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RESUMO

Representantes do género Candida sdo classificados como microrganismos oportunistas. A
Candida albicans faz parte da microbiota normal, mas em estado de desequilibrio ela é capaz
de causar danos. O Handroanthus serratifolius é encontrado em varias regiGes do Brasil. O
interesse de se analisar novos compostos a partir de plantas em busca de novas terapias surge
devido ao aparecimento de cepas resistentes aos antifungicos mais utilizados na atualidade. O
objetivo deste trabalho foi verificar a citoxicidade e a genotoxicidade de extratos de caule e
raiz de H. serratifolius sobre C. albicans. Para analise da citotoxicidade, foi utilizado o teste
da reducdo de tetrazolio e resazurina para avaliar danos mitocondriais. Foi avaliado também o
dano morfologico através de microscopia optica. Testes de concentracdo inibitdria minima
foram realizados na presenga de ergosterol e sorbitol. A genotoxicidade foi avaliada pela
extracdo do DNA gendmico e posterior corrida eletroforética. De posse dos dados obtidos, foi
possivel observar que o extrato de caule causa dano mitocondrial ao fungo, nas concentracdes
que variam de 250 a 500 ppm, e alteracdo na morfologia celular, promovendo alongamento e
formacdo de grumos das mesmas, conclusdo obtida a partir de microscopio 6ptico; o extrato
de raiz causa dano a parede celular do fungo, fato observado a partir do teste de microdiluicao
seriada e possivel dano ao DNA genémico de C. albicans. Sendo assim, a capacidade anti-
candida dos extratos de H. serratifolius foi ratificada, e algumas de suas vias de acgdo
elucidadas, comprovando o potencial do mesmo como candidato a farmaco.

Palavras-chave: Microrganismos oportunistas. Candida. Caule. Raiz.

ABSTRACT

The genus Candida are classified as opportunistic microorganisms. Candida albicans is
normal agent of microbiota, but in imbalance it can cause damage. The Handroanthus
serratifolius is found in various regions of Brazil. The interest in analyzing new compounds
from plants for new therapies arises due to the emergence of resistant strains to antifungal
agents most commonly used today. Toxicity and genotoxicity stem and root extracts of H.
serratifolius on the fungus C. albicans was found. For the analysis of cytotoxicity, it was used
tetrazolium reduction assay (MTT) and analyzes resazurin to assess mitochondrial damage,
with the aid of an optical microscope was analyzed, too, the morphological damage.
Minimum inhibitory concentration tests were performed on ergosterol and sorbitol. The
genotoxicity was assessed by extraction of genomic DNA of C. albicans, after exposure to the
extracts, and subsequent electrophoretic. In the mais, its can possible to observe that stalk
extract cause damage at 250 to 500 ppm and morphology damage too, promoving stretching
and grume forming; Root extract causes damage in cell wall, observed by serial microdilution
and C. albicans DNA damage. Thus, the anti-candida ability of H. serratifolius extracts was
ratified, and some of its elucidated courses of action, which means that is a potential drug
candidate.

Keywords: Opportunistic microorganisms. Candida. Root. Stalk.
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INTRODUCAO

As diferentes espécies do género Candida pertencem ao reino Fungi, grupo Eumycota,
filo Ascomycota, classe Deuteromycetes e fazem parte da familia, Cryptococcacea
(KURTZMAN; FELL, 1998). Representantes do género Candida sdo classificados como
microrganismo oportunistas. A espécie mais encontrada em isolados clinicos é a Candida
albicans (CAMARGO et al., 2008).

A C. albicans faz parte da microbiota normal, mas em estado de desequilibrio ela é
capaz de causar danos. E um fungo dipldide e polimdrfico que ocasiona diversas patologias
(CHAFFIN et al., 1998), sendo a espécie mais prevalente em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (ALMEIDA et al., 2012). Esta espécie é o principal
patdgeno responsavel pela maioria das infeccdes nosocomiais (KARKOWSKA-KULETA et
al., 2009).

