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RESUMO

A Guapira graciliflora Mart. € uma planta medicinal, comumente encontrada na caatinga, no
semi-arido brasileiro e bastante utilizada pela populacdo local em funcdo de suas atividades
antituberculose, anti-inflamatoria e cicatrizante. O objetivo do presente estudo foi avaliar in
vitro os potenciais antifungico, antibiofilme e antiproliferativo da G. graciliflora. Foi obtido
um extrato hidroalcéolico das folhas da G. graciliflora através do processo de maceracéo.
Posteriormente foi realizado fracionamento através de coluna filtrante em funil de placa
porosa. A caracterizacdo quimica do extrato foi realizada através de Espectrometria de Massas
com ionizag&o por eletrospray (ESI-MS). A atividade antifingica do extrato da G. graciliflora
e de suas fracdes foi avaliada através do método da microdiluicdo em caldo com determinacdo
das ConcentracOes Inibitéria Minima e Fungicida Minima (CIM/CFM), frente a Candida
albicans ATCC 10231; Candida glabrata CBS 07; Candida krusei CBS 573 e Candida
dubliniensis CBS 7889. A capacidade em inibir a formacao de um biofilme de C. albicans foi
avaliada considerando o numero de unidades formadoras de colénias (UFC/mL), a atividade
metabdlica (MTT) e o potencial hidrogenidnico (pH). A atividade antiproliferativa do extrato
e de suas fragbes foi avaliada sobre linhagens de células tumorais (U251, MCF-7, NCI-
ADR/RES, 786-0, NCI-H460, PC-3, HT-29) e ndo-tumoral humanas (HaCaT) através do
método da Sulforrodamida B. A citotoxicidade do extrato foi avaliada sobre a linhagem de
macréfagos RAW 264.7 também pelo método da Sulforrodamina B. A caracterizacdo
fitoquimica do extrato indicou a presenca sugestiva dos flavonoides rutina e kaempferol. O
extrato e sua fracdo metandlica exibiram moderada atividade antifungica sobre C. albicans, C.
glabrata e C. krusei e forte atividade sobre C. dubliniensis. A anélise da atividade metabolica
e a contagem de células vidveis nos biofilmes de 24 e 48 horas demonstrou diferencas
estatisticamente significativa (p < 0,05) apenas para a contagem de células viaveis em 24
horas e para a atividade metabdlica em 48 horas, cujas concentracdes do extrato de 125
Hg/mL e 62,5 pg/mL foram as que mais reduziram o numero de UFC/mL (34,1% e 36,9%,
respectivamente) e a concentracdo de 250 pg/mL foi a mais efetiva em diminuir a atividade
metabdlica (50,79%) das células de C. albicans. Os valores de pH observados nos biofilmes
tratados com o extrato foram maiores do que naqueles sem tratamento. O extrato e suas
fracOes ndo apresentaram efeito antiproliferativo sobre as linhagens tumorais testadas, com
médias de atividade (log Glsg) maior e igual a 1,71 pg/mL. A viabilidade celular dos
macréfagos foi mantida acima de 80% para concentragfes do extrato até 62,5 pg/mL. O

extrato das folhas da G. graciliflora possui flavonoides em sua composi¢do quimica.



Apresenta potenciais antifungico e antibiofilme, sem evidéncias significativas de atividade

antiproliferativa sobre linhagens de células tumorais e ndo tumorais humanas.

Palavras-chaves: Guapira graciliflora Mart. Plantas medicinais. Produtos com acéo
antimicrobiana. Ensaios de selecdo de medicamentos antitumorais.



ABSTRACT

Guapira graciliflora Mart. is a medicinal plant, commonly found in the caatinga, in the
Brazilian semi-arid and widely used by the local population because of their antituberculosis,
anti-inflammatory and healing activities. The aim of this study was to evaluate in vitro the
antifungal, antibiofilm and antiproliferative potential of G. graciliflora. A hydroalcoholic
extract of G. graciliflora’s leaves was obtained. Then, the extract was fractionated by filter
column on fritted funnel. The chemical characterization of the extracts was performed by
Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS). The antifungal activity of G
graciliflora extract and its fractions was evaluated by broth microdilution method to
determine the Minimum Inhibitory and Fungicidal Concentrations (MIC / MFC) against
Candida albicans ATCC 10231; Candida glabrata CBS 07; Candida krusei CBS 573 and
Candida dubliniensis CBS 7889. The ability to inhibit formation of a C. albicans biofilm was
evaluated considering the number of colony forming units (CFU/ml), the cell metabolic
activity (MTT) and hydrogenic potential (pH). The antiproliferative activity of the extract and
its fractions were evaluated against human tumoral cell lines (U251, MCF-7, NCI-ADR/RES,
786-0, NCI-H460, PC-3, HT-29) and not tumoral cell line (HaCat) by Sulforhodamine B
assay. The cytotoxicity of the extract was evaluated on the line RAW 264.7 macrophages also
by Sulforhodamine B assay. The phytochemical characterization of the extract indicated the
suggestive presence of the flavonoids rutin and kaempferol. The extract and its methanol
fraction showed moderate antifungal activity against C. albicans, C. glabrata and C. krusei
and strong activity against c. dublniensis. The analysis about the metabolic activity and the
number of viables cells at 24 and 48 hours biofilms showed diference (p < 0,05) only for the
number of viables cells at 24 hours and the metabolic activity at 48 hours, with the extract’s
concentrations of 125 pg/mL and 62,5 pg/mL reducing the major number of CFU/mL (34,1%
and 36,9%. respectively) and the concentration of 250 pg/mL was the most effective in
decrease the metabolic activity (50,79%) of C. albicans cells. The pH values observed in
biofilms treated with the extract were higher than those observed in untreated biofilm. The
extract and its fractions have no antiproliferative effect against tumor cell lines tested, with
average activity (mean log Glsp) greater and equal to 1.71 mg/mL. Cell viability of
macrophages was maintained above 80% for the extract concentrations up to 62,5 mg/mL.
The extract of G. graciliflora’s leaves has flavonoids is its chemical composition. Also has
antifungal and antibiofilm potential, without significance evidence of antiproliferative activity

against tumor and not tumor cell lines.



Keywords: Guapira graciliflora Mart. Medicinal plants. Products with antimicrobial action.

Antitumor drugs selection trials.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

1.1 Plantas medicinais

As plantas, ao longo da histéria, tém sido utilizadas como fonte de medicamentos para o
tratamento de uma série de doengas humanas. Isto induziu a avan¢os no conhecimento
cientifico sobre a eficacia terapéutica de produtos naturais, com descobertas de novos
compostos bioativos (CRAGG et al., 2014). Assim, a utilizagdo de constituintes derivados de
plantas na area farmacéutica tem crescido de forma significativa, cujos resultados podem ser
atribuidos a variedade das propriedades medicinais e a sua considerada toxicidade minima ou
nula, quando comparados a drogas sintéticas (TAN et al., 2015).

Em paises desenvolvidos, cerca de dois ter¢os da populacdo fazem uso de plantas como
fonte de medicamentos (COSTA et al., 2015). No Brasil, este fato também se constitui uma
realidade, principalmente devido a expressiva biodiversidade vegetal do pais. Nos ultimos
anos, pesquisas nessa area tém se destacado, com o intuito de respaldar cientificamente o uso
dessas plantas na medicina tradicional, assim como, desenvolver novos produtos de aplicacdo
clinica, considerando suas propriedades antimicrobiana (OLIVEIRA, J. R. et al., 2014),
anticancer (BRITTO et al., 2012; QUINTANS et al., 2013) e antioxidante (CASAGRANDE
etal., 2014; VARGAS et al., 2016).

A utilizacdo de plantas tem contribuido para os cuidados em saude, na prevencgédo e/ou
tratamento de doencas, especialmente as de natureza infecciosa, consideradas como grande
ameaca a salde publica. Isto pode ser decorrente dos estudos farmacoldgicos, que tém
demonstrado a presenga de agentes antimicrobianos em diversas plantas. Além disso, a
populacdo parece optar pelos produtos naturais, por conhecerem os efeitos secundarios
associados a utilizacdo excessiva ou indiscriminada de medicamentos alopaticos, quando
comparados aqueles advindos da natureza (ABDOLLAHZADEH et al., 2011; AKINPELU et
al., 2015).

Apo6s a determinacdo do potencial antimicrobiano de uma planta medicinal, é
recomendavel pesquisar o seu potencial in vitro em causar danos as células normais do
hospedeiro, além do seu efeito sobre linhagens tumorais, com vistas ao desenvolvimento de
um produto de uso terapéutico (RODEIRO et al., 2006). Estes ensaios bioldgicos sdo
ferramentas essenciais para dar continuidade aos estudos que visam a busca por substancias
bioativas, na perspectiva de desenvolvimento de novos farmacos (PILATOVA et al., 2010;
ZAKARIA et al., 2011).
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Considerando que a maioria das doencas que acometem a cavidade oral sdo de origem
microbiana e que a resisténcia por parte de alguns causadores de tais infecgdes aumentou
consideravelmente (KUREK et al., 2012), o potencial de plantas medicinais e de produtos
naturais para o tratamento destas doencas tem sido investigado com o objetivo de tratar ou
reduzir infecgOes orais, de forma a garantir a sua indicagdo segura para a populacdo em geral
(LINS et al., 2013; FREIRES et al., 2014; LIMA et al., 2014; FERREIRA et al., 2015;
FREIRES et al., 2015).

1.2 Candidiase

Dentre as infeccdes da cavidade oral, destaca-se a candidiase, causada por fungos do
género Candida, considerada a infeccdo fungica mais prevalente em humanos. Pode se
manifestar na forma topica ou sistémica e envolver diferentes sitios do corpo humano, como
as mucosas da cavidade oral e do trato geniturinario feminino (PELEG et al., 2010; GOW et
al., 2011). As espécies do género Candida sdo microrganismos comensais e 0 estabelecimento
da infeccdo esta geralmente associado a fatores predisponentes, como comprometimento
imunoldgico e utilizacdo de antibioticos de largo espectro (PELEG et al., 2010; GOW et al.,
2011; WILIHHAMS et al., 2013).

Neste sentido, a perda do equilibrio entre a imunidade do hospedeiro e a
patogenicidade do microrganismo pode resultar num crescimento descontrolado de Candida
sp, que além de causar infec¢des nas superficies da pele e das mucosas, pode, de forma mais
agressiva, invadir os tecidos mais profundos, disseminando a infeccdo para outros 6rgaos
(SANTOS et al., 2013).

As espécies de Candida constituem um dos grupos de microrganismos mais isoladas em
hospitais, sendo responsaveis por cerca de 10% das infec¢bes adquiridas em unidades de
tratamento intensivo e representam o terceiro ou quarto patégeno mais comum em infecgdes
sistémicas, podendo atingir um indice de mortalidade de 30% a 50% (PAPPAS et al., 2003;
WISPLINGHOFF et al., 2004; PERLROTH et al. 2007; PFALLER et al., 2007). Além disso,
a candidiase oral esta presente em cerca de 80% a 90% de individuos portadores do virus
HIV, resultando no aumento da internacao destes pacientes e das despesas medicas (FIDEL,
2011; SANTOS, 2010).

A incidéncia da candidiase nas Ultimas décadas gerou impacto negativo na salde
publica. O aumento da prevaléncia pode ser decorrente do crescente nimero de pacientes

imunocomprometidos, da utilizacdo de cateteres intravenosos, nutricdo parenteral exclusiva,
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ampla utilizacdo de antibidticos de largo espectro, bem como, do aumento de infec¢es por
espécies ndo-albicans, intimamente relacionadas a resisténcia antifingica (ORTEGA et al.,
2011; PFALLER etal., 2011; SILVA et al., 2012b; SARDI et al., 2013).

Fungos do género Candida sdo organismos eucariontes que possuem parece celular,
composta por uma camada interna de quitina e [-1-3-glucano, sobre a qual outros
polissacarideos e glicoproteinas estdo aderidos (ERWIG E GOW, 2016). Possuem
morfogénese celular variada, podendo se apresentar na forma de levedura, hifa e/ou
pseudohifa e podem se organizar em dois estilos de vida: planctonico e em biofilme (WONG
et al., 2014).

A C. albicans é a espécie que mais se destaca na patogénese da candidiase,
principalmente em funcdo dos seus fatores de viruléncia, como a capacidade de diferenciacédo
de levedura para hifa (dimorfismo), expressdo de fatores de adesdo e a secrecdo de enzimas
hidroliticas (SILVA et al., 2012b), favorecendo o seu desenvolvimento mais frequente, em
relagio as demais espécies (CORONADO-CASTELLOTE e JIMENEZ-SORIANO, 2013).

