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Resumo

Plantas do género Arrabidaea sao utilizadas na medicina popular (1). Estudos mostraram o efeito
de flavonoides diméricos obtidos de Arrabidaea brachypoda contra protozoarios da familia
Trypanosomatidae (1,2). Neste trabalho foi avaliada a atividade antimicrobiana de um extrato
hidroetandlico (RAB), e da sua fracao apolar obtida com diclorometano (RAB-DCM) e de trés
flavonoides diméricos — braquidina (Br) A, B e C, isolados desta fracdo. Todos inibiram o
crescimento de Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (MSSA) usados: ATCC 29213 e
V459. Nenhum foi ativo contra as leveduras testadas (Candida albicans, C. kruseie Cryptococcus
neoformans) ou bactérias Gram-negativas (Escherichia col)).

Br C foi a mais ativa em S. aureus ATCC 29212 (Concentracao Inibitéria Minima — CIM - 12,0 uM)
e a Concentracao Minima Letal (CML) indicou um efeito bacteriostatico. O composto Br C
provocou uma diminuicao significativa dos halos de DNase e uma reducao de 90% na atividade
da catalase a concentracao de 1/2 MIC.

A atividade anti-inflamatdria mostrou que o extrato RAB-DCM inibiu a producao de dxido nitrico
por macréfagos RAW264.7 estimulados com LPS. Quanto ao efeito tdxico contra fibroblastos
humanos, nenhum composto usado afetou significativamente a viabilidade celular.

Os resultados deste trabalho destacam a potencial atividade antimicrobiana da braquidina C.

Palavras-chave: flavonoides diméricos; antimicrobiano; mecanismo de acao; concentracao

minima inibitdria; fatores de viruléncia.



Abstract

Plants from Arrabidaea genus are used in folk medicine (1). Studies have shown the effect of
dimeric flavonoids obtained from Arrabidaea brachypoda against protozoa of the family
Trypanosomatidae (1,2). In this work we evaluated the antimicrobial activity of the hydroethanolic
extract (RAB), and its nonpolar fraction obtained with dichloromethane (RAB-DCM) and three
dimeric flavonoids — brachydin (Br) A, B and C, isolated from this fraction. All inhibited the growth
of methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) used: ATCC 29213 and V459. None were
active against the yeasts tested (Candida albicans, C. krusei and Cryptococcus neoformans) or
Gram-negative bacteria (Escherichia col).

Br Cwas the most active in S. aureus ATCC 29212 (Minimum Inhibitory Concentration - MIC - 12.0
UM) and the Minimum Lethal Concentration (CML) indicated a bacteriostatic effect. The
compound Br C caused a significant decrease in DNase halos and a 90% reduction in catalase
activity at a concentration of 1/2 MIC.

The anti-inflammatory activity showed that the RAB-DCM extract inhibited the production of
nitric oxide by RAW264.7 macrophages stimulated with LPS. As for the toxic effect against
human fibroblasts, no compound used significantly affected cell viability.

The results of this work highlight the potential antimicrobial activity of brachydin C.

Keywords: dimeric flavonoids; antimicrobial; mechanism of action; minimum inhibitory

concentration; virulence factors.
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1. Introducao

A presente dissertacao intitulada “Atividade antimicrobiana de compostos flavonoides
diméricos” foi elaborada no ambito da unidade curricular de Dissertacao do 22 ano do Mestrado
de Analises Clinicas e Satide Publica — Ramo de Microbiologia e Saude Publica, da Escola Superior
de Saude do Instituto Politécnico do Porto.

Os antimicrobianos sao substancias capazes de inibir o crescimento e/ou aniquilar um ou mais
microrganismos e, por isso, sao agrupados em grupos de acordo com os alvos contra os quais
atuam (3,4). De acordo com o Centro de Controlo e Prevencao de Doencas (CDC, doinglés, Centers
for Disease Control and Prevention), umisolado é considerado suscetivel quando ndo é resistente
a nenhum antimicrobiano testado, ou resistente, quando resiste a um ou mais agentes
antimicrobianos (5).

A resisténcia pode ser intrinseca, quando surge naturalmente, sem depender de uma exposi¢ao
prévia a agentes antimicrobianos. De uma perspetiva evolutiva, a resisténcia aos
antimicrobianos é adquirida, quando representa umaresposta adaptativa dos microrganismos as
pressoes seletivas decorrentes da exposicao, por vezes continua, a um agente antimicrobiano e
a condicdes stress (3,6). Este dltimo tipo de resisténcia é o mais preocupante para a comunidade
médica, farmacéutica e laboratorial. Muito embora existam vdrios fatores associados ao seu
aparecimento, o seu principal desencadeador é o uso excessivo e inadequado de antibidticos e
antifiingicos em varios campos (medicina, agricultura, pecudria e veterindria) (6).

Nos ultimos anos, aidentificacao de microrganismos multirresistentes, ou seja, resistentes a pelo
menos um antimicrobiano em trés ou mais classes de drogas, tornou-se num problema grave de
salide publica do século XXIreconhecido pela Organizagao Mundial de Satide (OMS). As infecoes
originadas por estes microrganismos péem em causa a capacidade terapéutica dos sistemas de
satde e culminam em, aproximadamente, 700 000 mortes anuais em todo o mundo (7).

A grande maioria desses agentes patogénicos é encontrada principalmente em hospitais e outras
instalacoes de cuidados de saude e a terapéutica baseia-se no inevitavel recurso a drogas de
terceira e quarta linha, associados a mais efeitos colaterais graves, como faléncia de drgaos e
prolongamento do tempo de convalescenca. Embora a sua transmissao seja particularmente
documentada em unidades de cuidados intensivos, a instituicao de saide como um todo é

afetada (7).



1.1. Resisténcia antimicrobiana bacteriana

A resisténcia antimicrobiana bacteriana é uma ameaca emergente do século XXI para a saude
publica e esta a ter repercussoes graves por todo o globo. Até 2050, prevé-se que seja atingido
0 pico de 10 milhdes de mortes por ano, em todo o mundo, o que totaliza um maior nimero de
dhitos que os causados por doencas oncoldgicas (8,9).

Apesar da existéncia de varios estatisticos para andlise, existem regides com uma menor
vigilancia e onde o0 acesso aos sistemas de saude sao escassos, o que limita o nimero de dados
disponiveis (10).

Segundo o CDC, em 2019, os dados revelaram que as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa foram responsaveis por mais de 250000 mortes associadas a
resisténcia antimicrobiana, por ordem crescente de 6bitos. No seu conjunto, estes agentes
infeciosos foram responsaveis por 929 000 de 1,27 milhdes de mortes atribuiveis a resisténcia
antimicrobiana bacteriana. Nos paises mais desenvolvidos, a grande maioria dos Gbitos
relacionados teve origem em infec6es causada por S. aureus e E. coli (10).

