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RESUMO

Candida spp. sdo fungos diploides e polimdrficos, encontrados em diversos
ecossistemas, que fazem parte da microbiota normal de homens e de animais. Essas leveduras
podem se tornar patogénicas devido a um desequilibrio na relacdo micro-
organismo/hospedeiro. Os produtos naturais, sejam de origem animal, vegetal ou mineral, tém
sido utilizados desde a Antiguidade para o tratamento de diversos tipos de doencas na
humanidade e sdo potenciais matérias-primas para a aquisicdo de novos farmacos. Dessa
maneira, evidenciam-se as potenciais propriedades terapéuticas da Croton urucurana,
popularmente conhecida como “Sangra d"agua”, que apresenta diversas aplicacdes medicinais
devido aos seus efeitos anti-inflamatorios, analgésicos, cicatrizadores, antidiarreicos,
antimicrobianos e antiflngicos. Diante desse contexto, o presente trabalho tem como objetivo
identificar o tipo de agdo gerada por C. urucurana em C. albicans e analisar a atividade
citotdxica da planta em células humanas normais. Para isso, foi realizado um estudo de carater
experimental, de abordagem indutiva, no qual se obteve o extrato hidroalcoolico de C.
urucurana, com rendimento no valor de 5,2%. Constatou-se que o extrato inibe o crescimento
de células leveduriformes de C. albicans de modo dose-dependente, apresentando efeitos
danosos a atividade mitocondrial fungica e a parede celular, ndo apresentando efeitos deletérios
sobre a membrana celular. Além disso, nas mesmas concentracdes testadas, apresenta-se
citotoxica as células humanas. Destarte, conclui-se que C. urucurana apresenta atividade
antifungica ao exercer efeitos sobre a parede celular e mitocondrias fungicas, no entanto, na

mesma concentragdo, apresenta-se citotoxica as células humanas.

Palavras-chave: Candida albicans. Candidiase. Croton urucurana. Fitoterapia.



ABSTRACT

Candida spp. is a species of polymorphic diploid fungi found in many ecosystems, including
the human physiological microbiota. These yeasts can become pathogenic once there’s an im-
balance in the commensalism. Natural derivatives, either from animal, mineral or vegetable
sources have been widely used in the treatment of all sorts of diseases throughout Human His-
tory and currently remain as a potential feedstock to the development of new drugs. Thereby,
the ambitious therapeutic actions of Crouton urucurana, popularly known in Brazil as ‘Sangra
d’agua’’, involving health-giving assets that goes among anti-inflammatory, analgesic, healing,
and antifungal effects, reveal itself relevant. Wherefore, the current project aims to identify the
action tool of C. urucurana and its outcomes on C. albicans as well as to analyze its cytotoxic
activy in human cells. Therefore, an experimental study was carried out, with an indutive ap-
proach, in which the hydroalcoholic extract of C. urucurana was obtained with an income of
5,2%. It was found that the extract inhibits the growth of yeast cells of C. albicans in a dose-
dependent manner, with harmful effects on the fungal mitochondrial activity and on the cell's
wall but no deleterious effects on the cell membrane was verified. Furthermore, with the same
tested concentrations, it is established its human cells citotoxicity. Thus, it was figured that C.
urucurana has antifungal activity by exerting effects on the cell’s wall and fungal mitochon-

dria. Nevertheless, with the same concentration, it is cytotoxic to human cells.

Key words: Candida albicans. Candidiasis. Croton urucurana. Herbal Medicine.
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1. INTRODUCAO

Candida spp. sdo fungos diploides e polimorficos, encontrados em diversos
ecossistemas, fazendo parte da microbiota de homens e animais. Estima-se que cerca de 25 a
75% dos individuos saudaveis apresentam Candida spp., micro-organismo que estabelece uma
relacdo de comensalismo com o hospedeiro, habitando, primariamente, o trato gastrointestinal,
a microbiota vaginal, a uretra e os pulmdes (ALONSO-VALLE et al., 2003; LIMA et al., 2004;
GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Essas leveduras podem se tornar patogénicas oportunistas devido a um desequilibrio na
relagdo micro-organismo/hospedeiro, em razdo do comprometimento do sistema imune ou
rompimento das barreiras anatdbmicas. Dessa forma, sdo responsaveis por 80% dos casos de
infeccdes fungicas sistémicas e sdo a quarta causa mais comum de infeccOes sistémicas
adquiridas em hospitais nos Estados Unidos, com taxas de mortalidade de 50% (ABI-SAID et
al., 1997; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; PFALLER; DIEKEMA, 2010).

Tendo em vista o potencial deletério da Candidiase, tem-se quatro subformas de
relevancia epidemiol6gica no contexto brasileiro: candidiase vulvovaginal, candidiase oral,
candidiase esofagica e candidiase sistémica. Em todas essas formas, quando ha um quadro de
diminuicdo da imunidade e ambiente propicio a superpopulacdo fingica, ocorre invasao
epitelial, secrecdo de fatores de viruléncia, inflamacdo e consequente infeccdo de diversas
regides susceptiveis a esses fungos (PAPPAS et al., 2016; REVANKAR, 2017; Ll et al., 2019;
VILA et al., 2020; WILLEMS et al., 2020).

Diante disso, o quadro clinico dessas infec¢des é bastante variado, podendo manifestar-
se de forma assintomatica ou com presenca de sintomas longamente conhecidos pela
populacdo, como corrimento esbranquicado, prurido intenso, acometimento parcial ou total de
mucosas, erupgdo cutanea e comprometimento ocular. Geralmente, os diagnosticos séo feitos
com o exame fisico e 0 manejo de culturas em que hé identificacdo de C. albicans (PAPPAS
etal.,, 2016; REVANKAR, 2017; Ll et al., 2019; VILA et al., 2020; WILLEMS et al., 2020).

A primeira opcao para tratamento convencional de candidiase vulvovaginal é miconazol
ou nistatina em creme vaginal e, como segunda opg¢éo de medicamento, tem-se o fluconazol e
itraconazol, via oral (BRASIL, 2020). Para a infeccdo oral pelo fungo, recomenda-se nistatina

em uso topico como primeira escolha e cetoconazol ou fluconazol como segunda. Ja para



candidiase esofagica, a conduta terapéutica é cetoconazol via oral e, alternativamente,
fluconazol ou anfotericina B pela mesma via de administracdo (BRASIL, 2002). Em casos de
candidemia (candidiase sistémica), recomenda-se tratamento com equinocandina para
acometimentos graves e, para pacientes clinicamente estaveis, fluconazol como primeira opcéo
e anfotericina B como segunda (LATADO et al., 2012; PAPPAS et al., 2016).