Estes fatores de viruléncia da C. albicans viabilizam a sua habilidade em formar
biofilmes sobre uma variedade de superficies, como protese dentaria e cateteres, passando a
produzir uma matriz organica, polimérica que a protege da remocdo por forcas de
cisalhamento e por agentes quimicos. Alem disso, quando aderida a superficies bidticas, como
as superficies da mucosa, a C. albicans pode penetrar o epitélio através da liberacdo de
enzimas hidroliticas, ocasionando uma resposta inflamatéria (THIELE et al., 2008).

Esta interacdo entre a C. albicans e as células epiteliais € responsavel pela ativacdo do
sistema imunoldgico, em que células fagociticas, como macrofagos e neutréfilos, sdo
ativadas. (HANI et al., 2015; CABEZON et al. 2016). Estas células possuem uma variedade
de receptores de reconhecimento padrdo que reconhecem fungos patogénicos (CUI et al.,
2016), e desta forma, constituem a primeira linha de defesa conta infeccdes microbianas,
impedindo o desenvolvimento da candidiase (SEIDER et al., 2010).

Os macréfagos sdo células que desempenham um papel essencial na manutencdo da
homeostase nos tecidos, por desenvolverem uma resposta primaria frente aos patégenos
(GORDON E TAYLOR, 2007). Sua relevancia em relacéo a infeccéo causada por C. albicans
é estudada (CABEZON et al., 2016; CUI et al., 2016; ERWIG E GOW, 2016), devido a sua
capacidade em fagocitar e eliminar o fungo em sua forma de levedura, além de recrutar e
ativar outras células relacionadas aos mecanismos de imunidade (GOW et al., 2011).

Estudos sobre a interacdo entre Candida e macréfagos podem fornecer informacGes a

respeito de novos fatores de viruléncia que possam contribuir para o desenvolvimento de
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novos tratamentos (CABEZON et al., 2009; FERNANDEZ-ARENA et al., 2009), além de
esclarecer os mecanismos de acdo pelos quais o corpo humano pode desenvolver uma
resposta imune & infeccdo causada por Candida (MARTINEZ-SOLANO et al. 2009;
REALES-CALDERON et al.,, 2012; REALES-CALDERON et al., 2013; REALES-
CALDERON et al., 2014; CABEZON et al., 2016).

Existem evidéncias de que farmacos derivados de produtos naturais possuem a
capacidade de modular varios mediadores inflamatérios, incluindo seus efeitos na expressédo
de moléculas pré-inflamatdrias, consideradas a chave da inflamagdo (OLIVEIRA, R. G. et al.,
2014; DZOYEM et al., 2015; JANG et al., 2015; SUGATA et al., 2015; TAN et al., 2015), o
que pode contribuir para a identificagdo de novos compostos que sejam seguros, para a
prevencdo e tratamento de processos inflamatérios (HUR et al., 2012).

A formacdo do biofilme de Candida ocorrre basicamente em trés fases: inicial (0 a 11
horas), intermediaria (12 a 30 horas) e maturacdo (38 a 72 horas). A fase inicial é
caracterizada pela adesdo e desenvolvimento de blastosporos em microcol6nias distintas. Na
fase intermedidria inicia-se a producdo da matriz extracelular polimérica, onde pode ser
identificada uma estrutura em bicamada, com presenca de leveduras, tubos germinativos e
algumas hifas. A fase de maturacdo € caracterizada pela presenca de uma camada espessa de
matriz, densa rede de hifas e leveduras (CHANDRA et al., 2001).

O biofilme propicia ao microrganismo alta capacidade de resisténcia a acdo de agentes
antifingicos, conferida pela presenca da matriz extracelular, impedindo a penetracdo do
farmaco no interior do biofilme, limitando sua acdo sobre as células fungicas (NETT et al.,
2011)

Como mencionado anteriormente, a candidiase pode ser decorrente de varios fatores
predisponentes. No caso da candidiase oral, uma condicdo que favorece o seu
desenvolvimento é o uso de protese dentaria total mal higienizada, que propicia a instalacéo
de uma lesdo conhecida como estomatite protética. Esta condicdo é bastante prevalente, com
ocorréncia em mais de 65 % dos usuarios de protese dentaria total superior. Clinicamente,
apresenta-se como areas eritematosas na mucosa do palato, subjacente a superficie da protese
(WILLIAMS et al. 2011; WILLIAMS e DAVIS, 2011). A infeccdo ocorre apds a formacao
do biofilme na superficie acrilica da protese mal higienizada, especialmente na face que
permanece em contato direto com a mucosa do palato. (PEREIRA-CENCI et al. 2010;
WILLIAMS et al. 2011; TELES et al. 2012).

A infeccdo nesta regido € protegida dos mecanismos de remocdo do hospedeiro, devido

ao baixo fluxo salivar na regido afetada e pela formacao do biofilme na superficie acrilica da
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prétese, que ndo é removido pela descamacao natural, como ocorre nas superficies epiteliais
(CAVALCANTI et al., 2015). Portanto, o uso de protese dentaria com higiene deficiente pode
influenciar diretamente no surgimento e na severidade da estomatite protética, uma vez que
propicia a adesdo inicial da Candida aos tecidos e subsequente infeccdo (PEREIRA-CENCI et
al., 2008; SILVA et al., 2010).

Considerando o aumento da resisténcia de espécies de Candida aos agentes antifungicos
(OLIVEIRA et al., 2006) e a necessidade em identificar métodos efetivos de
higienizacao/desinfeccdo para a remocao diaria do biofilme dental (SOUZA et al., 2009),
torna-se fundamental a busca por terapias alternativas e/ou complementares, tendo crescido o
interesse sobre as propriedades antimicrobianas de extratos vegetais, importantes para a
Odontologia, podendo constituir alternativas viaveis e eficazes para prevencao e tratamento
de doencas bucais (LIMA et al., 2014).

1.3 Mecanismos de acdo dos antifingicos em espécies de Candida

Farmacos antifungicos sdo desenvolvidos e utilizados para o tratamento efetivo de
infeccOes, topicas ou sistémicas, causadas por diferentes patdgenos, como as espécies de
Candida (KABIR E AHMAD, 2013). Em comparagdo aos farmacos antibacterianos
disponiveis, a disponibilidade de agentes antifingicos para o tratamento de infecgdes fungicas
é significativamente menor, principalmente pelo fato de que fungos sdo organismos
eucaridticos, o que dificulta a identificacdo de farmacos que eliminem os patdgenos, sem
causar toxicidade as células do hospedeiro (TSUI et al., 2016).

O tratamento de eleicdo da candidiase baseia-se na localizacdo anatdmica da infeccéo,
imunidade do paciente, espécie responsavel pela infec¢do e susceptibilidade das espécies de
Candida aos agentes antifungicos. Em geral, os mecanismos de acdo desempenhados por
agentes antifingicos estdo relacionados a inibicdo da formacdo da parece celular, a ruptura da
membrana celular e a inibi¢éo da divisdo celular (HANI et al., 2015).

Os agentes antifungicos, por sua vez, sdo classificados de acordo com alvo celular e
com 0 modo de ac¢do, existindo as seguintes classes de farmacos disponiveis para o tratamento
de infecgdes fungicas: azois, polienos, equinocandinas, alilaminas e analogos da pirimidina
(WILLIAMS E LEWIS, 2011; MATHE E VAN DIJCK, 2013).

Os antifangicos poliénicos possuem espectro de acdo superior a outras drogas
anifungicas, exibindo acdo fungicida, ao contrario do azdis (MOEN et al., 2009). Os polienos

mais comumente utilizados sdo a anfotericina B, a nistatina e a nitamicina (KABIR E
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AHMAD, 2013). Essas drogas atuam por ligacdo direta ao ergosterol, induzindo o
extravasamento de eletrélitos e do contetdo citoplasmatico da célula, através da formacao de
canais de ions transmembranares, provocando a morte da célula fungica (AL-DHAHERI E
DOUGLAS, 2010; WILLIAMS E LEWIS, 2011; MATHE E VAN DIICK, 2013; HANI et
al., 2015).

A anfotericina B possui interagdo intermolecular com o ergosterol, interagindo
pobremente com a sua contraparte em mamiferos, o colesterol (MATSUMORI et al., 2009).
Porém apesar de possuir ampla especificidade contra uma variedade de fungos patégenos, é
considerada tdxica para células humanas, com risco de faléncia renal em pacientes que estdo
sobre seu tratamento (KABIR E AHMAD, 2013).

Os farmacos pertencentes a classe dos azdis constituem um dos grupos mais utilizados
para o tratamento de infeccdes causadas por Candida. S&o classificados em imidazdis ou
triazOis de acordo com a presenca de dois ou trés nitrogénios no anel azolico. Possuem acao
bioldgica fungistatica, com largo espectro contra fungos filamentosos e leveduras. Atuam na
biossintese do ergosterol (KABIR E AHMAD, 2013), esteroide encontrado na membrana
celular do fungo essencial para a manutencao da integridade desta estrutura (TOLEDO et al.,
2015). Os azdis como o fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol blogueiam a
enzima lanosterol 14-a-dimetilase e reduzem o nivel de ergosterol necessario para a
membrana celular (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). Isto gera o acimulo de precursores do
ergosterol (lanosterol, dimetil zimosterol e metileno dihidrolanosterol), o que altera a estrutura
e funcdo da membrana celular, facilitando a penetracdo do farmaco no interior da célula (ABE
et al., 2009).

O uso indiscriminado do fluconazol esta associado ao aumento de linhagens resistentes,
principalmente em pacientes portadores do virus HIV, devido a alta prevaléncia de candidiase
oral nesta populacdo, alvo do tratamento profilatico prolongado para a prevencdo desta
infeccdo (FIDEL, 2011). Novos azois surgiram como op¢0es terapéuticas, como o itraconazol,
utilizado no tratamento da candidiase oral, e o voriconazol e posaconazol, utilizados para
tratamento de infec¢Bes mais invasivas de Candida (TSUI et al., 2016).

As equinocandinas sdo compostos pertencentes a classe das lipoproteinas, com
atividade fungicida sobre espécies de Candida (KABIR E AHMAD, 2013). Os farmacos
desta classe mais utilizados s&o a caspofungina, micafungina e anidulafungina (PERLIN,
2011), que atuam inibindo a enzima B-1,3-glucana sintase, responsavel pela sintese de -
glucano (KABIR E AHMAD, 2013). Como esta enzima esta ausente nas células de

mamiferos, os farmacos do tipo equinocandinas provocam pouca ou nenhuma toxicidade
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sobre as células do hospedeiro (TSUI et al. 2016). No entanto, a utilizacdo desta classe tem
sido limitada devido ao tamanho maior de suas moléculas, exigindo a administracdo apenas
por via intravenosa, e ao seu alto custo, sendo estes farmacos aplicados apenas em casos de
infeccdo fungica invasiva. (WILLIAMS E LEWIS, 2011)

Os farmacos pertencentes a classe das alilaminas, como a naftifina e a terbinafina,
apresentam maior efetividade sobre linhagens de Candida resistentes aos agentes azolicos.
Agem através do bloqueio da enzima squalene-epoxidase, alterando a biossintese do
ergosterol. As células tratadas com alilaminas apresentam acimulo de squalene e consequente
deficiéncia de ergosterol, alterando a permeabilidade da membrana celular. A naftifina possui
propriedades anti-inflamatdrias, atuando na reducdo da quimiotaxia de leucocitos e na
producdo de superdxido (KABIR E AHMAD, 2013). Porém, apesar de apresentar boa eficacia
no tratamento antifngico e aliviar sinais e sintomas inflamatdrios, ocasiona efeitos adversos
como ardor no local da aplicagédo (GUPTA et al., 2008).

Os analogos da pirimidina, como a flucitosina, atuam sobre as células de Candida
através da enzima citosina permease, que uma vez no interior da célula, converte o farmaco
em 5-fluoracil, metabolito toxico para a célula fungica, comprometendo a sintese de DNA e
de proteinas, impedindo a diviséo celular do patégeno (KABIR E AHMAD, 2013; MATHE E
VAN DHCK, 2013).

O uso de agentes antiflngicos classicos, que atuam principalmente sobre a estrutura da
parede ou membrana celular dos fungos, tem se deparado com o aumento do nimero de
linhagens resistentes e com o surgimento de efeitos adversos (KRUPPA et al., 2003). Fatores
como a rejeicdo de drogas pelas células fungicas, a modificacdo dos alvos de acdo através de
mutagdes pontuais nos genes, a alteracdo de enzimas chaves nos processos de biossintese e
modulacdo de fatores de transcricdo, desempenham um importante papel neste fenbmeno
(CANNON et al., 2009; MORSCHHAUSER, 2010). Neste sentido, tem crescido o interesse
pelo desenvolvimento de novas terapias que sejam eficazes no intuito de inibir a viruléncia
dos patogenos e sua proliferacdo, além da possibilidade de serem aplicadas em terapias
imunomoduladoras (CUI et al., 2016).