O relatdrio de vigilancia da resisténcia antimicrobiana da regiao europeia da OMS baseia-se nos
dados de resisténcia a antimicrobianos de isolados reportados a Vigilancia da Asia Central e da
Europa de Resisténcia Antimicrobiana (CAESAR, do inglés, Central Asian and European
Surveillance of Antimicrobial Resistance) (11).

Em 2019, as alterac6es de comportamento e os esfor¢cos para o controlo da pandemia causada
pelo coronavirus SARS-CoV-2, modificaram os riscos de infecao. Por este motivo, é importante
comparar os dados de 2020/2021 com anos anteriores. No topo da piramide das bactérias mais
documentadas em 2021, a nivel europeu, estao E. coli(39,4%), S. aureus (22,1%) e K. pneumoniae
(11,9%) (11).

Na Tabela 1estao apresentados os dados relativos a Portugal entre 2017 e 2021, observando-se
pouca variacao nonumero de laboratdrios dos quais sao provenientes os dados e uma diminuicao
do nimero de isolados de 2020-2021, exceto nas unidades de cuidados intensivos (UCI).
Também nos restantes paises com um aumento do nimero de casos notificados em2020-2021,
a sua maioria ocorreu entre pacientes de UCI, e uma das grandes preocupacoes reside nos

isolados que apresentavam resisténcia aos carbapenemos (11).



Tabela 1: Ndmero de estirpes de bactérias isoladas reportadas por alguns laboratdrios e em pacientes de unidades de cuidados
intensivos (UCI), de 2017 a 2021, em Portugal

% o o %
ucl ucl Cl uci
I

=

E. coli 62 6452 4 59 59 4 58 6433 4 63 5858 4 57 5633

K. pneumoniae 61 2743 10 58 2604 10 55 2709 9 60 2730 9 56 2602 14
P. aeruginosa 57 1220 13 55 1115 12 54 1061 1 57 1061 9 53 1016 14
Acinetobacter spp. 36 7& 16 39 17 18 30 99 14 N 104 9 26 67 T
5. aureus 64 3789 5 59 3940 7 59 3308 [ 65 3319 6 59 2948 10
5. pneumoniae 54 1056 1 55 1062 NA 53 983 NA 48 588 NA 4 427 NA
E. faecalis 58 1014 g 56 979 9 54 945 9 58 990 10 52 999 13
E. faecium 46 467 16 & 440 16 43 41 15 43 406 12 43 116 7

Labs, laboratdrios; NA, ndo aplicavel.
Adaptado de: Antimicrobial resistance surveillance in Europe 2023 - 2021 data, OMS, 2023 (8)

Assim, existe uma prevaléncia crescente de bactérias patogénicas multirresistentes em todo o
mundo, tais como: S. aureus resistente a meticilina (MRSA, do inglés, Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus); Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE, do inglés Vancomycin
resistant Enterococci) e bactérias Gram-negativo produtoras de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBLs, do inglés, Extended-spectrum b-lactamase) e carbapenemases (8).
Atualmente, Enterococcus representam uma parte das principais infecdes nosocomiais.
Atendendo as resisténcias intrinsecas a antimicrobianos (como betalactamicos e
aminoglicosideos) e a resisténcia adquirida (contra glicopeptidos, quinolonas, tetraciclinas,
macrdlidos e estreptogramina), a identificacao nas ultimas décadas de VRE foi um fator crucial
para um aumento na taxa de mortalidade. No sentido de travar a colonizagao, o controlo de VRE
passa por limitar o uso excessivo de vancomicina e cefalosporinas, hospitalizacoes
desnecessdrias e por aumentar a detecdo e notificacao de individuos colonizados (12).

As bactérias Gram-negativo desenvolveram o mais amplo espectro de resisténcia devido a
multiplas adaptacoes estruturais e enzimas de degradacao de antibidticos, incluindo beta-
lactamases de espectro expandido (ESBL), cefalosporinases e carbapenemases (13,14).
Algumas bactérias Gram-negativo resistentes, como E. colie K. pneumoniae, produzem ESBLs,
enzimas que hidrolisam penicilinas, oxiiminocefalosporinas e aztreonam e, consequentemente,
impedem a resolucdo da infecdo com a antibioterapia disponivel (13). Uma tendéncia
preocupante é o aumento de portadores assintomaticos de bactérias produtoras de ESBL. Por
exemplo, mais de 50% de algumas populacées em regides do Sudeste Asidtico estarao

colonizadas (13).



Também Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases (CRE) sdo especialmente
alarmantes uma vez que este grupo de antibiéticos, os carbapenemos, sao utilizados como 12
linha na terapéutica dirigida a bactérias produtoras de ESBL (15).

As espécies S. aureus e E. coli estao entre as mais prevalentes de bactérias Gram-positivo e
Gram-negativo, respetivamente, e apresentam varios fatores de viruléncia e resisténcia a varios

antimicrobianos, como abordado nos préximos subcapitulos (10).
1.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus spp. sao bactérias Gram-positivo pertencentes a familia Micrococcaceae,
anaerdbias facultativas, amplamente distribuidas no meio ambiente. Morfologicamente,
apresentam-se como cocos com forma esférica, agrupados em cachos e imdveis (16).

De todas as espécies, S. aureus é a mais patogénica, apresentando varios fatores de viruléncia e
grande capacidade de adaptacao a condicoes adversas. Distingue-se de outras espécies
estafilocdcicas com base na pigmentacao de ouro das coldnias e resultados positivos dos testes
de coagulase, fermentacao de manitol e desoxirribonuclease (DNase) (16).

S. aureustipicamente nao causainfecdes no ser humano, fazendo parte da flora comensal de 30-
70% da populacdo (sendo que nas narinas estdo os seus principais nichos ecoldgicos), e é
encontrado por todo o mundo em superficies de processamento de alimentos (17). No entanto, é
responsavel por causar infe¢des no ser humano que podem ser ligeiras (como feridas, furdinculos
e carblnculos, e impetigo bolhoso) ou graves e invasivas, quando a bactéria atinge a corrente
sanguinea (frequentemente pelo uso de dispositivos médicos, como o cateter venoso central),
nomeadamente gastroenterite, endocardite, sindrome do choque tdxico e certas intoxicacoes
alimentares e septicemia (17). A endocardite e septicemia sao condicdes clinicas de alta
morbidade e mortalidade, mesmo com as antibioterapias agressivas aplicadas (17).
Aintoxicacao alimentar estafilocdcica tem um periodo de incubacao de 2-6 h e os sintomas mais
comuns sao nauseas e vomitos, cdlicas abdominais e diarreia. A sua progressao esta relacionada
com a sua capacidade de sobrevivéncia pelos fatores de viruléncia (17).

