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RESUMO

A crescente incidéncia de infec¢des fungicas e a emergéncia de resisténcia a
antifingicos convencionais, como o fluconazol, ressaltam a necessidade urgente de novas
abordagens terapéuticas. Espécies como Candida albicans e Candida glabrata estdo entre as
principais responsaveis por esse cenario. Essas infec¢des tornaram-se cada vez mais
prevalentes em ambientes hospitalares e comunitarios, sendo Candida albicans responsavel
por grande parte dos casos. Candida glabrata, por sua vez, tem se destacado por apresentar
resisténcia natural e adquirida a diversos antifingicos, dificultando ainda mais o tratamento.
Nesse contexto, as plantas medicinais, notadamente Schinus weinmanniifolia, tem surgido
como alternativas potenciais para o desenvolvimento de agentes antifingicos eficazes. A
exploragdo de composi¢des naturais ¢ uma estratégia promissora, visto que muitas plantas
possuem propriedades bioativas que podem ser 1Uteis tanto na prevengdo quanto no tratamento
de infecgdes. O objetivo deste trabalho foi determinar a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) do extrato aquoso das folhas de Schinus weinmanniifolia e avaliar a sinergia com o
fluconazol frente a cepas de Candida albicans e Candida glabrata. A metodologia envolve a
coleta das folhas da planta em regides de Mato Grosso do Sul, seguida da preparacdo do
extrato aquoso por remog¢do com agua fervente. Apds a filtracdo e liofilizacdo, o extrato foi
testado por microdiluicdo em caldo para determinar um CIM individual do extrato e do
fluconazol. Posteriormente, a interacdo sinérgica foi comprovada utilizando o método de
checkerboard, com o calculo do indice de Concentragdao Inibitoria Fracionada (CIF). Os
resultados demonstram que o extrato aquoso apresentou CIM de 1,95 ng/mL para Candida
albicans e 0,48 ug/mL para Candida glabrata, valores que indicam forte atividade
antifungica. A combinagdo do extrato com fluconazol revelou um efeito sinérgico
significativo, com indices CIF de 0,48 para C. albicans ¢ 0,75 para C. glabrata, demonstrando
que a associagdo dos dois agentes potencializa a eficdcia antifiingica, inclusive contra cepas
clinicamente resistentes ao fluconazol. Conclui-se que o extrato aquoso de S. weinmanniifolia
apresenta relevante potencial terapéutico, tanto isoladamente quanto em associagdo com
antifungicos convencionais. A sinergia observada sugere uma alternativa promissora no
enfrentamento da resisténcia fungica, reforcando a importancia da investigagao de compostos
naturais para o desenvolvimento de novas terapias.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Infec¢des fungicas, Sinergia farmacolégica.



ABSTRACT

The increasing incidence of fungal infections, combined with the emerging resistance
of species such as Candida albicansand Candida glabrata to conventional antifungals like
fluconazole, highlights the urgent need for new therapeutic approaches. Fungal infections are
becoming increasingly prevalent in both hospital and community settings, with C. albicans
accounting for a significant proportion of cases. Meanwhile, C. glabrata has drawn attention
due to its intrinsic and acquired resistance to several antifungal agents. In this context,
medicinal plants—particularly Schinus weinmanniifolia—have emerged as potential
alternatives for the development of effective antifungal agents. Exploring natural compounds
1S a promising strategy, as many plants possess bioactive properties that may be useful for
both the prevention and treatment of infections. This study aimed to determine the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) of the aqueous leaf extract of S. weinmanniifolia and to
evaluate its synergy with fluconazole against C. albicans and C. glabrata strains. Leaves were
collected in regions of Mato Grosso do Sul, Brazil, and the aqueous extract was prepared by
infusion in boiling water. After filtration and lyophilization, the extract was tested by broth
microdilution to determine the individual MICs of the extract and fluconazole. The synergistic
interaction was then evaluated using the checkerboard method, with calculation of the
Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI). The results showed that the aqueous extract
presented MICs of 1.95 pg/mL for C. albicans and 0.48 pg/mL for C. glabrata, indicating
strong antifungal activity. The combination of the extract with fluconazole revealed a
significant synergistic effect, with FICI values of 0.48 for C. albicans and 0.75 for C.
glabrata, demonstrating that the association enhances antifungal efficacy, even against
clinically resistant strains. It is concluded that the aqueous extract of S. weinmanniifolia
presents significant therapeutic potential, both alone and in combination with conventional
antifungals. The observed synergy suggests a promising alternative for overcoming fungal
resistance, reinforcing the importance of investigating natural compounds for the development
of new therapies.

Keywords: Medicinal plants, Fungal infections, Pharmacological synergy.
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1 INTRODUCAO

Candida ¢ um género de leveduras que integra a microbiota normal dos seres
humanos, colonizando a pele e as mucosas do trato digestivo, oral, urinario e vaginal.
Aproximadamente 200 espécies pertencem a esse género, das quais cerca de 20 sdo
responsdveis por infec¢des em humanos. Em situagdes de desequilibrio do sistema
imunologico ou da flora normal do hospedeiro, essas leveduras podem se tornar patogénicas,
sendo consideradas microrganismos oportunistas. (Girrsh et al., 2009)

Dentre as espécies que fazem parte desse género, Candida albicans é considerada a
espécie mais patog€nica aos seres humanos, por ser uma levedura oportunista sua
patogénicidade esta relacionada as condigdes de disbiose causada por antibidticos,
imunossupressao iatrogénica ou intervencdes médicas que comprometem a integridade das
barreiras mucocutaneas e dos mecanismos de defesa do hospedeiro (Lopes & Lionakis, 2021).
Tendo como outros fatores identificados a capacidade de adesdo, formagdo de biofilme,
hidrofobicidade de superficie celular, produ¢do de enzimas hidroliticas, mudanca morfoldgica
e a capacidade de multiplicagdo em altas temperaturas (Kim & Sudbery, 2011).