1.4 Guapira graciliflora Mart.
Dentre os biomas existentes no Brasil, destaca-se a caatinga, principal bioma do

semiarido. E a quarta maior &rea coberta por uma vegetacdo Gnica no pais, correspondendo a

cerca de 60% do territorio do nordeste (SILVA et al., 2012a). Existe um crescente interesse
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no conhecimento desta area, cuja vegetacdo tem sido considerada rica para fins medicinais
(ALBUQUERQUE et al., 2007; AGRA et al., 2007; ARAUJO et al., 2008; CARTAXO et al.,
2010; SIQUEIRA et al., 2012).

Dentre a biodiversidade disponivel, destaca-se o uso medicinal da Guapira graciliflora
Mart., planta pertencente a familia Nyctaginaceae, encontrada comumente na caatinga, no
semi-arido brasileiro. E bastante utilizada como planta medicinal pela populagio local
(AGRA et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2012), em funcéo de suas atividades antituberculose,
anti-inflamatoria e cicatrizante (COELHO et al., 2005; PAVAN et al., 2009). E conhecida
popularmente como jodo-mole, maria-mole, pau-mole, pau-piranha, devido a baixa resisténcia
de sua madeira (COELHO et al., 2005) (Figura 1).

Figura 1: Viséo geral da G. graciliflora (A), das suas folhas (B) e dos seus frutos (C).

(Fonte: www.google.com).

Estudos de avaliagdo do potencial antimicrobiano verificaram pelo método da
microdiluicdo em caldo, que o extrato hidroalcoolico das folhas da G. graciliflora possui
atividade contra Klebsiella pneumoniae (CIM = 512 ug/mL), Enterococcus faecalis (CIM =
12,50 pL/pL), Staphylococcus aureus (CIM = 12,50 uL/pL) e Escherichia coli (CIM = 12,50
puL/uL) (COSTA et al., 2010; ROCHA et al., 2013). Chaves et al. (2013) investigaram o
potencial da G. graciliflora frente a diferentes espécies de bactérias (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebisiella pneumoniae, Streptococcus oralis,
Streptococcus salivarius, Enterococcus faecalis) e espécies de Candida (C. albicans, C. krusei
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e C. guilliermondii) também pelo método da microdiluicdo em caldo, e verificaram que
nenhum dos microrgansimos foi inibido pelas concentracdes utilizadas do extrato das folhas
da planta, coletadas no cariri paraibano, regido do semiarido brasileiro, durante os meses de
fevereiro (periodo de seca) e de agosto (periodo de chuva).

Em estudo preliminar, avaliamos o potencial antimicrobiano do extrato hidroalcéolico
das folhas da G. graciliflora, bem como a sua toxidez frente as hemaécias. Verificou-se que o
extrato apresenta moderado potencial antifungico frente a C. albicans (CIM = 250 pug/mL),
com reducdo do numero de células viaveis em biofilme monoespécie de C. albicans, de 48
horas, bem como baixa toxidez frente & hemécias nas concentragdes até 16 mg/mL (ALVES,
2015, dados néo publicados).

As folhas da G. graciliflora possuem metabdlitos secundarios, especialmente
flavonoides, que conferem diferentes propriedades farmacologicas a planta, justificando o seu
potencial biolégico e a sua utilizacdo pela medicina popular (COSTA et al., 2010; SEVERI et
al., 2010; CHAVES et al.,, 2013). Esses compostos quimicos liberados pelas plantas
desempenham um papel essencial na defesa natural e no bem-estar dos vegetais. Estdo
distribuidos em diferentes classes fitoquimicas: terpendides, Oleos essenciais; alcaloides,
polifendis, flavonoides, taninos e cumarinas (GONCALVES et al., 2005; BAGLA et al.,
2014). Estudos a respeito da caracterizacdo fitoquimica de plantas da familia Nyctaginaceae
revelam uma variedade de metabdlitos secundarios como flavonoides, carotenoides,
betacianinas, alcaloides e saponinas (STINTZING et al., 2004; RINALDO et al., 2007,
SEVERI et al., 2010; CHAVES et al., 2013).

Dentre esses compostos, destacam-se os flavonoides, pertencentes ao grupo dos
polifendis (BAGLA et al., 2014) e classificados em flavononas, flavonas, flavondis e
biflavonas (BEECHER et al., 2003). Esses compostos sdo investigados devido ao seu efeito
neuroprotetor, efeito protetor contra danos ao DNA, atividade antiviral, atividade
antimicrobiana, atividade anti-inflamatéria, atividade antioxidante, entre outras (BAGLA et
al., 2014).

A caracterizacdo fitoquimica das espécies vegetais com determinacdo dos grupos de
metabdlitos secundarios é considerada uma abordagem fundamental, visto que tais espécies
dispdem de uma rica fonte de substancias bioativas, que podem ser Gteis no desenvolvimento

de formulagGes terapéuticas (JEON et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Auvaliar in vitro as atividades antiflngica, antibiofilme e antiproliferativa do extrato da
Guapira graciliflora Mart.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- ldentificar o perfil fitoquimico do extrato da G. graciliflora através de técnicas

cromatograficas;

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima

(CFM) do extrato da G. graciliflora e de suas fragdes sobre espécies do género Candida;

- Verificar a capacidade do extrato da G. graciliflora em reduzir o nimero de unidades

formadoras de col6nia em biofilme de Candida albicans;

- Investigar o efeito do extrato da G. graciliflora sobre a atividade metabolica da C. albicans

em biofilme;

- Analisar o potencial antiproliferativo do extrato da G. graciliflora e de suas fracbes sobre

linhagens de células tumorais e ndo tumorais humanas;

- Verificar o efeito citotoxico do extrato da G. graciliflora sobre linhagens de macréfagos
RAW 264.7.
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Trata-se de um estudo experimental in vitro, cuja sequéncia metodologica esta
representada no fluxograma abaixo:

Material vegetal:
Guapira graciliflora Mart.

\ 4

Obtencao do extrato hidroalcoolico das folhas
da Guapira gracilifiora Mart.

4

- MONITORAMENTO

QuiMICO

Fracionamento do extrato hidroalcéolico das
folhas da Guapira graciliflora Mart.

Caracterizacdo fitoquimica do extrato
hidroalcdolico da Guapira graciliflora Mart.

- Coluna filtrante em funil de placa porosa

- Espectrometria de Massas (ESI-MS)

______ g

1) Atividade antimicrobiana*

- CIM / CFM - Candida albicans, Candida glabrata,
Candida krusei e Candida dubliniensis

2) Atividade antibiofilme**

- C. albicans ANALISE DE
-UFC/mL /MTT /pH - | PROPRIEDADES
BIOLOGICAS

3) Atividade antiproliferativa®

- Linhagens de células tumorais e ndo-
tumorais humanas

4) Citotoxicidade**

- Macréfagos da linhagem RAW 264.7

*Analises realizadas com o extrato da G. graciliflora e suas fragoes metandlica, sub-metandlica e hidrometandlica.

** Analises realizadas apenas com o extrato da G. graciliflora.

Figura 2: Sequéncia metodologica do estudo.

3.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campina Grande,

Paraiba e no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA

- UNICAMP) em Campinas, S&o Paulo. Este trabalho integra o projeto realizado em parceria

com a Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas
(FOP/UNICAMP), por meio do Convénio Federal Casadinho/Procad N° 552561/201108 do

CNPg/MCT e Capes/MEC.
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3.2 MATERIAL VEGETAL

As folhas da Guapira Graciliflora Mart. foram coletadas na regido do semiarido
paraibano, no municipio de Queimadas, na mesorregido da Borborema e microrregido do
Cariri Oriental, no més de agosto de 2013. O material foi limpo, acondicionado em sacos de
papel e secos em estufa de ar circulante (FANEM ®, modelo 330) a temperatura de 40°C até
a obtencdo de peso constante. O material desidratado foi armazenado em saco de papel, em
temperatura ambiente, até 0 momento da obtencdo do extrato. O espécime testemunho da G.
Graciliflora encontra-se depositado na colecdo do Herbario Manuel de Arruda Cémara
(ACAM), da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I, Campina Grande, Paraiba,
sob o registro n° 907/ACAM.

3.3 OBTENCAO DO EXTRATO

O extrato hidroalcoolico das folhas da G. Graciliflora foi obtido, através do processo de
maceragdo, por cinco dias, em temperatura ambiente e protegido da luz, utilizando a
propor¢do de 200 gramas da planta seca e moida para 1 litro do solvente (&lcool etilico 50%)
(CARVALHO et al., 2011). Ap6s o processo de maceragdo, o &lcool foi removido por
evaporacdo a vacuo a 40°C (Quimis® / Q344 M) a 40° C, e a parte residual foi liofilizada
(Labconco® / Freezone 4.5).

3.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO

3.4.1 Monitoramento inicial através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os compostos quimicos do extrato da G. graciliflora foram monitorados inicialmente
por Cromatografia de Camada Delgada (CCD), utilizando-se cromatofolhas de aluminio com
fase estacionaria de silica (TLC Silica gel 60 F,s54 — Merck). Como fase movel foi utilizada a
mistura de acetato de etila (Synth®), acido formico (Emsure®), acido acético (Synth®) e
agua, nas proporcfes de 100:11:11:26, respectivamente. A marcacdo dos componentes
quimicos da amostra foi visualizada a olho nu e sob luz ultra-violeta (Solab® - 264 e 365 nm)
e a cromatofolha revelada com anisaldeido, com posterior aguecimento a 100°C durante 1

minuto.
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3.4.2 Fracionamento em coluna filtrante em funil de placa porosa

Realizou-se o fracionamento do extrato da G. graciliflora em coluna cromatografica
filtrante em funil de placa porosa com fase sdlida de celulose (Cellulose microcrystalline -
Merck®), através de particao sélido-liquido, de acordo com o gradiente de polaridade: hexano
(2 x 100 mL); diclorometano (1 x 100 mL); diclorometano:metanol ( 1 x 100 mL - 95:5; 1 x
100 mL - 90:10; 1 x 100 mL - 50:50); metanol (1x 250 mL) e metanol:agua (1 x 100 mL —
50:50). As 16 fracdes resultantes foram monitoradas por Cromatografia de Camada Delgada
(CCD) e reunidas conforme o perfil de similaridade e coloracdes diante do revelador
empregado e em seguida concentradas a vacuo (BUCHI Rotavapor® R-215). ApoOs este
procedimento, foram selecionadas as fragcbes que continham os grupos de interesse para a
avaliacdo das atividades bioldgicas: fracdo metandlica, subfracdo metandlica e fracdo
hidrometandlica (50:50).

3.5 ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO POR MEIO DE ESPECTROMETRIA
DE MASSAS POR ELECTROSPRAY (ESI-MS)

O extrato (aproximadamente 10 mg) foi dissolvido em 1 mL do solvente mais
apropriados e 10 pL de cada solucéo foi diluida em 990 pL de uma mistura de Metanol/H,0
(1:1, viv) com 0,1 % de aditivos auxiliares, conforme método de ionizacdo. Os aditivos
auxiliares de favorecimento de ionizagédo sdo acido formico (99 %) ou hidroxido de amoénio
(25 %) utilizados para ESI (+) ou ESI (-), respectivamente, na concentracdo de 0,1 %. As
solugdes das amostras foram injetadas por insercdo direta no espectrometro de massas (7.2 T
LTQ-FT Ultra, Thermo Scientific, Alemanha). O tempo total para aquisi¢do de cada espectro
foi fixado em 1 minuto. Os espectros de ESI-MS bem como os de ESI-MS/MS foram
adquiridos nos modos negativo e positivo de ionizacdo. Os espectros de full scan foram
adquiridos na faixa de m/z 150 a 2000 e os espectros de ESI-MS/MS foram adquiridos a partir
de m/z 50 até um valor pouco acima do ion em estudo e com energia de colisdo de 10-40 eV.
Os espectros foram tratados com o software especifico do espectdmetro de massas (Xcalibur

2.0, Thermo Scientific, Alemanha).

3.6 CARACTERIZACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO

Foi analisado o potencial antifingico do extrato e das fragdes selecionadas por meio de

ensaios in vitro, utilizando a técnica da microdiluicdo em caldo.
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3.6.1 Microrganismos
Foram utilizadas linhagens de Candida: C. albicans ATCC 10231; C. glabrata CBS 07;
C. krusei CBS 573 e C. dubliniensis CBS 7889.