A levedura tem alto potencial de viruléncia, sendo responsavel por processos
patoldgicos e seu maior fator de viruléncia é a capacidade de aderéncia (TAMURA et al.,
2007). A C. albicans tem a capacidade de transitar da fase miceliana para a fase
leveduriforme, fendmeno conhecido como dimorfismo. Essas altera¢cdes sdo causadas por
variacOes de temperatura, pH, diferentes fontes de carbono e concentracdo de CO, (SILVA,
2011).

As chamadas candidiases sdo as patologias causadas por representantes do género
Candida. Segundo estudos, pacientes que passam por longos periodos internados tem maior
probabilidade de romper o equilibrio do hospedeiro, assim como pacientes em que ha
necessidade do uso diario de cateteres, sondas, ou algum tipo de tratamento via parenteral,
estando entdo mais propensos a desenvolver candidiases (OLIVEIRA et al., 2001). Segundo
COSTA (2009), de cada treze pacientes que usam cateter, oito apresentaram infeccédo por C.
albicans, representado 61,6% destes pacientes.

Assim, percebe-se que é preocupante o nimero de infec¢bes provocadas pela espécie
C. albicans, atentando-se para o fato se sua distribuicdo for mundial, e 0 seu aumento
progressivo devido a quantidade de transplante de Orgdos, casos de Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e tratamento de neoplasias, tornando altas as taxas de
candidiase sistémica, infecgfes em trato génito-urinario e trato respiratorio (NETO et al.,
1997).

Para o tratamento de candidiase as principais classes de medicamentos utilizados séo

0s azois (triazois), poliénicos (anfotericina B), e equinocadinas (anidulafungina) (DEMITTO
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et al.,, 2012). Antifungicos como cetoconazol, miconazol, fluconazol e itraconazol sdo
representantes da classe dos azois e se sobressaem no tratamento da candidiase por possuirem
alta atividade antifingica (PEDROSO, 2009).

Diante do surgimento de leveduras resistentes, os extratos vegetais com atividade
antimicrobiana estdo sendo estudados para serem utilizados como terapia alternativa para o
tratamento de infecgbes flngicas oportunistas, como a candidiase (MARDEGAN et al.,
2006).

O ipé amarelo € popularmente conhecido como ipé-ovo-de macuco, ipé pardo ou pau-
d’circo amarelo. A planta pertence a familia Bignoniaceae, e teve sua nomenclatura cientifica
mudada de Tabebuia serratifolius para Handroanthus serratifolius (OLMSTEAD et al.,
2007).

As plantas da familia Bignoniaceae possuem VAarios constituintes quimicos com
atividades terapéuticas, a principal classe de compostos quimicos do ipé amarelo é a que
compreende naftoquinonas e o principal representante o lapachol (COSTA, 2012). O lapachol
é efetivo na inibicdo do crescimento de células cancerigenas, bem como apresenta atividade
antimalarica, moluscicida, bactericida tripanocida, leishmanicida entre outras (BARBOSA;
PEREIRA NETO, 2013; TAVARES et al, 2013).

Além disso, ALMEIDA e colaboradores (2015) demonstraram a capacidade inibitoria
de H. serratifolius sobre o fungo C. albicans. Neste estudo verificamos a citoxicidade e a
genotoxicidade de extratos de caule e raiz da referida planta sobre o fungo, em busca de
informacdo acerca do tipo de dano causado. Foi utilizado o método da reducéo do tretrazélio
(MTT), assim como analises com resazurina para avaliar danos mitocondriais. Com auxilio de
microscopio Optico analisou-se, também, o dano morfoldgico. Testes de concentracdo
inibitéria minima foram realizados na presenca de ergosterol e sorbitol para avaliar possiveis
danos a membrana plasmatica e parede celular. A genotoxicidade foi avaliada pela extracdo
do DNA genbmico do fungo ap6s exposicdo aos extratos, e posterior andlise do perfil
eletroforético obtido.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo de abordagem indutiva, quali-quantitativo, com procedimento

comparativo estatistico e técnica de documentacéo direta em laboratorio.
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Coleta do material vegetal

A coleta de caule e raizes de H. serratifolius foi feita na cidade de S&o Patricio — GO,
situada na regido do Vale do Séo Patricio. As amostras foram identificadas e reconhecidas por
um boténico. O processo de secagem das amostras foi realizado em esteiras sob a sombra e
temperatura ambiente no laboratdério de Multiuso Microbiologia da Facer - Unidade Ceres
(WIGGERS; STANGES, 2008).