Candida glabrata também ¢ caracterizada como uma levedura oportunista, sendo
responsavel por 24% de infecgdes na corrente sanguinea, sendo a segunda espécie mais
comum depois de C. albicans em algumas regides, ja que sua prevaléncia muda
geograficamente (Falagas, Roussos, & Vardakas, 2010; Hajjeh et al., 2004). Essa espécie ¢
caracterizada como um agente causador de infec¢des no trato urinario, vaginal e na corrente
sanguinea principalmente em idosos, diabéticos e receptores de transplante de orgaos,
podendo ser associadas com infecgdes mucosas ou sistémicas (Fidel; Vazquez; Sobel, 1999).

As espécies de Candida albicans e Candida glabrata sdo as principais protagonistas
da candidiase vaginal, uma condicdo ginecologica extremamente comum, afetando
aproximadamente 75% das mulheres em idade reprodutiva pelo menos uma vez na vida,
sendo 50% um novo surto e 5% s@o acometidas com o carater recorrente (CVVR) (Mardh et
al., 2002).

O uso exagerado de antibidticos e corticoides fez com que as infecgdes fungicas
aumentassem, especialmente por C. Albicans, que se caracterizava como comensal na
microbiota normal, mas que agora invade os tecidos e se instala nos individuos causando
danos. Tem sido observado o crescimento da frequéncia de candidiase vulvovaginal (CVV),
ligado diretamente com os fatores de viruléncia da levedura e sua capacidade de se adaptar, e

sua grande variabilidade genotipica (Farhan et al., 2018). Um dos principais desafios no
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tratamento de infecgdes por C. glabrata é a crescente resisténcia aos antifingicos,
especialmente aos azois e equinocandinas. Isso se deve principalmente ao aumento da
expressao de bombas de efluxo e de reguladores transcricionais que conferem resisténcia a
multiplas drogas. A selecao de linhagens com deficiéncia mitocondrial também contribui para
a resisténcia aos azdis, uma vez que a homeostase lipidica ¢ afetada (Nucci; Colombo, 2002).

O fluconazol ¢ um antifiingico triazolico, que atua por meio da inibicdo da enzima
lanosterol 14a-desmetilase (citocromo P450), codificada pelo gene ERGI1, na via de
biossintese do ergosterol. De forma mais detalhada, o atomo de nitrogénio livre do anel
azollico se liga a um 4tomo de ferro no grupo heme da enzima, impedindo a ativagdo do
oxigénio e, consequentemente, a desmetilacdo do lanosterol, inibindo o processo de
biossintese do ergosterol (Hitchcock, 1991). Sendo o ergosterol um componente essencial das
membranas celulares fungicas, essa inibicdo ¢ toxica, gerando o acumulo de esterodis
metilados na membrana celular fingica, consequentemente o crescimento celular ¢
interrompido (Joseph-Horne; Hollomon, 1997; Heimark et al., 2002).

Dentre as diversas alternativas para o tratamento de infecgdes fungicas, o uso de
plantas medicinais ¢ uma realidade que faz parte de diversas culturas. Em diferentes estudos ¢
possivel observar o caminho que a humanidade tragou entre o uso das plantas, o
conhecimento comum e a aplicacdo de seus compostos. Na pré-historia, o uso de plantas na
alimentacdo e com finalidades terapéuticas ¢ registrada em diferentes escrituras
arqueologicas, estando associadas na maioria das vezes a rituais religiosos. O periodo da
antiguidade marcou a mudanca do uso das plantas medicinais de simbologia méagica para o
uso empirico-racional (Rocha et al., 2021).

A familia Anacardiaceae ¢ constituida por 81 géneros e 800 espécies distribuidas em
regiodes tropicais, subtropicais e temperadas. No Brasil, sdo registrados 15 géneros (Mitchell et
al., 2022; Silva-Luz, 2020). Totalizando 29 espécies origindrias da América do Sul, este
género apresenta distribuicdo nas cinco regides do Brasil e em paises como Peru, Chile,
Argentina, Paraguai e com registros de cultivo no Egito (El-nashar et al., 2021; Silva-Luz,
2020).

Schinus weinmanniifolia Mart. ex Engl. ¢ uma espécie pouco estudada
cientificamente, encontrada nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, além de
Paraguai, Uruguai e Argentina (Luz, 2011). Diferente da S. terebinthifolius, que ¢ uma arvore,
S. weinmanniifolia ¢ um subarbusto de rapido crescimento. Apenas dois estudos abordaram
suas atividades biologicas: Velazquez et al. (2003) investigaram o potencial antioxidante das

folhas, e Hernandes et al. (2014) analisaram o perfil quimico e a atividade antimicrobiana do
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6leo essencial das folhas. Considerando o uso farmacéutico de S. terebinthifolius, S.
weinmanniifolia pode ter potencial terapéutico a ser investigado.

A sinergia, um principio fundamental na natureza, refere-se aos efeitos combinados
ou cumulativos gerados por interagdes entre diversas forcas, particulas, substancias ou

individuos dentro de um determinado contexto. Derivada do grego synergos, que significa

O~

"trabalhando juntos", a sinergia ¢ frequentemente resumida pelo conceito de que "o todo
maior que a soma das partes", como descrito por Aristoteles em Metafisica. No entanto, a
sinergia nem sempre resulta em um efeito positivo ou maior; em alguns casos, o resultado ¢
simplesmente diferente. Na farmacologia, a sinergia ¢ evidenciada pelo uso combinado de
medicamentos e extratos vegetais, que pode potencializar a atividade terapéutica em
comparagdo com substincias isoladas. A combina¢do de medicamentos que atuam em
multiplos alvos simultaneamente, conhecida como multiterapia, tem demonstrado ser mais
eficaz e menos suscetivel a resisténcia adaptativa do que a monoterapia, especialmente no
tratamento de condi¢des complexas como cancer e doengas infecciosas (Csenmely, Agoston,
Pongor, 2005; Keith, Zimmermann, 2004).