Os principais fatores de risco para a sua disseminacao sistémica sao a idade, existéncia de
comorbilidades, como doencas cardiacas, diabetes, doenca renal, infecao por virus da
imunodeficiéncia humana (VIH, do inglés, Human Immunodeficiency Virus) presenca de

dispositivos médicos e uso de drogas intravenosas (16).



A espécie S. aureus é famosa por produzir uma infinidade de enzimas e toxinas que representam
os fatores de viruléncia que permitem a sua colonizagao, multiplicacao e invasao dos tecidos. Os
principais sao enzimas, como gelatinase, hemolisinas, coagulase, DNase, lipases e catalase, e
toxinas (enterotoxinas e exotoxinas) (16).

Apesar de nao ser um fator necessario para o crescimento de S. aureus, a producao de catalase,
uma enzima capaz de converter o perdxido de hidrogénio em dgua e oxigénio, permite a esta
bactéria resistir a sua presenca no interior de células fagociticas (18). Também a producao da
enzima DNase permite a esta bactéria resistir a agao dos neutrdfilos (19).

A producao da sua propria coagulase e fator de von Willebrand permite-lhe sequestrar a cascata
de coaqulacao, pela ligacao ao fibrinogénio e a fibrina (16). Esta ligacao permite a formacao de
aglomerados rodeados por fibrinogénio que protegem a bactéria de ataques por parte do sistema
imunoldgico e da acao de antibidticos (16). Na verdade, a capacidade de S. aureus de induzir a
coagulacao é um dos principais contributos para a patogénese da doenca (16).

Alguns dos seus fatores de viruléncia encontram-se associados a condic6es clinicas (Tabela 2).

Tabela 2: Fatores de viruléncia de S. aureus.

Toxina Funcao Doenca associada
U-hemolisina Pneumonia, sepsis
Panton-Valentine Formacao de poros, lise celular e ) )
o . . o Pneumonia, bacteremia
Leucocidina propriedades pré-inflamatdrias.
Modulinas soldveis em fenol Bacteremia, infecao da pele
Inibidor da diferenciacao das ; o Pneumonia, bacteremia,
] o Rutura das células endoteliais. ) o
Células Epidérmicas ulcera de pé diabético

Disrupcao das adesdes e juncoes das | Sindrome estafilocdcica da
Toxinas Esfoliativas

células da epiderme. pele escaldada
Enterotoxinas Intoxicacao alimentar e
Estafilocdcicas Atividade de superantigénio e pro- | sindrome do choque tdxico
Toxina1- Sindrome do inflamatdria. Sindrome do Choque
Choque Téxico Téxico

Interfere  com a ligacao de
Imonuglobulinas e funciona como
Proteina A (SpA) o Septicemia
superantigénio e conduz a apoptose de

linfocitos B.

Fontes: (20-23).



Os superantigénios fazem parte duma classe de exotoxinas que ativam os linfdcitos T do
hospedeiro, o que consequentemente conduz a libertacao de grandes quantidades de citocinas
que desencadeiam febre, apoptose, doencas autoimunes, anergia ou delecao e, em casos graves,
o choque anafildtico (20,24).

O tratamento das infecGes provocadas por S. aureus é por vezes comprometido pelo
aparecimento de estirpes MRSA. Embora estas estirpes tenham sido descritas pela primeira vez
nadécadade1960, jd sao endémicas em 40-60% dos hospitais de paises industrializados, sendo
por isso impossivel a sua erradicacao (17).

As estirpes de MRSA produzem uma proteina de ligacao a penicilina (PBP, do inglés penicillin-
binding protein) alterada, associada a diminuicao da afinidade para a maioria das penicilinas
semissintéticas, que é codificada por um gene adquirido, mecA (25,26). Esta resisténcia deve-se
a transferéncia e insercao de um elemento genético mével designado staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec) nos cromossomas de estirpes suscetiveis. As estirpes MRSA
representam um grave problema pelas altas taxas de morbidade e mortalidade, bem como sua
resisténcia a todas as penicilinas e varios b-lactamicos, exceto ceftarolina e ceftobiprole (25,26).
A maioria dos casos de infecao por MRSA encontrava-se associada a cuidados de satide (HA-
MRSA (do inglés, hospital-associated MRSA) em doentes internados em hospitais ou noutras
instituicées (como unidades de cuidados continuados e centros de didlise), submetidos a
procedimentos ou dispositivos invasivos (cirurgias, tubos intravenosos ou articulagoes
artificiais) e o veiculo principal de transmissao eram as maos dos profissionais de satide (25-27).
Esta limitacao ao ambiente hospitalar tem sido quebrada nas ultimas décadas pelo surgimento
de casos de infecoes por MRSA em reclusos, no exército e em equipas de desporto, estando, por
isso, associadas a comunidade (CA-MRSA, do inglés, community-associated MRSA). A
transmissao de MRSA ocorre pelo contato direto e a manifestacao mais comum € a infecao da
pele e dos tecidos moles (25-27).

De uma forma geral, S. aureus é capaz de adquirir resisténcia a todas as classes de antibidticos
clinicamente disponiveis através de mutacdes ou aquisicao de genes determinantes de
resisténcia por transferéncia de outras hactérias pelo que, apesar de estarem mais elucidados os

mecanismos da sua patogénese, o tratamento das infecdes é cada vez mais limitado (25-27).



1.1.2. Escherichia coli

E. coli é um bacilo Gram-negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae e um dos modelos
mais bem caracterizados de microrganismos (28). E uma bactéria mével, com forma de
bastonete, anaerdbia facultativa, com capacidade de fermentacao da lactose e nao produtora de
oxidase, com pH ideal para crescimento entre 6,0 e 8,0 (28). E capaz de sobreviver em habitats
ecoldgicos distintos (até mesmo abidticos), por ser muito versatil e ser capaz de se adaptar
facilmente a diferentes condicges (28).

E um comensal que faz parte do microbioma humano por estar presente no trato gastrointestinal
da maioria dos animais de sangue quente, impedindo a colonizacao por agentes patogénicos (29).
Embora pareca ser uma bactéria comensal inofensiva, algumas estirpes sao patogénicas. De
acordo com o local onde causam infecao, as estirpes de E. coli dividem-se em estirpes
patogénicas intestinais e extraintestinais (30,31).