Os produtos naturais, sejam de origem animal, vegetal ou mineral, tém sido utilizados
desde a Antiguidade para o tratamento de diversos tipos de doencas na humanidade. Até o final
do século XIX, todos os medicamentos disponiveis para o tratamento de doencas eram extratos
brutos ou semi-puros de plantas, micro-organismos, animais e minerais. Os estudos
farmacolodgicos envolvendo os derivados de plantas foram base para a produgdo dos primeiros
farmacos, como aspirina, digitoxina e morfina e hoje, aliados aos avancos da engenharia
genética e tecnologia, sdo potenciais matérias-primas para novos farmacos que devem atender
a novas demandas (BUTLER, 2004; LAHLOU, 2013).

Os farmacos derivados de plantas, além de terem sido utilizados em larga escala para o
tratamento de varias doencas, possuem um grande indice de aceita¢do popular e confiabilidade
para o seu uso. Segundo a OMS, em 1980, 80% da populacdo mundial confiava no uso desses
produtos para o tratamento. Além da boa aceitacdo e uso disseminado, esses farmacos ainda
possuem um alto potencial para combater fungos, que tém se tornado cada vez mais resistentes
aos tratamentos convencionais. Os compostos tém atividade microbicida feita por diversos
mecanismos de acdo, constituindo uma ampla variedade de fontes para a obtencdo de novos
farmacos e uma promissora alternativa para o tratamento de doencas causadas por esses micro-
organismos, em especial C. albicans (FARNSWORTH, 1985; SARDI et al., 2013).

Croton urucuruna, popularmente conhecida como “Sangra d’agua”, é uma arvore da
familia das euforbiaceas encontrada principalmente no Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina
(CANDIDO-BACANI et al., 2015). O possivel efeito medicinal dessa planta vem da sua
utilizacdo por tribos indigenas para o tratamento de feridas infectadas, no entanto, nos tltimos

anos, ela passou a ser aplicada em diversas situacoes (SIMIONATTO et al., 2007).

Diante dessa nova perspectiva, a planta vem apresentando vérias aplicagdes medicinais
devido aos seus efeitos anti-inflamatério, analgésico, cicatrizante, antidiarreico,
antimicrobiano, antifangico e as suas propriedades para tratar gastrite, Glceras, dor nas costas
e até mesmo cancer (CORDEIRO et al., 2016; LEITE et al., 2017). No entanto, faz-se



necessario mais estudos para explicar o mecanismo de acao pelo qual a C. urucuruna exerce
seus efeitos (CORDEIRO et al., 2016).

E importante destacar que o tratamento prolongado das micoses superficiais sistémicas,
associado a alta toxicidade dos medicamentos disponiveis e ao aparecimento de isolados
multirresistentes, tém levado a necessidade de desenvolvimento de novos farmacos. Nesse
cenario, inumeras plantas sao utilizadas pela populacéo para o tratamento de doencas, dentre
elas, aquelas causadas por fungos, porém a eficacia terapéutica desses extratos tem sido pouco
estudada. Logo, torna-se extremamente relevante a busca de compostos provenientes dessas
plantas que atuem como inibidores para micror-oganismos como a C. albicans. Dessa forma,
como ja foi mostrado atividade antifingica da C. urucurana, percebe-se a relevancia em avaliar
o tipo de dano causado por ela para determinar sua viabilidade no tratamento de infeccdes por

C. albicans.

Diante disso, o objetivo deste trabalho é identificar o tipo de acdo gerada por C.
urucurana em C. albicans e analisar a atividade citotoxica da planta em células humanas

normais.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Candida albicans

Candida spp. sdo classificadas taxonomicamente no reino Fungi, pela diviséo
Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes, familia Cryptococcacea, sendo
o principal género entre as leveduras patogénicas, compreendendo cerca de 200 espécies
(SIDRIM; ROCHA, 2004; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). Esses fungos sdo diploides e
polimorficos e sdo encontrados em diversos ecossistemas, fazendo parte da microbiota de
homens e animais e estima-se que 25 a 75% dos individuos saudaveis apresentam Candida spp.
S&o micro-organismos que exibem uma relacdo de comensalismo com o hospedeiro e habitam
primariamente o trato gastrintestinal, microbiota vaginal, uretra e pulmdes (ALONSO-VALLE
et al., 2003; LIMA et al., 2004; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Essas leveduras podem se tornar patogénicas devido a um desequilibrio na relacdo
micro-organismo/hospedeiro, tal como o comprometimento do sistema imune ou rompimento
das barreiras anatdbmicas; sendo, portanto, consideradas oportunistas. Dessa forma, sdo
responsaveis por 80% dos casos de infeccdes fungicas sistémicas e sdo a quarta causa mais
comum de infecgOes sistémicas adquiridas em Hospitais nos Estados Unidos, com taxas de
mortalidade de 50% (ABI-SAID et al.,, 1997; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; PFALLER,;
DIEKEMA, 2010).

A capacidade da C. albicans infectar o hospedeiro é consequéncia de diversos fatores
de viruléncia, exemplificados pelo polimorfismo, expressdo de moléculas de adesdo, troca
fenotipica, secrecdo de enzimas hidroliticas e pela formacdo de biofilme (NICHOLLS et al.,
2011). Dentre os fatores do hospedeiro relacionados as infec¢des fungicas, evidenciam-se uso
de antibidticos de largo espectro, tempo prolongado de internacdo hospitalar, neutropenia,
nutricdo parental, sonda vesical, ventilagdo mecénica, cateter venoso central e colonizagéo de
sitios anatdmicos por leveduras (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Em relacdo aos fatores de viruléncia, € possivel evidenciar o intenso polimorfismo
celular ou dimorfismo, sendo caracterizado como a capacidade da levedura em alterar sua
morfologia dependendo das condi¢des de temperatura e do pH, podendo apresentar-se sob a

forma arredondada, denominada blastoconidio, formando pseudo-hifas, hifas ou micélios
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verdadeiros, sendo que cada uma dessas formas contribui para a viruléncia de C. albicans no
hospedeiro (KUMAMOTO; VINCES, 2005; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

C. albicans possui um conjunto especializado de proteinas, denominadas de adesinas,
que sao capazes de mediar a adesdo a outros micro-organismos, superficies abioticas e celulas
hospedeiras (RANE et al., 2013). Assim sendo, esta levedura pode aderir a superficie de
dispositivos, como o cateter e formar biofilmes, facilitando as infecgdes pela corrente
sanguinea, além de ser um importante fator de resisténcia a terapéutica convencional. Além
disso, a viruléncia ¢ atribuida a producéo de proteinases e fosfolipases, em que a atividade da
primeira esta diretamente relacionada com uma familia de isoenzimas proteinase aspartil
secretora (SAP), em virtude da expressdo desses genes estar associada a infec¢des invasivas,
devido a formacdo de pseudomicélio, aderéncia e variabilidade fenotipica (MAYER et al.,
2013).