3.6.2 Preparo do inéculo

O inoculo foi preparado seguindo as recomendacbes do protocolo M27-A3 para
leveduras (CLSI, 2008). Culturas de leveduras de 24 horas foram adicionadas em 5 mL de
solucdo salina estéril (NaCl 0,9%), ajustando-se sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a 530 nm,
para obtencdo de uma densidade equivalente a 5,0 x 10° UFC/mL. A partir desta suspensdo,
foram realizadas dilui¢bes seriadas em meio de cultura RPMI-1640, obtendo-se, ao final da
mesma, uma densidade de 5,0 x 10° UFC/mL. Nos pogos da microplaca, a solugdo final

resultou em uma concentracio de 2,5 x 10° UFC/mL.

3.6.3 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) pelo método

da Microdilui¢cdo em Caldo

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das amostras em teste foi
realizada através da técnica da microdiluicdo em caldo, utilizando microplacas para
microdiluicdo, contendo 96 pogos. Inicialmente, foram depositados 100 pulL/poco do meio de
cultura RPMI-1640 (Angus Buffers & Biochemicals, Niagara Falls, NY, USA). Em seguida,
acrescentou-se 100 puL/pogo das amostras em teste, diluidas em meio de cultura RPMI-1640 e
10% de DMSO, no poc¢o inicial numa concentracdo de 8 mg/mL. Procedeu-se a
microdiluicdo, com a transferéncia de 100 puL do contetido do primeiro pogo para 0 seguinte.
Este procedimento foi repetido até o Gltimo pogo com obtencdo das concentragdes entre 2000
e 0,4882 pg/mL das amostras em teste. Os 100 pL finais foram desprezados. Posteriormente,
100 pL da suspensdo do microrganismo de 24 horas foram adicionados (5 x 10° UFC/mL). As
placas foram incubadas por 48 horas a 37°C. (CLSI 2008).

A nistatina (0,5 mg/mL) (Sigma-Aldrich®) foi utilizada como controle positivo. Foram
analisados a esterilidade do meio de cultura e o controle de crescimento do microrganismo.
Os ensaios foram realizados em duplicata, em dois experimentos diferentes.

ApoOs o periodo de incubacéo, verificou-se alteracdo de coloracdo do meio RPMI-1640,
de rosa (cor original) para amarelo, indicativo de mudanca do potencial hidrogeniénico (pH),
ocasionada pelo crescimento microbiano (CLSI, 2008).

Para classificacdo da atividade antimicrobiana do extrato e suas frac6es foram utilizados

0s parametros estabelecidos por Holetz et al (2002), considerando: CIM < 100 pg/mL - forte
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atividade; CIM entre 100 e 500 pg/mL — atividade moderada; CIM entre 500 e 1000 pg/mL —
fraca atividade e CIM > 1000 pg/mL — auséncia de atividade.

3.6.4 Determinacao da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Para determinar a atividade fungicida, uma aliquota de 50 pL de cada poco, com
concentragBes igual e maiores que a CIM, foram subcultivadas em meio agar sabouraud
dextrose (Merck®) e incubadas a 37°C por 48 horas. As CFMs foram definidas como a menor

concentracdo que inibiu o crescimento visivel do microrganismo (CLSI, 2008).

3.7 CARACTERIZACAO DO POTENCIAL DE INIBICAO DE FORMACAO DE
BIOFILME

3.7.1 Substrato de adesao de biofilme

Como substratos de adesdo do biofilme, foram utilizados discos (10x10x5 mm) em resina
acrilica incolor quimicamente polimerizada (Vipi Flash VIPI Produtos Odontoldgicos Ltda.,
Pirassununga, SP, Brasil). Os discos foram preparados de acordo com as instrucbes do fabricante
(25°C, em proporc¢des iguais de pé e liquido, sem incorporacdo de bolhas de ar) e em seguida
foram imersos em &gua purificada a uma temperatura de 37°C por 24 horas para liberacdo de
mondmero residual. As superficies dos discos foram submetidas a acabamento e polimento e em
seguida desinfectados em agua ultrapurificada e alcool etilico 70%, com o auxilio de equipamento
de ultrassom, durante 20 minutos e armazenados em um tubo de vidro com agua destilada para
uso posterior (FREITAS-FERNANDES et al., 2014).

3.7.2 Preparo de inoculo
Uma cultura de C. albicans ATCC 10231 foi reativada em agar sabouraud dextrose
(Merck®) e incubada por 24 horas a 37°C. Em seguida, as células foram suspensas em
sabouraud dextrose caldo (Himedia®). A concentracdo da suspensdo microbiana foi
determinada em camara de Newbauer (KASVI®) com obtencdo de uma densidade celular de
2 x 10° UFC/mL.

3.7.3 Analise de inibicao de aderéncia do biofilme
Inicialmente, cada disco de resina foi colocado em poc¢o individual de uma placa de
cultura de células de 24 pocos (KASVI® 24 well Tissue Culture Plate), contendo 1 mL da

suspensdo de C. albicans (1 x 10° UFC/mL) e 1 mL do extrato vegetal diluido em meio de
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cultura, suplementando com 1% de glicose, nas seguintes concentragdes: 62,5 pg/mL, 125
pug/mL, 500 pg/mL e 1000 pg/mL. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C (LABOR®
SP-200). Como controle positivo utilizou-se nistatina (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich®).

Apos o periodo de 2 horas, os discos foram transferidos para novas placas de 24 pogos
(KASVI® 24 well Tissue Culture Plate) contendo 2 mL/poco de meio de cultura sabouraud
dextrose caldo (Himedia®) suplementado com 1% de glicose, e incubados por 24 e 48 horas a
37°C. No biofilme de 48 horas, procedeu-se a troca do meio de cultura em 24 horas. Apos
cada periodo, os discos foram lavados com solucéo salina de NaCl a 0,9% e transferidos para
tubos contendo 2 mL de solucédo salina de NaCl a 0,9%. O biofilme foi removido dos discos
com auxilio de agitador de tubos (KASVI®, Vortex Mixer K45-2810), por 30 segundos,
obtendo-se uma suspensao do biofilme. Esta suspensdo foi utilizada para quantificacdo de
células viaveis (UFC/mL) e avaliacdo da atividade metabdlica da C. albicans. O ensaio foi

realizado em quadruplicata.

3.7.4 Quantificacdo de células viaveis do biofilme

Para quantificacdo das celulas viaveis, a suspensdo do biofilme passou por diluicdes
seriadas (107, 10% 10°, 10 10®° e 10°) ¢ uma aliquota de 10 pL de cada dilui¢do foi
plaqueada em triplicata em meio &gar sabouraud dextrose (Himedia®). As placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas. Ap0s esse periodo, as unidades formadoras de colénia foram
contadas e os resultados expressos em UFC/mL (FREITAS-FERNANDES et al., 2014).

3.7.5 Avaliacdo da atividade metabolica (Ensaio do MTT)

A viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT (brometo de 3-metil-[4-5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich® - Brometo Tiazolil Azul de
Tetrazolio). Um mililitro da suspensdo contendo as células do biofilme residual foi
centrifugada (KASVI®, K14-0602) a 1500 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e adicionado ao pellet 200 pL de solugédo de MTT (0,5 mg/mL). A suspensédo
foi incubada por 3 horas a 37°C. Apoés este periodo, o sobrenadante foi descartado e foram
adicionados as células 200 uL de alcool isopropilico. As células foram novamente incubadas
a 37°C, por 15 minutos sob agitacdo orbital. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor
de microplacas (Biochrom®, EZ Reader 400 Microplate Reader), com comprimento de onda
de 570 nm (OLIVEIRA et al., 2014).
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3.7.6 Avaliacéo do potencial hidrogenidnico (pH)
O pH do meio de cultivo do biofilme foi mensurado apos os periodos de incubacéo, 24 e

48 horas, utilizando pHmetro (BEL Engineering, W3B pH meter).

3.8 CARACTERIZACAO DO POTENCIAL ANTIPROLIFERATIVO EM CULTURA
DE CELULAS TUMORAIS HUMANAS

As linhagens utilizadas no estudo foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI),
Frederick, Maryland, EUA. As linhagens celulares utilizadas na avaliagdo da atividade
antiproliferativa (Tabela 1), foram cultivadas em frascos com 5 mL de meio RPMI-1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco® -BRL, Grand Island, NY, USA)
a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO, (Forma Scientific®, CO, Water Jacketed

Incubator), durante 24 horas.

Tabela 1. Linhagens de células tumorais e ndo tumoral humanas utilizadas nos testes de

avaliacdo da atividade antiproliferativa.

TIPO CELULAR LINHAGEM ORIGEM
Glioma U251 Tumoral
Mama MCF-7 Tumoral
Ovério resistente NCI-ADR/RES Tumoral
Rim 786-0 Tumoral
Pulmao NCI-H460 Tumoral
Prostata PC-3 Tumoral
Célon HT-29 Tumoral
Queratindcito HaCat Nao tumoral

Foram preparadas suspensdes celulares, para cada linhagem, com meio RPMI-1640
acrescido de 5% de SFB e 1% de penicilina:estreptomicina, e ajustadas em suas respectivas
densidades de inoculagdo. Em placas de 96 pocos, foram inseridos 100 puL da suspensdo
celular, sendo as placas posteriormente incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera imida de
5% de CO,. Foi também preparada uma placa controle (placa To), com todas as linhagens

celulares utilizadas no experimento.
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As amostras (extrato da G. graciliflora e fragdes) foram diluidas em dimetilsulfoxido de
sodio (DMSO) (Merck®) na concentracao de 0,1 g/mL. A concentracao final de DMSO néo
afetou a viabilidade celular. Em seguida, foram adicionados 100 pL de cada amostra, em
triplicata, nos pogos iniciais e procedeu-se a diluicdo seriada, resultando em concentracdes
das amostras de 0,25 pg/mL; 2,5 ug/mL; 25 ug/mL e 250 pg/mL, (Placa T). As placas foram
incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Como controle positivo foi
utilizado o quimioterapico doxorrubicina, nas concentragdes de 0,25 pg/mL; 2,5 pg/mL; 25
pug/mL e 250 pg/mL, (100 puL por pogo) em triplicata.

No momento da adi¢do das amostras, as células inoculadas na placa T, foram fixadas
com a adi¢do de 50 uL por poco de acido tricloroacético (TCA) (Sigma®) a 50%, para a
determinacdo da quantidade de células presentes no momento em que as amostras foram
aplicadas. O TCA atua como fixador, precipitando proteinas. Células viaveis se mantém fixas
na placa, enquanto celulas ndo viaveis se desprendem, sendo lavadas.

Apos 48 horas de tratamento, as células tratadas foram fixadas com TCA a 50% e
incubadas por 1 hora. Em seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens consecutivas
com agua corrente, para a remo¢do dos residuos de TCA, meio, SFB e metabolitos
secundarios, e foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa. Apos a
secagem, foram adicionados 50 uL por poco do corante proteico Sulforrodamina B (SRB)
(Sigma®) a 0,4% dissolvido em acido acético a 1%. A SRB é um corante proteico que se liga
aos aminoacidos basicos das proteinas de células que estavam vidveis no momento da fixacao.
Por isso, quanto maior a quantidade de SRB ligada a proteina, menor a atividade citotoxica da
amostra em teste (SKEHAN et al., 1990). Em seguida as placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apds este periodo, as placas foram lavadas por 4 vezes
consecutivas com solucdo de acido acético a 1%, para remover o corante nao ligado as
células, e apos a secagem completa a temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas
celulares foi solubilizado com 150 pL por poco de solucdo de Trizma Base (10 uM, pH 10,5)
(Sigma®). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas
(Molecular Devices®, modelo VersaMax) a 540 nm.

A porcentagem de inibicdo do crescimento de cada amostra testada foi calculada pelas
seguintes equagdes: 100 x [(T-TO) / (C-TO)], quando To < T < C, e 100 x [(T-TO) / (TO)],
quando T < TO, onde T equivale a média das absorbancias das células tratadas, C ao controle
de células e Toao controle das células no dia da adi¢do das amostras.

Utilizando a curva de concentracdo-resposta para cada linhagem celular, a Gls

(concentracdo necessaria da amostra para que ocorra 50% de inibicdo de crescimento) foi
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determinada por meio de andlise de regressdo ndo-linear, através do software Origin 8.0
(OriginLab Corporation) (MONKS et al., 1991; SHOEMAKER, 2006).

