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POTENCIAL ANTIFUNGICO DE FRACOES DO GEL DE Aloe vera (L.) BURM. F.
FRENTE A Candida albicans
Kananda Franciele Souza Santos, Lagarto, 2019

A espécie Aloe vera (L.) Burm.F. (Xanthorroeaceae), conhecida popularmente como
babosa, € utilizada desde a antiguidade para diversos fins. Da sua parte mais utilizada,
o gel das folhas, foi descoberta uma proteina de massa molecular 14 kDa que possuli
uma potente acdo antifingica frente a Candida albicans. Tendo em vista que as
opcOes terapéuticas disponiveis para tratar infeccdes fungicas apresentam limitacdes
busca-se por substancias que, além de inibir o crescimento microbiano, combatam
seus fatores de viruléncia, auxiliando no tratamento das infec¢des. Assim, o objetivo
do presente trabalho foi obter fragcdes proteicas de A. vera, caracteriza-las e avaliar a
acao antifungica frente a Candida albicans, bem como avaliar o efeito de inibicdo de
da formacéao de biofilme. O processo de obtencao das proteinas do gel de A. vera foi
realizado utilizando técnicas de particdo liquido-liquido trifasica e dialise. Na primeira
etapa do processo, foi realizada uma particdo liquido-liquido trifasica, utilizando t-
butanol, tampé&o tris-hidroximetilaminometano (TRIS, 50 mM, pH 8,0) e solucdo de
sulfato de aménio (1,6 M). A fracdo obtida, ap0s esta etapa, foi dissolvida em tampéo
TRIS e dialisada, por um periodo de 24 h a 4°C, sob agitacdo constante. As duas
fracOes obtidas apds a didlise foram liofilizadas e quantificadas pelo método de
Bradford. Os ensaios de atividade antifungica foram conduzidos pelo método da
microdiluicdo em placa de 96 pocos e, posteriormente, com a mesma placa realizou-
se a avaliacdo da formacdo de biofilme. Nao foi possivel detectar/quantificar as
proteinas presentes nas fracdes, entretanto por meio de uma andalise por RMN
verificou-se a presenca de acUcares. Estas fragcdes nas concentracdes de 250; 125;
31,2 e 7,8 nug/ mL, apresentaram atividade antifingica no que concerne a inibicdo da
formacao de biofilme de C. albicans, inibindo cerca de 70% do mesmo. Assim espera-
se que estes resultados possam contribuir com a descoberta de novos protétipos a

farmacos antifungicos.

Palavras-Chave: Babosa; particdo liquido-liquido trifasica; Bradford; biofilme.



ANTIFUNGAL POTENTIAL OF FRACTIONS FROM Aloe Vera (L.) BURM. F. GEL
AGAINST Candida albicans

Kananda Franciele Souza Santos, Lagarto, 2019

The species Aloe vera (L.) Burm.F. (Xanthorroeaceae), popularly known as slug, has
been used since antiquity for various purposes. From its most used part, leaf gel, was
discovered a protein of molecular mass 14 kDa that has a potent antifungal action
against Candida albicans. Considering that the therapeutic options available to treat
fungal infections present limitations, it is sought for substances that, in addition to
inhibiting microbial growth, combat their virulence factors, aiding in the treatment of
infections. Thus, the objective of the present work was to obtain protein fractions of A.
vera, to characterize them and to evaluate the antifungal action against Candida
albicans, as well as to evaluate the effect of inhibition of biofilm formation. The process
of obtaining A. vera gel proteins was performed using three-phase liquid-liquid
partitioning and dialysis techniques. In the first step of the process, a three-phase
liquid-liquid partition was performed using t-butanol, tris-hydroxymethylaminomethane
buffer (TRIS, 50 mM, pH 8.0) and ammonium sulfate solution (1.6 M). The fraction
obtained after this step was dissolved in TRIS buffer and dialyzed for a period of 24 h
at 4 ° C under constant stirring. The two fractions obtained after dialysis were
lyophilized and quantified by the Bradford method. The antifungal activity assays were
conducted by the 96-well plate microdilution method, and then the biofilm formation
evaluation was performed with the same plate. It was not possible to detect / quantify
the proteins present in the fractions, however by an NMR analysis the presence of
sugars was verified. These fractions at the following concentrations of 250; 125; 31.2
and 7.8 ug / mL, presented antifungal activity with respect to the inhibition of C.
albicans biofilm formation, inhibiting about 70% of it. Thus it is expected that these

results may contribute to the discovery of new prototypes to antifungal drugs.

Keywords: Babosa; three-phase liquid-liquid partition; Bradford; biofilm.
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1 INTRODUCAO

Aloe vera € uma planta conhecida, popularmente, por aloe, aloe-de-curagao e
babosa. Esta planta pertence a familia Xanthorrhoraceae e ao género Aloe (FREITAS,
2014). Este género possui cerca de 400 espécies diferentes, porém, nem todas sao
seguras para 0 uso em humanos. Isso ndo ocorre com a A. vera, pois, € uma das
espécies mais estudas e utilizadas pelas industrias farmacéuticas e cosméticas
(MARTINS, 2010; OLIVEIRA et al., 2017).

Porém, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através do
Informe Técnico n°. 47, de 16 de novembro de 2011, ndo permite o uso de A. vera
como alimento.

Suas folhas sé@o verdes, grossas, suculentas, com presenca de dentes
espinhosos nas margens (LORENZI e MATOS, 2008). Contém em seu interior, uma
polpa, um liquido claro e viscoso, denominado gel, o qual ocupa a maior parte do
volume de sua folha (ARO, 2012; SILVA et al., 2013). O gel é parte mais usada e
estudada, devido a sua complexa composi¢ao quimica. Apresenta alto teor de agua
(99,0 a 99,5%) e uma diversidade de metabdlitos primarios e secundarios (LOPEZ et
al., 2016).

No que concerne a atividade antifUngica, os metabdlitos primarios que
apresentam essa acao terapéutica sdo mananas acetiladas (YATES, 2012); acido
maélico (FLORES-LOPEZ et al., 2016) e uma nova proteina de massa molecular 14
kDa (DAS et al., 2011). J& os metabdlitos secundarios com essa mesma acao Sao
representados pelas as antraquinonas: aloina e aloe-emodina.

Diante da diversidade de metabdlitos presentes no gel de A. vera, da crescente
incidéncia de infec¢Bes fungicas e do uso limitado das opc¢des terapéuticas atuais que
h& o interesse em descobrir novas substancias com acéo antifangica. O uso desses
farmacos apresenta limitagdes devido a sua elevada toxicidade, principalmente com
os polienos e, devido ao surgimento da resisténcia de fungos tanto aos azois quanto
as equinocandinas (MACEDO et al., 2009; ANGELO, 2017; ROMO et al., 2017).

