes concentracdes (1:1, 1:2,
1:4, 1:8), a diluicdo foi feita com solugdo fisiologica. Além do meio acerola, foi
utilizado também o meio limdo (Citrus limon), outro meio natural usado para
comparar a agao antifingica, e também para verificar se o pH poderia influenciar na
destruicdo do fungo. Dois limbes foram lavados com agua esterilizada, foram
pressionados manualmente para a obtencao do extrato do fruto, o rendimento final
foi de 50 mL, o pH foi medido e o valor foi de 2,64, logo em seguida foi autoclavado
(127°C) e estocado a 4°C até o momento do experimento.

Outro meio utilizado foi o RPMI modificado, onde o meio foi acidificado com a

adicdo do acido cloridrico, o pH foi igualado ao meio acerola (pH 3,5).
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Meios utilizados Teste com Teste com céls. Interferéncia do

conidios muriformes pH

RPMI 1460 X X X
RPMI pH 3,5 - - X
Acerola X X X
Limao - - X

x: realizado -:ndo realizado

Tabela 2: Meios de crescimento utilizados nos experimentos.

3.7. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

O ensaio de sensibilidade in vitro foi realizado em placas estéreis de 96 pocos
com o fundo em U, como descrito pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) norma M38-A2. A determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) foi
realizada ap6s cinco dias de incubacdo a 30 °C, sendo definida como a minima
concentracdo do farmaco capaz de inibir em 100% o crescimento visual do fungo
guando comparado com o controle do crescimento (controle positivo), bem como
gerar uma diferenca estatistica significativa na leitura de DO a 530 nm em leitor de
microplaca quando comparado com o0s grupos onde houve crescimento. Todos 0s

experimentos foram realizados em duplicata.

3.8. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Apoés a leitura da CIM para os conidios, células muriformes e C. albicans
determinou-se a concentracao fungicida minima (CFM). Uma aliquota de 20 pl dos
pocos onde houve interagdo foi transferida para placas com agar Sabouraud-
Dextrose (Sigma-aldrich, MO, USA). Incluiram-se no teste um controle positivo
(controle de crescimento) e um controle negativo (controle de esterilidade). As
placas foram incubadas por 2 dias (C. albicans) e 7 dias (conidios e células
muriformes) a 30 °C e o crescimento foi visualmente observado e fotografado.
Determinou-se como CFM a concentracdo minima em que impede o crescimento

fungico em meio de cultura solido.
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3.9. ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA OPTICA

Os conidios, células muriformes e a cepa padrdo foram tratados com
diferentes concentracbes da quercetina e do extrato aquoso, ap6s 5 dias de
incubacdo a 30°C, as amostras foram transferidas para ependorffs, em seguida
foram centrifugadas a 3000rpm/5min, 20uL da suspenséo resultante foi colocado
entre lamina e laminula e posteriormente observado e fotografado em microscopio

optico (Axio Scope Al, Carl Zeiss, Alemanha).

3.10. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste-t de

Student com nivel de significAncia de 5%, utilizando-se o software GraphPadPrism.
Versao 6.00 para Windows (GraphPad software, San Diego, CA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ATIVIDADE in vitro DO EXTRATO EM CONIDIOS DE CEPAS de Fonsecaea
spp.

Os conidios de Fonsecaea spp. foram mantidos em interacdo com 0 extrato
aguoso (maior concentracdo) da acerola em um periodo de 5 dias, apos isso
verificou-se pela microscopia 6ptica, que ndo houve diferenciacdo dos conidios em
hifas, sugerindo que o extrato da M. glabra apresenta um atividade fungicida (fig 5 A,
B,C e D). Essa atividade foi confirmada pela auséncia de crescimento na placa de
cultura com meio sélido (fig 5 F). Pela microscopia Optica, foi possivel verificar que
os conidios ndo se diferenciaram em hifas melanizadas septadas, como foi
observado com os conidios em meio RPMI 1460 (controle positivo de crescimento)
(fig 5 E), foi possivel observar também a presenca de vacuolos citoplasmaticos nos

conidios em interacdo com o extrato (setas na fig 5 A e B).