Diante da escassez de estudos sobre as propriedades bioativas de S. weinmanniifolia
e a necessidade de novos extratos que possam auxiliar no tratamento de infecgdes fungicas,
este trabalho visa avaliar o potencial antifingico e o sinergismo com fluconazol do extrato

aquoso das folhas de S. weinmanniifolia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antifingico do extrato aquoso das folhas de Schinus
weinmanniifolia frente a cepas de Candida albicans e Candida glabrata, bem como investigar

a acdo sinérgica do extrato em combinac¢do com o fluconazol.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) do extrato aquoso das folhas de
Schinus weinmanniifolia frente a cepas padrao e isoladas de Candida albicans e Candida
glabrata.

- Comparar a atividade antifungica do extrato vegetal com a do fluconazol, observando
diferengas de eficacia entre as espécies de leveduras testadas.

- Avaliar a interagdo sinérgica entre o extrato de S. weinmanniifolia e o fluconazol por meio
da metodologia de checkerboard e célculo do indice de concentragdo inibitoria fracionada

(CIF).

152



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Candidiase vulvovaginal

A candidiase vulvovaginal (CVV) ¢ uma infec¢do fingica comum que acomete o trato
genital feminino, sendo causada pelo crescimento excessivo de fungos do tipo levedura,
principalmente do género Candida. Candida albicans é responsavel por cerca de 80 a 90%
dos casos, seguida por espécies ndo-albicans, como Candida glabrata, que também tém
relevancia clinica (Sobel, 1993; Corsello et al., 2003; Cotran; Kumar; Collins, 2000; Pichova
et al., 2001). Trata-se de uma condi¢do ginecologica extremamente prevalente, afetando
aproximadamente 75% das mulheres em idade reprodutiva pelo menos uma vez na vida.
Desses casos, 50% apresentam recorréncia e cerca de 5% evoluem para a forma recorrente
(CVVR) (Mardh et al., 2002). Além da alta prevaléncia, a infeccdo pode causar desconforto
significativo e impacto negativo na qualidade de vida das pacientes, sendo a patogenicidade
de C. albicans intensificada por seus fatores de viruléncia.

Do ponto de vista epidemiologico, C. albicans compde a microbiota vaginal normal de
20 a 25% das mulheres saudaveis (Sobel, 1993). Contudo, sob determinadas circunstancias,
esse fungo pode proliferar excessivamente e desencadear o quadro clinico da candidiase.
Dentre os principais fatores de risco associados, destacam-se o uso de contraceptivos orais,
antibioticoterapia, gestacao e diabetes mellitus (Rosa; Rumel, 2004).

Clinicamente, os principais sintomas incluem prurido, sensacdo de queimacao,
corrimento vaginal branco e espesso, dispareunia e ardéncia ao urinar, especialmente no
periodo pré-menstrual (Naumova; Castelo-Branco, 2018). O diagndstico, muitas vezes
presuntivo, ¢ realizado por anamnese e exame clinico, sendo complementado por técnicas
laboratoriais como o teste de Whiff, coloracdo de Gram, cultivo em 4gar Sabouraud e meios
cromogénicos (Quan, 2010).

Fisiopatologicamente, C. albicans possui mecanismos importantes de viruléncia, como
a producao de estruturas de adesdo ao tecido hospedeiro, formagao de biofilmes, produgdo de
tubos germinativos e de exoenzimas como proteinases e fosfolipases, além de caracteristicas
como hidrofobicidade da superficie celular, variabilidade genotipica, tigmotropismo e

switching fenotipico (Figura 1) (Gulati; Nobile, 2016; Zhu, 2010).

Figura 1. Mecanismos fisiopatolégicos da candidiase vulvovaginal.
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Fonte: Autora, 2025.

O tratamento geralmente se baseia-se em antiflingicos azolicos, como fluconazol,
itraconazol e voriconazol, administrados por via topica ou oral. Destaca-se o fluconazol pela
sua eficdcia na inibicdo da sintese de ergosterol, componente essencial da membrana celular
fingica. Entretanto, o uso indiscriminado destes fdrmacos tem levado ao aumento da
resisténcia de cepas de Candida, contribuindo para a recorréncia da infec¢ao (Alfouzan; Dhar,
2017).

Apesar dos tratamentos disponiveis, persistem desafios relacionados a eficacia,
acessibilidade e efeitos adversos, o que refor¢a a necessidade de desenvolvimento de terapias

alternativas, seguras e de baixo custo.

3.2 Candida albicans

O género Candida ¢ composto por aproximadamente 200 espécies de leveduras
diferentes, que habitam o ser humano em diferentes partes do corpo, como cavidade bucal,
pele, secrecdes bronquicas, vagina, orofaringe e urina. Dentre as espécies desse género,
Candida albicans se destaca por seus aspectos comensais € patogénicos, além de apresentar a
capacidade de ocupar diversos habitats, diferentemente das demais (Kurtzmann; Fell, 1998;
Odds et al., 1988; Rippon, 1974).

C. albicans caracteriza-se como um organismo polimdrfico, podendo alternar entre as
formas de blastoconidio (levedura), hifa e pseudo-hifa. Também ¢ capaz de formar
clamidoconidios, que sdo esporos arredondados com parede celular espessa (Chaffin et al.,
1998; Lacaz; Porto; Martins, 1991). Suas coldnias em agar Sabouraud sdo umidas, cremosas,
lisas ou rugosas, com coloracdo branco-amarelada e odor caracteristico. A espécie também
forma tubos germinativos, assimila carbono e realiza fermentacao. Em condicdes in vitro, sua
morfologia pode ser alterada por variagdes de pH, temperatura e concentracdo de CO,
(Chitty; Fraser, 2017). Seu crescimento 6timo ocorre entre 20 °C e 38 °C, com pH de 2,5 a
7,5. Microscopicamente, suas células medem de 3 a 5 pum de didmetro, possuem formato
esférico, ovoide ou alongado, e coram-se como Gram-positivas (Lu; Su; Liu, 2014).

A patogenicidade de C. albicans estd relacionada a fatores do sistema imune do
hospedeiro e aos mecanismos de viruléncia do fungo, como adesdo, formacao de biofilme,
producdo de enzimas hidroliticas, mudanc¢a morfoldgica e crescimento em altas temperaturas.
Quando em forma de hifa, torna-se invasiva e patogénica, com maior capacidade de
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penetragdo e adesdo as células epiteliais humanas. Em sua forma leveduriforme, comporta-se
como comensal, o que a diferencia de outras espécies fungicas, que se tornam patogénicas ao
mudar para forma leveduriforme ap6s contato com tecidos humanos (Lu; Su; Liu, 2014).