2.2 Candidiase

C. albicans ¢ um membro da microbiota humana, cuja colonizacdo é, geralmente,
assintomética. Contudo, em situagdes de vulnerabilidade imunoldgica ou oportunismo micro
ambiental, condicGes patoldgicas de proliferacdo desse fungo, chamadas candidiases, instalam-
se e causam agravos ao ser humano. As quatro subformas mais prevalentes de candidiase
encontradas em seres humanos sao a vulvovaginal, a oral, a esofégica e a sisttmica. Nesse
sentido, infeccBes sintomaticas da mucosa do trato reprodutor feminino inferior resultam,
primariamente, de uma superpopulagdo fungica da vagina e subsequente invasdo epitelial e
producdo de fatores de viruléncia. Frequentemente, isso é acompanhado de um corrimento
vaginal com escape de epitélio, células imunes e fluido mucoso, além de sintomas como
prurido, pirose, rubor e dor. Em contraste com a candidiase oral, a candidiase vulvovaginal
(CVV) acomete mais frequentemente mulheres imunocompetentes e saudaveis, fato
comprovado pela incidéncia de aproximadamente 75% de todas as mulheres, em pelo menos
algum estagio de sua vida (WILLEMS et al., 2020).

Em relacdo ao manejo dessa condicdo vulvovaginal, as diferencas entre as microbiotas
individuais s&o fundamentais para se estabelecer o risco de evolugdo para um quadro
patoldgico, o seu diagnostico e o seu tratamento. Mulheres com suspeita de CVV, devem ser
avaliados segundo exames microscopicos de esporos, hifas e blastoporos. Entre as principais

alternativas ao tratamento medicamentoso classico (azéis e drogas de polieno), tem-se a
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reducdo do agente infeccioso, restauro do equilibrio fisiolégico da microbiota, promocéo de
repovoamento de lactobacilos e reestabelecimento do pH &cido considerado “’normal’’. Tem
sido relatado, ainda, que a CVV ou CVV recorrente associa-se frequentemente a uma resposta
imunopatogénica, em que o estimulo a resposta de defesa do hospedeiro por meio de estratégias
terapéuticas contra infeccdes por Candida pode ser responsavel pela reducdo da colonizacao
fangica (LI et al., 2019).

Novamente, C. albicans é o principal agente causador da Candidiase Oral (CO), sendo
responsavel por 95% da incidéncia desses casos. Apesar de ocasionalmente patogénico, esse
fungo é um comensal onipresente da microbiota da mucosa oral facilmente isolado das
cavidades orais de individuos saudéveis. Durante seu processo natural de fermentagdo, C.
albicans adere-se reversivelmente ao epitélio da mucosa oral por meio de interacfes
eletrostaticas, mediadas por glicoproteinas. Logo aderido, exibe a capacidade de mutar-se
morfologicamente no padrdo filamentoso que facilita sua penetracédo epitelial. Nesse sentido,
suas principais manifestacfes sdo placas multifacetadas amarelo-esbranquigadas distribuidas
em toda a mucosa oral (manifestacdo aguda da CO), lesdes avermelhadas dolorosas por toda a
cavidade oral (candidiase eritematosa aguda) e estomatite dentéria, caracterizada por um
eritema da mucosa palatina portadora de prétese (candidiase eritematosa/atrofica crbnica)
(VILA et al., 2020).

Tem-se ainda a forma de Candidiase Esofagica, infeccdo oportunista muito presente em
pacientes com AIDS. E a forma mais comum de esofagite contagiosa. Geralmente, manifesta-
se de forma assintomaética, porém, entre os sintomas relatados mais comuns tem-se disfagia,
odinofagia e dor retroesternal. Pode ainda ser acompanhada de dor abdominal, pirose, perda
ponderal, diarreia, nauseas, émese e melena. Em sua forma mais grave, pode evoluir para
ulceracbes esofdgicas com perfuragdo ou sangramento, desnutricdo, sepse, candidemia,
estenose esofagica e formacéo de fistula em uma arvore brénquica. Seu diagnostico é feito por
meio de endoscopia, com a confirmacéo atraves da visualizacdo de placas brancas ou exsudato.
Para confirmacdo histoldgica da infecgdo, pode-se realizar bidpsia ou escovacdo das placas
(ROBERTSON, 2020).

Além dessas trés formas de candidiase, uma quarta forma com relevancia
epidemioldgica persiste entre os agravos de saude da populacdo brasileira: a candidiase
invasiva. Essa divide-se em candidiase invasiva e candidemia, sua forma mais comum. Na

candidiase invasiva, a infeccdo se dissemina para outras partes do corpo, como véalvulas
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cardiacas, cérebro, baco, rins e olhos. Ocorre principalmente em individuos com
comprometimento do sistema imunologico e em pacientes hospitalizados. Ja a candidemia é
uma infeccdo séria da corrente sanguinea, tendo seu risco aumentado em: cirurgia de grande
porte, uso de cateteres ou tubos intravenosos, sobretudo, tubo inserido em uma das vias grandes
do pescoco, regido superior do torax ou na virilha (cateter venoso central) ou sonda nasogastrica
de fornecimento nutricional, além do risco de infecgdo com o uso de determinados antibidticos
(REVANKAR, 2017).

A sintomatologia da candidemia é inespecifica, todavia, as queixas mais recorrentes
sdo: febre, calafrios e outros sinais de reacdo inflamatoria que ndo desaparecem ou melhoram
apos antibioticoterapia. Em caso de disseminacdo da infecgdo para outros érgdos, os sintomas
tém apresentacdo clinica consoante com o local infectado, podendo evoluir, inclusive, para
faléncia mdltipla de o6rgdos. Ademais, o diagnostico € baseado na verificacdo de testes
microbiologicos, exame direto, histopatologia, cultura de locais estéreis ou testes sorologicos
para anticorpos e antigenos e testes moleculares para detectar o DNA de Candida spp.. Foi
observado que a candidemia tem risco de mortalidade elevado se o tratamento for iniciado
tardiamente, sendo um evento terminal em uma proporcao significativa de pacientes. Por outro
lado, o principal fator de melhora do progndstico é o tratamento antifiingico precoce (CORTES,
2020).

2.3 Tratamento tradicional para candidiase

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Atencédo Integral as Pessoas
com InfeccBes Sexualmente Transmissiveis (IST), do Ministério da Saude, de 2020, as
primeiras opcOes de tratamento para a candidiase vulvovaginal séo miconazol ou nistatina em
uso tépico, sob a forma de creme vaginal. Tem-se como segundas op¢des o fluconazol, em dose
Unica, ou itraconazol, ambos por via oral. O tratamento oral esta contraindicado na gestacéo e
na lactacdo. Sendo assim, durante a gravidez, o tratamento deve ser realizado somente por via
vaginal. A conduta terapéutica para casos recorrentes € a mesma, apenas se prolongando 0s
dias de tratamento, além da opc¢édo de Ovulos vaginais. Vale ressaltar que as parcerias sexuais

ndo precisam ser tratadas, exceto as sintomaticas.