A B BRI s Figura 5: Inibicdo dos
ey ~ - conidios de cepa de
fungo causador de
| cromoblastomicose
R . frente ao extrato de
c B . acerola. A seta preta
O A g mostra a presenca de
- 54 R : vactolos (A, B, C e D),
= N diferenciacdo de conidios
F G em hifas no meio RPMI
Acerola Controle + 1460 (E), cultura em meio
solido mostrando
auséncia de crescimento
da coldénia em interacao
' com o extrato (F) e o
crescimeto da cepa dos
conidios em interacdo
com RPMI 1460 (G) .

Estudos a respeito das alteracdes morfologicas induzidas em conidios de F.
pedrosoi ndo sdo muito encontrados, principalmente com extratos de plantas. Entre
os estudos envolvendo alteracdes morfoldgicas, outros fungos ja foram testados, no

entanto com drogas utilizadas para tratamento de micoses (itraconazol, anfotericina
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B e voriconazol), onde foi observado a alteracdo da parede celular, além da
deformac&o mitocondrial e no nucleo (GANGWAR et al., 2006)

Além de verificar a inibicdo do crescimento dos agentes da CBM, utilizamos
uma cepa padrao de Candida albicans para nosso controle de qualidade, pois
estudos que relacionam a atividade de moléculas antifungicas in vitro com a
resposta clinica vém sendo realizados para algumas espécies de candidas (MIKUS;
SCHOLZ; WEISS, 2011).

o~ c

“\m\‘-\\\“\\\\\
- Acerola &

\
/ &
Figura 6: Cepa de C. albicans em interacéo
como extrato de M. glabra (A e B); em meio
RPMI (C), cultura para verificar a acao
fungicida do extrato (D e E).

As alterag6es encontradas no nosso estudo, inclui a presenca de vacuolos (fig
5 A e B), possivel irregularidade da membrana (fig 6 A e B) e também a retencao
dos pigmentos presentes no extrato (fig 6 A e B), para confirmar a acéo fungicida, foi
feita a cultura no meio sélido, observando a auséncia de crescimento fungico (fig 6 D
e E). Dornellas-Ribeiro (2012) observou ultraestruturalmente a formacédo de
vacuolos citoplasmaticos e membrana celular com irregularidades em Candida
tropicalis apés a exposicao ao fluconazol (DORNELAS-RIBEIRO et al., 2012).

Nossos resultados mostraram que além da inibicdo do crescimento do fungo
Fonsecaea spp. 0 extrato da M. glabra também foi capaz de inibir o crescimento de
Candida albicans mostrando que o extrato da acerola pode agir tanto em fungos
melanizados como em fungos hialinos, além disso pode atuar tanto em fungos
filamentosos quanto em fungos leveduriformes, no entanto € necessaria uma melhor

investigacao para verificar o potencial antifingico da acerola.
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4.2. INFLUENCIA DO pH NA VIABILIDADE CELULAR DOS CONIDIOS

Observamos que o pH do extrato da acerola apresentou um carater acido que
correspondeu a 3,5. Para verificar se o pH poderia esta influenciando na viabilidade
dos conidios e da cepa padrdo, foram realizados teste com diferentes meios de
cultura. Além do extrato da acerola, foram usados os meios: RPMI 1460 (meio
padréao - pH 7,0), o RPMI acidificado (pH 3,5), o extrato do Citrus limon (pH 2,6) que
além de pH acido, apresenta também um grande teor de vitamina C e possui
diversas acdes terapéuticas conhecidas na medicina popular (Agra et al. 2007,
Fenner et al. 2006).

203 [C] 1° Dia - Fonsecaea spp.

M 5 ° Dia - Fonsecaea spp.
[] 1° Dia- C. albicans
M 5 ° Dia - C. albicans
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Figura 7: Avaliacdo do pH em diferentes cepas causadoras da
cromoblastomicose e da C. albicans. Apenas o extrato de

acerola foi capaz de inibir o crescimento dos fungos mesmo 0s
outros meios apresentando pH semelhante ao extrato.

| CEPA 06 | CEPA 03 | CEPA 01



Os resultados confirmaram que o pH acido ndo influéncia na viabilidade das
cepas avaliadas (fig 7), pois em ambos os meios, RPMI acidificado e o extrato de
lim&o, os conidios e a C. albicans apresentaram crescimento celular. Silva et al.
demonstraram que em meios de frutas naturais (Theobroma grandiflorum e Bactris
gasipaes), com pH éacido (2,7), os conidios de cepas de Fonsecaea pedrosoi se
diferenciavam em células muriformes (SILVA et al.,, 2008). Além disso 0 meio
guimicamente definido usado para a inducao de células muriformes é um meio acido
(pH 2,6) o que corrobora com nossos resultados sobre a néo influencia do pH na
inviabilidade celular dos conidios de Fonsecaea spp.