As restricobes desses medicamentos estabelecem a necessidade de
desenvolver novos agentes antifingicos, particularmente, com mecanismos de acao

inovadores. Um dos artificios que esta se destacando com o propdsito de contornar



essas limitacGes € o uso de inibidores de fatores de viruléncia do patdégeno, uma vez
que estes fatores causam varios danos ao hospedeiro, aumentando o poder de
infeccdo destes microrganismos (PIERCE e LOPEZ-RIBOT, 2013; ROMO et al.,
2017).

Outro foco de estudo é a utilizacdo de proteinas, visto que alguns peptideos
sdo considerados novas alternativas para o desenvolvimento de farmacos
antimicrobianos (AMP —“antimicrobial peptides or proteins”) (RUAS, 2010).

Em vista disso, o presente trabalho tem como objetivo realizar a extragao e
isolamento de proteinas do gel de A. vera e realizar a avaliacdo da acdo antifungica
bem como da inibicdo do fator de viruléncia de Candida albicans, o biofilme. Posto
que os fungos sdo seres vivos eucariontes, ha um numero limitado de alvos
especificos refletindo em um arsenal terapéutico reduzido. Além disso os antifingicos
existentes tém sua efetividade comprometida pela toxicidade e desenvolvimento da
resisténcia. Com o intuito de contornar todos esses problemas busca-se descobrir
novos farmacos que possuam novos mecanismos de acdo mais eficazes e com

menos chances de causar problemas relacionados a medicamentos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aloe vera

O nome Aloe é derivado de uma palavra arabica Al6e que significa substancia
amarga e brilhante e o nome vera significa verdadeira (PARENTE et al, 2013). O uso
da Aloe vera é encontrado em literaturas de variadas culturas populares, como a dos
povos mesopotamicos em 2100 a.C, quando foi realizado o primeiro registro da planta
em uma tabuleta de argila (FREITAS, 2014).

Foi utilizada também pelos povos do Antigo Egito, principalmente pela rainha
Cléopatra que a utilizava para fins estéticos, tais como massagear a pele e na forma
de mascara de beleza (AZEVEDO, 2005). Apesar de ter um nome de origem arabica,
a Aloe vera originou-se na Africa do Sul e por intermédio dos indigenas a planta foi
disseminada para outras localidades, como os Estados Unidos e o Brasil (PARENTE
et al, 2013).

Na literatura € encontrada, principalmente, com a sinonimia Aloe barbadensis
Mill. E conhecida, popularmente, por babosa, aloe, aloe-de-barbados e aloe-de-
curacao (FREITAS, 2014). A Aloe vera pertence a familia Xanthorrhoraceae que inclui
plantas terrestres, perenes ou anuais e herbaceas, possui cerca de 280 géneros e
4.000 espécies (LACERDA, 2016).

O géreno Aloe que apresenta mais de 400 espécies diferentes e catalogadas,
no entanto, poucas espécies sao consideradas seguras para 0 USO em seres
humanos. Nao é o caso da A. vera, uma espécie muito estudada e utilizada pelas
industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (MARTINS, 2010; OLIVEIRA et al.,
2017).

A A. vera & uma planta que necessita de luz solar direta e de um solo bem
drenado, porém, como é originaria de regides desérticas, ela consegue sobreviver
bem em habitats hostis, onde poucas espécies vegetais conseguem (GUPTA, 2013).

Suas folhas sao verdes, grossas, suculentas, com presenca de dentes

espinhosos nas margens e medem de 30 a 60 centimetros de comprimento, podendo
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pesar até 2,3 kg. Suas flores séo vistosas, apresentam tonalidade branco-amarelada,
em formato tubular (LORENZI e MATOS, 2008). Além disso, as flores produzem
frutos, estes que apresentam formato ovoide com capsula triangular contendo

sementes aladas (Figura 1).

Figura 1. Folhas e flores da Babosa (Aloe vera). Fonte: LACERDA, 2016

Contém em seu interior, uma polpa, um liquido claro e viscoso, denominado
gel, o qual ocupa a maior parte do volume de sua folha (ARO, 2012; SILVA et al.,
2013). O gel é parte mais usada e estudada, devido a sua complexa composicéo
quimica (LOPEZ et al., 2016) (Figura 2). Apresenta alto teor de agua (99,0 a 99,5%)
e uma diversidade de metabdlitos primarios e secundarios, como apresentado no
quadro 1 e 2, logo abaixo (RADHA e LAXMIPRIYA, 2015; SANIASIAYA et al., 2017).

Figura 2. Gel da Babosa (Aloe vera). Fonte: LUZ, 2016



Quadro 1. Metabdlitos primarios encontrados no gel de A. vera.
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Metabdlitos Priméarios

AcOes terapéuticas

Referéncias

Carboidratos:

Manose - Monossacarideo

Mananas acetiladas
(“Acemannan”) -
Polissacarideo

GAPS-1 - Polissacarideo

Anti-inflamatéria e cicatrizante

Anti-inflamatéria, cicatrizante,
antineoplasica,
anti-hiperglicémico,
anti-hipercolesterolémico e
antimicrobiana

Antioxidante

(FREITAS, RODRIGUES e GASPI,
2014)

(COCK, 2008; HUSEINI et al., 2011;
RODRIGUES e GASPI, 2014)

(CHUN-HUI et al., 2007)

Vitaminas:
AeE

Antioxidante

(RODRIGUEZ, MARTIN E
ROMERO, 2010)

Acido organico:

Acido malico

Antimicrobiana

(FLORES-LOPEZ et al., 2016)

Componentes Nitrogenados:
Lectina — Proteina

Nova proteina de 14 kDa

Pg21-2b — Glicoproteina

G1G1M1DI2 - Glicoproteina

Hemaglutinante

Antifangica, anti-inflamatoria

Estimula a proliferacéo
de células renais humanas

Estimula a proliferacédo
de queratinécitos no
processo de cicatrizacao

(WINTERS, 1993)
(DAS et al., 2011; RADHA e
LAXMIPRIYA, 2015)

(YAGI et al., 1997)

(CHOI et al., 2001)

Quadro 2. Metabdlitos secundarios encontrados no gel de A. vera.

Metabdlitos secundarios

Acdes terapéuticas

Referéncias

Fitoesterois:

Lofenol
24-metil-lofenol
24-etil-lofenol
cicloartanol
24-metileno-cliartanol

Anti-hiperglicémico e
Anti-hipercolesterolémico

(FREITAS, RODRIGUES e GASPI,
2014; RADHA e LAXMIPRIYA,
2015)

Antraquinonas:

Aloina

Antifiingica
Quimiopreventiva (Anticancer)

(HAMIZA et al., 2014; FLORES-
LOPEZ et al., 2016)
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Continuacao do quadro 2. Metabdlitos secundarios encontrados no gel de A. vera.

