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RESUMO

Candida albicans € um fungo diploide, polimérfico, presente na microbiota normal humana, ora
comensal ora oportunista, se em desequilibrio com o ambiente do hospedeiro. Croton urucurana, ou
“Sangra d’agua”, tem aplicagdes medicinais largamente aplicadas pela medicina popular, mas que
ainda requerem estudos quanto a sua eficacia e seguranca. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
analisar a agédo gerada pelo extrato de C. urucuranaem C. albicans e sua potencial atividade citotéxica
em células humanas. Para isso, foi obtido o extrato hidroalcodlico de C. urucurana, com rendimento de
5,24%. A partir do método colorimétrico com o emprego de resazurina em placa de microtitulagao, que
age nas mitocOndrias, obteve-se uma concentragao inibitéria minima (CIM) do extrato de 375 mg/mL,
a mesma encontrada na presenca do ergosterol, um componente da membrana plasmatica flngica.
Além disso, foi testado o crescimento do fungo na coexisténcia com sorbitol, um protetor osmético, o
que elevou a CIM para 1.500 mg/mL. A fim de avaliar a citotoxicidade do extrato em células humanas
normais, utilizou-se células de fibroblastos pulmonares, cuja CIM foi de 375mg/mL. Enquanto
resultados, constatou-se que o extrato hidroalcodlico de C. urucurana é danoso a atividade mitocondrial
e a parede celular de C. albicans, contudo, sem delegcdo sobre a membrana celular. Mais ainda,
apresenta-se citotoxico as células humanas nas mesmas concentragdes que para as células fungicas.
Assim, o extrato de C. urucurana apresenta atividade antifingica com baixa seletividade, sem
seguranca suficiente a utilizagao enquanto antifangico.

PALAVRAS-CHAVE: Candida albicans. Candidiase. Croton urucurana. Fitoterapia.

ABSTRACT

Candida albicans is a polymorphic diploid fungi found in normal human microbiota, at times commensal
at times oportunistic. Croton urucurana, or “Sangra d’agua’”, has therapeutic applications used in
medical treatments throughout common cultures, whilst require further developments of its use with
efficiency and safety in human conditions. Thus, the current project aims to analyze the action tool of C.
urucurana and its outcomes on C. albicans, as well as its cytotoxic activity in human cells. Thereunto,
the hydroalcoholic extract of C. urucurana was obtained with an income of 5,24%. From using the
colorimetric method with resazurin in a microtiter plate, which has mitochondrial effects, it was obtained
a minimum inhibitory concentration (MIC) of 375 mg/mL of the extract, the same found in the presence
of ergosterol, a component of the fungal plasmatic membrane. Furthermore, the growth of C. albicans
in coexistence with additional sorbitol, an osmotic protector, was tested, raising the minimum inhibitory
concentration to 1,500 mg/mL. In order to evaluate the cytotoxicity of C. urucurana, lung fibroblasts were
used ensuing in an extract MIC of 375mg/dL. As results, it was found the extract can damage the fungal
mitochondrial activity and the cell's wall, although with no deleterious effects on the cell's membrane.
Moreover, with the same tested concentrations in fungal cells, it was established its human cells
citotoxicity. Thereby, it was figured that C. urucurana has antifungal activity with low selectivity and so
is not appliable to testing as a potential antifungal drug.

KEYWORDS: Candida albicans. Candidiasis. Croton urucurana. Herbal Medicine.