Estudos realizados com Citrus limon mostraram que ele apresenta uma acao
antifangica, no entanto esses estudos foram realizados com o 6leo essencial,
(SALAS et al., 2011; TAO; JIA; ZHOU, 2014), diferente do nosso experimento que
usou o extrato aquoso do fruto, onde se verificou que ndo apresentou agao contra 0s
conidios de Fonsecaea spp. e ha cepa de C. albicans.

Observamos também que os diferentes meios apresentam densidade Optica
inicial diferente, devido a diferenca da turbidez dos meios (fig 8). O extrato de
acerola apresentou D.O. inicial maior que 0s outros meios avaliados. Mesmo néo
tendo o crescimento do fungo no extrato da acerola, a D.O do extrato apresentou um
aumento apds 5 dias de interacdo, esse aumento pode estar relacionado ao “debri”
celular ou até mesmo a sedimentacado dos componentes do extrato de M. glabra (fig
8).
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Figura 8: Avaliacéo de diferentes meios para verificar a influéncia

do pH no conidios da cepa 06. Entre os meios verificados apenas o
meio acerola apresentou a inibicdo do crescimento do fungo.

Cultura

4.3. ACAO in vitro DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DO EXTRATO EM
CONIDIOS DAS CEPAS DE Fonsecaea spp.

Foram utilizadas diferentes perfil de cepas como nos mostra a tabela 1,
levando em conta os diferentes agentes etiologicos e formas clinicas. Além do
extrato de M. glabra apresentar acdo na maior concentracao (1:1), ele apresentou
acdo em diferentes concentragcdes em conidios de Fonsecaea spp. (fig 9). As cepas
se comportaram de maneira semelhante em relacdo a concentracdo inibitoria
minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM), como podemos observa na

tabela 3. Mostrando que diferentes agentes causadores de cromoblastomicose,
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causando diferentes formas clinicas, sdo sensiveis ao extrato de M. glabra na sua

maior concentracao, e em suas diferentes diluigdes.

Extrato 2
— o~ on n w U

da o o o o o .8
Acerola m ®©® ®©® ®©® @ =
Diluicido) @ © © @ @@ o
(Diluig UV VU VUV U
1:1 - - - .-
1:2 - - - .-
1:4 - - - - + +
1:8 + + + + + +
C+ + + + + + +
C- - - - - - -

C+: controle positivo C-: controle negativo

Tabela 3: Concentragdo inibitoria minima
das diluicbes do extrato. Entre as cepas
avaliadas, temos que a CIM para as cepas 01,
02, 03 e 05 é de 1:4, enquanto que a cepa 06
e C.albicans apresentaram CIM de 1:2.

Todas as cepas apresentaram inibicdo de crescimento nas diferentes
diluicdes, no entanto as cepas 01, 02, 03 e 05, mostraram ser mais sensiveis ao
extrato do que a cepa 06 e a cepa padrdo. Sendo a cepa 06 identificada como
Fonsecaea monophora, diferente das outras cepas avaliadas (F. pedrosoi), podendo
esse ser o fator de diferenca de sensibilidade dessa cepa, outro interferente pode
ser a forma clinica, uma vez que apenas essa cepa € classificada com
cromoblastomicose cutanea difusa enquanto as outras séo classificadas como
cutanea localizada nodular. Ameen em 2009, mostrou que mesmo sendo o agente
etiologico mais comum, o F. pedrosoi mostra-se 0 menos suscetivel as terapias
antifingicas quando comparado com o C. carrionii ou P. Verrucosa (AMEEN, 2009).
Nosso resultado mostra que o F. pedrosoi apresentou melhor inibicdo em interacéo
com diferentes concentracdes do extrato, no entanto é necessaria mais amostras

fungicas para confirmar e também avaliar outros agentes etiologicos.
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Figura 9: Concentragdo fungicida minima das diferentes diluicdes do
extrato. Diferentes concentracdes do extrato € capaz de inibir o crescimento de
diferentes cepas, a CFM das cepas foi a diluicdo 1:4, exceto para cepa 06.