3.9 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DE
CULTURA DE CELULAS DE MACROFAGOS RAW 264.7

Foi preparada uma suspensdo de células da linhagem de macr6fagos RAW 264.7
(ATTC, Manassa, VA, USA) em meio RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina
(2mg/L), ajustada em sua respectiva densidade de inoculagdo (1 x 10° células/mL). Foram
aplicados 100 pl da suspenséo em cada pogo das placas de 96 pocos, que foram incubadas por
24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente imido. Foi preparada também uma
placa controle (placa To).

A amostra do extrato bruto da G. graciliflora foi diluida em dimetilsulfoxido de sddio
(DMSO) (Merck®) resultando na concentracdo de 0,1 g/mL. A concentracédo final de DMSO
ndo afetou a viabilidade celular. Em seguida, 100 pL da amostra foram adicionados, em
quadriplicata, nos pocos iniciais. Procedeu-se a diluicdo seriada, resultando nas concentracdes
de 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91; 1,95; 0,98; 0,49 e 0,24 ug/mL, (Placa T). As placas
foram incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO..

No momento da adi¢do das amostras, as células inoculadas na placa T, foram fixadas
com a adicdo de 50 uL por pogo de acido tricloroacético (TCA) (Sigma®) a 50%, para a
determinacdo da quantidade de celulas presentes no momento em que as amostras foram
aplicadas.

Apos 48 horas de tratamento, as células tratadas foram fixadas com TCA a 50% e
incubadas por 1 hora. Em seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens consecutivas
com agua corrente, para a remo¢do dos residuos de TCA, meio, SFB e metabolitos
secundarios, e foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa. Apés a
secagem, foram adicionados 50 pL por pogo do corante protéico Sulforrodamina B (SRB)
(Sigma®) a 0,4% dissolvido em &cido acético a 1%. Em seguida as placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apds este periodo, as placas foram lavadas por 4 vezes
consecutivas com solucdo de acido acético a 1%, para remover o corante ndo ligado as
células, e apo6s a secagem completa & temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas
celulares foi solubilizado com 150 pL por pogo de solucdo de Trizma Base (10uM, pH 10,5)
(Sigma®). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas

(Molecular Devices®, modelo VersaMax) a 540 nm.
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A viabilidade celular foi calculada através da seguinte equagdo: Viabilidade celular (%)
= (Aamostral Acontrotle) X 100%, onde Aamostra € Acontrole €quivalem as absorbancias das amostras

com e sem a adi¢do do tratamento, respectivamente.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da atividade antibiofilme e da citotoxicidade sobre macréfagos foram
tabulados e analisados estatisticamente no programa Statistical Package for Social Sciences v.
20 (SPSS Statistics, v. 20, IMB, Chicago, IL). Inicialmente, os dados foram avaliados quanto
a sua distribuicdo, utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, utilizou-se a
analise de variancia a um critério fixo (ANOVA one-way) e anélise post-hoc pelo teste de
Tukey. Os produtos testados foram considerados como fator de estudo e o nivel de

significancia foi estabelecido em 5% (a < 0,05).
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4. RESULTADOS

ATIVIDADES ANTIFUNGICA, ANTIBIOFILME E ANTIPROLIFERATIVA DA

Guapira graciliflora Mart.

RESUMO

Relevancia etnofarmacoldgica: A Guapira graciliflora Mart. € uma planta pertencente a
familia Nyctaginaceae, bastante utilizada pela popula¢do no nordeste brasileiro, em funcéo de
suas atividades anti-inflamatoria e cicatrizante.

Objetivo do estudo: O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro as atividades antifingica,
antibiofilme e antiproliferativa do extrato das folhas da G. graciliflora.

Materiais e métodos: O extrato foi obtido pelo processo de maceragdo e posteriormente
concentrado a vacuo e liofilizado. As fracGes foram obtidas através de coluna filtrante em
funil de placa porosa. A caracterizacdo fitoquimica do extrato foi realizada por Espectrometria
de Massas com ionizacgdo por eletrospray (ESI-MS). A atividade antimicrobiana do extrato e
de suas fracdes foi avaliada pela técnica da microdiluicdo em caldo frente a espécies de
Candida. A inibicdo do biofilme de C. albicans foi avaliada considerando o numero de
UFC/mL, a atividade metabolica (MTT) e o pH. A atividade antiproliferativa do extrato e de
suas fracdes foi avaliada sobre linhagens de células tumorais e ndo tumorais humanas, e a
citotoxicidade do extrato foi verificada sobre a linhagem de macréfagos RAW 264.7, ambas
pelo método da Sulforrodamina B.

Resultados: A caracterizacdo fitoquimica indicou a presenca sugestiva dos flavonoides rutina
e kaempferol. O extrato e a fracdo metandlica exibiram moderada atividade antifingica sobre
C. albicans, C. krusei e C. glabrata e forte atividade sobre C. dubliniensis. Nas concentragdes
de 125 e 62 pg/mL (p < 0,05), o extrato reduziu em maior quantidade o nimero de UFC/mL
(34,1% e 36,9%, respectivamente) de C. albicans no biofilme de 24 horas. A concentracdo de
250 pg/mL foi a mais efetiva (p < 0,05) em diminuir a atividade metabdlica (50,79%) das
celulas de C. albicans, no biofilme de 48 horas. Os valores de pH observados nos biofilmes
tratados com o extrato foram maiores do que naqueles sem tratamento. O extrato e suas
fracbes ndo apresentaram efeito antiproliferativo sobre as linhagens tumorais testadas, com
médias de atividade (log Glso) igual ou maior que 1,71 pg/mL. A viabilidade celular dos

macrdfagos foi mantida acima de 80% para concentracGes do extrato até 62,5 pg/mL.
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Conclusdes: O extrato da G. graciliflora possui flavonoides em sua composicdo quimica.
Apresenta potenciais antifangico e antibiofilme, sem evidéncias de atividade antiproliferativa

significante sobre linhagens de células tumorais e ndo tumorais humanas.

Palavras-chaves: Plantas medicinais. Produtos com acdo antimicrobiana. Biofilme. Ensaios

de selecdo de medicamentos antitumorais. Citotoxicidade.

1. Introducéo

A candidiase oral é uma micose mucocutanea causada por leveduras do género
Candida, especialmente, pela Candida albicans (Coronado-Castellote e Jiménez-Soriano,
2013). Espécies de Candida estdo normalmente presentes na microbiota da cavidade oral e
sua transicdo para a forma patogénica ocorre quando seus fatores de viruléncia predominam
em relacdo aos mecanismos de defesa do hospedeiro, desencadeando a infeccédo (Ferreira et
al., 2015). Os fatores predisponentes para a candidiase oral incluem doencas sistémicas,
imunodeficiéncias, terapia antibidtica de largo espectro, reducéo do fluxo salivar, uso noturno
continuo de préteses orais mal higienizadas e tabagismo (Pinelli et al., 2013).

A incidéncia da candidiase nas Gltimas décadas gerou impacto negativo na saude
publica. Isto pode ter sido decorrente do crescente nimero de pacientes imunocomprometidos,
da ampla utilizacdo de antibi6ticos de largo espectro e do aumento da prevaléncia de candidiase
causada por espécies ndo-albicans, como Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei e
Candida parapsilosis. Essas espécies ndo-albicans estdo intimamente relacionadas a um maior
indice de mortalidade e resisténcia antifungica do que a C. albicans (Pfaller et al., 2011; Silva et
al., 2012c; Sardi et al., 2013).

Os antifangicos disponiveis no mercado apresentam eficacia, no entanto, podem
produzir efeitos adversos, como reacGes alérgicas e interacdes medicamentosas (Bakhshi et
al., 2012). Além disso, observa-se 0 surgimento de cepas resistentes, o que tem induzido a
instalacdo de infeccdes sérias e persistentes. Nesse sentido, fatores de investigagdo convergem
para a busca por alternativas terapéuticas, eficientes no controle microbioldgico para uso em
seres humanos (Tsang et al., 2007; Bansod e Rai, 2008; Oliveira et al., 2013).

Surge assim, o interesse para o desenvolvimento de pesquisas com plantas medicinais.
Em funcdo dos seus potenciais terapéuticos para o desenvolvimento de novos farmacos mais
eficazes e com menos efeitos indesejaveis do que os ja existentes, estas fontes podem fornecer
aos profissionais de salude uma opcao de terapia viavel para o tratamento de doencas orais
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(Ferreira et al., 2015). Tal condicdo motiva a investigacdo quimica de plantas medicinais
utilizadas pela populacdo, o que propicia a descoberta de compostos isolados com potencial
terapéutico (Silva et al., 2012b).

Dentre a biodiversidade estudada, destaca-se o uso medicinal da Guapira graciliflora
Mart., pertencente a familia Nyctaginaceae, comumente encontrada na caatinga, no semi-
arido brasileiro, e bastante utilizada como planta medicinal pela populagéo local (Agra et al.,
2008), em funcdo de suas atividades antituberculose, anti-inflamatdria e cicatrizante (Coelho
et al., 2005; Pavan et al., 2009). E conhecida popularmente como jo&o-mole, maria-mole, pau-
mole, pau-piranha, devido a baixa resisténcia de sua madeira (Coelho et al., 2005).

Este estudo avaliou in vitro as atividades antiflngica, antibiofilme e antiproliferativa do

extrato das folhas da G. graciliflora Mart.

2. Materiais e métodos

2.1 Preparacéao do extrato e Fracionamento

As folhas da Guapira graciliflora Mart. foram coletadas no més de agosto no municipio
de Queimadas, regido do semiérido paraibano, mesorregido da Borborema e microrregido do
Cariri Oriental. O espécime testemunho da G. Graciliflora encontra-se depositado na colegao
do Herbario Manuel de Arruda Camara (ACAM), da Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB), Campus I, Campina Grande, Paraiba, sob o registro n° 907/ACAM. As folhas (200
g) foram secas, moidas e imersas em etanol a 50% (1 L) por 48 horas. Apds esse periodo, a
mistura foi filtrada e os residuos novamente imersos em etanol a 50% por mais duas vezes. As
trés fases finais foram concentradas a vacuo (Quimis® / Q344 M) e liofilizadas (Labconco® /
Freezone 4.5). Os compostos quimicos do extrato foram monitorados inicialmente por
Cromatografia de Camada Delgada (CCD), utilizando-se cromatofolhas de aluminio com fase
estacionaria de silica (TLC Silica gel 60 F,s54 — Merck) e fase movel de acetato de etila: &cido
férmico:acido acético:dgua (100:11:11:26). A marcacdo dos componentes quimicos da
amostra foi visualizada a olho nu e sob luz ultra-violeta (264 e 365 nm) e a cromatofolha
revelada com anisaldeido, com posterior aquecimento a 100°C durante 1 minuto. Para o
fracionamento do extrato, foi realizada particdo sélido-liquido, em coluna cromatogréfica
filtrante em funil de placa porosa, de acordo com gradiente de polaridade: hexano,
diclometano, diclorometano:metanol (95:5, 90:10, 50:50), metanol e metanol:dgua (50:50).

As fracdes resultantes foram monitoradas por CCD e reunidas conforme o perfil de
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similaridade e coloragdes diante do revelador empregado e em seguida concentradas a vacuo
(BUCHI Rotavapor® R-215).

2.2 Caracterizacao fitoquimica

A andlise fitoquimica do extrato foi realizada por Espectrometria de Massas com
ionizacdo por eletrospray (ESI-MS). O extrato (10 mg) foi dissolvido em 1 mL do solvente
apropriado e 10 pL da solucdo resultante foi diluida em 990 pL de uma mistura de
Metanol/H,0 (1:1, v/v) com 0,1 % de aditivos auxiliares, conforme método de ionizagdo. Os
aditivos auxiliares de favorecimento de ionizacdo sdo &cido formico (99 %) ou hidroxido de
amonio (25 %) utilizados para ESI (+) ou ESI (-), respectivamente, na concentracdo de 0,1 %.
As solugdes das amostras foram injetadas por insercédo direta no espectrémetro de massas (7.2
T LTQ-FT Ultra, Thermo Scientific, Alemanha). O tempo total para aquisicdo de cada
espectro foi fixado em 1 minuto. Os espectros ESI-MS bem como os de ESI-MS/MS foram
adquiridos no modo negativo de ionizacdo. Os espectros de full scan foram adquiridos na
faixa de m/z 150 a 2000 e os espectros de ESI-MS/MS foram adquiridos a partir de m/z 50 até
um valor pouco acima do ion em estudo e com energia de colisdo de 10-40 eV. Os espectros
foram tratados com o software especifico do espectdbmetro de massas (Xcalibur 2.0, Thermo

Scientific, Alemanha).
2.2 Atividade antifungica

Foi analisado o potencial antimicrobiano do extrato e das fracfes selecionadas frente as
linhagens de espécies de Candida: C. albicans ATCC 10231; C. glabrata CBS 07; C. krusei
CBS 573 e C. dubliniensis CBS 7889, por meio da técnica da microdiluicdo em caldo, com
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) de acordo com as normas estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (2008). O extrato e as fracdes da G. graciliflora foram diluidas em meio de cultura
RPMI-1640 (Angus Buffers & Biochemicals, Niagara Falls, NY, USA) e 10% de DMSO
(Dimetilsufoxido) (Sigma-Aldrich®). O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos
contendo 100 plL/pogo de meio de cultura RPMI-1640. Acrescentou-se 100 pL/pogo das
amostras em teste no poco inicial (8 mg/mL) e procedeu-se a microdilui¢do seriada, obtendo-
se concentragdes entre 2000 e 0,4882 pg/mL. Em seguida, acrescentou-se 100 pL da

suspensdo das leveduras (5 x 10° UFC/mL) em cada poco. As placas foram incubadas por 48



42

horas a 37°C. A Nistatina (0,5 mg/mL) (Sigma-Aldrich®) foi utilizada como controle
positivo. A CIM foi definida como a menor concentracdo das amostras capaz de inibir o
crescimento microbiano visivel, confirmado pela mudanca de coloracdo do meio RPMI-1640.