Metabélitos Primarios Acdes terapéuticas Referéncias
Antraquinonas: Inibe a proliferacdo de células (SuBQOJ et al., 2012; LI et al.,
Aloe-emodina do célon do Utero e 2014;)
angiogénese,
Purgativa,
Antiviral

2.2 Infeccdes fungicas: Candida albicans

As infec¢Bes fungicas apresentam uma incidéncia e prevaléncia em situacao
crescente desde a década de 1980, mais precisamente, na populagédo de pacientes
imunocomprometidos e/ou hospitalizados com doencgas subjacentes graves (SARDI
et al., 2009). Além das situacfes citadas, outro fator de risco que esta relacionado
com a obtencédo dessas infeccdes € a alteracdo das barreiras anatdmicas facilitando
a entrada de microrganismos no hospedeiro (CARDOSO, 2013) .

Vale ressaltar que isso ocorre, pois certos fungos sdo constituintes presentes
da microbiota da pele e mucosa do ser humano, desde o nascimento. No entanto
quaisquer alteragcdes na homeostase do organismo, como mudancas organicas,
fisico-quimicas, fisiolégicas ou patologicas tanto da pele como nas mucosas,
favorecem a manifestacao infecciosa deste fungo (HARTMANN et al., 2016).

Estas infeccBes causadas por espécies do género Candida representam a
principal causa de infec¢des fungicas oportunistas em todo o mundo, levando a
morbidade e mortalidade (PFALLER e DIEKEMA, 2007) . Atualmente, o género
Candida é composto por, aproximadamente, 200 espécies diferentes que colonizam
diversos locais do corpo humano, tais como orofaringe, cavidade bucal, dobras da
pele, secrecdes brénquicas, vagina, urina e fezes (HARTMANN et al., 2016). Desse
género destacam-se as espécies Candida albicans, Candida tropicalis e Candida
glabrata, (MACEDO et al., 2009)

No que diz respeito a C. albicans, trata-se de um fungo considerado trimaofico,
pois pode apresentar-se como leveduras ovais, como hifas septadas continuas, ou
como pseudo-hifas, e todas essas trés formas morfolégicas sdo geralmente

observadas em tecidos infectados (SARDI et al., 2009).
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A colonizacéo e o processo infeccioso por C. albicans inicia-se com a aderéncia
da levedura nas células epiteliais, da pele ou mucosas, seguida da multiplicacdo da
levedura, com formacé&o posterior de tubo germinativo e filamentacdo (MAGDALENA,
2001; TRABULSI e ALTERTHUM, 2015).

Para que o processo infeccioso tenha éxito, a C. albicans, assim como outros
patdgenos, expressam uma série de estratégias especificas para se estabelecer,
colonizar, causar a doenca e superar as defesas de hospedeiros susceptiveis,
chamados de fatores de viruléncia (NAGLIK et al., 2003). Esses sdo determinados
geneticamente, porém expressos pelos microrganismos quando submetidos a certas
condicbes, tais como diferente teor nutricional, niveis de oxigénio e temperatura
(TAMURA et al., 2007).

No que concerne a sua forma filamentosa, hifas, a sua formacdo esté
relacionada com o aumento da viruléncia em decorréncia da variabilidade antigénica
da superficie e do formato micelial (conjunto de hifas) que favorece maior aderéncia,
dificultando a fagocitose extra e intracelular pelo sistema imune (RIBEIRO, 2008;
GERALDINO et al., 2012; SANTANA et al., 2013).

Devido a estabilidade na aderéncia do fungo aos tecidos sdo formados
biofilmes (KHAN et al., 2010). O biofilme € uma comunidade estruturada de células de
microrganismos, embebida em uma matriz extracelular polimérica e aderente a uma
superficie inerte ou viva formando uma estrutura tridimensional (DONLAN;
COSTERTON, 2002; BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006). As maiores vantagens dos
microrganismos de se organizarem nestas comunidades consistem na maior
capacidade de captacdo de nutrientes, no favorecimento de um crescimento mais
ordenado e na maior protecdo contra radiagdes UV, fagocitose, desidratacédo e a
antifingicos (SUZUKI, 2009).

Outros fatores de viruléncia inerentes a esse fungo sdo as enzimas hidroliticas,
tais como lipases que catalisam tanto a hidrélise quanto a sintese de triacilgliceroéis
com o objetivo de digerir os lipidios para aquisicdo de nutrientes, além de auxiliar
também na ades&o as células e tecidos hospedeiros (GACSER et al., 2007).

Uma classe especifica de lipases, como as fosfolipases atuam pela hidrélise
dos fosfolipideos, dando origem aos lisofosfolipideos que causam danos a célula
epitelial do hospedeiro, facilitando a aderéncia e a penetragcéo nos tecidos (OLIVEIRA
et al., 1998; ABRAO et al., 2011).
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As proteases, também enzimas hidroliticas, excretadas por diversos
microrganismos, sdo capazes de degradar varios substratos, tais como: queratina
coldgeno, albumina, fibronectina, hemoglobina, cadeia pesada de imunoglobulina e
proteinas de matriz extracelular e, por isso, assim como os outros fatores de viruléncia,

causam muitos danos aos tecidos do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 1998).

2.3 MEDICAMENTOS ANTIFUNGICOS E NOVAS ALTERNATIVAS

Hoje em dia tém-se disponiveis no comércio cinco classes de antifungicos,
sendo eles, os polienos, analagos da pirimidina, azois, equinocandinas e alilaminas,
cada classe possui um mecanismo de acéo diferente (OLIVEIRA, 2008).

Com base em seus alvos para terapia antifUngica, os agentes antifungicos
podem ser classificados nos seguintes grupos: inibidores da biossintese de ergosterol;
disruptores da membrana fangica; sintese de parede celular fingica; biossintese de
esfingolipidios; inibidores da sintese de acidos nucleicos; inibidores da biossintese de

proteinas e

inibidores da biossintese de microtubulos,

resumidamente, no quadro 3 (CAMPOY e ADRIO, 2017).

como descritos,

Quadro 3. Classificagdo dos antifingicos com base em seus alvos terapéuticos

Grupo Exemplos Mecanismo de acéo Referéncia
Inibidores da biossintese
do ergosterol Imidazois: Inibem a enzima (SHEEHAN et al., 1999)
- Clotrimazol dependente do
Azbis - Cetoconazol citocromo P450, 140-
- Miconazol lanosterol demetilase
(CYP51) que converte
Triazois: o lanosterol em
- Itraconazol ergosterol na
-Fluconazol membrana celular
inibindo o crescimento
fungico e replicacao
Disruptores da
membrana fungica - Nistatina Ligam-se a bicamada (ANDRUSHAITE et al.,
- Anfoteracina B lipidica e formam um 1979)
Polienos - Natamicina complexo com poros
gue promovem a
ruptura da membrana
celular e o vazamento
do conteudo
citoplasmatico.
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Continuacao do quadro 3. Classificacao dos antifingicos com base em seus alvos terapéuticos.