A colonizagdo por C. albicans geralmente ocorre durante o parto, quando o
recém-nascido entra em contato com o canal vaginal, passando a abrigar o microrganismo na
cavidade oral e no trato gastrointestinal inferior. A espécie entdo se estabelece como parte da

microbiota normal e comensal (Mayer; Wilson; Hube, 2013).

3.3 Candida glabrata

Candida glabrata é um patdgeno oportunista responsavel por cerca de 29% das
infeccdes na corrente sanguinea, sendo a segunda espécie mais prevalente apos C. albicans,
com variacdo geografica significativa (Pfaller et al., 2011; Montagna et al., 2014). Essa
espécie estd associada a infecgdes no trato urinario, vaginal e na corrente sanguinea,
sobretudo em pacientes idosos, diabéticos e imunocomprometidos, como receptores de
transplantes (Fidel; Vazquez; Sobel, 1999; Achkar; Fries, 2010).

Morfologicamente, C. glabrata nao apresenta dimorfismo e forma blastoconidios
pequenos (1-4 um), ndo formando pseudohifas em temperaturas superiores a 37 °C. Em agar
Sabouraud, suas colonias apresentam coloragdo creme, superficie lisa e brilho. Seu genoma ¢
haploide, em contraste com o de C. albicans e outras espécies, € pode ser distinguido também
pelo rRNA da subunidade pequena (Celerino et al., 1991).

Essa levedura coloniza principalmente o trato gastrointestinal e pode disseminar-se
para outros orgaos, como figado e rins, favorecida por comprometimentos da barreira mucosa
e do sistema imunoldgico. Estudos demonstram sua capacidade de sobreviver e se replicar
dentro de macréfagos, evitando sua eliminacdo pelo sistema imune (Isenberg et al., 1989).

A adesdo as células hospedeiras ¢ um fator crucial para sua viruléncia. A familia de
genes EPA codifica proteinas de superficie celular envolvidas nesse processo. Outras
proteinas, como as aspartil proteases ligadas a glicosilfosfatidilinositol (GPI), também
contribuem para sua viruléncia e formacao de biofilmes (Riera et al., 2012). Além disso, C.
glabrata adapta-se a ambientes hostis utilizando fontes de carbono alternativas, como o
lactato, em condi¢des de hipoxia. Também possui mecanismos de resisténcia ao estresse
oxidativo e pode sobreviver em macrofagos (Ueno et al., 2011).

O tratamento das infec¢des causadas por C. glabrata ¢ desafiador devido a sua

crescente resisténcia a antifingicos, especialmente aos azdis e equinocandinas. Isso se deve a
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expressdo aumentada de bombas de efluxo e reguladores transcricionais, bem como a selecao
de linhagens "petite" com deficiéncia mitocondrial, que apresentam resisténcia aumentada

devido a altera¢des na homeostase lipidica (Nucci; Colombo, 2002).

3.4 Tratamento da candidiase vulvovaginal

Na pratica clinica, o tratamento refere-se a abordagens farmacolodgicas, higiénicas,
cirtirgicas ou fisicas com o objetivo de aliviar ou eliminar a enfermidade. No entanto, o
tratamento com antifiingicos vem se tornando desafiador, pois muitas espécies de Candida
desenvolvem resisténcia, frequentemente devido ao uso inadequado e crescente desses
medicamentos (Naglik et al., 2003; Brasil, 2020).

O tratamento ¢ geralmente iniciado apds o aparecimento dos sintomas, visando
impedir o crescimento fingico e reduzir a sintomatologia. As medicagdes podem ser de uso
topico ou oral, incluindo cremes, lo¢des, comprimidos vaginais e capsulas orais. Um exemplo
¢ o uso de isoconazol nitrato em forma de creme vaginal (Brasil, 2010).

Os antifungicos azolicos sao divididos em imidazolicos e triazolicos, ambos atuando
na inibicdo da enzima lanosterol 14a-desmetilase, essencial para a sintese do ergosterol na
membrana celular fungica. Essa inibi¢ao afeta a fluidez da membrana e sua fun¢do. Farmacos
como fluconazol, itraconazol, cetoconazol, voriconazol, posaconazol e ravuconazol sao
amplamente utilizados, destacando-se por sua eficacia e menor toxicidade em relacdo a
anfotericina B (Santos, 2018; Moraes; Félix; Badin, 2022).

Embora o tratamento da CVV esteja centrado no uso de antifingicos, especialmente os
pertencentes as classes dos azolicos, poliénicos e equinocandinas, alguns antibioticos também
tém sido utilizados em casos especificos, principalmente quando ha suspeita de coinfeccdes
bacterianas associadas ou quando a infec¢do fingica ¢ secunddria a tratamentos prolongados
com antibioticos. Entre os antibioticos mais frequentemente prescritos estdo a metronidazol e
a clindamicina, ambos com ag¢do sobre bactérias anaerobias, e o tinidazol, com perfil
semelhante ao metronidazol. No entanto, ¢ fundamental que o uso de antibioticos em quadros
de candidiase vulvovaginal seja criteriosamente avaliado, uma vez que sua administragao
indiscriminada pode contribuir para o desequilibrio da microbiota vaginal e favorecer a
proliferacdo de leveduras do género Candida.

A terapia medicamentosa utilizando azdlicos orais apresenta taxas de cura mais bem
comparadas a antifungicos topicos, sendo mais utilizado de preferéncia por ser uma terapia

oral trazendo praticidade na sua administracdo. No entanto, o uso profilatico e prolongado em
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baixas concentracdes tem acarretado o surgimento de resisténcia (Nucci; Colombo, 2002).
Atualmente, as opgdes terapéuticas mais efetivas atualmente no tratamento de CVV sdo
compostas por quatro classes, sendo eles: poliénicos, triazolicos, equinocandinas e flucitosina
(Galle; Gianinni, 2004).