Na analise individual dos resultados, observamos que o paciente da qual a
cepa 06 é proveniente, é do género masculino, de 81 anos, com tempode evolucéo
de 15 anos, apresentando as lesdes no dedo indicador esquerdo (fig 10 A) e
disseminadas pelo membro inferior (fig 10 B), caracterizando assim uma leséo
cutédnea disseminada, o agente causador € o fungo Fonsecaea monophora, que o
diferencia dos outro agentes causadores avaliados, porém essa diferenca da CIM e
CFM pode estar relacionada com a forma clinica da doencga, sendo necessario mais
experimentos para verificar se essa susceptibilidade pode estar relacionada com a
forma clinica e/ou a espécie causadora.
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Figura 10: Dados clinicos e laboratoriais da cepa 06. Lesdes no dedo
da mao e disseminada na perna (A e B), grafico da densidade Optica do
crescimento dos conidios em diferentes concentracdes do extrato de
acerola e verificagdo da acao fungicida em meio solido.
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Figura 11: Comparacdo da denS|dade optica dos conldlos em
relacdo as diferentes concentracfes do extrato da acerola. O
aumento da D.O. da C. albicans corresponde ao crescimento da col6nia,
apesar do crescimento de colénia das cepas de Fonsecaea spp. ndo
temos o aumento da D.O.
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A andlise pela espectometria das diferentes diluicbes do extrato, revelou o
aumento significativo (< 0,0001) da densidade optica da C. albicans apds 5 dias de
interacdo com a concentracdo 1:4 do extrato, esse aumento esta relacionado com o
desenvolvimento/crescimento da levedura, que foi confirmado atravez do
crescimento da colénia no meio solido. Além da atividade fungicida, podemos sugerir
gue o suco de M. glabra tem acao fungistatica, pois mesmo tendo crescimento no
meio de cultura sélido percebemos a manutencédo da D.O. apds 5 dias de interagao

dos conidios na concentracédo 1:8 das cepas 01 e 03.

4.4. ATIVIDADE in vitro DA QUERCETINA EM CONIDIOS DAS CEPAS DE

Fonsecaea spp.

As plantas sao fontes ricas de uma grande variedade de metabolitos ativos
tais como, taninos, terpenoides, alcaloides e flavonoides que tém sido relatados
devido as suas propriedades antifingicas testadas in vitro (ARIF et al., 2009; SALAS
et al., 2011; SERPA et al.,, 2012). A guercetina, que € um flavonoide, que esta
presente na polpa da acerola, na literatura temos relato da presenca desse
flavonoide em outras plantas da familia Malpighiaceae, como por exemplo:
Byrsonima crassa, Byrsonima crassifolia, Mascagnia pubiflora (A. Juss.) Griseb.,
Tetrapterys  heterophylla  Griseb. e Byrsonima intermedia (AGUILAR-
GUADARRAMA; RIOS, 2007; BONACORSI et al., 2012; HERRERA-RUIZ et al.,
2011; SANNOMIYA et al., 2007) O extrato aquoso de Mirabilis jalapa L., que contém
quercetina, apresentou acdo contra A. niger van Tieghem (HAJJI et al.,, 2010). A
mesma substancia foi a principal constituinte no extrato de metanol da casca de
Juglans regia L., que foi ativo contra A. flavus Link, A. niger, A. ochraceus e A.
sydowii (Bainier & Sartory) (SHARMA et al., 2009).