RESUMEN

Candida albicans es un hongo diploide, polimérfico, presente en la microbiota humana normal, a veces
comensal u oportunista, si esta en desequilibrio con el entorno del huésped. Croton urucurana, o
"Sangra d'agua", tiene aplicaciones medicinales ampliamente aplicadas por la medicina popular, pero
que aun requieren estudios en cuanto a su eficacia y seguridad. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue analizar la accién generada por el extracto de C. urucurana en C. albicans y su potencial actividad
citotoxica en células humanas. Para ello se obtuvo el extracto hidroalcohdlico de C. urucurana, con un
rendimiento del 5,24%. A partir del método colorimétrico con el uso de resazurina en placa de
microtitulacion, que actua sobre las mitocondrias, se obtuvo una concentracion inhibitoria minima (CMI)
del extracto de 375 mg/mL, la misma encontrada en presencia de ergosterol, componente de la
membrana plasmatica fungica. Ademas, se probd el crecimiento del hongo en coexistencia con el
sorbitol, un protector osmotico, lo que elevé la CMI a 1.500 mg/mL. Para evaluar la citotoxicidad del
extracto en células humanas normales, utilizamos células de fibroblastos pulmonares, cuya CMI fue de
375 mg/ml. Como resultado, se encontrd que el extracto hidroalcohdlico de C. urucurana es perjudicial
para la actividad mitocondrial y la pared celular de C. albicans, sin embargo, sin delecion en la
membrana celular. Ademas, es citotoxico para las células humanas en las mismas concentraciones



que para las células fungicas. Asi, el extracto de C. urucurana presenta actividad antifungica con baja
selectividad, sin la seguridad suficiente para su uso como antifungico.

PALABRAS CLAVE: Candida albicans. Candidiasis. Croton urucurana. Fitoterapia.
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1. INTRODUCAO

Candida albicans ¢ um fungo diploide e polimérfico, que estabelece uma relagdo de
comensalismo com o hospedeiro, habitando, primariamente, o trato gastrointestinal, a microbiota
vaginal, a uretra e os pulmdes.'? A infecgdo manifesta da C. albicans denomina-se candidiase. Essas
leveduras podem se tornar patogénicas devido a um desequilibrio na relacdo micro-
organismo/hospedeiro, em razdo do comprometimento do sistema imune e dos fatores de viruléncia
do fungo. Entre as propriedades intrinsecas ao micro-organismo, destacam-se a aderéncia a células
do hospedeiro, a producao e secrecao de enzimas hidroliticas, proteinases e fosfolipases, assim como
sua capacidade de transigdo morfoldgica entre levedura e filamento.2

Tendo em vista o potencial deletério da candidiase, tem-se quatro subformas de relevancia
epidemioldgica no contexto brasileiro: candidiase vulvovaginal, oral, esofagica e sistémica. Nesse
contexto, o quadro clinico dessas infeccbes é bastante espectral. A candidiase pode manifestar-se de
forma assintomatica ou com os mais variados sintomas, como secregao vaginal esbranquicada, prurido
vulvar intenso, acometimento parcial ou total de mucosas, erupcéo cutanea, comprometimento ocular,
entre outros.*

Geralmente, os diagndsticos séo feitos com o exame fisico € 0 manejo de culturas em que ha
identificagdo de C. albicans.*® No que tange ao tratamento dessa patologia, tem-se o miconazol ou
nistatina em creme vaginal como primeira linha para a candidiase vulvovaginal. Para a infecgao oral,
recomenda-se nistatina em uso tépico como primeira escolha e, para candidiase esofagica,
cetoconazol via oral. Em casos de candidemia (candidiase sistémica), recomenda-se tratamento com
equinocandina para acometimentos graves e, para pacientes clinicamente estaveis, fluconazol como
primeira opg&o e anfotericina B como segunda.®

De acordo com Butler’, os produtos naturais, sejam de origem animal, vegetal ou mineral, tém
sido utilizados desde a Antiguidade para o tratamento de diversos tipos de doengas na humanidade.
Até o final do século XIX, todos os medicamentos disponiveis para o tratamento de doengas eram
extratos brutos ou semi-puros de plantas, micro-organismos, animais e minerais.” Além disso, os
fitoterapicos possuem um grande indice de aceitagao e confiabilidade popular. Segundo a Organizagao
Mundial de Saude (OMS), em 1980, 80% da populagdo mundial confiava no uso desses produtos para
o tratamento de afecgdes a saude.?®

Croton urucuruna, popularmente conhecida como “Sangra d’Agua’, é uma arvore da familia
das euforbidceas, encontrada principalmente no Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina.’® O possivel
efeito medicinal dessa planta vem sendo evidenciado em sua utilizagdo por tribos indigenas,
principalmente para o tratamento de feridas infectadas.!" Diante dessa nova perspectiva, a planta vem
apresentando varias aplicagdes medicinais devido aos seus efeitos anti-inflamatério, analgésico,
cicatrizante, antidiarreico, antibacteriano e antifingico. No entanto, faz-se necessario mais estudos
para explicar o mecanismo de agéo pelo qual C. urucuruna exerce seus efeitos.'?