As estirpes patogénicas intestinais, como E. coli enteropatogénica, E. coli enterohemorragica
(produtora da toxina de Shiga) e E. coli enterotoxigénica, entre outras, sao transmitidas pela via
fecal-oral, através do consumo de dgua e alimentos contaminados com fezes de humanos ou de
animais infetados, e responsaveis por enterite de origem alimentar (30,31). A gravidade destas
infecdes varia entre gastroenterites leves ou moderadas e infecdes que ameagam a propria vida,
sendo que a gravidade depende de fatores do microrganismo e do hospedeiro (30,31).

Esta bactéria encontra-se também associada a infecdes extraintestinais decorrentes de
cuidados de salde prestados em ambulatdrio ou em internamento (32). Apesar de poder causar
infecao em qualquer sistema de 6rgaos, é responsavel por 75-90% dos casos de infecao do trato
urinario (ITU), mais comuns no sexo feminino, e cuja suscetibilidade aos agentes antimicrobianos
utilizados no tratamento dessas ITU's varia por todo o globo (32). E, também, um agente
associado a pneumonia, meningite neonatal e septicemia (30,33).

Tal como as restantes bactérias, tamhém E. coliapresenta varios fatores de viruléncia (Tabela 3),
codificados em ilhas de patogenicidade, plasmideos ou outros elementos genéticos maveis, tais
como adesinas, toxinas, fatores de aquisicao de ferro, lipopolissacarideos, capsulas de

polissacarideos e invasinas (34).



Tabela 3: Fatores de viruléncia de E. coli.

Fator de Viruléncia Gene(s) Funcao
Fator de colonizacago em  infecoes
Fimbria tipo 1 fm
extraintestinais: formacao de biofilmes.
Adesina afimbrial afa Capacidade de hemaglutinacao.

Ibe ABC ibeA,B,C Invasao celular nos tecidos do hospedeiro.
Antigénio 43 agn43(fu) Participa na adesao e formacao de biofilmes.
Aerobactina iuc,aer Siderdforo, aquisicao de Fe** /3" no hospedeiro.

KpsMI-neuA,
Antigénios da capsula Protecao contra afagocitose.
KpsMill
Proteina da membrana externa omp Evasao do sistema imune do hospedeiro.
Toxina que degrada mucinas, promove a
Autotransportador de serina
pic colonizacao do epitélio e danifica a membrana
protease
celular.
Toxina autotransportadora
sat Toxina proteolitica com um efeito citotdxico.
secretada
Vacuolizacao da toxina Toxina proteolitica que induz a vacuolizacao da
vat
autotransportadora célula hospedeira.
Lise celular pela formacao de poros nas
Hemolisina A hlyA
membranas da célula hospedeira.
Fator necrosante citotdxico cnf Necrose celular.

Fontes: (34-36).

Desde 1980, os padroes de suscetibilidade de infec6es por E. coli foram mudando com a
introducao de sucessivas cefalosporinas de amplo espectro (37). A producao de b-lactamases,
uma ampla classe de enzimas, frequentemente codificadas em plasmideos e produzidas por
Enterobacteriaceae, particularmente por E. coli, representa o mecanismo de resisténcia mais
eficaz contra os b-lactamicos (38). Como conferem resisténcia as penicilinas e cefalosporinas,
conduzem a multirresisténcia em bactérias Gram-negativo (37).

A resisténcia a carbapenemos em Enterobacteriaceae é, também, uma agravante para o
tratamento de infecGes, que se deve essencialmente a carbapenemases codificadas por
plasmideos (37). E. coli tambhém apresenta resisténcia a (fluoro)quinolonas, que aparece
associada a presenca de genes ESBL (39). A resisténcia as fluoroquinolonas, obtida através de

cromossomas ou de genes codificados por plasmideos, tém estado aliada a existéncia de genes



de resisténcia a b-lactamicos, como blaCTX-M-14 e blaCTX-M-15 (40) Embora ndo seja
considerada antibioterapia de primeira linha, as fluoroquinolonas tém sido muito usadas devido a
problematica da resisténcia. No que toca a resisténcia as quinolonas, esta € mediada por
mutacdes em enzimas, como a girase e topoisomerase de acido desoxirribonucleico (DNA, do

inglés, deoxyribonucleic acid), bombas de efluxo e transferéncia de genes de plasmideos (37).
1.2. Resisténcia antimicrobiana fungica

Muito embora a populacao seja diariamente alertada para a resisténcia bacteriana, a resisténcia
aos fungicos continua a deter menor reconhecimento entre a populagao. Estima-se, no entanto,
que provoguem mais de 2 milhdes de dbitos anualmente (41). Na verdade, varias estirpes
flngicas patogénicas tornaram-se resistentes a mais de uma classe de antifingicos (azdis,
equinocandinas, pirimidinas e polienos), havendo uma necessidade de busca urgente por
alternativas (42).

A incidéncia mundial de infecdes fungicas invasivas teve um aumento significativo nos ultimos
anos em todo o mundo, com altas taxas de morhilidade e mortalidade, facto que se deve ao
aumento de individuos suscetiveis submetidos a tratamentos antitumorais de quimioterapia e
radioterapia, tratamentos imunossupressores (transplantados, portadores de doencas
autoimunes), quebrade barreiras anatémicas (como o uso prolongado de cateter venoso central),
procedimentos cirdrgicos invasivos, nutricao parenteral e infecao por VIH (43-45). Embora as
novas imunoterapias permitam avancos no tratamento de doencas e aumento da sobrevida, tém
sido relatadas infecdes como aspergilose, criptococose e histoplasmose (46).

Aliados a esses fatores, também a globalizacao, urbanizacao e invasao de habitat conduziu ao
contacto entre os nichos geograficos de novos fungos patogénicos e o ser humano (46).

No decorrer da pandemia de SARS-CoV-2 verificou-se que, na sequéncia desta infecao, os
doentes desenvolveram infe¢des flingicas invasivas associadas, tendo o mais documentado sido
aspergilose, mucormicose e candidemia (47,48).

Recentemente, foi descrita a espécie Blastomyces helicus como responsdvel por blastomicoses
atipicas e disseminadas em humanos e animais de companhia nos estados ocidentais e
provincias de América do Norte (46).

No ano de 2017, a OMS criou pela primeira vez uma lista onde classifica os principais fungos
resistentes a agentes microbianos, de acordo com alguns critérios, como o grau de severidade da

doenca causada, possibilidade de emergéncia de resisténcias aos antiflingicos e outros desafios



inerentes ao seu tratamento (49). Esta lista de agentes flingicos patogénicos prioritdrios
representa um esforco mundial face as enormes lacunas no que toca ao conhecimento desses
microrganismos, a falta de investimento em investigacao, ao crescente risco de ocorréncia
destas infecoes fungicas, bem como a emergéncia de resisténcia aos antiftingicos utilizados no
seu tratamento (49).