Referéncias

Grupos

Exemplos

Mecanismo de acéo

Inibidores da sintese
de acidos nucleicos:

- Flucitosina

Age inibindo a sintese
de proteinas, através

de vérias
transformacgdes
metabdlicas, acaba
sendo incorporados
ao RNA dos fungos.
Inibe a timidilato
sintase, que inibe a
sintese de DNA
fungico e divisdo
nuclear

(DOWELL et al., 2004)

Inibidores da
biossintese de
proteinas:

- Tavaborole

Inibe a aminoacil-
tRNA sintetase de
modo que este ndo
pode completar a
transferéncia de
aminoacidos para o
ribossomo para
montagem e a sintese
de proteinas é
efetivamente
bloqueada

(ROCK et al., 2007)

Inibidores da
biossintese de
microtUbulos:

- Griseofulvina

Este composto liga-se
a tubulina, interferindo
na montagem dos
microtubulos fangicos
e inibicdo de mitose

(GAUWERKY et al.,
2009)

Sintese de
celular fungica

B-glucana

parede

Inibidores sintese de

- Caspofungina
- Micafungina
- Anidulafungina

Inibidores nédo
competitivos da
B-(1,3)-D-glucana
sintase, complexo
enzimatico, que
leva ao rompimento
da estrutura das
paredes celulares em
crescimento,
instabilidade osmatica
e morte de células
fungicas

(ESCHENAUER et
al.,2007)

Sintese de
celular fungica

de quitina

parede

Inibidores da sintese

- Nikkomicina

Inibem a sintese da
quitina através da
inibicdo enzimética
das sintases, fator

importante para

da célula

manter a integridade

(AKINS, 2005)

Biossintese de
esfingolipidios

- Aureobasidina A

Inibem enzimas
envolvidas na
biossintese de

esfingolipidos

(TAKESAKO et al., 1991)
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Os agentes antifungicos apresentam o uso clinico limitado devido a sua
toxicidade (principalmente, no caso de polienos e anfotericina B) e o surgimento de
resisténcia (aos azois e recentemente também observada para as equinocandinas)
gue contribuem para as altas taxas de morbidade e mortalidade (KIRKPATRICK et al.,
2009).

As limitacbes desses medicamentos estabelecem a necessidade de
desenvolver novos agentes antifingicos, particularmente, com mecanismos de agéo
inovadores. Um dos artificios que esta se destacando com o propdésito de contornar
essas limitacOes € o uso de inibidores de fatores de viruléncia do patdégeno, uma vez
que estes fatores causam varios danos ao hospedeiro, aumentando o poder de
infeccdo destes microrganismos (PIERCE e LOPEZ-RIBOT, 2013; ROMO et al.,
2017).

Esta abordagem pode ser, particularmente, interessante para infeccdes
fungicas. Ja que os fungos sédo eucarioticos e, desse modo, tém um namero reduzido
de alvos especificos para patodgenos que podem ser explorados para a descoberta
de drogas antifungicas (ROMO et al., 2017).

Um exemplo de linha de pesquisa € o estudo de proteinas, visto que alguns
peptideos sédo considerados novas alternativas para o desenvolvimento de farmacos
antimicrobianos (AMP —“antimicrobial peptides or proteins”) (RUAS, 2010). Isso pode
ser observado pelo estudo de Das e colaboradores (2011), no qual descobriu-se uma
proteina (14 kDa) que possui uma potente acdo antifungica.

Essa proteina foi considerada um novo achado, visto que apds a realizacéo de
comparacdes com proteinas antifingicas existentes usando a base de dados Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) néo foi encontrada nenhuma outra similar. A
lectina é a proteina que apresenta maior semelhanca, no entanto ainda € pequena,

apenas na sua sequéncia de aminoacidos N-terminal (DAS et al., 2011).

2.4 Técnicas de purificacdo de proteinas

O processo de purificacdo de proteinas é considerado uma etapa bastante
complexa tendo em vista que envolve tanto a separagao do produto de interesse como
também dos residuos gerados (SANTOS, 2018).
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Um ponto importante para que o processo de purificagcdo de proteinas seja
realizado com éxito é a escolha correta do método a ser utilizado para tal purificacao,
visando ndo aumentar os custos do processo. Além disso, a escolha correta do
método conferird a diminuicdo de perdas e até mesmo o aumento do rendimento
(CAETANO, 2018).

Dentre as técnicas existe particdo liquido-liquido trifasica sendo uma técnica
simples e eficiente para a separacéo e enriquecimento de compostos proteicos, como
enzimas de misturas complexas. Envolve a adicdo de sal (geralmente sulfato de
amonio) ao extrato bruto, seguido pela adicdo de um solvente organico (geralmente t-
butanol). A mistura de agua / butanol se separa em dois liquidos imisciveis na
presenca de uma certa quantidade de sulfato de amonio (OZER et al., 2010).

O t-butanol é normalmente miscivel em agua, mas com a adi¢éo de sal, como
sulfato de aménio, a solucédo separa-se em duas fases, uma fase aquosa inferior e
uma t-butanol superior. Se a proteina estiver presente na fase aquosa original, para
que seja separada e formada uma terceira fase dependera da concentragcéo de sulfato
de amoénio que sera adicionado. Isso pode ser explicado pelo fenbmeno conhecido
como "salting-out”, onde a havera menos agua para solubilizar a proteina e esta acaba
precipitando (RACHANA e LYJU, 2014).

A particdo liquido-liquido trifasica apresenta inUmeras vantagens, dentre elas a
rapidez e simplicidade do processo, além disso é um processo considerado de baixo
custo em comparacdo com 0s processos de purificacdo convencional (Ozer et al.,
2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a extracdo de proteinas do gel das folhas de Aloe vera e avaliar sua

acao antifungica bem como a inibicdo da formacao biofilme de Candida albicans.

2.2 Objetivos especificos

v' Liofilizar o gel das folhas de Aloe vera;

v' Realizar a extracdo das proteinas do gel das folhas de A. vera utilizando
particdo liquido-liquido trifasica;

v Realizar o fracionamento do extrato proteico por dialise;

v Realizar a quantificacdo das proteinas presentes nas fracoes;

v' Submeter as fracOes a espectroscopia de ressonancia magnética (RMN);

v' Avaliar atividade antifingica e determinar a concentracdo inibitéria minima

(CIM) das fracdes proteicas;
v Realizar o ensaio de inibicdo de formacao de biofiime de Candida albicans.
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O processo resumido de obtencédo das fragbes proteicas, caracterizagéo das

proteinas e realizagdo dos ensaios de atividade antifingica e de inibicdo dos fatores

de viruléncia esta esquematizado na Figura 1.