E importante destacar que diversos fatores apontam para a crescente necessidade de novos
antifingicos, como o aparecimento de isolados multirresistentes, alta toxicidade e/ou baixa
disponibilidade de alguns farmacos do arsenal terapéutico. Nesse cendrio, inUmeras plantas séao



utilizadas pela populacao para o tratamento de doencas flingicas, porém a eficacia e seguranca desses
extratos tém sido pouco estudadas, se restringindo ao uso off-label. Dessa forma, percebe-se a
relevancia de avaliar a atividade antifingica de C. urucurana, para determinar sua viabilidade no
tratamento de infecgdes por C. albicans. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi analisar a

acao gerada por C. urucurana em C. albicans e sua atividade citotdéxica em células humanas normais.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

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

2.2 Objetivos especificos

¢ Obter o extrato hidroalcéolico de C. urucurana.
e Estimar o dano citolégico causado por C. urucurana em C. albicans.
e Demonstrar as possiveis alteragdes citolégicas e moleculares causadas em células

humanas por C. urucurana.
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3. METODOLOGIA
3.1 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 Goias —
UniEVANGELICA e no Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Goias- UFG.

3.2 Local e coleta do material vegetal

As amostras da C. urucurana foram coletadas no Bairro Anapolis City, na cidade de Anapolis-
GO, nas coordenadas geograficas (latitude -16.3265518, longitude - 48.9349331). 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 varias lascas, manualmente, com o uso de um facdo. A porgao do tronco de interesse da
pesquisa é facilmente identificada através da resina de coloragédo vermelho vivo, sendo caracteristico
de C. urucurana.™®

Apoés 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 foi por
4 dias."®

3.3 Obtencao do extrato hidroalcodlico de Croton urucurana

A obtencgao do extrato de C. urucurana seguiu o preconizado por Moraes'® com modificagoes,
por se tratar de espécies diferentes de plantas, mas equivalentes quanto a marcha analitica. Apos as
lascas de entrecascas estarem secas, foram quebradas manualmente e, posteriormente, trituradas
no liquidificador industrial. Apds esse processo, foi obtida a amostra bruta, denominada extrato sélido,
que foi transferida para um béquer e pesada em uma balanga 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 separagao de
mistura.'®

A fim de realizar a filtragao, foi utilizada uma peneira para retencéo 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. Apds a separagdo, o conteudo liquido foi novamente
armazenado em geladeira, por adicionais 24 horas. A seguir, foi transferido para um baldo volumétrico
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e colocado no rotaevaporador a 80 rotacdes por minuto e a 40 °C, para que todo o solvente fosse
retirado. Em seguida, o extrato hidroalcodlico foi pesado em balanca analitica, obtendo-se 2,82g."*

3.4 Cultivo e manutencao do fungo Candida albicans

Para a realizagao 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 experimentagao ou novo repique. '

3.5 Avaliagdao do dano mitocondrial de Candida albicans causado por Croton urucurana e sua
concentracao inibitéria minima

O método colorimétrico com o emprego de resazurina foi utilizado para avaliar a viabilidade
das células de C. albicans, em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI), apds o tratamento com
diferentes concentragdes 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 flngicas
foram adicionadas a placa de microtitulacao de 90 pocgos, na presenca de extrato de C. urucurana e
incubadas a 37 °C. Apds incubacao por 24 horas, foram adicionados 20 pL de resazurina (solugéo a
0,01%), em que a placa novamente incubada por mais 24 horas. A concentragao inibitéria minima
(CIM) do extrato que inibiu 100% do crescimento fungico foi determinada por leitura visual, através do
impedimento da conversdo da cor azul do corante para a rosa. Os ensaios foram realizados em
triplicata.'>16