O tratamento para candidiase oral, em consonancia com o caderno de atencdo béasica
numero 9, Dermatologia na Atencdo Basica de Saude, do Ministério de Saude, de 2002,

consiste em nistatina de uso tdpico e, para criancas, utiliza-se a suspensdo oral. Como
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tratamento de 2% escolha ou em pacientes imunocomprometidos, pode ser utilizado o
cetoconazol ou fluconazol, via oral, devendo ser evitado seu uso em criancas. De acordo com
0 mesmo documento, para 0 seguimento terapéutico de candidiase esofagica recomenda-se
cetoconazol, via oral, como medicamento de primeira escolha e fluconazol ou anfotericina B

como opcodes de segunda escolha.

O esquema terapéutico para pacientes criticos ou gravemente enfermos por candidiase
sistémica constitui-se de equinocandina (caspofungina, micafungina ou anidulafungina);
fluconazol € indicado para pacientes clinicamente estaveis; e, alternativamente, voriconazol ou
anfotericina B, caso haja intolerancia, disponibilidade limitada ou resisténcia a outros
antifungicos. Além disso, em pacientes com candidiase invasiva, condi¢Ges predisponentes,
como neutropenia, imunossupressdo, uso de antibacterianos de amplo espectro,
hiperalimentacao e cateteres intravenosos, devem ser revertidas ou, se possivel, controladas. O
tratamento da candidemia é mantido por 14 dias ap6s a Gltima hemocultura negativa (LATADO
etal., 2012; PAPPAS et al., 2016).

2.4 Produtos naturais como candidatos a novos farmacos

O uso de produtos naturais, sejam eles de origem animal, vegetal ou até mesmo mineral
para se tratar das doencas humanas € uma pratica muito antiga e considerada como pioneira na
acdo medicinal. A grande maioria das drogas existentes se originaram de produtos naturais ou
de compostos derivados de produtos naturais. Até o final do século XIX, os Unicos
medicamentos disponiveis para tratamento de doengas animais e humanas eram 0s extratos
brutos e semi-puros de plantas, micro-organismos, animais € minerais. Atualmente, nos paises
industrializados, cerca de 50% dos medicamentos prescritos sdo derivados ou sintetizados de
produtos naturais (LAHLOU, 2013).

Os estudos clinicos, farmacoldgicos e quimicos envolvendo esses produtos naturais,
principalmente derivados de plantas, foram a base para a produgdo dos primeiros farmacos,
como aspirina, digitoxina, morfina, quinina e pilocarpina. Além disso, mesmo com o advento
do avanco tecnologico e dos novos metodos alternativos para a producdo de farmacos, 0s
produtos naturais continuam sendo uma fonte de alta variedade e significancia para doencas
que sdo mais frequentes no século XXI, como hipertenséo, cancer, imunossupressdo e doencas
neuroldgicas (BUTLER, 2004; LAHLOU, 2013).
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Outro potencial dos produtos naturais extremamente relevante para o futuro da
medicina se encontra na capacidade de resolver, a curto prazo, os problemas relativos a
resisténcia bacteriana. A grande variedade dos produtos naturais, aliada aos métodos de
engenharia genética se mostraram eficazes no combate as bactérias que se mostram resistentes

aos antibioticos mais prescritos e consolidados no mercado (ROSSITER, 2017).

As plantas, em especial, sdo uma classe de produtos naturais que se revelam mais
conhecidas e muito usadas atualmente como farmacos para as mais diversas condicdes,
patoldgicas ou ndo, ou preventivas, seja cientificamente comprovada ou ndo a sua eficacia. A
disseminacdo do seu uso para fins de salde se revela como altamente importante. Em 1985,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude, até 80% da populacdo mundial confiava nos
medicamentos tradicionais para a terapia, sabendo gque seus compostos eram previamente
extraidos principalmente de plantas (FARNSWORTH et al., 1985).

O uso dos medicamentos fitoterapicos na terapéutica é sem duvida uma prética essencial
e muito bem-sucedida na medicina. O sucesso desses produtos no tratamento se deve a suas
propriedades quimicas aliadas as novas praticas de biologia celular e molecular e engenharia
genética, que permitiram a otimizacdo dos processos de producdo e obtencdo dos principios
ativos desses compostos, assim como a maximizacao de sua atividade bioldgica. (LAHLOU,
2013).

A atividade antifangica dos produtos naturais, principalmente os derivados de plantas,
tem se mostrado um fator promissor para 0 combate as crescentes infec¢des provenientes desses
micro-organismos. Dois principais motivos explicam essa nova tendéncia, sendo eles o
desenvolvimento de resisténcia dos patdgenos aos farmacos e a toxicidade dos antifungicos ja
usados em humanos. Em relacdo a C. albicans, os produtos naturais derivados de plantas
possuem diversos mecanismos de agdo microbicida, baixo custo comercial e uma ampla
variedade potencial a ser explorada para o combate a essa espécie de fungo e as novas formas

resistentes, que a cada vez mais requerem tratamentos alternativos (SARDI et al., 2013)
2.5 Croton urucurana

Croton urucuruna, popularmente conhecida como “Sangra d"agua”, é uma espécie de
arvore encontrada em florestas ribeirinhas, principalmente no Brasil, Paraguai, Uruguai e

Argentina. Essa espécie é da familia das euforbiaceas, a qual representa uma das principais e
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mais complexas da flora brasileira (PERES et al., 1998). O género Croton representa um dos
maiores, 0 segundo da familia, englobando cerca de 1300 espécies, incluindo ervas, arbustos e
arvores distribuidas em regides tropicais e subtropicais (CANDIDO-BACANI et al., 2015).

29 <¢

O seu nome popular (“sangra d"agua”, “sangue de dragdo’’) vem do fato de que quando
cortados, o caule da C. urucurana e outras espécies do género do Croton liberam uma seiva
vermelho sangue (CANDIDO-BACANI et al., 2015). Diversas espécies desse grupo, incluindo
a C. urucurana, sao amplamente utilizadas por tribos indigenas da Amazonia para o tratamento

de feridas infectadas e para a acelerar o processo de cura (SIMIONATTO et al., 2007).

Considerando esse possivel efeito medicinal da Sangra d'agua, admite-se que seu uso
como remédio vai além das tribos indigenas. Atualmente, a planta apresenta diversas aplicacfes
na medicina popular, diante dos seus possiveis efeitos anti-inflamatorio, analgésico,
cicatrizador, antidiarreico e propriedades para tratar gastrite, Ulceras, dor nas costas e até
mesmo cancer (CORDEIRO et al., 2016). Trés diferentes produtos dessa planta sdo usados
como remédio: a seiva vermelha, a casca do caule e a goma exsudativa (SIMIONATTO et al.,
2007).

No estudo de Peres e colaboradores (1997), foi obtido o extrato da C. urucurana, e, a
partir da analise deste, foram identificados diversos produtos que comprovavam os efeitos
analgésicos e anti-inflamatdrio, tais como campesterol, estigmasterol, bsitosterol, cido acetil-
aleuritolico, catequina, galocatequina e p-sitosterol-glucosideo. No entanto, na mesma
pesquisa, é exposto que esses compostos ndo sao capazes de explicar por completo a atividade

medicinal da Sangra d"agua.