Para classificacdo da atividade antimicrobiana do extrato e suas fraces foram utilizados
0s parametros estabelecidos por Holetz et al (2002), considerando: CIM < 100 pg/mL - forte
atividade; CIM entre 100 e 500 pg/mL — atividade moderada; CIM entre 500 e 1000 pg/mL —
fraca atividade e CIM > 1000 pg/mL — auséncia de atividade.

Para determinar a CFM, uma aliquota de 50 puL de cada pogo, com concentragdes igual
e maiores que a CIM, foi subcultivada em meio 4gar sabouraud dextrose (Merck®) e
incubada a 37°C por 48 horas. As CFMs foram definidas como a menor concentracdo que
inibiu crescimento visivel. Os ensaios foram realizados em duplicata, em dois experimentos

diferentes.

2.3 Inibigdo de formagéo do biofilme

Discos de resina acrilica incolor quimicamente polimerizada foram colocados de forma
individualizada em pocos de placa de 24 pogos (KASVI® 24 well Tissue Culture Plate),
contendo 1 mL da suspensdo de C. albicans (2 x 10° UFC/mL) e 1 mL do extrato diluido em
meio de cultura sabouraud dextrose caldo (Himedia®), suplementado com 1% de glicose,
obtendo-se as seguintes concentragdes do extrato: 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 500 pg/mL e
1000 pg/mL. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C (LABOR® SP-200), em agitador
orbital. A Nistatina a 100 pg/mL (Sigma-Aldrich®) foi utilizada como controle positivo.
Apos este periodo, os discos foram transferidos para nova placa de 24 pocos (KASVI® 24
well Tissue Culture Plate) contendo 2 mL/po¢o de meio de cultura sabouraud dextrose caldo
(Himedia®) suplementando com 1% de glicose e incubados por 24 e 48 horas, sob 37°C.
Apds cada periodo, os discos foram lavados em solucéo salina de NaCl a 0,9% e transferidos
para tubos contendo 2 mL de nova solucdo salina de NaCl a 0,9%, em que o biofilme foi
removido dos discos em agitador de tubos (KASVI®, Vortex Mixer K45-2810) por 30
segundos, obtendo-se uma suspensdo do biofilme. Esta suspensdo foi utilizada para
quantificacdo de células viaveis (UFC/mL) e avaliagdo da atividade metabdlica da C.

albicans. O ensaio foi realizado em quadruplicata (Freitas-Fernandes et al., 2014).
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2.4.1 Quantificacdo de ceélulas viaveis
A suspenséo do biofilme passou por diluicdes seriadas (107, 102, 10, 10%, 10° e 10°)
¢ uma aliquota de 10 pL de cada diluigdo foi plaqueada em triplicata em meio agar sabouraud
dextrose (Himedia®). As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas (LABOR® SP-200).
Apds o periodo de incubacdo, as unidades formadoras de colénia foram contadas e 0s

resultados expressos em UFC/mL (Freitas-Fernandes et al., 2014).

2.4.2 Atividade metabolica

A atividade metabdlica das células foi determinada pelo método do MTT (brometo de
3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio) (Sigma-Aldrich® - Brometo Tiazolil
Azul de Tetraz6lio). Um volume de 1 mL da solucdo contendo as células do biofilme residual
foi centrifugado (KASVI®, K14-0602) a 1500 rpm por 5 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao pellet 200 puL de solucdo de MTT com
concentracdo de 0,5 mg/mL. As células foram incubadas por 3 horas a 37°C (LABOR® SP-
200). Apds este periodo, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados as células 200 pL
de alcool isopropilico. As células foram novamente incubadas a 37°C, por 15 minutos sob
agitador orbital. A leitura da absorbéncia foi realizada em leitor de microplacas (Biochrom®,
EZ Reader 400 Microplate Reader), com comprimento de onda de 570 nm (Oliveira et al.,
2014a).

2.4.3 Potencial hidrogenionico (pH)
O pH do meio de cultivo dos biofilmes de C. albicans, foi mensurado apds os periodos
de incubacédo, 24 e 48 horas, em pHmetro (BEL Engineering, W3B pH meter).

2.4 Ensaio antiproliferativo

A atividade antiproliferativa do extrato da G. graciliflora e de suas fragdes foram
avaliadas sobre as linhagens de células tumorais humanas U251 (glioma), MCF-7 (mama),
NCI-ADR/RES (ovario resistente), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulméo), PC-3 (préstata), HT-29
(colon) e a linhagem ndo tumoral HaCat (queratindcito). Foram preparadas suspensoes
celulares em meio RPMI-1640 acrescido de 5% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco-BRL,
Grand Island, NY, USA), 1% de penicilina: estreptomicina. As suspensdes, ajustadas em suas
respectivas densidades, foram inseridas em placas de 96 pogos (100 pl/pogo) e expostas ao

extrato e as fragbes (0,25 pg/mL; 2,5 pg/mL; 25 pg/mL e 250 ug/mL), diluidos em
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dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), permanecendo por 48 horas
a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO, (Forma Scientific®, CO, Water Jacketed
Incubator). Antes (placa To) e ap0s a adicdo das amostras (placa T), as células foram fixadas
com 4cido tricloroacético (TCA) (Sigma®) a 50%. A proliferacdo celular foi determinada
pela quantificacdo espectrofotométrica (540 nm) do teor de proteinas, utilizando
Sulforrodamina B (SRB) (Sigma®). O quimioterapico Doxorrubicina (0,1 mg/mg) foi
utilizado como controle positivo. Através da curva concentracao-resposta para cada linhagem
celular, a Glsp (concentracdo necessaria da amostra para que ocorra 50% de inibicdo de
crescimento) foi determinada por meio de analise de regressao ndo-linear, usando software
Origin 8.0 (OriginLab Corporation) (Monks et al., 1991; Shoemaker, 2006).

2.6 Ensaio de citotoxicidade

Foi preparada uma suspensdo de células da linhagem de macréfagos RAW 264.7
(ATTC, Manassa, VA, USA) em meio RPMI-1640 (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA),
5% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina:estreptomicina. As suspensdes foram
inseridas em placas de 96 pocos (100 ul/pogo) e expostas ao extrato (125 ug/mL; 62,5 pg/mL,;
31,25 pg/mL; 15,63 pg/mL; 7,81 pg/mL; 3,91 ug/mL; 1,95 ng/mL; 0,98 ng/mL; 0,49 pg/mL e
0,24 png/mL,), diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), na
concentracdo de 0,1 g/mL permanecendo por 48 horas a 37°C em atmosfera Umida com 5%
de CO, (Forma Scientific®, CO, Water Jacketed Incubator). Antes (placa Ty) e ap0s a adi¢édo
das amostras (placa T), as células foram fixadas com acido tricloroacético (TCA) (Sigma®) a
50%. A proliferacdo celular foi determinada pela quantificacdo espectrofotométrica (540 nm)
do teor de proteinas, utilizando Sulforrodamina B (SRB) (Sigma®). A viabilidade celular foi
calculada através da seguinte equacdo: viabilidade celular (%) = (Aamostra/Acontrole) X 100%,
onde Aamostra € Acontrole €quivalem as absorbancias das amostras com e sem a adi¢do do

tratamento, respectivamente.

2.7 Analise estatistica

Os dados da atividade antibiofilme e da citotoxicidade sobre macrdfagos foram
tabulados e analisados estatisticamente no programa Statistical Package for Social Sciences v.
20 (SPSS Statistics, v. 20, IMB, Chicago, IL). Inicialmente, os dados foram avaliados quanto

a sua distribuicdo, utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, utilizou-se a
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anélise de variancia a um critério fixo (ANOVA one-way) e andlise post-hoc pelo teste de
Tukey. Os produtos testados foram considerados como fator de estudo e o nivel de

significancia foi estabelecido em 5% (o < 0,05).

3. Resultados

3.1 Caracterizacao fitoquimica

O espectro ESI(-)-MS do extrato da G. graciliflora (Fig. 1) exibe a presenca dos ions
referentes as moléculas desprotonadas [M — H]” m/z 193, de férmula molecular compativel a
C7H1406, sugerindo a presenca do 3-O-metil-chiro-inositol (pinitol); m/z 593, de férmula
molecular compativel a Cy7H29015, sugerindo a presenca do kaempferol-3-O-B-D-
glicopiranosil-(6”->17)-O-a-L-rhamnopiranosideo; além do ion m/z 609, de férmula
molecular compativel & CyHp9016, sugerindo a presenca da quercetina-3-O-p-D-
glicopironasil-(6”->17)-O-a-L-rhamnopiranosideo (rutina). Os espectros de ESI-MS/MS
para cada ion estdo representados nas Figuras 2, 3 e 4.
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Fig. 1. Espectro ESI(-) -MS obtido do extrato das folhas da G. graciliflora.
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Fig. 4: Espectro ESI(-)-MS/MS obtido para o ion de m/z 6009.
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Com o espectro do ion de m/z 1351 (Fig. 5), pode-se inferir que ha a presenca marcante
de rutina (m/z 609), pois os ions principalmente fragmentados do espectro sdo os ions de m/z
609 e 741. Portanto, o ion de m/z 1351 é um dimero assimétrico desprotonado da rutina e do

ion de m/z 741, este Gltimo ainda ndo foi identificado.
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Fig. 5: Espectro ESI(-)-MS/MS obtido para o ion de m/z 1351.

A Tabela 1 mostra a identificacdo das moléculas propostas com base nos espectros de
ESI(-)-MS(/MS) e os dados de massa de alta resolucdo obtidos para o extrato bruto da G.

graciliflora.

Tabela 1: Proposta de identificacdo das moléculas e os dados de massa obtidos para o extrato
bruto da G. graciliflora.

[M-H]
COMPOSTO FORMULA m/z m/z ERRO
MOLECULAR calculado experimental (ppm)
3-O-metil-chiro-inositol C;H1306 193.0706 193.0714 3,96

(pinitol)

Kaempferol-3-O-f-D-
galactopiranosil-
(6”>1°)-0-0-L- C27H29015 593,1501 593.1524 3,85

rhamnopiranosideo
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Quercetina-3-O-B-D-
glicopironasil-(6”>1°")- Cy7H290145 609,145 609,147 2
O-0-L

rhamnopiranosideo(rutina)

Apos o fracionamento do extrato da G. graciliflora realizado por coluna filtrante em
funil de placa porosa e monitorado por CCD, as fracdes resultantes, que continham as
marcagOes dos compostos do grupo de interesse, foram reunidas de acordo com o perfil de
similaridade e as coloracGes diante do revelador empregado Foram obtidas 3 fracGes finais:

fracdo metandlica, sub-fracdo metanolica e hidrometanolica (50:50).

3.2 Atividade antimicrobiana

O extrato da G. graciliflora e sua fragdo metandlica apresentaram moderada atividade
fungistatica frente a C. albicans, C. glabrata e C. krusei. Todas as amostras testadas
apresentaram forte atividade fungistatica sobre C. dubliniensis, conforme classificacdo de
Holetz et al. (2002), sem evidéncias de atividade fungicida até a maior concentragdo testada.
(Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo dos valores das ConcentracGes Inibitéria Minima (CIM) e Fungicida
Minima (CFM) do extrato da G. graciliflora e suas fracbes, de acordo com a espécie de
Candida.