Obtencédo dos extratos de H. serratifolius

De acordo com ALMEIDA e colaboradores (2015), as raizes (secas a temperatura
ambiente), e caule (secos em estufa a 30°C) de H. serratifolius foram pulverizadas, e apos
esse processo, armazenados em frasco ambar contendo metanol (metanol 95%), sob
refrigeracdo, durante sete dias. Posteriormente, essa amostra foi filtrada e colocada em um
agitador magnético com termostato para a evaporacdao do solvente. O extrato resultante foi

armazenado em um frasco &mbar ao abrigo da luz, a 4° C.

Cultivo e manutencéo do fungo

Seguindo a metodologia ALMEIDA e colaboradores (2015), para a realizacdo do
cultivo, a cepa de C. albicans ATCC (American Type Culture Collection — 90028) foi
cultivada em meio Agar Sabouraud Dextrose (Peptona 10g/L; Dextrose 40g/L; Agar 15g/L),
meio recomendado para o cultivo de leveduras e fungos patogénicos. Apos a solidificacdo do
meio, e posterior repique a cepa de C. albicans ficou mantida em estufa a 37°C por sete dias,

guando foi submetida a experimentacdo ou novo repique.

Investigacdo do dano morfoldgico dos diferentes extratos de H. serratifolius sobre C.
albicans

Para se investigar o efeito de extratos de H. serratifolius sobre o crescimento de C.
albicans, amostras contendo 10* como concentragdo de células do fungo, com sete dias de
crescimento em agar sabouroud (Animal tissue 5.00g/l; Beef extract 1.50g/l; yeast extract
1.50g/I; Sadium chlorde 5.00g/; Agar 15.00g/l; PH final: 7,4 + 0,2 a 25°C; MARCA:
Himedia) suplementado com glicose, foram transferidas para tubos de ensaios contendo meio
nutriente liqguido somado aos extratos de caule e raiz de H. serratifolius na concentragéo de
250 ppm (ALMEIDA et al, 2015). Simultaneamente foi realizado controle negativo na

auséncia do extrato composto. Apds 7 dias de incubagdo, o material foi levado ao microscopio
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Optico, para anélise das alteraces celulares das leveduras. As imagens foram obtidas por
sistema de captura de imagens em microscopio COLEMAN ac 85-265v (BETONI et al.,
2006).

Avaliagdo da inibicdo mitocondrial pelo método de redugéo do tetrazdlio (MTT) e teste
de microdiluicdo em placas na presenca de resaruina

Para avaliar a viabilidade celular de C. albicans ap0s tratamento com os extratos de H.
serratifolius, foi utilizado o método colorimétrico de reducdo de tetrazdlio (MTT). O
principio deste méetodo descrito por Mosmann (1983) consiste em medir a viabilidade celular
pela atividade enzimatica mitocondrial das células vivas. Para o teste do MTT, 1 x 10* de
células fangicas foram semeadas em tubos de ensaio na auséncia ou presenca dos extratos de
caule e raiz da planta a 250 ppm e incubadas em estufa a 37°C. Ao final do periodo de
incubagdo, foram adicionados 10 uLL de MTT na concentragdo de 5 mg.mL-1, e ap6s 4 h de
incubag¢do com o MTT, foram acrescentados 50 pL &lcool isopropilico. A quantificacdo da
densidade dptica (DO) foi medida em espectrofotdbmetro (Awareness Technology INE/ Stat

Fax 2100). A porcentagem de viabilidade celular foi determinada a partir da seguinte férmula:

% Viabilidade = Absorbéancia tratamento/Absorbancia Controle x 100 (LIMA et al., 2014).