Além disso, diversos estudos mostram que algumas espécies do género Croton possuem
consideravel atividade antimicrobiana e antifingica, associado a uma relativa modulacéo da
acdo de antimicrobicidas e antifungicos (LEITE et al., 2017). Essa atividade microbicida da
Sangra d’agua é bem relatada, apresentando efeito contra Mycibacterium smegmatis,
Stapaphylococus aureus, Escheria coli, Salmonella typhimurim (PERES et al., 1997). No
entanto, ainda sdo necessarios mais estudos que corroborem melhor essa possivel utilizagéo da

Croton urucurana na medicina popular. (CORDEIRO et al., 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar o tipo de agdo gerada por C. urucurana em C. albicans e analisar a
atividade citotdxica da planta em células humanas normais.

3.2 Objetivos especificos

e Obter o extrato hidroalcodlico de C. urucurana.
e Estimar o dano citologico causado por C. urucurana em C. albicans.

e Demonstrar as possiveis alteracdes citoldgicas e moleculares causadas em células
humanas por C. urucurana.
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo do estudo

Foi realizado um estudo de carater experimental, de abordagem indutiva, com

procedimento comparativo estatistico e técnica de documentacéo direta em laboratodrio.
4.2 Local do estudo

As analises ocorreram no Laboratério de Microbiologia da Universidade Evangélica de
Goias (LABBAS - UniEVANGELICA), no Laboratério de Quimica da Universidade
Evangélica de Goids — UnIEVANGELICA e no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Goias- UFG.

4.3 Coleta do material vegetal

As amostras da C. urucurana foram coletadas no Bairro Anépolis City, na cidade de
Anépolis-GO, nas coordenadas geogréaficas (-16.3265518, - 48.9349331). Foram utilizados
para a coleta os seguintes materiais: facdo, fita métrica, jornal e alcool 70%. Apds 0 acesso a
arvore, foi medida sua circunferéncia com uma fita métrica com a finalidade de estimar a idade
da arvore, que, nesse caso, foi uma arvore jovem, com cerca de 5 a 10 anos. A entrecasca da
arvore foi colhida em vérias lascas, manualmente, com o uso do facdo. A porcao do tronco de
interesse da pesquisa é facilmente identificada através da resina de coloragdo vermelho vivo,
sendo um sinal caracteristico de C. urucurana, bem descrito na literatura e representado na

Figura 1.

Figura 1. Seiva avermelhada da C. urucurana.
Fonte: os autores.
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Apds a coleta, foi borrifado alcool 70% em ambos os lados das lascas de entrecasca,
para eliminar bactérias decompositoras que potencialmente poderiam colonizar a amostra e
prejudicar os resultados da pesquisa. O material foi acondicionado em prensa formada por
folhas de jornal, disposto em ambiente arejado, sob luz natural, com incidéncia direta de luz
solar somente nos horarios antes de 10 horas da manha e apds as 16 horas. O processo de
secagem das lascas de entrecasca permaneceu por um total de 4 dias, de maneira que as folhas

de jornal fossem trocadas diariamente, visando uma aceleragdo do mesmo.
4.4 Obtencao do extrato hidroalcodlico de C. urucurana

A obtencdo do extrato de C. urucurana seguiu o preconizado por Moraes e
colaboradores (2010) com modificacdes, por se tratar de espécies diferentes de plantas, mas
equivalentes quanto a marcha analitica. Apés as lascas de entrecascas secarem naturalmente,
elas foram quebradas manualmente e, posteriormente, trituradas no liquidificador industrial.
Apos esse processo, foi obtida a amostra bruta, denominada extrato sélido, que foi transferida
para um béquer, com o auxilio de um funil, e pesada em uma balanca analitica, totalizando
53,77g. Em seguida, foram adicionados a amostra 300 ml de etanol 99%, com a finalidade de
extracdo tanto dos compostos polares quanto apolares da planta. A mistura foi armazenada
em uma geladeira por um periodo de 24 horas e, posteriormente, retirada e submetida a um

processo de separacdo de mistura.

A fim de realizar a filtracdo, foi utilizada uma peneira para retencdo da parte sélida
(cascas da planta trituradas) e a parte liquida (alcool e os compostos da planta) foi recolhida
em um béquer. Esse processo foi realizado até a total separacdo do extrato em etanol e cascas
trituradas, sendo estas descartadas ao final do processo. Apés a separacdo, o contetdo liquido
foi novamente armazenado em geladeira por mais 24 horas. Além disso, houve a transferéncia
da amostra armazenada no béquer para o baldo volumétrico por meio de um funil. A seguir,
0 baldo foi colocado no rotaevaporador a 80 rotaces por minuto e a 40 °C, para que todo o

solvente fosse retirado, como elucidado na figura 2 (PACHECO et al., 2015).
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Figura 2. Amostra contida no rotaevaporador a 80 rota¢des por minuto.
Fonte: os autores.

4.5 Cultivo e manutencéao do fungo C. albicans

Para a realizacdo do cultivo, a cepa de C. albicans ATCC (American Type Culture
Collection - 22019) foi cultivada em meio Agar Sabouraud Dextrose (Peptona 10g/L; Dextrose
40g/L; Agar 15g/L). A cepa de C. albicans ATCC foi mantida em estufa a 36 °C por 72 horas,

e, posteriormente, submetida a experimentacdo ou novo repique (PACHECO et al., 2015).
4.6 Determinacdo da concentracao inibitéria minima em microplaca (CIM)

Esta etapa objetiva determinar a concentracdo inibitoria minima capaz de inibir 100%
da viabilidade celular de C. albicans. Um total de 1x10* células/mL foram adicionadas a placa
de microtitulacdo de 96 pocos na auséncia ou presenca de extrato de C. urucurana e incubadas
em estufa a 37 °C. Apds incubacdo por 24 horas, foram adicionados 20 pL de resazurina
(solucdo a 0,01%), com nova incubacdo por mais 24 horas. A concentracdo que inibe 100% foi
determinada por leitura visual, considerando a menor concentragdo de C. urucurana capaz de
impedir a conversdo da cor azul do corante para a rosa. Os ensaios foram realizados em
triplicata (VASCONCELOS et al., 2014).