LEVEDURAS

C. albicans C. glabrata C. krusei C. dubliniensis

AMOSTRAS CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

G. graciliflora 125 >2000 250 >2000 125 >2000 3,90625 >2000

Fracdo 125 >2000 250 >2000 250 >2000 3,90625 >2000

metandlica

Sub-fracéo 2000 >2000 >2000 >2000 250 >2000 7,8125 >2000

metandlica



Fracdo

>2000

hidrometandlica

(50:50)

Nistatina

0,9765

>2000

>2000

0,9765

>2000

>2000

>2000

- 0,9765 -

31,25

0,9765
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>2000

3.3 Atividade antibiofilme

A andlise de variancia da atividade metabolica e da contagem de microrganismos

vidveis nos tempos de 24 e 48 horas demonstrou diferencas estatisticamente significativas (p

< 0,05) apenas para a atividade metabolica em 48 horas e para a contagem de células viaveis
em 24 horas (Tabela 3).

Tabela 3. Analise de variancia das variaveis dependentes correspondentes a atividade

metabdlica e a contagem de células viaveis em biofilmes ap0os 24 e 48 horas.

Somados Grausde  Meédiados F p
Quadrados Liberdade Quadrados
Entre grupos ,005 5 0,001 2,722 0,053
Ativi
IVIdf’ﬂ_je Dentro dos
Metabolica FUDOS ,007 18 0,000
24h arup
Total ,013 23
Entre grupos ,019 5 0,004 8,991 <0,001
Atividade
o Dentro dos
Metabdlica FUDOS ,007 18 0,000
48h arup
Total ,026 23
Entre grupos 4,05E+13 5 8,10E+12 10,076 < 0,001
UFC Biofilme Dentro dos
1,44E+13 18 8,04E+11
24h grupos
Total 5,50E+13 23
Entre grupos 1,65E+13 5 3,30E+12 2,495 0,070
UFC Biofilme
48h Dentro dos
2,38E+13 18 1,32E+12

grupos
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Total 4,03E+13 23

A CIM (125 pg/mL) e a CIM/2 (62,5 pg/mL) foram as concentragdes que reduziram
significativamente (p < 0,05) o total de células viaveis em relacdo ao controle de crescimento
no tempo de 24 horas, mantendo a menor quantidade de UFC/mL de C. albicans viaveis
(34,1% e 36,9%, respectivamente) (Fig. 6 (A e B)). Porém, ndo se verificou diferenca
estatisticamente significativa entre as diferentes concentracGes do extrato (p > 0,05). A CIM
foi a concentracdo que reduziu em maior intensidade a atividade metabdlica das células de C.
albicans (50,79 %), porém ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) entre
o efeito das concentragdes do extrato nem em relagdo ao controle de crescimento no tempo de
24 horas (Fig. 6 (C e D)).
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Fig. 6. Viabilidade celular e atividade metabdlica, em 24 horas, de células de C. albicans,
apos a exposicdo a diferentes concentragbes do extrato de G. graciliflora. A. Niumero de
microrganismos viaveis de C. albicans (UFC/mL). B. Percentual de viabilidade celular C.
albicans (UFC/mL) em funcdo do controle de crescimento. C. Absorbancia da atividade
metabdlica (570 nm). D. Percentual de atividade metabdlica das células de C. albicans em

funcéo do controle de crescimento da levedura.
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Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente entre os grupos (p < 0,05).
(4CIM = 500 pg/mL; 2CIM = 250 pg/mL; CIM = 125 pg/mL; CIM/2 = 62,5 pg/mL; CC = controle de

crescimento e NIS = Nistatina).

A CIM/2 foi a concentracdo que reduziu em maior quantidade o nimero de células
viaveis de C. albicans (49,6 %), porem ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p >
0,05) entre o efeito das concentragfes do extrato nem em relagdo ao controle de crescimento
no tempo de 48 horas (Fig. 7 (A e B)). A concentracdo 2CIM (500 pg/mL) foi a mais
significativa (p < 0,05) em reduzir a atividade metabdlica da C. albicans, mantendo 43,51%
das células ativas, em relagcdo ao controle de crescimento no tempo de 48 horas. Porém, ndo se
verificou diferenca estatisticamente significativa entre as diferentes concentragcdes do extrato
(p > 0,05). (Fig. 7 (C e D)).

A 3.50E+06 i C n
v
T 3.00E406 - 16 é
]
>
% 2.50E+06 £ AB
£ e 8
£t & AB AB
§  2.00E+06 - ©
o3 © BC T
50 26— BC
e [
S 5 1.50£+06 - a
3 =
s 3
o LOOE+06 - 2
£
S 5.00E+05 - 2
-4 B I
0.00E+00 - - ‘ f : ‘ ~ o +—— . ; ;
M 20M M CM/2  CC NIST. 4ciM 20IM M CcIM/2 cc N
100
B 1100 11017 T D 1000
(=] (=]
® ; g 90.0
k] ©
s )
71.08
£ £
g 700 62:97
o e 55.14
E3 5% 600 -
= |
55 £ so0 4351
g £
T 8 o § 400
°
bl ]
5 T 300
>
© 2
> ® 200
3 S
2 o S 100 =
T T T ] 0.0 T T T T T
M 20M  COM am/2  cC NIST. WM 20IM aMm  am/2 cc N

Fig. 7. Viabilidade celular e atividade metabdlica, em 48 horas, de células de C. albicans,
apos a exposicao a diferentes concentragdes do extrato de G. graciliflora. A. Numero de
microrganismos viaveis de C. albicans (UFC/mL). B. Percentual de viabilidade celular C.
albicans (UFC/mL) em funcdo do controle de crescimento. C. Absorbancia da atividade
metabdlica (570 nm). D. Percentual de atividade metabdlica das células de C. albicans em

funcédo do controle de crescimento da levedura.
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Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente entre os grupos (p < 0,05).
(4CIM = 500 pg/mL; 2CIM = 250 pg/mL; CIM = 125 pg/mL; CIM/2 = 62,5 pg/mL; CC = controle de

crescimento e NIS = Nistatina).

A anélise do pH do meio de cultivo do biofilme, ap6s os periodos de 24 e 48 horas,
revelou que a média dos pHs do biofilme tratado foi maior, ou seja, menos acido do que o

biofilme sem tratamento (Tabela 3).

Tabela 4. Distribuicdo dos valores do potencial hidrogenidnico obtidos das solugfes de

cultivo dos biofilmes de C. albicans, de 24 e 48 horas, na presenga ou ndo de tratamento.

POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

SOLUGOES BIOFILME DE 24 HORAS BIOFILME DE 48 HORAS
G. graciliflora - 4CIM 3,81 3,48
G. graciliflora - 2CIM 3,53 3,41
G. graciliflora - CIM 3,45 3,35
G. graciliflora - CIM/2 3,42 3,34
CONTROLE DE 3,37 3,25

CRESCIMENTO

NISTATINA - 100 pg/mL 4,54 4,32

3.4 Atividade antiproliferativa

A doxorrubicina produziu efeito citocida para todas as linhagens celulares testadas (Fig.
8). O extrato da G. graciliflora apresentou atividade citostatica inespecifica. Inibiu a
proliferacdo das células de todas as linhagens tumorais testadas, sem evidéncias de potencial
citocida até a concentracdo de 250 pg/mL (Fig. 9). A fracdo metandlica produziu efeito
citostatico sobre as células das linhagens testadas, exibindo perfil citocida para as linhagens
M-CF7, 786-0 e NCI/ADR-RES (Fig. 10). A sub-fracdo metandlica e a fracdo
hidrometandlica (50:50) ndo apresentaram efeito citotoxico sobre as linhagens testadas, até a

concentracdo de 250 pug/mL (Figs. 11 e 12). A atividade antiproliferativa do extrato e suas
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fracbes foi expressa em Glso (concentragdo da amostra necessaria para inibir 50% do

crescimento celular) (Tabela 4).
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Fig. 8. Proliferacdo das linhagens celulares em funcédo da concentracdo (0,25; 2,5; 25 e 250

ug/mL) apds 48 horas de exposicdo ao quimioterapico Doxorrubicina (controle positivo).
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Fig. 9. Proliferacdo das linhagens celulares em funcdo da concentracdo (0,25; 2,5; 25 e 250
ug/mL) apds 48 horas de exposicdo ao extrato da G. graciliflora.
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Fig. 10. Proliferacdo das linhagens celulares em fungéo da concentracéo (0,25; 2,5; 25 e 250

ug/mL) apds 48 horas de exposicdo a fragdo metandlica do extrato da G. graciliflora.
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Fig. 11. Proliferacdo das linhagens celulares em fungéo da concentracéo (0,25; 2,5; 25 e 250
ug/mL) ap6s 48 horas de exposicdo a sub-fracdo metandlica do extrato da G. graciliflora.
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Fig. 12. Proliferacdo das linhagens celulares em fungdo da concentracéo (0,25; 2,5; 25 e 250

nug/mL) apds 48 horas de exposicdo a fragdo hidrometandlica (50:50) do extrato da G.
graciliflora.

Tabela 5. Valores de Glsy (Growth Inhibition 50 — concentragdo da amostra necessaria para
inibir 50% do crescimento celular) do extrato da G. graciliflora e de suas frag0es sobre cultura
de células tumorais humanas.

Glso (Mg/mL)
G. Fracéo Sub-fracéo Fracao
LINHAGENS Doxorrubicina graciliflora metandlica  metandlica hidrometandlica
(50:50)
U251 0,03 211,32 40,56 > 250 > 250
Glioma
MCF-7 < 0,025 142,08 33,64 > 250 > 250
Mama
NCI- 0,36 52,57 28,55 > 250 > 250
ADR/RES
Ovério

resistente
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786-0 0,06 160,23 33,19 > 250 195,64
Rim
NCI-H460 < 0,025 105,18 52,72 > 250 > 250
Pulmao
PC-3 0,08 95,92 95,41 > 250 > 250
Préstata
HT-29 0,07 > 250 78,84 > 250 > 250
Colon
HaCat 0.04 109,06 92,74 > 250 > 250
Queratinécito
Mean log <-1,03 > 2,16 1,71 > 2,39 > 2,38
Glso

3.5 Citotoxicidade

O extrato da G. graciliflora apresentou perfil ndo-toxico sobre cultura de células de

macrofagos RAW 264.7 até a concentragdo de 62,5 pg/mL, mantendo a viabilidade celular

acima de 80% (Fig. 13). A analise de variancia permitiu observar que houve diferenca

estatistica entre a maior concentracdo utilizada (125 pg/mL) e as demais concentracdes (Fig.

13).
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Fig. 13. Distribuicdo do percentual de viabilidade celular de linhagem de macrofagos RAW

264.7 de acordo com a concentracdo do extrato de G. graciliflora.

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente entre os grupos (p < 0,05).

4. Discussao

A G. graciliflora possui metabdlitos secundarios que conferem diferentes propriedades
farmacoldgicas a planta e justificam a sua utilizacdo na medicina popular. Os espectros
obtidos através de ESI-MS permitiram a identificacdo da quercetina-3-O-B-D-glicopironasil-
(6”>1"")-O-a-L-rhamnopiranosideo (rutina) e do kaempferol-3-O- B-D-galactopiranosil-
(6”>17°)-O-a-L-rhamnopiranosideo, compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides, e do
3-O-metil-chiro-inositol (pinitol), pertencente a classe dos poliois ciclicos (Gupta e Uang,
2014).

Os flavonoides estdo associados a diferentes propriedades farmacoldgicas, que incluem
as atividades antimicrobiana e antioxidante. Esses compostos podem inativar enzimas e
complexarem-se com proteinas da parede celular dos microrganismos, configurando o0s
provaveis mecanismos de acdo antimicrobiana (Mendes et al., 2011; Silva et al., 2012a).
Além disso, possuem forte acdo antioxidante, o que justifica sua capacidade de regular a
resposta imunologica (Vezza et al., 2016).

A rutina e o kaempferol, por exemplo, sdo conhecidos por seus efeitos antioxidante,
antitumoral, antimicrobiano e anti-inflamatério (He et al., 2016). Esses compostos apresentam
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis e C. albicans, bem
como potencial sobre o virus HSV-1 (herpes virus simples — tipo 1) e atividade
antiproliferativa sobre linhagem de hepatocarcinoma humano. (Ozgelik et al., 2011; Rashed e
Butmariu, 2014; Singh et al., 2016). Os polidis, por sua vez, produtos do metabolismo de
carboidratos, estdo associados a forte atividade antioxidante (Williamson et al., 2002; Agarie
etal., 2009).