Coleta do material

vegetal

¥

Liofilizac&o do gel

¥

Extracdo das

proteinas

Particdo liquido-

Dialise

liquido trifasica (TPP)

|

Liofilizac&o

¥

Espectroscopia de

Ressonancia

Quantificacédo de

proteinas por

Magnética Bradford
(RMN) 1 |
Ensaios

—

o

Atividade antifungica

Figura 3.Esquema geral de obtencéo, caracterizacdo e avaliacao da atividade bioldgica.

Inibicdo do fator

de viruléncia - Biofilme
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3.1 Coleta e obtencéo do gel das folhas de Aloe vera

A coleta das folhas da Aloe vera foi feita na Fazenda da Esperanca, localizada
no municipio de Lagarto/SE. A coleta do material botanico foi realizada de acordo com
as técnicas usuais de Mori e colaboradores (1985) e posteriormente identificado no
Herbario ASE da Universidade Federal de Sergipe, com auxilio de bibliografia
especializada.

As folhas utilizadas para a retirada do gel foram colhidas de espécimes com 4
a 5 anos de idade, visto que € o tempo necessario para alcancarem a maturidade
(Figura 2) (FREITAS, 2014). Além disso, a coleta foi realizada no veréo, pois é a
estacdo do ano mais adequada para coleta da planta, por apresentar as maiores
concentracfes dos metabdlitos, dentre eles as proteinas (ZAPATA et al., 2013).

Ao serem colhidas, as folhas foram lavadas e mantidas sob refrigeracéo até a
retirada do gel. Para evitar a decomposicao e o dano da atividade natural do gel, o
processo de filetagem/retirada do gel foi concluido dentro de 36 h da colheita das
folhas (JAVED e ATTA-UR, 2014).

Em seguida o gel interno na A. vera foi triturado no liquidificador e

posteriormente filtrado com pano estéril.

Figura 4. Aloe vera no local da coleta. (Fonte: Proprio autor).
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3.2 Liofilizacdo do gel

O processo de liofilizacdo foi realizado em trés etapas. A primeira etapa
consistiu no congelamento da amostra por um periodo minimo de 24 horas, em
frascos de vidro. Na segunda etapa, os frascos de vidro foram levados para o
liofilizador (Liotop® L101) (Figura 3) para que a agua congelada presente no material
vegetal fosse retirada através do processo de sublimagdo. Na terceira etapa a 4gua
residual presente na amostra, denominada agua adsorvida, foi convertida a vapor e
assim eliminada da amostra. O periodo de liofilizacdo do material durou 7 dias
(Adaptado de SILVA et al., 2012).

Figura 5. . Liofilizador Liotop® L101 com as amostras (Fonte: Préprio autor).

3.3 Particéo liquido-liquido trifasica (“Three-Phase Partitioning for
Protein Purification”, TPP)

A particdo liquido-liquido trifasica (TPP) é um método relativamente novo,
rapido e eficaz para a purificacao de proteinas (WARD, 2009). Neste tipo de particao
liquido-liquido utiliza-se t-butanol e sulfato de aménio para favorecer a precipitagdo

das proteinas de solucdes aquosas e sua separagdo. A TPP foi realizada em 5 etapas.
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1. Solubilizacdo da amostra liofilizada (100 mg) em 5 mL de tampao tris-
hidroximetilaminometano (TRIS, 50 mM, pH 8,0) utilizando ultra-agitacdo em Sistema
de Disperséo Ultra-Turrax® Tube Drive, por 5 minutos;

2. Adicao de 2,5 mL de sulfato de amoénio (1,6 M) e homogeneizacdo por 60
segundos;

3. Adicdo de 5 mL de t-butanol, seguida de agitacdo por 3 minutos;

4. Transferéncia da mistura para tubos de propileno de 25 mL, agitacdo em
vortex durante 1 minuto;

5. Manutencdo da mistura em repouso por 1 hora e finalmente centrifugacéao a
4000 xG por 5 minutos para forcar a separacédo de fases;

Na fase superior estava presente o t-butanol; na fase inferior, a solucdo de
sulfato de aménio e na fase intermediaria, as proteinas precipitadas (Figura 4)
(Adaptado de WARD, 2009).

Adicaode
t-butanol Centrifugagéo
) Fase organica (t-butanol)
[ = ol Fase intermediaria (Proteina)
Fase aquosa (Sulfato de aménio)
Sulfato de aménio Descanso de 1 hora Formagdo das 3
+ fases

Proteina de interesse

Figura 6. Representacéo ilustrativa do procedimento de parti¢éo liquido-liquido trifasica (TPP). (Fonte:
Adaptado de RACHANA, 2014.)

3.4 Dialise

A fracéo proteica obtida do gel de A. vera apos a TPP foi dissolvida em tampéao
TRIS (50 mM, pH 8,0) e em seguida transferida para um tubo de dialise de celulose
(Sigma Aldrich®) com retencéo de proteinas de massa molecular acima de 12 kDa.
Vale ressaltar que de acordo com as especificagbes do fabricante a membrana
utilizada tem a capacidade para suportar 110 mL/ ft, (ft= 30.48 cm), assim foi usada

uma membrana de dimenséao de 16 cm, preenchidas com 50 mL de fragao proteica e
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tampdao nas proporcdes de 1:10. A membrana preenchida com a solucéo proteica foi
imersa em solu¢cdo no mesmo tampao e mantida por um periodo de 24 h, sob agitacéo
magnética a 4 ° C (Figura 5 e 6) (Adaptado de DAS et al., 2011; SAGU et al., 2015).

A) Inicio da dialise B) Em equilibrio
= =
Membrana ( ( .
Proteinas

de
/ didlise \Kﬂ / >12 kDa

Proteinas
<12 kDa

Proteinas\
solvente

[~ solugéo concentrada

Figura 7. . llustragcdo do sistema de didlise. Inicio (A) e final do processo de difuséo das proteinas (B).
(Fonte: Adaptado de http://www?2.ig.usp.br/docente/miyamoto/2012_Aula_3_Sayuri.pdf).

AR

)

Figura 8.Sistema de dialise montado no refrigerador. (Fonte: proprio autor).

No final do processo, as fragfes internas (FI) e as fragdes externas (FE) foram
coletadas, congeladas, liofilizadas e armazenadas para as caracterizacdes das
proteinas extraidas e realizacdo da atividade antifingica e de inibicdo do fator de

viruléncia - Biofilme.
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3.5 Quantificacao de proteina por Bradford

A quantificagéo das proteinas foi realizada pelo método de ligacéo de corantes
usando albumina de soro bovino como proteina padrédo. Esse método foi descrito por
Bradford (1976), porém € muito utilizado visto que é um ensaio muito reprodutivel e
rapido. As proteinas ligam-se ao Coomassie azul brilhante G-250, esta ligacdo do
corante a proteina provoca uma mudanga no maximo de absor¢éo do corante de 465
a 595 nm, e é o aumento da absorcédo a 595 nm que € monitorado.