4.7. Avaliacao de danos na parede celular de C. albicans causado por C. urucurana

O ensaio para avaliacdo dos possiveis danos a parede celular promovidos por C.
urucurana nas células de C. albicans, foi realizado conforme descrito por Turecka e

colaboradores (2018), com modificacdes, em que foi empregado uma maior quantidade de
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células e um tempo de incubacdo de 48 horas, mas de acordo com a mesma marcha analitica.
Desse modo, a CIM foi determinada na presenca de 0,8M de sorbitol (Sigma-Aldrich, Séo
Paulo, Brasil), sob as mesmas condigdes descritas anteriormente. Baseado na capacidade do
sorbitol de atuar como protetor osmoético da parede celular fungica, valores maiores de CIM
observados em meios com adicdo de sorbitol determinam a parede celular como um dos

possiveis alvos celulares de C. urucurana. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.8. Avaliacdo do dano a membrana plasmatica causado por C. urucurana em C.

albicans

O ensaio para avaliacdo dos possiveis danos a membrana plasmatica promovidos por
C. urucurana nas células de C. albicans, foi realizado conforme descrito por Turecka e
colaboradores (2018), com modificaces, com o emprego de uma maior quantidade de células
e tempo de incubacédo de 48 horas, mas de acordo com a mesma marcha analitica. Visto isso, a
CIM foi determinada na presenca de 400 ug/mL de ergosterol (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil), sob as mesmas condi¢6es descritas anteriormente. O ergosterol foi previamente diluido
em DMSO, aquecido e filtrado em filtro de 0,22 uM. Sabe-se que a membrana plasmaética das
células fungicas é composta de ergosterol. Valores maiores de CIM observados em meios com
adicdo de ergosterol implicam em uma maior utilizacao do ergosterol exdgeno por C. albicans

para compensar danos a membrana plasmatica. Os ensaios foram realizados em triplicata.
4.9 Avaliagéo do dano mitocondrial causado por C. urucurana em C. albicans

O método colorimétrico com o emprego de resazurina foi utilizado para avaliar a
viabilidade das células de C. albicans ap6s o tratamento com diferentes concentracdes de
extrato de C. urucurana, cuja viabilidade celular foi medida pela atividade da enzima
mitocondrial desidrogenase das células vivas. Para o ensaio, 1x10* células/mL foram
adicionadas a placa de microtitulacdo de 96 pocos na auséncia ou presenca de extrato de C.
urucurana e incubadas a 37 °C. Apdés incubacdo por 24 horas, foram adicionados 20 uL de
resazurina (solucdo a 0,01%), em que a placa novamente incubada por mais 24 horas. A
concentragdo que inibe 100% da funcdo mitocondrial foi determinada por leitura visual,
considerada a menor concentracdo de C. urucurana em que ndo houve mudanga da cor azul
para rosa (RISS et al., 2016).
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4.10 Avaliagdo do dano as células humanas causado por C. urucurana

Um total de 1x10° célulassmL de MRC-5 (ATCC CCL-17) foi distribuido em
microplacas de 96 pocos, em meio DMEM, suplementadas com soro fetal bovino e antibiotico.
As células foram cultivadas na presenca de varias concentra¢des de C. urucurana seriadas por
48 horas, em estufa tmida com 5% de CO», a 37 °C. Posteriormente, 20 uL de uma solucéo de
resazurina 0,02% foram adicionados a cada micropogo, submetidos a incubagdo por mais 24
horas nas mesmas condicdes descritas acima. A citotoxicidade foi determinada visualmente
observando a mudanca de azul (cor original do reagente) para rosa. O indice de seletividade
dos compostos foi calculado dividindo a concentracéo citotoxica em células MRC-5 pela CIM
(GATTI et al., 2018).
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5. RESULTADOS
5.1 Rendimento do extrato de C. urucurana

Depois do periodo de secagem, as entrecascas de C. urucurana foram trituradas e, em

seguida, foram feitas a pesagem e o célculo do rendimento, como ilustrado na tabela 1.

Tabela 1. Obteng&o de extrato de C. urucurana.

Espécie Extrato ES(g) EE () Rendimento (%)

C. urucurana Entrecasca 53,77 2,82 5,24

ES= Extrato solito; EE= Extrato etanolico

A partir de 53,779 de entrecasca, foi obtido 2,82g de extrato etandlico. Desse modo, 0

percentual de rendimento de extrato foi de 5,2%.

5.2 Avaliacdo dos danos causados por C. urucurana em C. albicans

Esse ensaio foi realizado com extrato hidroalcéolico de C. urucurana, em que C.
albicans foi cultivada em Meio RPMI + C. urucurana. Ao se analisar a imagem 3, interpreta-
se que a concentragdo inibitoria minima (CIM) € a menor concentragdo em que houve atividade

da enzima desidrogenase mitocondrial de C. albicans. Logo, a CIM é de 375 mg/mL.

Meio RPMI W
+ Croton urucurana |_ >

C. albicans
+ Meio RPMI
+ Croton urucurana

C. albicans

+ Meio RPMI
+ Sorbitol -
+ Croton urucurana

C. albicans

+ Meio RPMI

+ Ergosterol

+ Croton urucurana

- - B ~ -/
Figura 3. Concentracdo inibitéria minima e avaliacao de danos na parede e membrana celular. As
concentracdes de C. urucurana estdo em mg/mL. CP - Controle Positivo de crescimento (Meio RPMI
+ células). FLU- Controle negativo de crescimento — Meio RPMI + células + Fluconazol na
concentragdo de 2 mg/mL.
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Verifica-se que para as células de C. albicans cultivadas na presenca de sorbitol, a CIM
foi de 1500 mg/mL, em comparacdo a CIM de 375 mg/mL na auséncia de sorbitol. Desse modo,
demonstra-se que as células ficaram mais resistentes a acdo antifingica de C. urucurana na
presenca de sorbitol. Quando ha danos a parede celular, as células tendem a sofrer estresse
osmotico e o sorbitol atua como protetor osmatico. Assim, se C. urucurana, na presenca de
sorbitol, perde seu efeito antifingico, pode-se afirmar que um dos seus danos celulares é

referente a parede celular.

E possivel perceber que nas concentracdes testadas, empregado o teste colorimétrico
por resazurina, outro dano pode ser visualizado. A resazurina é efetivamente reduzida nas
mitocndrias, 0 que a torna Util para estudar a atividade metabdlica mitocondrial. Ela serve
como um indicador de reacdo de oxirreducdo (redox) e tem uma cor azul quando diluida em
agua. Depois de entrar na célula, em resposta a atividade metabdlica das células vivas, é
reduzida a resorufina, de cor rosa. Logo, pode ser inferido também que, na concentracéo de
375 mg/mL, as células tiveram a atividade mitocondrial prejudicada. Assim, este ensaio

também avalia o dano funcional da célula através da sua atividade mitocondrial.

Em relagdo ao dano @ membrana plasmatica, ndo foi observado valores maiores de CIM
no meio com ergosterol, o que implica que a planta C. urucurana nao apresenta esse tipo de

atividade em C. albicans.

5.3 Avaliacdo da citotoxicidade de C. urucurana em células humanas

Com o uso de uma concentragio de células MRC-5 de 1x10° células/mL, é possivel
constatar que a concentra¢do em que o extrato de C.urucurana se demonstrou citotoxico em
células humanas é de 375 mg/mL. Considerando que o valor da CIM em C. albicans foi o
mesmo, pode-se afirmar que, apesar de ter atividade antifungica, a C. urucurana € toxica para

este tipo celular (MRC-5), como observado pela interpretacdo da imagem 4.