No esquema da Figura1estao representados os 19 fungos prioritdrios de 2022, divididos em trés
grupos de prioridade (critico, alto e médio), destacando-se um nivel critico relativamente a C.
neoformans e C. albicans.

Além destes, C. auris multirresistente tem sido uma grande preocupacao para o CDC por varias
razoes, tais como, a dificuldade de identificacao com métodos de laboratdrio padrao e a crescente
resisténcia ao fluconazol, anfotericina B e voriconazol, bem como resisténcia emergente a
caspofungina (46). A. fumigatus, um fungo ambiental comum com potencial para infetar os
pulmoes e o trato respiratdrio, tem mostrado um aumento naresisténcia a azois desde a década

de 1990, o que conduz a falhas no tratamento (46).

Nfvel de prioridade: critico Nivel de prioridade: alto

® .,  Cryptococcus ‘ Nokoseomyces glabrata =4 Scedosporium spp.
‘ necformans (Candida glabrata) T
Candida auris M+ Histoplasma spp. - Lomenfospora
L ""&* profificans
r"“
% Aspergillus fumigatus : ‘ Eumycetoma causative nel r-' Coccidioides spp.
= agents P
]
.p. Candida albicans l{’ Mucarales ’-’ \ Pichia kudriavzever
! ' (Candida krusei)
;:;’a,'i?,, Fusarium spp. *+  Cryptococcus gottii
- b
J Candida tropicalis \;l' : Talaromyces marneffai
. N
.l. Candida parapsilosis F:) ) Prneumocystis jirovecii
&

* 8 Porococcidioides spp.
-

Figura 1: Grupos prioritarios de fungos categorizados pela OMS.
Adaptado de: WHO fungal priority pathogens list to guide research, development and
public health action, OMS, 2022 (49)
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1.2.1. Candida spp.

As leveduras do género Candida tém emergido nas ultimas décadas como um grave problema,
nomeadamente por causarem infecdes associadas aos cuidados de satde (IACS), devido ao
desenvolvimento de resisténcias aos antifingicos (15). Por serem agentes patogénicos
oportunistas, exploram as fraquezas locais ou sistémicas da resisténcia do hospedeiro para
causar infecoes, denominadas candidiases (15).

C. albicans é a espécie de Candida mais patogénica e a interacao hospedeiro-fungo engloba a
viruléncia do fungo e os mecanismos de defesa do hospedeiro (50). Faz parte da microbiota
humana, colonizando maioritariamente o trato gastrointestinal, o trato reprodutor feminino, a
cavidade oral e a pele (50). Em individuos saudaveis € um comensal em equilibrio com a restante
floramicrobiana. Aquando de disturbios nesse equilibrio - resultantes, por exemplo, de mudancas
de pH, antibioterapia, infecao ou terapia imunossupressora - pode causar infecées superficiais
(como candidiase vulvovaginal, orofaringea e cutanea) ou infecdes sistémicas do sangue
(candidemia), do coragao, do sistema nervoso central e noutros 6rgaos (51).

A candidiase invasiva tem altas taxas de mortalidade, que variam entre 20% e 50%, mesmo com
a terapia antifingica existente (50,52). A candidemia é a forma mais comum de infecao invasiva
relatada em varios paises e afeta sobretudo os individuos imunocomprometidos, hospitalizados
e em unidades de terapia intensiva (50,52,53).

Os fatores de viruléncia de C. albicans sao o dimorfismo, a expressao de adesinas e invasinas na
superficie celular, a producao de enzimas hidroliticas (como fosfolipases e proteinases),
alteracdes fenotipicas, a obtencao de nutrientes e a formacao de hiofilmes (54). A patogénese e
viruléncia é determinada de forma direta ou indireta por proteinas codificadas por genes
especificos (51,55). Como os tecidos do hospedeiro sdao uma barreira face a aquisicao de
nutrientes, C. albicans desenvolveu estratégias que lhe permitem obter micronutrientes — por
exemplo, nafalta de zinco, produz uma proteina ligadora de zinco, codificada pelo gene PRA1, que
elimina o zinco dos tecidos (54). Por outro lado, esta obtencao de micronutrientes estd, também,
associada ao escape do sistema imune do hospedeiro, pois consegue produzir proteinas, como a
Pra1, que bloqueiam componentes do sistema de complemento e reduzem a taxa de morte das
leveduras (54).

0 dimorfismo é um fator determinante para a viruléncia deste fungo. A transicao morfoldgica de
células leveduriformes para hifas determina, segundo vdrios autores, o seu estado comensal ou

patogénico (51,55). Na verdade, imagens histoldgicas mostram que as células invasoras de C
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albicans apresentam hifas que permitem maior capacidade de adesao, invasao e disseminacao,
e ainda ligacao a ferritina, crucial para a aquisicao de ferro. Este processo morfoldgico é requlado
por uma rede de vias de transducao de sinal em resposta a estimulos ambientais (51,55).

Os b-glucanos da parede celular sao capazes de estimular mondcitos e aumentar a producao de
citocinas (51). A alteracao do pH ambiental é outro mecanismo de viruléncia desta levedura:
acidifica o ambiente através de aminodcidos como fontes de carbono, o que conduz a producao
de proteases asparticas, permitindo-lhes neutralizar o ambiente dcido dos fagossomas dos
macrofagos através do fator de transcricao Stp2 (51,56).

Os biofilmes sao estruturas tridimensionais, com uma estrutura complexa, formada de células
microbianas ligadas a tecidos hospedeiros ou superficies abidticas, envolvidas numa substancia
polissacaridica extracelular (EPS, do inglés, extracellular polysaccharide substance) (52,57). As
diferencas entre os biofilmes e células plancténicas ultrapassam a sua atividade metabdlica
(52,57,58). Por exemplo, existem proteases produzidas que sao requladas positivamente em
células de biofilme, mas nao em células plancténicas, conduzindo a padrées de clivagem
proteolitica distintos em cada estado de crescimento (51). Na verdade, as células que se
dispersam a partir de comunidades em biofilmes maduros mostram viruléncia e capacidade de
adesao superior para formacao de novos biofilmes (52,58). Estes sao clinicamente relevantes
pois permitem as células microbianas que os formam resistir a agressoes, como as realizadas
pelos antiftingicos convencionais, conferindo-lhes resisténcia a sua acao (52,57,58).