Os poliénicos, como a nistatina e a anfotericina B, atuam ligando-se ao ergosterol e
formando poros na membrana celular fingica, promovendo a liberagdo de ions e morte
celular. Contudo, interagdes com o colesterol humano podem causar efeitos adversos graves,
como nefrotoxicidade (Santos, 2018; Conte, 2021).

As equinocandinas, como caspofungina, micafungina e anidulafungina, sdo eficazes
contra Candida spp. e inibem a sintese da enzima 1,3-B-glucano, essencial para a integridade
da parede celular. Por serem administradas por via intravenosa, ndo sdo recomendadas para o
tratamento ambulatorial da CVV (Santos, 2018).

Diante da resisténcia fungica, torna-se necessario utilizar combinac¢des de antifingicos
com diferentes mecanismos de agdo, além de explorar terapias alternativas, tanto

farmacoldgicas quanto naturais.

3.4.1 Fluconazol

O fluconazol ¢ um antifungico triazélico que atua inibindo a enzima lanosterol
l4a-desmetilase (citocromo P450), codificada pelo gene ERG11, envolvida na biossintese do
ergosterol. O nitrogénio do anel azdlico liga-se ao ferro do grupo heme da enzima, impedindo
a ativacdo do oxigénio e, consequentemente, a desmetilacio do lanosterol. A inibicdo da
produgdo de ergosterol compromete a integridade da membrana celular fungica, resultando
em acumulo de esterdis toxicos e interrup¢ao do crescimento celular (Hitchcock, 1991;
Joseph-Horne; Hollomon, 1997; Heimark et al., 2002).

O fluconazol apresenta boa solubilidade em agua e esta disponivel em capsulas orais,
solugdo oral e formulagdes intravenosas. Sua absor¢ao ¢ rapida, com pico plasmatico entre 1 e
3 horas apods administracdo oral (Lim et al., 1993; Debruyne; Ryckelynck, 1993; Humphrey;
Jevons; Tarbit, 1985).

A suscetibilidade de Candida spp. ao fluconazol ¢ definida pelo método M27 do
NCCLS. Isolados com CIM < 8 mg/L sdo considerados suscetiveis; com CIM de 16-32 mg/L,
suscetiveis dependentes da dose (S-DD); e com CIM > 64 mg/L, resistentes. Essa

classificagdo ¢ eficaz para candidiase mucosa em pacientes com HIV, mas tem menor
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aplicabilidade em casos sistémicos (Frechette et al., 1995; Cartledge et al., 1994; Blatchford,
1990; Graybill et al., 1998).

De modo geral, isolados iniciais de Candida spp. sdo suscetiveis ao fluconazol em
pacientes ndo expostos previamente a azolicos, excetuando-se C. krusei e algumas cepas de
outras espécies. Estudos de hemoculturas demonstram que mais de 95% das cepas de C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis permanecem suscetiveis. Em contrapartida, a
suscetibilidade de C. glabrata varia de 62,1% na América Latina a 80,9% na regido
Asia-Pacifico (Alves, 2011).

O fluconazol possui perfil de tolerabilidade favoravel nas doses recomendadas, mas
efeitos adversos podem ocorrer, especialmente com doses acima de 400 mg/dia. Pacientes
HIV positivos apresentam maior incidéncia de hepatotoxicidade associada ao farmaco
(Govindarajan et al., 2024). Efeitos colaterais comuns incluem cefaléia, nausea, dor
abdominal e elevagdo de transaminases hepaticas. Ha também relatos de neurotoxicidade em
doses superiores a 1.200 mg/dia, além de reacdes anafilaticas e sindrome de Stevens-Johnson,
embora raras (Amichai; Grunwald, 1998; Pappas et al., 1995; Unal Yiiksekgoniil; Ertugrul;
Karagoz, 2021).

O uso de terapias alternativas por mulheres com vaginite, especialmente aquelas com
vaginite cronica, tem sido relatado hd décadas. Apesar da escassez de dados sobre os
mecanismos de agdo dessas abordagens, alguns produtos apresentam atividade antifungica
comprovada (Nyirjesy et al., 1999; Nyirjesy et al., 2011).

Esses tratamentos geralmente sdo complementares a terapia antifiingica convencional.
A investigacdo de alternativas terapéuticas pode revelar compostos ativos contra Candida spp.
ndo-albicans, frequentemente resistentes aos tratamentos tradicionais, € até mesmo contra
cepas resistentes de C. albicans (Ebrahimy et al., 2015).

A crescente prevaléncia de cepas resistentes de Candida, aliada as limitagdes
farmacocinéticas e toxicologicas dos antifingicos disponiveis, tem impulsionado a busca por
novas estratégias terapéuticas para o tratamento da CVV. Essa busca se justifica ndo apenas
pela resisténcia emergente, mas também pela necessidade de desenvolver compostos com
melhor biodisponibilidade, menor toxicidade e eficacia aprimorada. Nesse cenario, diversas
abordagens vém sendo investigadas, incluindo terapias combinadas, derivados de compostos
naturais, tecnologias de liberacdo controlada e moléculas com novos mecanismos de agdo

antifingica.

3.4.2 Novos compostos
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Diversos estudos tém explorado novas moléculas com potencial antifingico para o
tratamento da candidiase vulvovaginal, com o objetivo de superar os desafios impostos pela
resisténcia de cepas de Candida e pelos efeitos adversos associados aos tratamentos
convencionais. Entre os compostos em investiga¢cdo, destaca-se o VI-1161 (oteseconazol), um
inibidor da lanosterol 14a-desmetilase com elevada seletividade por fungos, que demonstrou
eficacia clinica associada a menor toxicidade hepatica (Martens et al., 2021). J4 o TOL-463,
uma formulagdo combinando acido bérico e EDTA, tem sido avaliado tanto para o tratamento
da candidiase quanto da vaginose bacteriana, apresentando acdo fungicida relevante
(Marrazzo et al., 2019).