1500 750 375 187,5 93,7 cP CN

Meio RPMI |
+ Croton urucurana

MRC5
+ Meio RPMI
+ Croton urucurana

e B L1 iy BN s S, e 0%

Figura 4. Citotoxicidade em células de fibroblastos MRC-5. CP - Controle Positivo (meio + célula),
CN - Controle Negativo (apenas meio). As concentragdes de C. urucurana estdo em mg/mL.
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5.4 indice de seletividade de C. urucurana

O indice de seletividade foi calculado conforme descrito por Silva e colaboradores
(2020), por meio da férmula IS = CC (concentragdo citotoxica)/ CIM (concentracdo inibitdria

minima), ou seja, IS = 375/375 = 1, demonstrando um indice de seletividade baixo.
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6. DISCUSSAO

Segundo Oliveira e colaboradores (2016), as técnicas de extracdo e a natureza do
solvente extrator interferem diretamente nos rendimentos e no teor de metabdlitos do extrato,
podendo influenciar as atividades biologicas e farmacologicas. De acordo com Tiwari e
colaboradores (2011), os métodos extrativos para vegetais sdo diversos e incluem maceracao,
infusdo, percolagdo, decocgdo, entre outros. Além da diversidade do procedimento de extracéo,
h& muitos fatores que influenciam esse processo, como a porcdo do material vegetal utilizada,
a origem desse material, o grau de processamento, o tamanho da particula, o solvente utilizado

e sua concentracdo, o tempo de extracéo, a temperatura e a polaridade.

Em comparacdo com outras pesquisas semelhantes a esta, pode-se perceber algumas
diferencas no que tange ao rendimento obtido pela amostra. Nos trabalhos de Monteiro (2015)
e no de Vieira e colaboradores (2017), foi visto um rendimento de 8,2%, em compara¢ao com
0s 5,2% encontrados nesta pesquisa. Ao se analisar as metodologias de cada estudo, a fim de
encontrar razdes que explicassem essa grande diferenca nos rendimentos, o Unico item
encontrado foi o tempo de extracdo da amostra no etanol. Enquanto o material desta pesquisa
foi extraido em &lcool etilico por 48 horas, os outros analisados foram extraidos por 72 horas.
Todas as outras etapas de obtencao do extrato foram semelhantes.

No entanto, este trabalho seguiu a metodologia proposta pelo estudo de Pacheco e
colaboradores (2015), que evidenciou 24 horas como suficiente para extrair uma quantidade
satisfatoria de compostos da entrecasca de C. urucurana. Além disso, o estudo de Zuchinalli

(2009) obteve rendimento semelhante ao desta pesquisa e conseguiu resultados efetivos.

Outro fator discrepante entre este trabalho e os de outros autores, que possa explicar a
diferenca entre os percentuais de rendimento obtido, é o solvente orgéanico utilizado para a
extracdo. Nos trabalhos de Peres e colaboradores (1997), Wolff e colaboladores (2012) e no de
Barbieri e colaboradores (2020), foi-se utilizado como solvente 0 metanol, ao invés de etanol,
obtendo-se rendimentos de 2,93%, 11,25% e 14,32%, respectivamente. Por outro lado, o
trabalho de Casdo e colaboradores (2020) utilizou como extrator tambeém o etanol, em
semelhanga ao presente trabalho, mas com volume de 95% e n&o de 99%, obtendo rendimento
de 6,44%.
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Para se estudar a acdo de C. urucurana na parede celular de C. albicans, foi realizado
um ensaio com sorbitol, um protetor osmético que estabiliza os protoplastos fungicos. As
celulas que sdo protegidas por esse alcool de aglcar podem crescer na presenga de compostos
antimicrobianos que agem na sintese da parede celular fungica, ao passo que,
comparativamente, o crescimento seria inibido na auséncia de sorbitol. Sabe-se que o aumento
da CIM nos experimentos com esse polidlcool, pode indicar que a parede celular do fungo é

um potencial alvo de a¢do do composto (TURECKA et al., 2018).

Tento em vista essa perspectiva, foi demonstrado que o extrato de C. urucurana, quando
cultivado na presenca de sorbitol, apresentou um aumento das condi¢des normais da CIM de
375 mg/ml para 1500 mg/ml, ou seja, as células ficaram mais resistentes a acdo antifungica de
C. urucurana, o que permite afirmar que um dos danos citotdxicos é referente a parede celular

de C. albicans.

Afim de avaliar o possivel efeito antifingico de C. urucurana na membrana celular
fangica, foi analisada a capacidade do composto testado de formar complexos com o ergosterol.
O ergosterol é um esterol que faz parte da composicdo da membrana celular flngica, nao
encontrado em células humanas ou animais, tornando-se um alvo farmacoldgico de grande

importancia para a maioria dos antifungicos (TURECKA et al., 2018).

O ensaio foi realizado com o objetivo de determinar se o extrato hidroalcodlico se liga
ao ergosterol da membrana celular de C. albicans. Se o composto analisado interagir com o
ergosterol da membrana, um aumento do valor da CIM pode ser observado. Esse mecanismo
ocorre devido a uma ligacdo da substancia testada ao ergosterol livre, de forma que uma maior
concentracdo do composto sera necessaria para inibir o crescimento fungico (TURECKA et
al., 2018). Dessa forma, ndo foram observados valores maiores de CIM no meio com
ergosterol, o que sugere que a planta C. urucuruana ndo apresenta esse tipo de atividade em C.

albicans.

Em relacéo a avaliacdo do dano mitocondrial, foi empregado o teste colorimétrico de
reducdo por resazurina. Sabe-se que essa substancia &€ um indicador redox com permeabilidade
celular, que pode ser dissolvida em tampdes fisiologicos, resultando em uma solucdo de
coloragdo azul, que pode ser adicionada diretamente as células em cultura, j& que as células
viaveis com metabolismo ativo podem reduzir a resazurina no produto resorufina, que é rosa

fluorescente. Diante disso, a resazurina ¢é efetivamente reduzida nas mitocondrias, o que a torna
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um teste util, barato e sensivel para o estudo da atividade metabolica mitocondrial (RISS et al.,
2016).

Logo, pode ser inferido que na concentracdo de 375 mg/mL, as células de C. albicans
tiveram a sua atividade mitocondrial prejudicada, ndo sendo observado a alteracao
colorimétrica de azul para rosa, o que confirma que C. urucurana apresenta efeitos danosos a

atividade mitocondrial fangica.

Ao se descrever os locais de acdo da planta, cabe comparar com os apresentados pelos
medicamentos do esquema tradicional de tratamento de candidiase. As principais opcbes sdo
miconazol, nistatina, fluconazol e anfotericina B (BRASIL, 2020). Todos esses medicamentos
agem na membrana celular, comprometendo a acao citotoxica dos fungos (HILAL-DANDAN,
2015). Dessa maneira, pode-se afirmar que a C. urucurana possui local e mecanismo de acao

completamente diferentes dos principais medicamentos do esquema tradicional.