Para avaliar a interferéncia dos extratos de caule e raiz de H. serratifolius na atividade
mitocondrial de C. albicans, foi realizado o teste de microdiluicdo em placas, na presenca de
250 ppm dos extratos de raiz e caule da planta, bem como 10 * de células fangicas. Apés 24
horas de incubacdo a 37 °C, retirou-se as placas e foi adicionado 15 pl da solucdo de
resazurina a 0,2% em cada poco, para avaliacdo da atividade mitocondrial do fungo, sendo a
placa novamente incubada e apds 24 horas foi realizada a captura de imagem. Os ensaios
foram realizados em triplicata e a inibicdo da atividade mitocondrial foi visualizada pela
manutencdo na cor azul do reagente resazurina (ZHANG et al., 2004; ABU-AMERO,;
BOSLEY, 2005).

Avaliacao da acéo de H. serratifolius na parede celular
Com o objetivo de avaliar a interferéncia dos extratos de caule e raiz de H.
serratifolius na parede celular fangica, foi analisada a influéncia do sorbitol, que € um

osmoprotetor, no crescimento de C. albicans frente aos diferentes extratos da planta. VValores
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de 1C5o foram determinados, pelo procedimento de microdiluicdo seriada padrdo. Foram
preparadas placas em duplicata contendo diluicbes de extrato do caule e raiz com
concentracgdes finais variando de 500 ppm a 31,2 ppm, mais 0,8 M de sorbitol, em cada pogo,
como suporte osmotico. Apos incubacdo a 37 ° C, as concentracfes inibitorias minimas
(CIM) foram lidas apds 48 h. Este ensaio foi realizado em duplicada e os valores médios
foram calculados (FROST et. al., 1995).

Avaliacao da acéo de H. serratifolius na membrana plasmatica

Para analisar a interferéncia dos extratos de caule e raiz de H. serratifolius sobre a
membrana plasméatica de C. albicans, foi analisada a influéncia do ergosterol como
osmoprotetor, no crescimento do fungo frente aos diferentes extratos da planta. Valores de
ICso foram determinados, pelo procedimento de microdiluicdo seriada. Os experimentos
foram conduzidos em duplicata bioldgica, na presenca dos extratos do caule e raiz com
concentracdes finais variando de 500 ppm a 31,2 ppm, suplementado com 400 pg/mL de
ergosterol. Apos incubacdo a 37 ° C por 48 horas, a densidade dptica foi capturada (LUNDE
et. al., 2000).

Extracdo do DNA genémico de C. albicans

O DNA genbmico de C. albicans foi extraido de acordo com as recomendacGes de
SANDHU e colaboradores (1995), ap6s exposicdo aos extratos de H. serratifolius, na
concentracdo de 500 ppm (ALMEIDA et al, 2015). Para tal, empregou-se 1 x 10* de células
fungicas diluidas em 200 pl de 4gua deionizada estéril tratada com 1% de dietilpirucarbonato
(H20 DEPC). Conseguinte, a esse volume foi adicionado 500 pl de tiocianato de guanidina
6M (GTP) dissolvido em 50 mM de fenol tamponado em Tris-HCI (pH = 8), mantendo a
amostra em banho-maria (105°C) por 20 minutos. Logo, adicionou-se 250 pul de cloroférmio-
alcool-isoamil (24:1) seguida pela centrifugacdo, por 15 minutos, a 14.000 rpm.
Posteriormente, foi realizada a adicdo de 500 pl de isopropanol a 100% a fase aquosa,
submetendo a mistura a temperatura de -20°C por 24 horas. Ao final desse periodo ocorreu
uma nova centrifugacéo a 14.000 rpm, por 20 minutos, descarte do sobrenadante e adi¢cdo de
500 pl de etanol a 70%. Seguido com uma nova centrifugagcdo a 14.000 rpm, por 10 minutos,
e ressuspensdo do DNA extraido em 25 pl de H20O DEPC. Posteriormente, as diferentes

amostras foram separadas por eletroforose em gel de agarose.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A tabela 1 mostra as massas e os rendimentos obtidos dos extratos etandlico para a

espécie H. serratifolius, tomadas em relacdo ao caule e raiz secos.