Além disso, compostos como nanoparticulas contendo curcumina t€ém mostrado
capacidade de otimizar a penetracdo e a liberagdo do principio ativo no ambiente vaginal,
aumentando sua eficacia terapéutica (MA et al., 2020). Complementarmente, estudos com
extratos naturais, como os obtidos de Mitracarpus frigidus e do propolis, revelaram atividade
antifingica significativa, refor¢ando seu potencial como candidatos para formulagdes

terapéuticas futuras (Capoci et al., 2015; Ebrahimy et al., 2015).

3.4.3 Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais ¢ uma pratica historico-cultural presente em diversas
civilizagdes. Desde a pré-historia, plantas eram utilizadas com fins terapéuticos, inicialmente
associadas a rituais religiosos e, posteriormente, com base empirica (Rocha et al., 2021).
Embora haja diversos antifingicos disponiveis, ainda se busca o "ideal": com maior espectro
de agdo, menor toxicidade, custo reduzido e menor resisténcia (Nascimento et al., 2000;
Pazhani, 2004). Nesse contexto, aumentaram nas ultimas décadas os estudos sobre extratos de
plantas medicinais, condimentares e aromaticas (Nascimento et al., 2000; Castro et al., 2000).

A legitimagdo cientifica dessas praticas ¢ especialmente relevante para populacdes
com acesso limitado a medicamentos, como no Brasil, por oferecer custo reduzido,
disponibilidade, menor risco de efeitos colaterais e intoxicagdes (Furlan, 1998).

A familia Anacardiaceae, conhecida por incluir diversas espécies de importancia
ecoldgica, medicinal e ornamental, compreende 81 géneros e cerca de 800 espécies. Entre
esses, destaca-se o género Schinus, que pertence a essa familia e € particularmente expressivo
no Brasil, com 29 espécies nativas da América do Sul. Dentre elas, sobressaem-se Schinus

molle e Schinus terebinthifolius Raddi, amplamente utilizadas na arborizagdo urbana e na
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culindria, devido a suas propriedades organolépticas (Mitchell et al., 2022; Silva-Luz, 2020).
Outra espécie notavel € Schinus weinmanniifolia Mart. ex Engl., conhecida como "aroeira do
campo", nativa do Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina, com flores de novembro a dezembro
e frutos de novembro a janeiro. Seu uso ¢ comum em arranjos ornamentais, gragas ao porte
arbustivo e as folhas perenes (Luz, 2011; Silva-Luz, 2020). A investigacdo sobre a atividade
antimicrobiana de Schinus weinmanniifolia ¢ ainda limitada, com apenas dois estudos
encontrados na literatura. Hernandes et al. (2014) observaram que o 6leo essencial obtido das
folhas da planta durante a primavera demonstrou agdo antifungica frente aos microrganismos
Aspergillus brasiliensis e Candida albicans, sugerindo um potencial terapéutico contra
infeccdes fungicas. Ja Ferreira et al. (2023) avaliaram o extrato etandlico das folhas da
espécie e constataram atividade antimicrobiana frente a diversas cepas bacterianas, como
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, além de acdo contra fungos como Candida

albicans.

3.5 Sinergia

Antes de abordar a sinergia em contextos mais amplos, ¢ relevante destacar seu papel
crescente na farmacologia e nas terapias antimicrobianas. A sinergia terap€utica tem sido cada
vez mais explorada como uma estratégia para potencializar a acdo de compostos ja
conhecidos, ampliando sua eficicia e contribuindo para a superacdo de mecanismos de
resisténcia (Csermely; Agoston; Pongor, 2005).

A sinergia ¢ um dos principios que regem o mundo natural. Nao ¢ apenas um efeito
onipresente na natureza, mas também ¢ considerado a razao da crescente complexidade do
processo evolutivo. Em termos gerais, a sinergia ¢ definida como os efeitos combinados ou
cumulativos produzidos pelas interacdes entre diversas forgas, particulas, elementos,
substancias, partes ou individuos num determinado contexto.

A sinergia refere-se aos efeitos combinados produzidos pela interac¢do entre diferentes
agentes. No campo farmacoldgico, o uso combinado de medicamentos visa potencializar
efeitos terapéuticos e superar a resisténcia adaptativa, especialmente em infec¢des, cancer e
doengas cronicas (Csermely; Agoston; Pongor, 2005).

A abordagem multialvo substitui a monoterapia tradicional, focando ndo apenas na
destruicdo do agente patogé€nico, mas também na modulacdo de mecanismos de protecdo do

organismo (Keith; Zimmermann, 2004).

232



Embora a descoberta de fairmacos multialvo envolva longos processos de pesquisa, a
combinagdo de substincias com atividades complementares pode ampliar o arsenal
terapéutico. Um exemplo citado por Borisy et al. (2003) mostrou que, das 435 combinagdes
entre 30 medicamentos testados contra fungos, 22 apresentaram sinergismo, sendo algumas
entre agentes previamente nao antiflingicos.

A andlise da sinergia pode ser qualitativa (ex: isobolograma cldssico) ou quantitativa
(ex: método de superficie de resposta). O modelo mais utilizado ¢ o de aditividade de Loewe,
representado graficamente por isobologramas. Curvas concavas indicam sinergia, enquanto
convexas sugerem antagonismo (Berenbaum, 1989; Greco et al., 1995). Essa abordagem
oferece grande potencial para o desenvolvimento de novos tratamentos antifungicos mais

eficazes e com menor risco de resisténcia.

242



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta de material vegetal e preparo do extrato aquoso das folhas de Schinus

weinmanniifolia Mart. ex Engl.

O material botanico de Schinus weinmanniifolia Mart. ex Engl. (folhas) foi coletado
no municipio de Dourados - Mato Grosso do Sul, proximo as fazendas Cural de Arame e
Campo Beli (22°11'14" S, 54°55'14" W). Esta planta foi identificada pelo Dr. Augusto
Giaretta de Oliveira da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD, Brasil). Uma
exsicata desta espécie foi depositada no herbario DDMS-UFGD sob o numero de registro
8856. A mesma esta registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o registro A9BE079.