Para a quantificacdo das proteinas foi construida uma curva de calibracéo
utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. Foram preparados 200 pL de
uma solucdo de BSA a1 mg/mL e, a partir dessa solucéo foram realizadas as diluigcbes
seriadas em H20 (Milli-Q) para a obtencdo das demais concentragbes (0,5 mg/mL;
0,25 mg/mL; 0,125 mg/mL e 0,0625 mg/mL) (Figura 7).

100 uL 100 uL 100 pL 100 uL 100 pL
200 L @ 100 uL 100 uL 1%"8" 100 uL
H,O H,O = H,O
1 mg/ mL 0,5 mg/ mL 0,25 mg/ mL 0,125 mg/ mL 0,0625 mg/mL
5uL 5puL 5 uL 5 uL 5L

~ ) ]

m
1)

%

= : - - —=

I0(Mmoo0

Figura9.Representacdo esquematica das diluigcBes seriadas no preparo das solugbes de BSA e placa
de 96 pocos com orificios destacados onde foram colocadas as solugdes.
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Foram adicionados 5 pL das solucbes preparadas em orificios diferentes na
placa de 96 pocos como demonstrado na Figura 5. Em cada orificio foram adicionados
também 250 pL do reagente Bradford. Para o branco foi utilizado 5 pL da solugéo
salina e 250 L do reagente Bradford. Em seguida realizou-se a leitura da absorbancia
a 595 nm.

Para a dosagem das proteinas presentes nas fracbes, 1 g de amostra foi
dissolvido em 1 mL de tampé&o fosfato salina (PBS), pH = 7,4. J& no préprio gel de A.
vera foram utilizados 5 uL, diretamente, sem adi¢cdo de PBS. Em seguida, 5 uL desta
solucéo foram adicionados em triplicata aos pocos da placa de 96 pocos. Em seguida
adicionou-se 250 uL do reagente de Bradford, e manteve-se a mistura por 5 minutos
a temperatura ambiente e protegida da luz, considerando uma concentracao final da
amostra de A. vera de 20 mg/mL. A leitura das absorbancias foi realizada a 595 nm
utilizando o leitor de placas (Asys Expert plus).

A concentracdo das proteinas (mg/mL) foi determinada a partir da equacao da
reta obtida através da curva de calibracdo com BSA (1 mg/mL) (Adaptado de
VALENTINI, 2016).

3.6 Espectroscopia de Ressonancia Magnética (RMN)

As amostras foram analisadas por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN), sendo solubilizada em &agua deuterada (D20). Os espectros de
RMN H (400 MHz) foram obtidos com um espectrometro Bruker Ascend 400. Os
deslocamentos quimicos (&) foram referenciados para RMN de 1H pelos picos
caracteristicos dos hidrogénios em relagcdo ao tetrametilsilano (TMS). As
multiplicidades das bandas de RMN *H foram indicadas segundo as convencdes: s
(simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto). As anélises de
RMN foram realizadas pela Central de Andlise de Farmacos, Medicamentos e
Alimentos (CAFMA) da UNIVASF (campus centro em Petrolina-PE).
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3.7 Avaliacdo da atividade antifungica e determinagdo da

concentracao inibitéria minima (CIM)

De acordo com National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
(2002) a cepa de Candida albicans (ATCC 10231) foi inoculada em tubos de ensaios
contendo caldo Sabouraud, sem agitacdo, a 37 °C até atingirem crescimento
correspondente a absorbancia a 600 nm de 0,1 (x 0,05). Em seguida foi realizada a
diluicdo da cultura em caldo Sabouraud na proporc¢édo 1:100.

Foram utilizadas placas estéreis, contendo 96 pocos dispostos em oito filas
denominadas A-H, e 12 colunas numeradas de 1-12. Os pocos Al a A4 foram
preenchidos com 7,5 uL da fracdo proteica (10 mg/mL) previamente dissolvida em
dimetilsulféxido (DMSO) e 292,5 uL de suspencao fungica. A concentracdo da
amostra no poc¢o correspondera a 250 ug/mL. Nos demais pogos das filas
subsequentes (B-H) foram adicionados 150 pL de suspensdo fungica. Logo em
seguida foi realizada uma diluicdo seriada, iniciando da primeira fila, onde foi
transferido 150 pyL da mistura para a fila seguinte, e sucessivamente repetindo o
processo até a fila H. As concentragcfes do extrato variaram de 250 ug/ mL até 0,97

ug/ mL (Figura 8).

7,5 uL da fragéo proteica (10 mg/mL) [ ] final nos pogos
+ 250 pg/mL Controle
292.5 ulL de suspencéo fungica (+)

3 7 3 Suspenséo
é O 6 m microbiana

oJoloXoloJoloJoXoXoJoJo
oJoloJoloJoloXoXoloJXoXo)
oJolololololoJoXoNoloXe) Controle (-)

oJoloJoloJoloXoXoXoXoXo Meio de
oJoJoJoloJololoXoXoloXo) cultura

DOOOI0OOOI0 ®

v

150 yL de
suspensao fungica

Figura 10. Representacao ilustrativa do procedimento de diluicdo seriada em placa de 96 pocos.

Foram inclusos no experimento controle positivo de crescimento (suspensao

bacteriana) e o negativo (meio de cultura). A microplaca foi incubada a 37 °C por 24
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horas. Em seguida realizou-se a leitura a 600 nm. A CIM foi considerada a menor

concentracdo em que nao houve crescimento microbiano.
3.7 Avaliacéo dainibicao da formacao de biofilme

Este procedimento foi realizado subsequentemente, ao ensaio de atividade
antifingica, utilizando a mesma placa, ou seja, apos 24 h de incubacgéo. As células
nao aderidas nos pocos foram removidas por inversédo da placa, seguida de lavagem
através da submersdo em agua destilada e secagem por inversao em pano seco. Em
seguida, adicionou-se 125 pL de uma solucéo 0,1% (m/v) de cristal violeta e incubou-
se a 37°C por 15 min. Apos esse periodo, a placa foi lavada quatro vezes com agua
destilada e, em seguida, seca por inversdo em pano seco. Posteriormente, procedeu-
se a etapa de quantificacdo, na qual foram adicionados 125 pL de acido acético 30%
(v/v) em cada poco para solubilizar o biofilme corado com cristal violeta. Logo apés,
incubou-se a placa a temperatura ambiente, por 15 min. Na sequéncia, transferiu-se
125 pL da solugéo contento biofilme corado e soltvel para uma nova microplaca, e
entdo realizada a leitura em espectrofotdmetro (A =600 nm). A solu¢éo de acido acético
30% (v/v) foi utilizada como branco (Figura 9) (Adaptado de STEPANOVIC et al.,
2004).