Para verificar se a quercetina é a responsavel pela atividade fungicida do
extrato foi realizado teste de suscetibilidade in vitro. A quercetina apresentou agéo
fungicida em conidios de diferentes cepas causadoras da CBM e também na cepa
padrao de Candida albicans. A média geométrica da CIM para os conidios foi de
4,75 pg/mL (tabela 4). A cepa 02 mostrou ser menos sensivel que as outras cepas
avaliadas, tendo a CIM de 8 pg/mL. A média geométrica da CFM foi de 11,31 pg/mL,
iISSO sugere gque a quercetina além de acéo fungicida, também tem acéo fungistética,

pois as CFM das cepas sdo maiores que as CIM.
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Cepas que apresentam o0 mesmo agente etioldgico (cepa 01 e 02),
Fonsecaea pedrosoi, apresentaram comportamento diferente, onde a cepa 02 se
mostrou menos sensivel (CIM 8 pg/mL) a quercetina que a cepa 01 (CIM 4 pg/mL).
Apesar de diferenca no agente etioldgico (Fonsecaea monophora) e na forma clinica
(cromoblastomicose cutanea difusa), a cepa 06 apresentou resultados da CIM e
CFM semelhantes a outras cepas que apresentam agente etiolégico e forma clinica
diferentes. Isso nds sugere que mesmo cepas causando uma forma clinica mais
grave, Sao sensiveis a quercetina, no entanto € necessario um aumento das

amostras clinica para confirmar essa hipotese.

Quercetina ( pg/mL)
Isolados clinicos

CIMm CFM
Cepa 01 4 8
Cepa 02 8 a8
Cepa 03 4 16
Cepa 06 4 16
Média Geométrica 4,75 11,31

Tabela 4: Avaliacdo da suscetibilidade in
vitro dos isolados clinicos de Fonsecaea
spp em relagdo a quercetina.

Foi realizada a leitura da densidade Optica das diferentes concentracdes da
quercetina em interagdo com os conidios apds 5 dias. A figura 13 nos mostra que
além de acdo em conidios a quercetina apresenta atividade também na cepa padréo
de C. albicans, tendo a CIM de 32 pg/mL, o grafico n6s mostra um aumento
significativa da D.O. apés 5 dias de interacdo na concentracdo 16 pg/mL quando
comparada com o controle negativo de crescimento, esse aumento é confirmado
com o crescimento da C. albicans no meio sdlido. Na literatura temos relato que o
flavonoide quercetin-3-O-a-arabinofuranose (avicularin), presente nas folhas de
Myrcia tomentosa (Aubl.) DC. (goiaba-brava) foi o composto mais ativo, inibindo
espécies de Candida em concentragbes de 32 a 2 yg / mL. Os valores de MIC

sugerem a atividade potencial dessas espécies de plantas contra leveduras (DA
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SILVA SA et al., 2017) Apesar de haver crescimento/desenvolvimento dos conidios
a partir da concentragdo 8 pg/mL, ndo temos o aumento da D.O. nessa
concentracdo como nos mostra o grafico.

32 ug/mL 16 pg/mL 8 pug/mL 4 pg/mL

CEPA 01

CEPA 03

‘[1

CEPA 06

Figura 12: Avaliacdo da concentragcdo fungicida minima da quercetina. A cepa
01 mostrou ser mais sensivel a quercetina do que as cepas 03 e 06, que
apresentaram CIM de 16 pg/mL.
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Figura 13: Acao da quercetina em diferentes cepas de Fonsecaea spp. e da
cepade C. albicans. A CIM para as cepas de Fonsecaea spp. foi de 16 pg/mL,
sendo que a CIM para a cepa padréo foi de 32 ug/mL.
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A acerola apresenta varios compostos, a quercetina é apenas um dele, que
pode estar atuando como uma molécula antifingica como sugere nossos resultados,
ainda ndo sabemos sua farmacocinética nos fungos causadores da CBM e também
se ela é o principal composto que apresenta essa acdo, ou se outros compostos
(ainda n&o identificados) também apresentam a mesma atividade antifingica, ou sua
atuacao pode ser maior quando associada a outros compostos presentes no extrato
de M. glabra, apresentando assim uma acao fungicida muito maior quando
comparado com ela isolada. Varios testes ainda sdo necessarios para verificar o
qual o principio ativo do extrato de acerola é capaz de causar a inviabilidade celular
dos conidios.

4.5. AVALIACAO in vitro DA ACAO DO EXTRATO E DA QUERCETINA EM
CELULAS MURIFORMES

A maioria dos trabalhos in vitro realizados com o0s agentes da
cromoblastomicose, incluindo testes com drogas, tem utilizados apenas hifas ou a
fase conidial do ciclo de vida do fungo (BIANCALANA; LYRA; SCHREIBER, 2011).
Diferente das células muriformes, hifas e conidios ndo s&o encontradas
frequentemente nas lesdes dos pacientes, por isso a necessidade de experimentos
usando a forma parasitaria, e esta € a forma mais adequada de relacionar a

atividade in vitro de um composto com uma possivel eficacia in vivo.