As folhas de Schinus weinmanniifolia Mart. ex Engl. foram secas em estufa de
circulagdo (72 h) a 40 °C. Apds a secagem, o material vegetal foi triturado e extraido
utilizando 10% (p/v) de dgua fervente sob agitacdo por 5 horas. Em seguida, foi realizado o
processo de filtragdo e liofilizagao. O extrato aquoso das folhas de Schinus weinmanniifolia

Mart. ex Engl. (EASW) foi coletado e armazenado a 4 °C.Microrganismos

4.2 Microrganismos

Cepas padrao de leveduras foram obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, EUA), incluindo Candida albicans (ATCC 90028), Candida glabrata
(ATCC 2001). Isolados de Candida albicans provenientes de casos de candidiase
vulvovaginal foram disponibilizados pela Cole¢des Microbiologicas da Universidade Estadual

de Maringd (CMRP Taxonline).

4.3 Determinacio da atividade antifungica de EASW e Fluconazol

A concentragdo inibitoria minima (CIM) do extrato foi determinada utilizando o
método de microdiluicio em caldo, de acordo com a diretriz M27-A3 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) para leveduras, com adaptagdes para produtos
naturais. As leveduras foram suspensas em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%), e as
suspensoes foram padronizadas utilizando um espectrofotometro. O extrato foi submetido a

dilui¢des sucessivas (1:2) em microplacas de 96 pocos com RPMI-1640 para leveduras. As
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concentragdes dos extratos variaram de 0,24 a 1000 pg/mL. Controles negativos de
esterilidade do meio de cultura e dos extratos, assim como controles positivos, foram
preparados para verificar a viabilidade dos microrganismos. O fluconazol (FLU) foi utilizado
como antifungico padrdo. As temperaturas e os tempos de incubagdo foram de 35 °C por 24 h.
A leitura foi realizada visualmente, e a CIM foi determinada como a menor concentra¢do que
reduziu 50% do crescimento fingico tanto para o fluconazol quanto para o extrato, em
comparagdo com o controle positivo (SANNOMIYA et al., 2022). Os ensaios foram

realizados em duplicata em trés momentos diferentes.

4.4 Atividade combinada de EASW com fluconazol

Para determinar o efeito combinatorio de EASW com fluconazol, foi utilizada a
técnica Checkerboard (de CASTRO et al., 2015) seguindo as diretrizes do CLSI (2008). As
concentragdes testadas de EASW variam de 0,0037 - 3,90 pg/mL e fluconazol de 0,0078 - 1
pug/mL, o que gerou diferentes combinagdes de concentragdes entre EASW + fluconazol. As
combinagdes foram testadas frente C. albicans (ATCC 90028), isolado vulvovaginal
(CMRP3480) e C. glabrata (ATCC 2001). As microplacas foram montadas com 100 pL da
combinagdo, 100 uL do indculo padronizado (2,5 x 10° cel./mL) e posteriormente, incubadas
a 35 °C por 24 h. A leitura foi realizada visualmente, e a CIM foi determinada como a menor
concentracdo que reduziu 50% do crescimento fingico (SANNOMIYA et al., 2022). A
avaliacdo da interagdo entre as combinagdes foi determinada pelo calculo da Concentragao
Inibitoria Fracionada (CIF) do extrato e do antifungico, onde o indice CIF = (CIM do extrato
em combinacgdo com antifungico/CIM do extrato isoladamente), o0 mesmo se aplicou para o
fluconazol. Os resultados obtidos foram classificados segundo Foucquier e Guedj (2015).
Apos a visualizagdo dos resultados foi realizada microscopia Optica das concentragdes

inibitorias isoladas e sinérgicas em um aumento de 100x.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade antifangica de EASW e Fluconazol frente a espécies de Candida

Os resultados da atividade antifingica do extrato aquoso das folhas de Schinus
weinmanniifolia Mart. ex Engl e do fluconazol frente a cepas de Candida spp. estdo expressos
na Tabela 1. Pode ser observado que EASW apresentou CIM de 1,95 pg/mL para C. albicans.
Em relacdo a Candida glabrata, o EASW obteve melhor atividade em relagdo ao fluconazol,
com CIM de 0,48 pg/mL, enquanto o antifiingico apresentou de CIM de 8 pg/mL. Com os

resultados obtidos, C. albicans e C. glabrata foram selecionadas para o ensaio de sinergismo.

Tabela 1. Concentragdo inibitoéria minima (ug/mL) do extrato aquoso das folhas (EASW) de
Schinus weinmanniifolia Mart. ex Engl. Frente espécies de Candida.

Microrganismo EASW FLU
Candida albicans 1,95 0,125
Candida glabrata 0,48 8
Candida krusei 0,48 -
Candida tropicalis 0,97 0,125
Candida parapsilosis 0,97 1

Legenda: FLU, Fluconazol. Cepas de Candida spp. com CIM > 8 pg/mL sdo consideradas resistentes ao fluconazol, exceto
para C. glabrata, onde a CIM > 64 pg/mL ¢ caracterizada como resistente ao fluconazol, Candida krusei é intrinsecamente
resistente ao fluconazol (-) (CLSI, 2017).

Fonte: Autora, 2025.

5.2 Determinacio da atividade antifungica de EASW e fluconazol frente a isolados de
candidiase vulvovaginal

Os resultados da atividade antifingica do extrato aquoso das folhas de Schinus
weinmanniifolia Mart. ex Engl. e do fluconazol frente Candida albicans isoladas de
candidiase vulvovaginal estdo expressos na Tabela 2. Sendo observado que o CIM do isolado
CMRP3480 foi diferente aos demais apresentando um resultado elevado, portanto sendo

selecionado para ser utilizado nos demais testes.
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Tabela 2. Concentracdo inibitoéria minima (ug/mL) do extrato aquoso das folhas (EASW) de
Schinus weinmanniifolia Mart. ex Engl. e Fluconzaol contra Candida albicans (isolados de
candidiase vulvovaginal).

Microrganismo EASW FLU
CMRP3475 1,95 0,125
CMRP3476 1,95 0,125
CMRP3477 1,95 0,125
CMRP3478 1,95 0,125
CMRP3479 1,95 0,125
CMRP3480 3,90 0,125

Legenda:FLU, Fluconazol. Cepas de Candida spp. com CIM > 8 ng/mL sdo consideradas resistentes ao fluconazol. (CLSI,
2017).
Fonte: Autora, 2025.