Y A

:oooboéoéodoo
essesaseasss Secagem fposofbossns
1000000000000 9 o
aasssenasse > — —— B
1883333388885 ovada 1 1938025992000
000000000000 X 000000000000
avada 1 x Inversdo em i .
Retirada das células pano seco 125 L de cristal violeta 0,1%
‘(m/v)
Incuba-se . . egbassussee
37°C por 15 > > Secagem | iegeseseseses
min - sz
Lavada 4 x Inversdo em 1300350030000
pano seco 125 pL de &cido acético 30%
(V/v)

. N

lodoocoadoond 060060000000

Incuba-se a 182333383508 685832323858 Transfere-se a solucéo contento
: |———— > Joceooooooooo lecuocooncaon > . L. i
temperitruig ?I:?rll) e l8a0530080000 108285283050 biofilme corado e soldvel para uma
p locoocononoca  Mecoacnoooso nova microplaca (leitura a 600 nm)

Figura 11. Representacao esquematica do procedimento de inibicdo do biofiime.
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3.8 Andlise estatistica

Os graficos e os dados obtidos nos diversos experimentos foram analisados
estatisticamente utilizando-se o programa Prisma versdo 7.0 através de Andlise de
Variancia (ANOVA). Como post teste foi aplicado o teste de Tukey. Foram

consideradas significativas as diferengas com p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos iniciaram a partir do gel de A. vera (250 g) que apés a
eliminacdo de &gua por liofilizacdo obteve-se uma massa de 4,18 g, alcancando,
entdo, um rendimento de 1,67%. Esta massa foi utilizada para o processo de obtencao

das fracdes proteicas por TPP seguido de dialise.

4.1 Quantificacdo de proteinas por Bradford

Os dados obtidos ap0s a realizacao da leitura das absorbancias das solucdes
padrao de BSA (Tabela 1) em diversas concentragbes foram utilizados para a
construcdo da curva de calibracdo (Figura 10). A equacdo da reta obtida pela
regressao linear foi utilizada para quantificar a proteina presente na FE, Fl e no proprio

gel de Aloe vera (Tabela 2).

Tabela 1. Concentracdes de BSA e suas respectivas absorbancias (595 nm)

Solucdes de BSA Absorbéncia
(mg/mL) ()
0 0
0,062 0,0357
0,125 0,0817
0,25 0,1657
0,5 0,3237

1 0,6960
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Figura 12. Curva de calibracéo construida utilizando BSA nas concentracdes de 0; 0,062; 0,125; 0,250;
0,500 e 1 mg/mL. A absorbéancia foi determinada a 595 nm.

POde-se observar que as absorbancias das amostras (FE, FI e do gel)
analisadas (Tabela 2) estéo abaixo do limite de quantificacdo da curva de calibracéo
construida utilizando as absorbéancias de BSA (Tabela 1). Isso indica que a

concentracdo de proteina € menor do que 0,062 mg/mL para as trés amostras

analisadas.

Tabela 2. Valores das absorbéncias (595 nm) das solu¢des de A. vera (1 g/mL)

Gel e Solucdes de A. vera 1 g/mL (Fl e FE)

Amostras Absorbéancias (L)
Gel - 0,011
Fl -0,021
FE - 0,019

Segundo Zaia e colaboradores (1998) existem varios métodos utilizados para
a quantificacdo de proteinas sdo eles: biureto, Lowry, Bradford, Smith e leitura direta

de proteinas utilizando ultravioleta.
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O método Bradford baseia-se na interacéo entre o corante Coomassie brilliant
blue (BG-250) e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias
laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacéo, a interacdo entre a proteina de alto
peso molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante
para a forma anibnica, que absorve fortemente em 595 nm (COMPTON & JONES,
1985).

Apesar de possuir varias vantagens, sendo elas uma metodologia considerada
rapida, barata e especifica para proteinas, inclusive para as que estdo presentes em
plantas. Varios fatores podem ter contribuido para a impossibilidade desta medida,
como por exemplo a baixa sensibilidade desse método para com proteinas de baixa
massa molecular (ZAIA et al., 1998). Como é o caso da FE que, teoricamente, era
para encontrar proteinas abaixo de 12 kDa.

Isso ocorre por que estas proteinas sofrem variagdes em suas absortividades
e isso interfere na quantificacdo da mesma. Apesar de existir na literatura meios para
tentar contornar essa limitacdo, aumentando a solubilizacdo das proteinas que vao
reagir com o corante, atravées do uso de detergentes, hidroxido de sodio ou
aguecendo-a com ureia e 2-mercaptoetanol, estas sao estratégias viaveis, apenas,
para proteinas de alta massa molecular (GOGSTAD e KRUTNES, 1982).

Outro fator que deve ter acontecido que gerou a incapacidade de medida de
ambas fracOes, possivelmente, foram supostas interferéncias por meio de reacdes
com metabdlitos secundarios que poderiam estar presentes nas amostras. Outras
metodologias sofrem interferéncias ainda maiores. Um exemplo disso € o que ocorre
com compostos fendlicos que causam grandes interferéncias na quantificacdo de
proteinas pelo método de Lowry quando comparado com o de Bradford (RANDALL e
LEWIS, 1951).

Além dos ja citados, a presenca de cloreto de sodio no tampédo PBS utilizado
também pdde ter influenciado no resultado, pois este composto tem caracteristica de
gerar um resultado falso negativo (PANDE e MURTHY, 1994).

Ainda que exista disponivel na literatura varios métodos de quantificagdo de
proteinas, é necessario avaliar se é compativel com a amostra, seus interferentes,

custo e reprodutibilidade.
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4.2 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Pode-se observar nas Figuras 11 e 12 os espectros de RMN 'H das fragGes
obtidas apds a dialise do extrato do gel de A. vera. O singleto largo em 4,8 ppm &
referente a agua residual presente no solvente deuterado (D20), enquanto que o
singleto largo em 3,61 ppm é referente aos hidrogénios da molécula de tris-
hidroximetilaminometano (TRIS) presente no tampao utilizado no processo de
extracdo das proteinas. O dubleto (1,14 ppm, J = 4 Hz) presente em ambos 0s
espectros é caracteristico de hidrogénios metilicos de metil-pentoses (agucar), como
h& na ramnose por exemplo; ao mesmo tempo em que 0s multipletos presentes nos
espectros, na regiao de 3,4 a 3,9 ppm, séo indicativos da presenca de acucar nas
amostras (LI et al, 2018). Vale destacar também a auséncia de sinal de hidrogénio
anomeérico, indicando que o acucar presente nas amostras ndo possui hidrogénio
anomérico (LEHNINGER, 2014). Portanto, estes sinais sugerem da presenca de

acucar com estas caracteristicas nas fracdes obtidas do gel de A. vera.
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Figura 13. Espectro de RMN 'H (D20, 400 MHz) da fracdo externa do gel de Aloe vera (AV-FE) e
ampliacdo da regido 3,4-4,0 ppm
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Figura 14. Espectro de RMN 'H (D20, 400 MHz) da fragdo interna do gel de Aloe vera (AV-FI) e
ampliacdo da regido 3,4-4,0 ppm.