De acordo com o ensaio Antifungal activity of Copaiba resin oil in solution and
nanoemulsion against Paracoccidioides spp de Silva e colaboradores (2020), a reducdo de
resazurina foi usada para investigar a citotoxicidade que o extrato hidroalcdolico possui em
células de fibroblasto MRC-5. A partir disso, 0 resultado é baseado na reducdo do corante
indicador, resazurina, a resorufina altamente fluorescente por células viaveis como descrito

anteriormente, 0 que serve como comparativo aos nossos resultados.

A partir desta marcha analitica, foi constatado na presente pesquisa que, ao se usar uma
concentracdo de células de MRC-5 de 1x10° células/mL, a concentracdo em que o extrato de
C.urucurana se demonstrou citotoxico em células humanas é de 375 mg/ml, ou seja, condicao
em que as células humanas tornaram-se inviaveis, perdendo rapidamente a capacidade
metabolica de reduzir a resazurina e, portanto, ndo produzindo sinal fluorescente. Considerando
que a CIM em C. albicans foi a mesma, pode-se constatar que, apesar da C. urucurana

apresentar atividade antiflngica, essa oferece toxicidade a esse tipo celular (MRC-5).

Além disso, através do calculo do indice de seletividade (IS) foi demonstrado que C.
urucurana apresenta um IS baixo. Sabe-se que o objetivo desse indice é de estimar uma
possibilidade de relacdo entre o ensaio in vitro e a passagem segura para ensaio in vivo de
compostos sintéticos ou naturais (PROTOPOPOVA et al., 2005).
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Visto isso, foi considerado que, quanto maior o valor do IS, o agente analisado é mais
promissor contra um dado micro-organismo, por apresentar menor efeito citotoxico em células
humanas. Por outro lado, quando apresentam valores com IS baixos, possuem maior
citotoxicidade e baixa prioridade para atividade antimicrobiana (PROTOPOPOVA et al., 2005)
como foi observado nesta pesquisa. Portanto, C.uruurana ndo apresenta uma margem de
seguranca confiavel e demonstravel que permita a utilizacdo dessa concentracéo de entrecasca

enquanto potencial farmaco antifingico no tratamento de candidiase em humanos.

Assim, pode-se constatar que o potencial principio ativo obtido a partir de extrato e
reducdes da entrecasca de C. urucurana apresentam uma janela de seguranga pequena e,
portanto, inviavel a continuidade de desenvolvimento desse estudo em consonancia com 0s
parametros propostos. Entdo, faz-se relevante indagar sobre a comparacdo a outros
medicamentos, bem como tentar estipular quais fatores podem ter influenciado o resultado
desfavoravel de citotoxicidade e se, quando alterados, poderiam modificar o cenario de
continuidade da avaliacdo do dano e, igualmente, de atividade antifingica aplicavel a testes em

humanos.

Acerca do comparativo com medicamentos, pode-se ressaltar o miconazol, cuja
concentracdo citotoxica em que se observam efeitos em células humanas é muito superior a
concentragdo minima em fungo, o que descarta um potencial citotoxico de relevancia
(CASTRO, 2016). Dessa forma, percebe-se que os medicamentos do esquema tradicional
possuem CIM na C. albicans bem menores, com um potencial de citotoxicidade inferior quando
comparado a C. urucurana (CASTRO, 2016). Ou seja, esses farmacos seriam bem mais
eficazes com uma citotoxicidade humana menor ou até mesmo insignificante, o que pode
dificultar a utilizacdo da sangra d’agua como um futuro medicamento no tratamento da

candidiase.

Afim de servir como preditor cientifico para pesquisas adiantes, propde-se que haja uma
investigacdo cientifica que se baseie em anélises clinicas mais aprofundadas consoantes a
avaliacdo laboratorial dos danos e novas tentativas de utilizagdo de amostras de regides distintas
da C. urucurana como a folha e o latex, com um direcionamento do estudo para indices

mitoticos capazes de modificar o efeito citotoxico exercido por moléculas.

Por fim e nomeadamente, tem-se a necessidade de promover a populacdo uma

educacdo, ainda que somente verbalizada, de que o imaginario coletivo e comum de que o
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potencial fitoterapico de plantas conhecidas delegam arbitrariedade de utilizacdo sem
precedentes e de forma generalizada, em contraste aos repetitivos e deletérios ditos ‘'natural
ndo faz mal". A sangra d"agua é empregada tradicionalmente para varios fins, como antibidtico,
analgésico, anti-inflamatério, cicatrizantes, dentre outros (ANTONIAZZI, 2016). Contudo,
neste estudo, apesar de ter apresentado atividade antifungica, a C. ururcurana também
apresentou potencial de toxicidade em humanos, o que ilustra um escopo de restri¢do a seu uso.
Outros estudos, como o de Mesquista e colaboradores (2016), mostraram adicionais efeitos
citotoxicos, por exemplo, inibigdo de atividade mitdtica.

No entanto, deve-se considerar que este estudo realizou os testes de citoxicidade usando
a linhagem de células MRC 5, ou seja, de tecido pulmonar. Logo, pode ser que em outros
tecidos/linhagens de células, os efeitos citotoxicos sejam diferentes. Além disso, também pode
servir como preditor para estudos seguintes analisarem a C. urucurana como um potencial
farmaco topico, ja que, nessa forma, provavelmente nao apresentaria efeito nos tipos de células
aqui analisados. Deve-se, pois, que mais estudos com analise ampliada dos mecanismos de

acdo e de seu potencial enquanto farmaco sejam realizados.
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7. CONCLUSAO

Foi demonstrado, portanto, que o extrato hidroalcodlico de C. urucurana inibe o
crescimento de células leveduriformes de C. albicans de modo dose-dependente, com efeitos
danosos a atividade mitocondrial fungica e a parede celular, contudo sem efeitos deletérios
sobre a membrana plasmética. Nesse sentido, foi constatado, ainda, que a C. urucurana
apresenta efeito citotoxico em células humanas em uma mesma concentracéo inibitoria minima

com citotoxicidade em células fangicas.

Logo, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos posteriores que analisem tanto
os tipos de danos ja estabelecidos de forma comparativa quanto outros potenciais mecanismos
acdo citotoxica fungica, a fim de se obter pesquisas com maior nimero de evidéncias e
esclarecimentos pontuais acerca do espectro de efeitos antifungicos da C. urucurana. Além
disso, é relevante considerar a possibilidade de testagem em outros compostos da planta, como
latéx, ou mesmo isolamento de moléculas do extrato vegetal, visto que esses dois novos
parametros poderiam aumentar o indice de seletividade. Assim, abriria-se a possibilidade de
alcance de menores concentracdes inibitorias minimas em fungos e maiores concentracfes
citotdxicas em células humanas, o que culminaria em uma utilizagdo do composto de forma

mais segura e, por conseguinte, de promog¢ado enquanto farmaco candidato antifangico.
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