Considerando os critérios estabelecidos por Holletz et al. (2002) a atividade antifingica
da G. graciliflora foi classificada como moderada sobre as espécies C. albicans, C. krusei e
C. glabrata. A C. dubliniensis foi a espécie mais susceptivel a todas as amostras testadas, cujo
potencial fungistatico foi considerado forte. Esses resultados sdo positivos, uma vez que as
espécies de Candida ndo-albicans tém sido associadas a infecgbes mais severas por

apresentarem uma maior resisténcia aos antifingicos disponiveis (Silva et al., 2012c;
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Coronado-Castellote e Jimenes-Soriano, 2013). As condig¢Bes e consequéncias da candidiase,
principalmente em pacientes imunocomprometidos, direcionam a busca por novos agentes
efetivos no tratamento dessa infec¢do, na tentativa de impedir o avanco da infeccdo,
inicialmente restrita as superficies da pele e das mucosas, para a forma mais agressiva, com
invasdo dos tecidos mais profundos e disseminagéo para outros 6rgdos (Santos et al., 2013).

O extrato da G. graciliflora e suas fragfes apresentam perfil fungistatico, sem
evidéncias de capacidade fungicida (>2000 pug/mL), ou seja, 0 extrato € capaz de inibir o
crescimento da levedura sem causar sua morte. Isto pode ser favoravel por controlar a
infeccdo, sem provocar o desequilibrio da microbiota oral normal, comumente causado por
substancias fungicidas. Esses resultados podem ser atribuidos ao kaempferol e a rutina,
presentes na composicdo do extrato da G. graciliflora e conhecidos como potentes agentes
antibacterianos e antifungicos (Kataoka et al. 2001; Tatsimo et al. 2012; Pinho et al. 2014).
Esses compostos podem inativar proteinas de adesao e transporte, bem como gerar a ruptura
da membrana da célula microbiana (Alavarce et al., 2015).

A reducdo do metabolismo das células do biofilme tratado com o extrato da G.
graciliflora, verificada no ensaio do MTT, pode estar relacionada a diminuicdo do nimero de
células de C. albicans viaveis (Basso et al., 2011). Geralmente, a atividade metabolica é
diretamente proporcional ao numero de células viaveis (Moura et al., 2006; Seneviratne et al.,
2009; Silva et al., 2008; Silva et al., 2010). Porém, os dados referentes a quantificacdo
(UFC/mL) de células de C. albicans viaveis e a atividade metabolica ndo foram observados na
mesma intensidade no biofilme de 48 horas. A reducdo do numero de células (UFC/mL) foi
maior no biofilme tratado com o extrato na concentracdo de 62,5 pg/mL e a redugédo da
atividade metabolica foi mais efetiva na concentragdo de 250 pg/mL. Esta reducdo da
atividade metabdlica pode ter sido decorrente do estresse intracelular promovido pela a¢éo do
extrato quando numa concentracdo duas vezes maior em relagdo a CIM (Basso et al., 2011).
Por outro lado, a diminui¢do do nimero de celulas vidveis de C. albicans no biofilme tratado
com o extrato na concentracdo de 62,5 pg/mL pode ter sido decorrente de uma agdo
antifangica inicial, com desagregacdo das células e inibicdo do biofilme, sem alteracédo
significativa em sua atividade metabolica (Basso et al., 2011).

A reducdo da atividade metabdlica da C. albicans no biofilme maduro foi mais efetiva
com o extrato na concentragdo duas vezes maior do que a concentracdo inibitoria minima.
Sabe-se que a concentracdo ativa de um agente antimicrobiano é comumente maior para
microrganismos organizados em biofilme, quando comparados com aqueles que crescem em

culturas plancténicas. Os biofilmes podem ser mais resistentes aos agentes antimicrobianos
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devido a presenca da matriz extracelular que impede a penetragdo do farmaco no seu interior,
limitando sua acdo sobre as células fangicas (Nett et al., 2011; Oliveira et al., 2013). Por
outro lado, a maior concentracao do extrato utilizada neste estudo (500 pg/mL) ndo foi a mais
efetiva, tanto no teste do MTT como na contagem de UFC/mL. Isto pode ser resultante da
desagregacdo de uma parte das células de C. albicans em um estégio inicial, em que as células
mais resistentes foram selecionadas e estimuladas a se proliferarem em maior intensidade
(Sugata et al., 2014).

A C. albicans possui a capacidade de se desenvolver e colonizar sitios no hospedeiro
humano com valores distintos de pH. Na cavidade oral, o pH é neutro devido a capacidade
tampdo da saliva (Sosinska et al., 2011). Porém, condicdes ambientais como dieta do
hospedeiro e a diminuicdo do fluxo salivar podem levar a alteracdo do pH (Vylkova et al.,
2011). Clinicamente, a adesdo e a colonizacdo da C. albicans sobre a superficie interna da
prétese dentaria podem propiciar um ambiente &cido, com ativacdo de fatores de viruléncia e
estabelecimento da infeccdo (Bensen et al., 2004).

O meio de cultivo para C. albicans utilizado no ensaio do biofilme foi suplementando
com glicose (1%) como fonte disponivel de carbono e nutriente para a proliferacdo da
levedura (Pemmeraju et al., 2016). O metabolismo da glicose pela C. albicans aumenta sua
atividade metabolica, gerando uma maior adeséo celular e formacéo de biofilme (Mayer et al.,
2013). O pH do meio do biofilme tratado com o extrato da G. graciliflora foi menos acido do
gue naquele sem tratamento. Esse resultado pode estar diretamente relacionado a uma
diminuicdo da capacidade da levedura em metabolizar as fontes de carbono disponiveis no
meio. A alteracdo do pH gera estresse na levedura por interferéncia no gradiente de prétons da
membrana plasmaética, dificultando a absor¢do de nutrientes (Davis, 2009).

O extrato da G. graciliflora inibiu o crescimento das linhagens celulares testadas, porém
ndo apresentou potencial antiproliferativo significativo. Segundo os critérios utilizados pelo
NCI (Instituto Nacional do Céncer), amostras com log Glsp maior que 1,5 ndo apresentam
atividade; log Glsp entre 1,1 e 1,5 apresentam fraca atividade anticancer; log Glso entre O e 1,
moderada atividade e log Glso menores que zero, potente atividade (Fouche et al., 2008).

A fracdo metandlica desempenhou atividade citostatica para a maioria das linhagens de
células testadas e comportamento citocida sobre as linhagens M-CF7 (mama), 786-0 (rim) e
NCI/ADR-RES (ovario com fendtipo de resisténcia a maltiplos farmacos), sendo esta ultima,
a linhagem mais susceptivel (Glsp = 28,55 pg/mL). O NCI considera como promissor um

extrato que apresente valores de Glsg menores que 30 pug/mL (Suffness e Pezzuto, 1990), o
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que pode sugerir uma seletividade desta fragdo sobre a linhagem de células tumorais de
ovario.

A atividade antiproliferativa das células tumorais da fracdo metandlica do extrato da G.
graciliflora pode esta associada a presenca dos flavonoides. Esta classe de compostos inibe 0s
efeitos do cancer através do combate aos radicais livres, modificacdo de enzimas ativadoras
da carcinogénese e inibicdo do fator de transcricdo de proteinas ativadas por fatores de
promocdo do tumor (Androutsopoulos et al., 2010; Celik e Aring, 2010).

Verificou-se que o kaempferol possui significativo potencial antiproliferativo sobre
células tumorais humanas de linhagens de cancer uterino (SiHa e HelLa), cancer de mama
(MCF-7), cancer de estdmago (SGC-7901) e cancer de pulméo (A549) (Liao et al., 2016; Tu
et al.,, 2016). A rutina também teve seu potencial antiproliferativo estabelecido sobre
linhagens tumorais de célon (HT-29) (Guon e Chang, 2016) e glioma (GL-15) (Santos et al.,
2011). A proliferacgdo e viabilidade destas linhagens celulares submetidas ao tratamento com
estes compostos foi significativamente reduzida, devido a elevacdo do célcio intracelular,
condensacéo nuclear, fragmentacdo do DNA e ruptura da membrana mitocondrial, induzindo
ao mecanismo de apoptose (Santos et al., 2011; Guon e Chang, 2016; Liao et al., 2016; Tu et
al., 2016).

O pinitol, por sua vez, apresenta atividade quimioterapica in vitro sobre linhagens de
cancer de pulmdo, mama e bexiga (Zhan e Lou 2007; Rengarajan et al., 2012),
provavelmente, por inibir o estresse oxidativo celular e o processo inflamatério (Rengarajan et
al., 2012). Estéa relacionado também a capacidade de reduzir a metastase em cancer de pulmao
(Sethi et al., 2008) e de prostata (Lin et al., 2013). Este efeito foi observado devido a redugéo
do RNAm e da expressdo de integrinas, moléculas de adesdo celular que desempenham um
papel central no controle da adesdo, migracdo e diferenciacdo celular e do mecanismo de
apoptose (Lin et al., 2013), intimamente relacionadas a progressdo tumoral e ao processo de
metastase (Makrilia et al., 2009).

A atividade citotoxica do extrato foi avaliada sobre linhagem de macro6fagos murinos
(RAW 264.7), cujo método é amplamente utilizado em estudos de citotoxicidade in vitro
(Oliveira et al., 2013; Oliveira et al., 2014a; Oliveira et al., 2014b; Benso et al., 2015; Bueno-
Silva et al., 2015; Dzoyem et al., 2015; Jang et al., 2015; Tan et al., 2015). E um modelo
adequado para o rastreio de novas substancias com potencial anti-inflamatério e para a
avaliacdo de inibidores das vias que conduzem & inducdo de enzimas e citocinas pro-

inflamatorias (Yang et al., 2012).
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De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacdo (International Standard
Organization), 1ISO 10993-5: 2009, concentracdes que mantém a viabilidade celular abaixo de
70% sdo consideradas citotoxicas. Neste estudo, o extrato da G. graciliflora ndo ocasionou
efeito citotoxico nos macrofagos até a concentracdo de 62,5 pg/mL, mantendo a viabilidade
celular acima de 80%.

A rutina apresenta baixa citotoxicidade sobre cultura de células de macréfagos RAW
264.7, com manutencdo da viabilidade destas células acima de 80%, até a concentracdo de
250 pg/mL (Kazlowska et al., 2010; Su et al., 2014). O kaempferol também ndo apresenta
efeitos significativos sobre a viabilidade celular de macréfagos até a concentracdo de 50 pM
(Warat et al., 2015).

Os resultados da citotoxicidade em macréfagos podem definir as concentracdes a serem
utilizadas em ensaios in vitro de atividade anti-inflamatoria, analisada por meio da
estimulacdo de macréfagos e mensuracdo da producdo de 6xido nitrico (Oliveira et al.,
2014b). O éxido nitrico é considerado um importante mediador pré-inflamatério em varios
eventos fisiologicos e fisiopatoldgicos (Dzoyem et al., 2015). Agentes inibidores da sua
producdo podem ser considerados com forte potencial anti-inflamatorio (Benso et al., 2015;
Bueno-Silva et al., 2015; Dzoyem et al., 2015).

Os extratos de plantas podem ser investigados sobre diferentes propdsitos terapéuticos,
representando uma importante contribuicdo para a ciéncia. Estudos com a planta G.
graciliflora ainda sdo iniciais e muitas das propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, de seus
componentes necessitam ser analisadas, no sentido de compreender e confirmar suas
indicacOes terapéuticas. Os resultados deste estudo apontam o extrato como uma possivel
fonte de substancias bioativas, que podem ser utilizadas no desenvolvimento de novas

formulacdes para o tratamento da candidiase oral.

6. Conclusdes

O extrato das folhas da Guapira graciliflora Mart. possui atividade antiflngica, capaz
de inibir in vitro o crescimento de espécies de Candida e a formacdo do biofilme de C.
albicans, sem evidéncias de alteracdo significativa na viabilidade de celulas de linhagens

tumorais e ndo tumorais humanas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados apontam o extrato das folhas da Guapira graciliflora Mart.
como possivel fonte de substancias para o desenvolvimento de novos agentes antifingicos,
voltados ao tratamento da candidiase. Porém, torna-se necessaria a investigacdo de outras
propriedades bioldgicas, como o0s mecanismos de acdo sobre os fatores de viruléncia e
toxicidade. Assim como, a realizacdo de estudos para identificagdo do seu potencial
terapéutico, viabilizando o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas. A investigacdo
de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da candidiase é necessaria, especialmente
aquelas causadas por espécies ndo-albicans, uma vez que sua incidéncia nas uUltimas décadas
tem gerado impacto negativo na salde publica, com significativo indice de mortalidade,

especialmente em pacientes imunocomprometidos
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the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section
represents a practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion
of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Glossary
Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your article.

Appendices



If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eg. (A.1), Eg. (A.2), etc.; in a
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* Use a logical naming convention for your artwork files.
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« Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
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resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
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Please note that figures and tables should be embedded in the text as close as possible to
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