A maioria das doencas causadas por C. albicans esta comummente associada a biofilmes,
principalmente pela sua constante adesao a cateteres e outros implantes médicos, estando esta
levedura classificada pelo CDC como a terceira mais isolada da corrente sanguinea de pacientes
hospitalizados com taxa de mortalidade a aproximar-se dos 50% (52,57,58). A matriz
extracelular destes biofilmes inclui polissacarideos como U-manano, b-1,6-glucano e b-1,3-
glucano. Embora este dltimo seja o constituinte minoritdrio, € o principal responsdvel pela
resisténcia do biofilme aos antiftingicos, através do bloqueio da difusao (57).

O tratamento das infecdes provocadas por C. albicans tem vindo a tornar-se mais limitado devido
ao crescente aumento de resisténcia a azois e equinocandinas (51). A ocorréncia de resisténcia a
azois, nomeadamente ao fluconazol, deve-se a superexpressao de hombas de efluxo da
membrana celular e a sobrexpressao do gene EGR11, que resulta no aumento da enzima esterol

14-demetilase (que funciona como resposta a baixa concentracao de ergosterol provocada pelo
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antiftingico) (59,60). Ja a resisténcia a equinocandinas foi atribuida a mutacdes no gene Fks1, a
subunidade catalitica de b-(1,3)-glucanosintase (57).

Embora C albicans seja a principal responsavel de candidiase, a infecao fungica invasiva mais
comum e a terceira infecao mais frequente em doentes hospitalizados, tem ocorrido uma
tendéncia de aumento no nimero de infecdes causadas por outras espécies de Candida,
nomeadamente C. krusei, o que é em parte explicado pelo crescente aumento da resisténcia das
espécies de Candida nao albicans aos antifungicos, nomeadamente resisténcia a azdis e
formacao de biofilmes (61-64).

C. krusei é um fungo dimdrfico, amplamente distribuido na natureza, que coloniza as membranas
mucosas em individuos saudaveis. Em contraste com as restantes espécies de forma ovoide,
estas leveduras sao normalmente alongadas (65).

E a quinta causa mais comum de candidiase e tem uma grande relevancia clinica face a sua
resisténcia intrinseca ao fluconazol e suscetibilidade reduzida a outros antifungicos, como
flucitosina, voriconazol, equinocandinas e anfotericina B (62,66). As mutacdes nos genes ERG11
e FKS 1s3o os principais mecanismos que conduzem a resisténcia a azois e equinocandinas e a
superexpressao da hombas de efluxo, por exemplo, Abclp (67).

Os fatores de viruléncia de C. kruseiincluem a secrecao de proteases, adesinas, reguladores de
formacao de biofilmes e dimorfismo (68). No entanto, a elucidacao dos seus mecanismos é mais
limitada, comparativamente com C. albicans (68). A sua patogenicidade envolve a adesao a
células epiteliais das membranas da mucosa e a células endoteliais, mas nao tao eficientemente
como C. albicans (68). Estudos mostraram que C. kruseié produtora de enzimas hidroliticas como
proteinase, fatores hemoliticos e DNase (68). Contrariamente a C. albicans, esta levedura produz
niveis mais baixos de fosfolipase (68).

Esta levedura também apresenta capacidade de formacao de hifas e o seu genoma contém
genes putativos dos genes existentes em C. albicans (68). Por este motivo, o controlo da
transicao dimdrfica parece ser semelhante em ambas as espécies (68). E tamhém capaz de
formar biofilmes, sendo que a atividade metabdlica dessas estruturas aumenta a resisténcia a

antiftingicos e é superior aguando da presenca de outras espécies de Candida nao albicans (69).
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1.2.2. Cryptococcus neoformans

As leveduras do género Cryptococcus sao caracterizadas pela sua forma oval ou redonda e pela
existéncia de uma capsula. C. neoformans é um agente patogénico ubiquo no meio ambiente,
guer no ar, quer no solo, em madeira em estado de decomposicao e cavidades de &rvores (70).
Por ser tao comum, a maior parte da populacao inala pequenas quantidades de esporos ou células
leveduriformes transportados pelo ar diariamente, pelo que ndo existe transmissao inter-
humana ou de animais para o ser humano. Na generalidade, quando ocorre em pessoas
sauddveis é assintomdtica ou de sintomatologia ligeira (70,71).

A semelhancade C. albicans e C. krusei,amaioria dos casos de infecdo, denominada criptococose,
ocorre em individuos imunocomprometidos (por exemplo, com doencas autoimunes,
transplantados ou com terapia de corticosteroides) (72). E particularmente grave quando infeta
individuos com VIH num estado avan¢ado, uma vez que representa uma das principais causas de
mortalidade nestes doentes, que se estima entre 0s 41% e 61% (72).

A criptococose, afeta principalmente os pulmées ou o sistema nervoso central (cérebro e medula
espinhal), sendo a meningite criptocdcica potencialmente fatal (73,74). Estima-se que cerca de
152 000 casos de meningite criptocdcica sao diagnosticados em todo o mundo, por ano, sendo
mais frequente em adultos com VIH na Africa Subsaariana (71). Apesar de ter havido uma reducao
significativa nos casos de meningite criptocdcica associada ao VIH em 2020 em comparacao
com 2014 - justificada pela expansao da terapia antirretroviral -, apenas com o aumento de
esforcos para a eficacia do diagndstico precoce, terapéutica e screening sera possivel a nao
ocorréncia de mortes pela doenca até 2030 (72).

Esta levedura reproduz-se de forma assexuada, por gemulacao. No entanto, perante condicoes
especificas, como desidratacao, pode ocorrer uma transicao morfoldgica de levedura para hifas,
permitindo a producao de esporos infeciosos que sao tolerantes a situacdes desfavoraveis e/ou
stress (75). Como esta alteracdo estd justamente associada ao tipo de reproducao, nao foi
considerado um fungo dimdrfico classico (classificado de acordo com as condigdes térmicas)
(75). Estudos recentes demonstram que esta transicao fenotipica esta intimamente ligada ao
grau de patogenicidade, sendo considerada um beneficio para garantir a sua sobrevivéncia no
organismo hospedeiro (76).

A patogenicidade de C. neoformans varia consoante os fatores de viruléncia das estirpes e 0s
seus gendtipos. O principal é a producao de cdpsula de polissacarideos (evidenciada nas células

da Figura 2), tendo sido ja provado que estirpes sem cdpsula sdo avirulentas (77). Este fator foi
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estudado e demonstrou impedir a acao do sistema de complemento e migracao de leucdcitos,
inibir a fagocitose e permitir a replicacao no interior das células fagociticas (como macréfagos,
neutrdfilos e células dendriticas), inibir a producao de citocinas e alterar a apresentacao de
antigénios (76,77).