3.6 Avaliacao de dano a parede celular de Candida albicans causado por Croton 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'’, com modificagbes, em que foi
empregado uma maior quantidade de células e um tempo de incubagédo de 48 horas, mas de acordo
com a mesma marcha analitica. De um total inicial de 90 pocos da placa de microtitulagdo, 27 tinham
o adicional de 0,8M de sorbitol (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) a mistura do extrato com o fungo.
Baseado na capacidade do sorbitol de atuar como protetor osmético da parede celular fngica, valores
maiores de CIM observados em meios com adi¢do de sorbitol demonstram a parede celular como um

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

3.7 Avaliacao de dano a membrana plasmatica de Candida albicans causado por Croton
urucurana

O ensaio para avaliacdo dos possiveis danos a membrana plasmatica promovidos por C.
urucurana nas células de C. albicans foi realizado conforme descrito por Hilal-Dandan'®, com
modificacdes, com o0 emprego de uma maior quantidade de células e tempo de incubagéo de 48 horas,
mas de acordo com a mesma marcha analitica. Visto isso, partindo de um total inicial de 90 pocos da
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placa de microtitulacao, 27 tinham o adicional de 400 mg/mL de ergosterol (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil), sob as mesmas condigbes descritas anteriormente. O ergosterol foi previamente diluido em
dimetilsulféxido (DMSO), aquecido e filtrado em filtro de 0,22 mM. Fundamentado no fato de que a
membrana plasmatica das células flungicas é composta de ergosterol, valores maiores de CIM
observados em meios com adi¢do de ergosterol implicam em uma maior utilizacdo do ergosterol
exdgeno por C. albicans para compensar danos a membrana plasmatica. Os ensaios foram realizados

em triplicata.'®
3.8 Avaliacao do dano as células humanas causado por C. Urucurana

Um total de 1x10° células/mL de MRC-5 (ATCC CCL-17) foi distribuido em microplacas de 90
pocos, em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), suplementadas com soro fetal bovino e
antibiotico. As células foram cultivadas na presencga de vérias concentragoes de C. urucurana seriadas
por 48 horas, em estufa Umida com 5% de CO2, a 37 °C. Posteriormente, 20 yL de uma solugdo de
resazurina 0,02% foram adicionados a cada micropogo, submetidos a incubagéo por mais 24 horas,
nas mesmas condi¢des descritas acima. A citotoxicidade foi determinada visualmente observando a
mudanga de azul para rosa. O indice de seletividade dos compostos foi calculado dividindo a

concentragio citotéxica em células MRC-5 pela CIM.'®
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4. RESULTADOS
4.1 Rendimento do extrato hidroalcoélico de Croton urucurana

A partir de 53,779 de entrecasca, foram obtidas 2,82g de extrato hidroalcodlico. Desse modo,

o percentual de rendimento de extrato foi de 5,24%, como ilustrado na Tabela 1.

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

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

ES= Extrato sélito; EE= Extrato etandlico

Tabela 1. Rendimento de extrato de C. urucurana
4.2 Avaliacao dos danos causados por Croton urucurana em Candida albicans

Nos pocgos da placa de microtitulagdo somente com o0 meio de cultura, o extrato hidroalcodlico
da planta e as células do fungo, a CIM em que houve atividade da enzima desidrogenase mitocondrial
do fungo foi de 375 mg/mL, como demonstrado na Tabela 2. Entretanto, verifica-se que para as células
de C. albicans cultivadas na presenc¢a do adicional de sorbitol, a CIM foi de 1500 mg/mL. Por outro
lado, em relacdo ao dano a membrana plasmatica, ndo foi observado valores maiores de CIM no meio

com ergosterol, mantendo-se 375 mg/mL.

Meio CIM
RPMI + C.urucurana + C. albicans 375 mg/mL
RPMI + C.urucurana + C. albicans + sorbitol 1.500 mg/mL
RPMI + C.urucurana + C. albicans + ergosterol 375 mg/Ml

Tabela 2. Concentragdes inibitérias minimas em diferentes meios testados.
4.3 Avaliacao da citotoxicidade de Croton urucurana em células humanas

A CIM em que o extrato de C. urucurana se demonstrou citotéxico em células humanas foi de
375 mg/mL.