Diante do exposto, uma explicacdo plausivel para isso é justamente a
capacidade que diversos sais, dentre eles o sulfato de amonio, possuem de causar a
precipitacdo de certos compostos, ndo somente de proteinas, mas como também de
carboidratos (YOUNG, 1893). Ainda de acordo com o autor a precipitagdo depende
do “poder de atracédo de agua" ou "poder de captacao de agua” do sal usado, além do
peso molecular do composto, tendo em vista que quanto maior o peso mais facilmente
um composto é precipitado. Assim, 0s sais devem retirar os meios de solu¢do do
composto, que é entdo jogado para baixo, causando a precipitacao.

Uma vez que a estrutura quimica do(s) componente(s) presentes nao foram
completamente elucidados, analises mais detalhadas devem ser realizadas para que

se identifique os componentes bioativos destas fracdes.
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4.3 Atividade antifungica e inibicdo da formacao de biofilme

A avaliacdo da atividade antifungica (Figuras 13 e 14) e da inibicdo da formacéao

do biofilme (Figuras 15 e 16) foi realizada com ambas fracdes (FE e FI) obtidas do gel

das folhas de Aloe vera.
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Figura 15. Efeito das diferentes concentra¢Bes da FE de Aloe vera sobre o crescimento da Candida
albicans. Foi realizado andlise de variancia (ANOVA), seguido de teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 16. . Efeito das diferentes concentragdes da FI de Aloe vera sobre o crescimento da Candida
albicans. Foi realizado andlise de variancia (ANOVA), seguido de teste de Tukey (p < 0,05).
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Apos analise estatistica dos dados (Analise de Variancia — ANOVA) foi possivel
constatar que tanto a FE como a FI ndo apresentaram atividade antifingica em
nenhuma das concentracdes. Se apenas a proteina 14 kDa presente no gel das folhas
de A. vera for capaz de inibir o crescimento fungico, como constatado por Das e
colaboradores (2011) (ICs0=75,61 pM), a auséncia dessa atividade com a FE se
explica pelo fato das proteinas com massa molecular acima de 12 kDa estarem
presentes na fragdo interna a membrana de didlise (FI) e ndo da externa (FE).

Por outro lado, a FE e FI foram capazes de inibir a formagéo do biofilme de C.
albicans (Figura 9). Todas as concentracdes testadas apresentaram atividade de
inibicdo da formacdo de biofilme, como pode ser observado nas Figuras 15 e 16.

Sendo a inibigdo da formacéo de biofilme pouco mais de 70%.
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Figura 17. Efeito das diferentes concentracfes da FE de Aloe vera na formacgéo de biofilme de Candida
albicans. Foi realizado analise de variancia (ANOVA), seguido de teste de Tukey (p < 0,05). Letras
diferentes indicam que ha diferenca estatistica
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Figura 18. Efeito das diferentes concentracdes da Fl de Aloe vera na formacéo de biofilme de Candida
albicans. Foi realizado analise de varidncia (ANOVA), seguido de teste de Tukey (p < 0,05). Letras
diferentes indicam que hé diferenca estatistica.

Vale ressaltar que para o processo infeccioso tenha éxito a C. albicans precisa
de varios fatores de viruléncia, sendo o biofilme um dos principais deles. Visto que o
mesmo viabiliza uma maior estabilidade na aderéncia do fungo aos tecidos (KHAN et
al., 2010), e ndo apenas nos tecidos, mas também em dispositivos hospitalares. As
células que aderem as superficies biodticas e abioticas, desenvolvem uma camada de
biofilme, seguida de formacédo de pseudo-hifas (KOJIC e DAROUICHE, 2004). Os
biofilmes totalmente maduros tém uma mistura de formas morfologicas variando de
levedura, hifas e pseudo-hifas na matriz extracelular. Tendo cada uma dessas formas
seu papel importante no processo infeccioso (SARDI et al., 2009).

Essas comunidades de células conferem ameaca para os seres humanos, pois
tém o potencial de iniciar ou prolongar infec¢des fornecendo um porto seguro a partir
do qual as células podem invadir tecido local, semear novos locais de infeccéo e
resistir a erradicacdo (KHAN et al., 2010).

Assim o resultado mostra-se muito relevante, pois a inibicdo da formacéo de
biofilme da C. albicans pelo gel de A. vera é inédito, além da grande contribuicéo para

a comunidade cientifica visto que os inibidores de fatores de viruléncia sdo uma nova
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estratégia que esta sendo muito discutida para o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos (PIERCE e RIBOT, 2013).

Tendo em vista que o direcionamento para essa linha de pesquisa apresenta
muitas vantagens tais como: o aumento do numero de alvos potenciais, que é de
particular interesse para o desenvolvimento de novos antifingicos; a preservacao da
microbiota do hospedeiro que € de importancia critica no caso de microrganismos
comensais como C. albicans e a capacidade de exercer um efeito seletivo, sendo
muito importante para a reducdo do desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos
(CLATWORTHY, PIERSON e HUNG, 2007).

Dessa forma, € preciso mais estudos nessa area ja que os inibidores dos
fatores de viruléncia apresentam o potencial para serem usados tanto na monoterapia
e terapia combinada (com antibiéticos convencionais) quanto como agentes
profilaticos (PIERCE e RIBOT, 2013).
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5 CONCLUSAO

Diante das técnicas utilizadas neste trabalho para o isolamento, purificacdo e
deteccdo de proteinas, pode-se concluir que elas precisam ser otimizadas, uma vez
que nédo foi possivel detectar as proteinas nas fracdes obtidas, por ndo estarem
presentes nas fracdes ou pelo fato da metodologia de quantificacdo néo ter sido a
mais apropriada para este caso. Com a analise por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear foi possivel verificar a presenca de acglUcares com algumas
caracteristicas especificas, como a presenca de um grupo metila e a auséncia de
hidrogénio anomérico na sua estrutura quimica. Como melhor dos resultados deste
trabalho pode-se observar que as duas fracbes obtidas do gel de A. vera
apresentaram acao anti-fingica no que concerne a capacidade de inibir a formacéo
de biofilme, um dos principais fatores de viruléncia de C. albicans. Este feito pode ser
considerado inédito, tendo em vista que ndo ha registros na literatura com relagéo a
A. vera. Dessa maneira, estes resultados poderéo contribuir, positivamente, no estudo
da busca por novos medicamentos antifungicos tanto na monoterapia quanto na

terapia combinada.
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