Além disso, enquanto in vitro produzem uma pequena capsula, in vivo existem fatores do
organismo hospedeiro que as levam a produzir uma cdpsula com uma maior espessura. Assim,
esta levedura é capaz de modular a espessura da capsula consoante as condicoes existentes
(78). Deste modo, o grau de encapsulamento e o tempo de duracao da infecao depende da
resposta do tipo de tecido em que se desenvolve ainfecao (76). Por exemplo, dada a sua natureza
neurotropica, a sua multiplicacdo no sistema nervoso central origina leveduras com cdpsula mais
espessa, pelo que a sua existéncia no tecido neural é feita com auséncia ou pouca inflamacao no
seu redor. Esta associacao entre a morfologia das leveduras e a resposta imune que é

despoletada ainda nao se encontra completamente elucidada (76,79).

Figura 2: Organismos Cryptococcus neoformans, conforme
evidenciado pelas células de levedura encapsuladas verdes
brilhantes, por uma técnica de fluorescéncia. Ampliagao: 570x.
Fonte: https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=20358

A producao de melanina por oxidacao das catecolaminas, que se acumula na parede da célula,
confere protecao contra espécies oxidantes libertadas pelas células hospedeiras e exposicao a
agentes antiftingicos, através da diminuicao da permeabilidade da parede celular (71). Também a
producdo das enzimas urease e fosfolipases (como a PLB1) permite aumentar a aptidao da
levedura de sobreviver quando internalizada nos fagossomas e manter a integridade da parede

celular fungica, respetivamente (71,80).
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A nivel da terapéutica, para a criptococose localizada é utilizado o fluconazol, embora em
individuos imunocomprometidos seja aplicada a anfotericina B e flucitosina. A resisténcia
antifungica é pouco compreendida, tendo ja sido comprovada a suscetibilidade reduzida ao

fluconazol (81).

1.3. Flavonoides

A crescente resisténcia a antibiéticos e antifingicos tem sido um grande desafio para a
comunidade médica e farmacéutica, exigindo a busca por novos compostos com propriedades
antimicrobianas. A estratégia passa pela utilizacao de agentes que atuem sinergicamente,
contendo os mecanismos de resisténcia e diminuindo as doses de antibidtico/antiflingico
minimas para administracao e os efeitos t6xicos para os doentes (82).

Vdrios estudos tém demonstrado o potencial individual ou sinérgico de flavonoides naturais e
sintetizados, especialmente contra fungos resistentes a medicamentos (83,84). Os flavonoides
sao um grupo versatil de compostos que se encontram amplamente distribuidos na natureza
como metabolitos secundarios de plantas e estao presentes na dieta humana (Figura 3) (83,84).
Além do seu grande valor nutricional, as suas propriedades bioldgicas antioxidantes,
antialérgicas e anti-inflamatdrias, tém muito potencial antifiingico, razao pela qual tém assumido
grande interesse no ambito da inddstria alimentar, farmacéutica e médica (83-86). Os seus
niveis de toxicidade sao bastante reduzidos e, portanto, sao atualmente criticos para o

desenvolvimento de novos medicamentos (83-86).

FONTES DE COMPOSTOS FLAVONOIDES

Figura 3: Os compostos flavonoides podem ser encontrados em frutas citricas, verduras, legumes e graos, além
de bebidas, como chd verde e vinho tinto.
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1.3.1. Flavonoides diméricos

Os flavonoides sao compostos que existem tanto no estado livre como combinados com um
acuticar ou na forma de dimeros. Tendo isto em consideracao, podem ser classificados em
flavanonas, flavonas, flavondis e flavanondis (87,88). Os hiflavonoides constituem uma classe
de flavonoides diméricos e sao ligacdes de subunidades flavona-flavona, flavanona-flavona ou
flavanona-flavanona, unidas de forma simétrica ou assimétrica por meio de um alquil ou uma
base ligante de alcoxi de comprimento variavel (87,88).

Estes compostos também se dividem em bisflavonoides, quando os dois residuos sao iguais, e
em hiflavonoides, quando sao diferentes. Em alguns, as ligacées diméricas podem ser C-C (como
na amentoflavona e robustaflavona) ou C-0-C (como hinokiflavona e ochnaflavona) (89).

Em 1929, a ginkgetin, a primeira biflavona, foi separada do arbusto Ginkgo biloba por Furukawa e
abriu um novo caminho para a descoberta de mais de 500 mil biflavonas, como amentoflavona,
agatisflavona, cupressoflavona, hinoquiflavona e robustaflavona (90).

Devido as suas propriedades quimicas e bioldgicas, houve uma grande evolucao quanto a sua
manipulacao, para aidentificacdo e sintese de novos biflavonoides bioativos com caracteristicas
potencializadas (91). Na literatura, os biflavonoides sao amplamente relatados pelas suas
propriedades farmacoldgicas, pois apresentam baixa toxicidade para as células humanas, o que
abre novas rotas para encontrar e sintetizar novas drogas contra patdgenos (91).

Pesquisas recentes relataram extensivamente que a atividade bioldgica desses compostos é
maior do que a dos flavonoides monomeéricos, devido ao nimero excessivo de grupos hidroxilo
(91). Apesar de ser um grupo de compostos bastante promissor e uma alternativa para a
resisténcia antimicrobiana, poucos sao completamente estudados, com mecanismos de acao
elucidados e com toxicidade amplamente investigada (91).

Os flavonoides diméricos podem atuar contra muitos virus de RNA e DNA, bloqueando diferentes
fases do seu ciclo de vida (92). Além disso, podem ser inibidores indiretos ao interagir com as
células imunitdrias do hospedeiro (93). Estudos relatam a atividade de produtos naturais contra
Coronavirus, tendo como alvo principal a replicacao viral. Destes, numerosos flavonoides, como
a quercetina, geraram forte atividade antiviral, afetando as proteases de SARS-CoV, MERS-CoV
e SARS-CoV-2 (92). No entanto, os bhiflavonoides, como a mentoflavona, tornaram-se
compostos de interesse devido aos seus importantes efeitos antivirais, principalmente como

inibidores de proteases (94). No mundo da investigacao, parecem ser mais promissores que 0s
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flavonoides monomeéricos devido a sua maior estabilidade fisico-quimica durante os testes e
parametros farmacocinéticos (92).