1500 750 375 187,5 93,7 cpP CN

Meio RPMI
+ Croton urucurana | ¥

MRC5 R
+ Meio RPMI {
+ Croton urucurana

577 o <
y

Figura 1. Citotoxicidade em células de fibroblastos MRC-5. CP - Controle Positivo (meio + célula),
CN - Controle Negativo (apenas meio). As concentragdes de C. urucurana estao em mg/mL
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4.4 indice de seletividade de Croton urucurana

O indice de seletividade foi calculado conforme descrito por Silva®, por meio da férmula IS =
CC (concentragdo citotdxica)/ CIM (concentragdo inibitéria minima), ou seja, IS = 375/375 = 1,

demonstrando um indice de seletividade baixo.%°

IS=_CC =__ 375 =1
CIM 375
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5. DISCUSSAO
5.1 Rendimento do extrato hidroalcoélico de Croton urucurana

As técnicas de extragdo e a natureza do solvente extrator interferem diretamente nos
rendimentos e no teor de metabdlitos do extrato, podendo influenciar as atividades bioldgicas e
farmacoldgicas.?’ Os métodos extrativos para vegetais sdo diversos e incluem maceracgéo, infusio,
percolagéao, decoccdo, dentre outros. Além da diversidade do procedimento de extracdo, ha outros
fatores que influenciam esse processo, como a porgao do material vegetal utilizada, a origem desse
material, o grau de processamento, o tamanho da particula, o solvente utilizado e sua concentragéo, o
tempo de extracdo, a temperatura e a polaridade.??

Em comparacdo com outras pesquisas de objetivos semelhantes, percebe-se diferencas em
relagéo ao rendimento obtido pela amostra. No trabalho de Monteiro??, foi visto um rendimento de 8,2%,
em comparagdo com o de 5,24% encontrado nesta pesquisa. Ao se analisar as metodologias de cada
estudo, a fim de encontrar razdes que explicassem essa discrepancia de rendimentos, visto que aquele
foi um dos trabalhos que serviu de orientacdo metodoldgico para a execucéo deste, o principal item
encontrado foi o tempo de extragdo da amostra no etanol. Enquanto o material desta pesquisa foi
extraido em alcool etilico por 48 horas, foram extraidos por 72 horas, nos outros analisados. Todas as
outras etapas de obtencéo do extrato foram equivalentes.

Adiante, o solvente organico utilizado para a extragao pode ser admitido como outro fator
discrepante que possa explicar a diferenga entre os percentuais de rendimentos obtidos,. Nos trabalhos
de Peres®, de Wolff?6 e de Barbieri?’, foi-se utilizado como solvente o metanol ao invés de etanol,
obtendo-se rendimentos de 2,93%, 11,25% e 14,32%, respectivamente. Por outro lado, o trabalho de
Cas&o? utilizou como extrator também o etanol, em semelhanca a este, mas com volume de 95% e
nao de 99%, obtendo rendimento de 6,44%.

Ainda que alguns dos estudos utilizados como referéncia tenham apresentado rendimentos
distintos do nosso, este trabalho optou por seguir a metodologia proposta pelo estudo de Pacheco',
em que 24 horas foram suficientes para extrair uma quantidade satisfatéria de compostos da
entrecasca de C. urucurana. Vale ressaltar também que estudos como o de Zuchinalli?* obtiveram

rendimentos semelhantes ao desta pesquisa e conseguiram resultados efetivos.
5.2 Avaliacao dos danos causados por Croton urucurana em Candida albicans

Para o estudo da acdo de C. urucurana na parede celular de C. albicans, foi realizado um
ensaio com sorbitol, protetor osmaético que estabiliza os protoplastos fungicos. As células que séo
protegidas por esse alcool de agucar podem crescer na presenca de compostos antimicrobianos que
agem na sintese da parede celular fngica, ao passo que, comparativamente, o crescimento seria
inibido na auséncia de sorbitol. Sabe-se que 0 aumento da CIM nos experimentos com esse polialcool
pode indicar que a parede celular do fungo é um potencial alvo de agdo do composto.'®

Nessa perspectiva, foi demonstrado que o extrato de C. urucurana, quando cultivado na
presencga de sorbitol, apresentou um aumento das condigées normais da CIM de 375 mg/mL para 1500
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mg/ml, ou seja, as células ficaram mais resistentes a agao antifungica de C. urucurana. Infere-se,
portanto, que um dos danos citotoxicos é referente a parede celular de C. albicans.