Tabela 1: Massa total e rendimentos dos extratos etanélicos de H. serratifolius.

Espécie Extratos Massa (g) EE Rendimento %
H. serratifolius Caule 2,0000 0,500 g 25,00 %
Raiz 2,0000 0,400 g 20,00%

*EE = Extrato Etanolico

Desta forma, para 2g de caule e 2g de raiz da arvore, o percentual de rendimento dos
extratos tem uma média de 22,5%.

No estudo de ALMEIDA e colaboradores (2015), foi utilizado 3,6492g de tronco e
3,6112g de raiz com maceracdo em etanol, o percentual de rendimento desse estudo foi de
27,90% e 25,20%. O que demonstra que a metodologia empregada, utilizado aqui, também foi
efetiva para a obtencdo de extratos de H. serratifolius, visto que o rendimento obtido esteve
préximo ao descrito por ALMEIDA, o que pode ser explicado devido a elevada apolaridade
do solvente.

Seguindo a mesma linha de raciocinio, TAVARES e colaboradores (2013) testaram
diversas solugdes extrativas para a espécie Tabebuia impetiginosa (Ipé roxo, Mart. ex. DC.),
como éter, acetona e agua destilada, sendo que quando utilizado o éter alcancaram maior
percentual chegando a 14%. Isso se deve a habilidade dos cristais de lapachol serem
largamente solGveis em solventes menos polares e ligeiramente soltveis em agua.

Com o intuito de se avaliar a possibilidade de dano morfolégico causado pelos
extratos de H. serratifolius sobre C. albicans, foi realizado estudo de microscopia éptica
(figura 1).
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Figura 1: Imagem obtida a partir de microscopio 6ptico do tubo controle negativo (A),
tratado com 250 ppm do extrato de caule (B) e 250 ppm do extrato de raiz (C).

Sendo assim, depois de incubados por 7 dias a 37 °C, aliquotas dos tubos controle
(sem extrato) e tratado (250 ppm de extrato de caule e 250 ppm de extrato de raiz) foram
analisadas em microscépico 6ptico com aumento de 1000 vezes, como demonstrado na figura
1. A imagem A, mostra células de C. albicans na auséncia de extratos vegetais. A figura B,
gue demonstra células crescidas na presenca de extrato de tronco de H. serratifolius, observa-
se células com morfologia alterada, apresentando-se mais alongadas e com tendéncia a formar
grumos. J& na figura C, que traz o fungo crescido na presenca do extrato de raiz, pode-se
notar que ndo houve alteracdo aparente nas células, permitindo que se conclua que 0 mesmo
ndo induz dano morfolégico as células fungicas.

As caracteristicas adquiridas por C. albicans na presenca do extrato de caule de H.
serratifolius, sdo semelhantes as demonstradas na pesquisa de STRINGARO e colaboradores
(2014), que ao tratar celulas fangicas com oleo essencial de menta, observou que algumas
células se mostraram mais inchadas e alongadas, formando também aglomerados. No entanto,
resultado semelhante ndo pdde ser descrito para o extrato de raiz de H. serratifolius,

Ainda no sentido de avaliar os efeitos a citotoxicidade dos extratos testados sobre C.
albicans, foi realizado o teste da microdiluicido em placas pelo método resazurin, um

importante indicador da atividade mitocondrial de células.
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Figura 2: Atividade mitocondrial de C. albicans apds exposicdo a extratos de caule (A) e
raiz (B) de H. serratifolius. Células na auséncia de extratos de H. serratifolius foram usadas

como controle.

Na figura 2 é possivel observar que o extrato de caule de H. seratifolius, na
concentracdo de 500 ppm, apresentou efeito inibitdrio sobre a atividade mitocondrial de C.
albicans (2A), isso devido a coloracdo azulada adquirida pelas células nessa concentracgéo.
Nas demais concentrac@es, nenhum efeito pdde ser observado. Fato semelhante observado na
avaliacdo do efeito de extrato de raiz sobre a célula fungica (2B), em que ndo houve alteragéo
de cor em nenhuma das concentragdes analisadas.