Também em infe¢Oes parasitarias, responsaveis por uma grande sobrecarga nos sistemas de
salde e que afetam milhdes de pessoas em todo 0 mundo, ja existem evidéncias da atividade dos
compostos flavonoides diméricos (1,2). Por exemplo, as braquidinas B e C - compostos centrais
neste estudo — demonstraram ser capazes de inibir a invasao de Trypanosoma cruzi e a sua
multiplicacao intracelular nas células hospedeiras, reduzindo a parasitemia e, em Leishmania
amazonensis, reduziram o numero de amastigotas e macrdfagos infetados, apresentando
também um efeito sinérgico com a anfotericina B (1,2).

Como ja mencionado no capitulo 1.2, os varios problemas associados aos antifiingicos, como uso
prolongado, aquisicao de resisténcia, toxicidade e efeitos adversos, tornam os flavonoides

diméricos uma estratégia pela atividade antifingica inerente (Tabela 4).

Tabela 4: Exemplos de fungos inibidos por biflavonoides.

Referéncia
Fungo Composto Conclusoes
Bibliografica
Atividade fungistdtica. Afeta o progresso (5)
do ciclo celular das células durante afaseS.
Amentoflavona | Interrompe a transicao dimdrfica. Aumenta
Candida albicans o nivel intracelular de trealose que induz (96)
resposta ao stresse em células fungicas.
Inibe a aderéncia fungica e a formacao de
Quercetina (97)
biofilme.
Amentoflavona
] Inibir a producao de aflatoxina B1 e
Aspergillus flavus (98)
Tetrametoxy- aflatoxina B2.
6,6njbigenkwanin
Aspergillus
fumigatus Nao demonstrou efeito deletério no ensaio
Isoginkgetin ) o ) (88)
Cryptococcus de citotoxicidade em linhagens celulares.
neoformans
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Os flavonoides diméricos podem formar complexos com proteinas soltiveis nas paredes

celulares dos fungos e a natureza lipofilica desses compostos torna-os capazes de romper as

membranas fingicas (99,100).

Vdrios estudos demonstraram também efeitos antibacterianos de compostos flavonoides

diméricos contra estirpes bacterianas para as quais existe um crescente aumento de resisténcia,

derivado, principalmente, da antibioterapia excessiva e desregrada (91). Na Tabela 5 estao

apresentadas algumas bactérias para as quais alguns compostos evidenciaram efeito

antimicrohiano.

Tabela 5: Exemplos de bactérias inibidas por biflavonoides.

Referéncia
Bactéria Composto Conclusoes
Bibliografica
A natureza lipofilica das moléculas e
0 peptideo poroso externo da
estrutura da parede celular de
7,4Nj7nj4 - bactérias Gram-positivas
Staphylococcus ) )
Tetramethoxy determinou o seu efeito. Nas (88)
aureus Yons . . . . ~
amentoflavone bactérias Gram-negativas a inibicao
é menor. Auséncia de citotoxicidade
contra a linhagem celular renal do
macaco-verde.
Inibe a sintese de acidos nucleicos, a
Escherichia colie
funcao damembrana citoplasmatica,
Staphylococcus | Macrophylloflavone18 ) - (101)
0 metabolismo energético e as
aureus )
porinas nas membranas celulares
Escherichia colie
Staphylococcus Manniflavanone GB3 Mecanismo de agao nao elucidado. (102)
aureus
] B ] Inibicao da formacao de biofilme.
Bacillus subtilis e Agatisflavona 2, o )
Dimerizacao e um anel C reduzido
Staphylococcus amentoflavonal, e (103)
conduziu a uma maior atividade dos
carnosus tetrahydroamentoflavone

compostos.
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Tabela 5: Exemplos de bactérias inibidas por biflavonoides.

Baixa toxicidade. Mais
Pseudomonas Ochnaflavone 15b and
eficazes contra
aeruginosae ochnaflavone 7-0- (104)
bactérias Gram-
Enterococcus faecalis methyl ether 15c
negativo.

Mecanismo de acao
nao elucidado.
Espécies reativas de
Microcystis aeruginosa Amentoflavona oxigénio ou stresse (105)
osmatico nao foram os
responsaveis pela

morte bacteriana.

1.4. Arrabidaea brachypoda

O Brasil € um pais caracterizado pela sua grande biodiversidade em plantas e pela existéncia de
varios biomas, como a Amazdnia e o Cerrado (a savana brasileira central), que sdo comummente
utilizadas na medicina tradicional (106). No entanto, ainda existem intimeras plantas para as
quais ainda nao foi estudada a bioatividade e potencialidade terapéutica (106).

As plantas do género Arrabidaea destacam-se por possuirem varios compostos, como
flavonoides, antocianinas, alantoinas e triterpenos, com propriedades anti-inflamatdrias, anti
tumorais, antimicrobianas e promotoras da cicatrizacao (2,107,108). Estudos recentes tém
demonstrado a sua potencialidade como protetor gdstrico in vivo (107). Um fator que as tornou
importantes no mundo da medicina tradicional é a sua capacidade de reduzir a dor e ainflamacao
nos casos de artrite e tratamento em casos de litiase renal (2).

Do arbusto Arrabidaea brachypoda (D.C.), nativo da regiao brasileira de Cerrado, foi preparado um
extrato hidroetandlico (RAB) e, a partir deste, uma fracao obtida através do uso de diclorometano
(RAB-DCM) (107). Do fragao RAB-DCM foram isolados trés flavonoides diméricos denominados
agliconas: braquidina A, braquidina B e braquidina C (Figura 4). Nos extratos RAB e RAB-DCM,

estas trés moléculas flavonoides diméricas existem sob a forma glucoronada (107).
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Figura 4: Representacao da estrutura quimica dos compostos flavonoides diméricos extraidos das raizes de
Arrabidaea brachypoda.1- Braquidina A, 2 — Braquidina B, 3 - Braquidina C. [Reproduzido com autorizacdo de Da
Rochaetal.(1,2)]

1.5. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho é determinar o efeito antimicrobiano de extratos e compostos

flavonoides diméricos isolados das raizes de Arrabidaea brachypoda.

Neste contexto, os objetivos especificos sao os seguintes:

1 Testar a atividade antibacteriana e antifungica de um extrato hidroetandlico, RAB, e da
sua fracao apolar, RAB-DCM;

1 Determinar a atividade antibacteriana e antifungica das moléculas flavonoides diméricas
braquidina A, braquidina B e braquidina C;

1 Investigar possiveis mecanismos de acao dos compostos e a sua possivel interferéncia
com os fatores de viruléncia dos microrganismos testados;

9 Avaliar as propriedades anti-inflamatdrias e citotoxicidade dos extratos RAB e RAB-

DCM e dos compostos flavonoides diméricos.
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2. Métodos

Este projeto constitui um estudo experimental realizado através de estudos [l

Tabela :
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