Os resultados obtidos foram comparados aos critérios estabelecidos por Saraiva et al.
2011, que classificam extratos vegetais como altamente ativos quando apresentam valores de
CIM entre 100 e 500 ug/mL. Nesta perspectiva, os valores de CIM determinados para o
extrato aquoso de Schinus weinmanniifolia se destacam pela sua atividade antiflingica, com
valores que variaram de 0,48-3,90 pg/mL para todas as espécies de Candida testadas

incluindo os isolados vaginais.

5.3 Atividade combinada de EASW com fluconazol

Considerando a atividade antifungica apresentada por EASW e Fluconazol, foi
testado o potencial sinérgico do extrato em combinagdo com fluconazol frente C. albicans
ATCC 90028, Isolado vulvovaginal CMRP3480 e Candida glabrata ATCC 2001.

A combinagdo de EASW com fluconazol apresentou efeito sinérgico para C.
albicans ATCC 90028 (CIF = 0,48), assim como apresentou efeito sinergico para Isolado
vulvovaginal CMRP3480 (CIF = 0,73) e para Candida glabrata ATCC 2001 (CIF = 0,75)

apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Atividade sinérgica do extrato aquoso das folhas de Schinus weinmanniifolia Mart.
ex Engl. em combinacdo com fluconazol frente C. albicans ATCC 90028, Isolado
vulvovaginal CMRP3480 e Candida glabrata ATCC 2001.

Agente CIM CIF Indice Interagiio

Combinacdo antifingico (ug/mL) CIF
Sozinho combinado

EASW+FLU EASW 1,95 0,01 0,008 0,48 Sinérgico
(C. albicans)  Fluconazol 0,12 0,06 0,48
EASWH+FLU EASW 3,90 0,97 0,25 0,73 Sinérgico
(Iso. vaginal) Fluconazol 0,12 0,06 0,48
EASW+FLU EASW 0,48 0,12 0,25 0,75 Sinérgico
(C. glabrata)  Fluconazol 8,00 4,00 0,50

Legenda: CIM: concentragdo inibitoria minima; CIF: concentragdo inibitoria fracionaria; EASW: extrato aquoso das folhas
de Schinus weinmanniifolia Mart. ex Engl; FLU: fluconazol.

Fonte: Autora, 2025.

Observou-se um efeito sinérgico promissor ao combinar o extrato aquoso de Schinus
weinmanniifolia com fluconazol frente Candida albicans (ATCC e isolado vaginal) e Candida
glabrata. Essa sinergia foi evidenciada pelos baixos indices de Concentragdo Inibitéria
Fracionada (CIF), que indicam que a combinagdo das substancias potencializou a atividade
antifingica conforme previsto pelo principio da sinergia. A combina¢do de fluconazol, um
antifungico comumente utilizado, com o extrato vegetal de Schinus weinmanniifolia, oferece
uma abordagem inovadora para o tratamento de infecgdes fingicas. E importante ressaltar que
Jé existem evidencias de isolados vaginais de C. albicans e C. glabrata com resistencia ao
fluconazol (Deravi et al., 2021), somado a esta problematica, existem efeitos adversos do uso
prolongado de fluconazol (Eskut et al., 2020), desta forma a insersdo de novas alternativas
terapeuticas como extratos vegetais pode ser uma perspectiva promissora no tratamento de
CVV.

A Figura 2 ilustra a atividade sinérgica entre EASW e FLU, onde o ponto abaixo da
linha indica sinergismo representando assim visualmente no isobolograma a atividade
sinérgica avaliada. Na Figura 3 pode ser observado que as concentragdes de CIM isoladas de
EASW e FLU inibiram uma quantidade expressiva de células de C. albicans e C. glabrata,
assim como a concentragdo sinérgica em comparagdo com o controle positivo, portanto assim
¢ possivel visualizar ndo s6 a inibi¢do nas concentragdes de CIM como nas concentragdes

sinérgicas.
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Figura 2. Isobologramas da atividade sinérgica do extrato aquoso das folhas de Schinus
weinmanniifolia Mart. ex Engl. (EASW) e fluconazol. A: Atividade sinérgica frente Candida
albicans ATCC 90028. B: Atividade sinérgica frente ao isolado vaginal de Candida albicans
CMRP3480. C: Candida glabrata ATCC 2001.
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Fonte: Autora, 2025.

Figura 3. Microscopia Optica da morfologia e organizagdo celular de C. albicans ATCC
90028 e C. glabrata ATCC 2001 apo6s o tratamento com extrato aquoso das folhas de Schinus

weinmanniifolia Mart. ex Engl. (EASW) e fluconazol.
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Legenda: A: Controle positivo de C. albicans. B: CIM do fluconazol frente C. albicans. C: CIM do EASW
frente C. albicans. D: Concentragdo sinérgica de EASW + FLU frente C. albicans. E: Controle positivo de C.
glabrata. F: CIM do fluconazol frente C. glabrata. G: CIM do EASW frente C. glabrata. H: Concentragio

sinérgica de EASW + FLU frente C. glabrata.
Fonte: Autora, 2025.
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6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, destaca-se a atividade promissora do extrato aquoso das
folhas de Schinus weinmanniifolia na inibicdo de Candida spp., tanto em cepas de referéncia
(ATCC) quanto em isolados clinicos. Os resultados demonstram que o extrato ndo apenas
apresenta uma atividade antifiingica relevante, como também se alinha com dados presentes
na literatura, consolidando seu potencial como uma alternativa terapéutica altamente ativa.
Além disso, a sinergia observada entre o extrato e o fluconazol abre novas perspectivas para a
combinagdo de tratamentos, o que poderia mitigar o problema crescente da resisténcia aos
antifingicos convencionais. Portanto, este trabalho reforca a importadncia de continuar a
explorar compostos naturais, como o Schinus weinmanniifolia, para o desenvolvimento de
novas terapias antifungicas, com foco na ampliagao das opgoes de tratamento disponiveis e na

superacgao das limitagdes impostas pela resisténcia microbiana.
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