Em estudo realizado com protocatecuato de nonila, também utilizou métodos
colorimétricos para avaliagdo da atividade mitocondrial, observando a atividade antibiofilme
do mesmo contra de H. capsulatum e outros fungos via faléncia mitocondrial, bem como a
atividade do &cido cafeico e alguns de seus derivados, que também foram capazes de inibir o
fungo em sua forma planctonica (ROSINHA, 2013).

Utilizando-se o teste do MTT, que se trata de uma abordagem quantitativa da atividade
mitocondrial, foi possivel confirmar que, na presenca de extrato de caule ha uma diminuicdo
da atividade da mesma, ja na presenca de 250 ppm, existindo uma reducdo para 54% da
atividade mitocondrial.

Segundo os resultados de SILVA (2012) no teste de MTT, quando a concentracdo de 1
mg/L de galatos de octila, decila e undecila foram testados, apresentaram baixa na atividade
mitocondrial, variando de 40%, fazendo com que os dados obtidos neste estudo estejam

dentro dos parametros descritos na literatura.



=

© 00 N o Uu b~ W N

10
11

12

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

11

Com o objetivo de avaliar a interferéncia dos extratos de tronco e raiz na parede
celular e membrana plasmatica fangica, foram realizados ensaios de microdiluicdo em placas,
para determinacdo da concentracao inibitoria minima desses diferentes extratos na presenca
do sorbitol e do ergosterol. Sorbitol € um protetor osmotico, relacionado a integridade da
parede e membrana, respectivamente. Placas com C. albicans, extratos de H. serratifolius e
sorbitol/ergosterol foram incubadas por 48 horas a 37°C, a fim de calcular a média da
absorbancia a 560 nm e expressa-las em graficos, como pode-se analisar no grafico abaixo
(figura 3).

0,45 -
0,40 -
0,35 -
0,30 -
0,25 -

H Sorbitol
0,20 -

Absorbéncia

Ergosterol

0,15 7 m Controle
0,10 -

0,05 ~

0,00 -
500 250 125 62,5 31,2 0
Concentragdo ppm

Figura 3: Teste da concentracdo inibitéria minima do extrato de caule de H. serratifolius na

presenca de sorbitol e ergosterol, e o controle negativo (auséncia de sorbitol e ergosterol).

Na figura 3 pode-se observar que o ICsy obtido é de 250 ppm para o extrato de caule
de H. serratifolius sobre C. albicans, tanto no controle (onde existe apenas o extrato), como
na presenca do ergosterol e do sorbitol. O que nos permite inferir que, o extrato de caule, nas
concentracdes analisadas, ndo causa dano a membrana plasmatica e nem a parede celular. Nao
houve efeito protetor do ergosterol e sorbitol adicionados sobre o fungo.

O resultado observado da figura 3, é equivalente ao de EMADI e colaboradores
(2010), que examinaram o possivel mecanismo de acéo de binaftoquinonas e concluiram que
a despolarizacdo da membrana e consequéncia disto, e ndo o dano a parede ou constituinte da

membrana, como esperado. Em ambas as pesquisas nao houve alteragdes na parede celular.
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Na figura 4, pode-se observar o efeito do extrato de raiz de H. serratifolius sobre C.

albicans na presenca de sorbitol e ergosterol.

0,45 -
0,40 -
0,35 -
0,30 -
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

M Sorbitol

Ergosterol

Absorbancia

m Controle

500 250 125 62,5 31,2 0
Concentragdao ppm

Figura 4: Teste da concentracdo inibitoria minima do extrato de raiz de H. serratifolius na

presenca de sorbitol e ergosterol, e o controle negativo (auséncia de sorbitol e ergosterol).

A figura 4, que traz a analise do extrato de raiz de H. serratifolius, demonstra
resultado diferente quando comparado com o extrato de caule da referida planta. De posse dos
dados apresentados no grafico, é possivel determinar um ICso de 500 ppm do extrato de raiz
na presenca do sorbitol, demonstrando o efeito protetor do mesmo sobre o fungo, o que
permite a conclusdo de que este extrato causa dano a parede celular flngica. J& o 1Cs do
extrato de raiz e junto ao ergosterol, apresentou um valor de 250 ppm, demonstrando que nao
houve dano a membrana plasmaética do fungo.