Além de usar a fase conidial nos experimentos, as células muriformes
também foram usadas, pois ha a necessidade de saber se o0 extrato de acerola e a
quercetina apresentam acdo na forma encontrada no tecido do hospedeiro — células
muriformes. Observou-se que a além de atividade fungicida em conidios, o extrato
da M. glabra também apresenta acdo nas células muriformes, como nos mostra a
figura 14, onde observamos que na interacdo como o extrato de M. glabra as células
muriformes ndo se diferenciam em hifas, isso ndo ocorre quando colocamos as
células muriformes no meio RPMI. Observamos também uma possivel fragilidade da
parede celular das células muriformes, além da perda coloracdo das células (figura
14).
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Figura 14: Avaliac&o in vitro da atividade do
extrato da acerola em células muriformes
(cepa 02). Céls muriformes ap6s 5 dias de
interagdo com extrato (A), em interagdo com o
RPMI 1460, onde temos a diferenciacdo celular
(B), acao fungicida confirmada com a cultura (C)
formacéo de col6nia em meio sdlido (D).

Quando avaliamos a atividade da quercetina frente as células muriformes
observamos que a CIM foi 16ug/mL (fig 15), igual a CIM dos conidios. Vale ressaltar
gue a quantidade de células esclerdtica utilizada foi de 10.000 por poco, pois na
norma M38-A2 ndo se tem uma padronizacdo para a suscetibilidade em células
muriformes, além disso a concentracdo inicial foi de 64 pum/mL, diferente da
concentracéo inicial (32 um/mL) que foi utilizada nos conidios e C. albicans.

S&80 necessarios mais estudos de como a quercetina age na parede celular
tanto dos conidios como nas células muriformes, no entanto a acdo da quercetina
nos fungos pode estar relaciona a inibicdo da enzima dependente de calmodulina
presente na membrana celular, tais como ATPases e fosfolipases influenciando
assim a permeabilidade da membrana (HAVSTEEN, 1983). Estudos in vivo
demonstraram que a administracdo oral de quercetina protege animais de
laboratério contra infec¢ao induzida por Shigella (VIJAYA; ANANTHAN, 1996). A
atividade antifangica deve-se provavelmente a capacidade destes compostos em
formar complexos com proteinas solUveis presentes nas paredes das ceélulas
fungicas (ARIF et al., 2009). Por outro lado, a natureza lipofilica dos flavonoides é
também capaz de romper as membranas dos fungos (ARIF et al., 2009; SALAS et

al.,, 2011). A quercetina pode participar das reacdes complexas com metais,
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afetando o transporte, reatividade, biodisponibilidade e toxicidade de ions metélicos.
Possui trés possiveis locais de quelacdo em concorréncia que poderia ser
classificada da seguinte maneira: catecol N-hidroxicarbonil -N-hidroxicarbonilo
(D’ANDREA, 2015)

| e4pgimL | 16pgmL |

&

Figura 15: Células muriformes (cepa 04) em interagcdo com diferentes
concentracdes de quercetina. Mostrando que a CIM e CFM da quercetina
para as células muriformes é de 16 pg/mL.

O potencial antimicrobiano dos flavondéides vem sendo documentado na
literatura. A galangina, flavondide comumente encontrado no prépolis, demonstrou
atividade inibitéria para Aspergillus tamarii, Aspergillus flavus, Cladosporium
sphaerospermum, Penicillium digitatum e Penicillium italicum (AFOLAYAN; MEYER,
1997). a quercetina também é encontrada em plantas medicinais, como Ginkgo
biloba, Hypericum perforatum e Sambucus canadenses (HAKKINEN et al., 1999;

WICZKOWSKI et al., 2008).
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5. CONCLUSAO

A Malpighia glabra (acerola) e a quercetina apresentaram acdes fungicidas
em diferentes concentracdes em ambas as formas (conidios e células muriformes)
de Fonsecaea spp e em Candida albicans, podendo ser colocadas como uma nova

possibilidade terapéutica, isoladas ou em associacao a antifiingicos classicos
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