A fim de avaliar o possivel efeito antifungico de C. urucurana na membrana celular do
microorganismo, foi analisada a capacidade do composto testado de formar complexos com o
ergosterol. O ergosterol € um esterol que faz parte da composicdo da membrana celular fungica,
exclusivamente, o que o torna, portanto, um alvo farmacoldgico de interesse. '

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
ligacao da substancia testada ao ergosterol livre, de forma que uma maior concentragdo do composto
serd necessaria para inibir o crescimento fingico.'® Nesse sentido, ndo foram observados valores
maiores de CIM no meio com ergosterol, 0 que sugere que a C. urucurana nao apresenta esse tipo de
atividade em C. albicans.

Em relagao a avaliagdo do dano mitocondrial, foi optado pelo teste colorimétrico de redugao
por resazurina. Tem-se que essa substancia € um indicador redox com permeabilidade celular, que
pode ser dissolvida em tampdes fisiologicos, cujo resultado € uma solugéo de coloracédo azul, que pode
ser adicionada diretamente as células em cultura. Nesse sentido, as células viaveis com metabolismo
ativo reduzem a resazurina no produto resorufina, que é rosa fluorescente. Assim, a resazurina é
consequentemente reduzida nas mitocondrias, o que torna o teste colorimétrico Util, barato e sensivel
para o estudo da atividade metabolica mitocondrial.®

Foi analisado ainda, que na concentracdo de 375 mg/mL, as células de C. albicans tiveram a
sua atividade mitocondrial prejudicada, sem a alteragcao colorimétrica de azul para rosa. Infere-se,
portanto, que C. urucurana apresenta efeitos danosos a atividade mitocondrial fungica.

Ao se descrever os locais de agao da planta, cabe compara-los com os locais apresentados
pelos medicamentos do esquema tradicional de tratamento de candidiase. As principais op¢des de
medicamentos sdo miconazol, nistatina, fluconazol e anfotericina B.® Todos esses medicamentos agem
na membrana celular, comprometendo a agéo citotoxica dos fungos.!” Dessa maneira, como foi
exposto anteriormente, afirma-se que a C. urucurana possui local e mecanismo de acéo diferentes dos
principais medicamentos do esquema tradicional utilizado.

5.3 Avaliacao da citotoxicidade de Croton urucurana em células humanas

De acordo com o ensaio Antifungal activity of Copaiba resin oil in solution and nanoemulsion
against Paracoccidioides spp, realizado por Silva?°, a redugao de resazurina foi usada para investigar
a citotoxicidade que o extrato hidroalcodlico 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, 0 que serve como comparativo aos nossos resultados.

A partir desta marcha analitica, foi constatado na presente pesquisa que, ao se usar uma
concentragdo de células de MRC-5 de 1x10° células/mL, a concentragdo em que o extrato de C.
urucurana se demonstrou citotéxico em células humanas é de 375 mg/mL, ou seja, condicdo em que

as células humanas tornaram-se inviaveis, ao perder rapidamente a capacidade metabdlica de reduzir
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a resazurina e a ndo produzir sinal fluorescente. Considerando que a CIM em C. albicans foi a mesma,
pode-se constatar que, apesar da C. urucurana apresentar atividade antifingica, oferece toxicidade ao
MRC-5.