CARMO e colaboradores (2012), analisou o 6leo essencial de Cymbopogon citratus,
um produto natural promissor contra Malassezia spp., por testes de concentragdo inibitéria
minima na presenga de sorbitol, ergosterol e o 6leo essencial. Puderam concluir, que o 6leo
possui acdo direta sobre a membrana plasmatica, independente da concentracdo testada, e
nenhum efeito sobre a parede celular. Ja no artigo de LEITE (2014), que avaliou a atividade
de citral contra C. albicans, pela mesma metodologia, ndo foi encontrado dano a parede
celular e nem a membrana, o que demonstra a especificidade do extrato de raiz pela parede

celular, trata-se de um dado ndo corriqueiro e importante.
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No estudo de ALMEIDA e colaboradores (2015), foi encontrada uma CIM no valor de
250 ppm tanto para extrato de caule, quanto para extrato de raiz. Cabe ressaltar que, o
decréscimo desse valor, representado pelo ICsy de 250 ppm, pode advir das diferencas dos
métodos utilizados, uma vez que aqui, utilizou-se microdiluicdo seriada, e no estudo de
ALMEIDA, empregou-se a macrodiluicao.

E buscou-se analisar a possibilidade de dano genotoxico, causado pelos diferentes
extratos de H. serratifolius sobre C. albicans, a partir da extracdo do DNA genémico do

fungo apds exposicédo, por 24 horas, aos extratos (figura 5).

A) B) C) D)
Figura 5: Perfil eletroforético para avaliacdo do dano ao DNA genémico de C. albicans ap6s

exposicao a extratos de raiz (A) e tronco (B) de H. serratifolius. Em (C) controle sem extratos

e (D) marcador 1Kb thermo scientific.

Na figura, pode-se observar que a abundancia de material genético na presenca do
extrato de raiz (A) foi menor, quando se compara a intensidade das bandas obtidas na
presenca do extrato de caule (B) e no controle (C), o0 que evidencia possivel degradacdo do
DNA, indicando a presenca de genotoxicidade por parte do extrato de raiz de H. serratifolius
sobre C. albicans.

Foi demonstrado que extrato de Pilea microphyla ndo apresentou genotoxicidade
contra Sacharomyces cerevisiae, e ainda assim, foi considerado um excelente candidato a

antifangico (MELIM, 2011). Também ¢é sabido que o 5-FC (fluoricitocina), antifingico de
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ultima geracdo, € uma pirimidina sintética, comprometendo a sintese de DNA (GOODMAN,
GILMAN, 2012). Sendo assim, quanto a genotoxicidade, tanto os resultados obtidos com o
extrato de caule, como aqueles obtidos com o extrato de raiz de H. serratufolius permitem que

0S mesmo continuem relevantes na busca por novos farmacos.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho é possivel concluir que extratos de caule
e raiz de H. serratifolius geram danos citotoxicos e genotoxicos sobre C. albicans, dispostos
da seguinte maneira: o extrato de caule causa dano mitocondrial ao fungo, nas concentragoes
que variam de 250 a 500 ppm, dependendo da metodologia de avaliacdo que se utiliza, e
alteracdo na morfologia celular, promovendo alongamento e formacédo de grumos, conclusdo
obtida a partir de microscopio 6ptico; o extrato de raiz causa dano a parede celular do fungo,
fato observado a partir do teste de microdiluicdo seriada e possivel dano ao DNA gendémico
de C. albicans, observado a partir do perfil eletroforético.

Sendo assim, a capacidade anti-candida dos extratos de H. serratifolius, ja
demonstrada por ALMEIDA e colaboradores (2015) foi ratificada, e algumas de suas vias de
acdo elucidadas, o que faz com que, na caminhada por novos farmacos, sejam necessarios
estudos em busca da toxicidade destes extratos para células humanas, além de testes in vivo,

para possivel aplicacOes terapéuticas.
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