Além disso, através do célculo do indice de seletividade (IS), foi demonstrado que C. urucurana
apresenta um IS baixo. Sabe-se que o objetivo desse indice é estimar uma possibilidade de relagdo
entre o ensaio in vitro e a passagem segura para ensaio in vivo de compostos sintéticos ou naturais.?®

A vista disso, foi considerado que, quanto maior o valor do IS, o0 agente analisado é mais
promissor contra um dado micro-organismo, por apresentar menor efeito citotéxico em células
humanas. Por outro lado, quando apresentam valores com IS baixos, possuem maior citotoxicidade e
baixa prioridade para atividade antimicrobiana, como foi observado nesta pesquisa. Portanto, C.
urucurana nao apresenta uma margem de seguranga confidvel e demonstravel que permita a utilizagao
da concentracdo de entrecasca escolhida 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 redugdes
da entrecasca de C. urucurana apresenta uma janela de seguranga pequena e, portanto, inviavel a
continuidade de desenvolvimento desse estudo em consonancia com os parametros propostos. Entao,
faz-se relevante indagar sobre a comparacao 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 avaliagdo do dano e, igualmente, de atividade
antifungica aplicavel a testes em humanos.

Acerca do comparativo com medicamentos, ressalta-se o miconazol, cuja concentracdo
citotoxica na qual se observam efeitos em células humanas € muito superior & concentragdo minima
em fungo, o que descarta um potencial citotoxico de relevancia. Dessa forma, percebe-se que os
medicamentos do esquema tradicional possuem CIM em C. albicans bem menores, com um potencial
de citotoxicidade inferior quando comparado a C. urucurana.®® Ou seja, esses farmacos seriam mais
eficazes com uma citotoxicidade humana menor ou até mesmo insignificante, o que pode dificultar a
utilizagdo da Sangra d"Agua como um futuro medicamento no tratamento da candidiase.

A fim de servir como preditor cientifico para pesquisas futuras, propbde-se que haja uma
investigagao cientifica que se baseie em analises clinicas mais aprofundadas consoantes a avaliagao
laboratorial dos danos, bem como 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 mit6ticos capazes
de modificar o efeito citotoxico exercido por moléculas.

Por fim e nomeadamente, tem-se a necessidade de promover a populagdo uma educagéo,
ainda que somente verbalizada, de que o imagindrio coletivo sobre o potencial fitoterapico de plantas
conhecidas delega arbitrariedade de utilizagdo 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 vérios fins, como antibiético, analgésico, anti-inflamatério, cicatrizante, entre outros.3' Contudo,
neste estudo, apesar de ter apresentado atividade antifingica, C. urucurana também apresentou
potencial de toxicidade em humanos, o que ilustra um escopo de restricao a seu uso. Outros estudos,
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como o de Mesquita®’, mostraram adicionais efeitos citotéxicos, por exemplo, inibicdo de atividade
mitética.

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, existe a possibilida de que em outros
tecidos/linhagens de células, os efeitos citotoxicos sejam diferentes. Além disso, também pode servir
como preditor para estudos seguintes analisarem C. urucurana como um potencial farmaco topico, ja
que, nessa forma, possivelmente ndo apresentaria efeito nos tipos de células aqui analisados. Deve-
se, pois, que mais estudos com andlise ampliada dos mecanismos de agao e de seu potencial enquanto

farmaco sejam realizados.
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6. 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 fingica e a parede celular, contudo sem efeitos deletérios sobre a membrana plasmatica.
Nesse sentido, foi demonstrado, ainda, que a C. urucurana apresenta efeito citotéxico em células
humanas em uma mesma concentracao inibitéria minima com citotoxicidade em células fangicas.

Logo, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos posteriores que analisem os danos
estabelecidos pela presente pesquisa de forma comparativa e também outros potenciais mecanismos
de acao citotdxica fungica. Desse modo, sdo almejadas pesquisas com maior nimero de evidéncias e
esclarecimentos pontuais acerca do espectro de efeitos antifungicos de C. urucurana. Além disso, &
relevante considerar a possibilidade de testagem de outros compostos da planta, como latéx ou mesmo
moléculas isoladas do extrato vegetal, visto que esses dois novos parametros poderiam aumentar o
indice de seletividade. Assim, abriria-se a possibilidade de alcance de menores concentracoes
inibitérias minimas em fungos e maiores concentragdes citotdéxicas em células humanas, o que
culminaria em uma utilizacdo do composto de forma mais segura e, por conseguinte, de possibilidade

promocao enquanto farmaco candidato antifingico.
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