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RESUMO

O género Gossypium, tem importancia econémica e na medicina popular é usado
para tratar enfermidades como doencas respiratorias, renais, dérmicas, febre,
dores, dentre outros. O objetivo do estudo foi identificar a inibicdo de crescimento
através da curva de viabilidade celular e a Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) do extrato aquoso das raizes de Gossypium hirsutum (EARG), e da
combinagdo entre extrato e fluconazol (FCZ) contra leveduras oportunistas
Candida albicans (CA) e Candida tropicalis (CT). Os testes foram realizados pelo
método de microdiluigdo em caldo (8 pg/mL a 8192 pg/mL) em placas de 96
pocos com controles de diluicdo, de crescimento fungico e de esterilidade do
meio. Para verificar a acdo combinada do produto natural com o fluconazol, o
extrato foi testado em concentragdo sub-inibitéria baseada na Concentracao
Matriz — CM (CM/16) e o fluconazol em diluigdo seriada (8 pg/mL a 8192 pg/mL).
A CFM foi realizada por sub-cultivo da microdiluicdo em placas de Petri. A
atividade do extrato mostrou reducéo de crescimento de microrganismos na
concentracao de 8192 pg/mL para cepas isoladas C. tropicalis URM 4262 e C.
albicans URM 4387. As cepas padrdes foram inibidas em concentragcoes mais
elevadas. A combinacéao extrato/FCZ demonstrou efeito potencializador contra a
cepa padrao de C. albicans e isolada de C. tropicalis. A Clso variou de 1939 a
4.083 pg/mL (EARG), de 0,036 a 3.196 pg/mL (FCZ) e de 3,044 a 5.335 ug/mL
(extrato/FCZ). Extrato e FCZ demonstraram efeito fungistatico (CFM = 16.384
pg/mL) frente a todas as cepas. A combinacdo EARG/FCZ mostrou um efeito
fungicida (4096 pg/mL), exceto contra C. albicans URM 4387 para a qual a CFM
foi ainda menor (1024 pg/mL).

Palavras-chave: Malvaceae. Anti-Candida. Algodao. Extrato. Potencializagao
de efeito.
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1. INTRODUGAO

O algodéo, planta medicinal popular pertencente ao género Gossypium da
familia Malvaceae, esta entre as culturas economicamente mais importantes na
industria téxti em todo o mundo (THOMPSON, 2017; BABU, 2015).
Normalmente, é utilizado por comunidades para tratar enfermidades, tais como
problemas respiratorios, de saude reprodutiva e infecgdes geniturinarias.
Estudos etnobotanicos demonstraram que a espécie Gossypium hirsutum L. é
tradicionalmente utilizada na preparagao de antissépticos para lavagem vaginal
na Chapada do Regiao do Araripe (FERNANDES, 2019). Também é usado para
doencas renais e dérmicas, tratamento de malaria, hepatite, febre, pneumonia,
gripe, tosse com secregdes, dor de garganta, disturbios do nariz, sangramento
diarreia e como purgativo (AL-FATIMI, 2010; BIESKI, 2015; LEMOS, 2018).
Esta planta é diferenciada por seus teores fitoquimicos, atividades antioxidantes,
atividades antimicrobianas contra bactérias, protozoarios e fungos, como
Candida spp., que é fungo oportunista e dimérfico com a capacidade de se
adaptar e proliferar facilmente, possuindo uma série de fatores de viruléncia que
Ihe permitem sobreviver principalmente em tecidos, causando infecgdes
(CHATURVEDI, 2010; TSANG, 2012; ZUZA-ALVES, 2017; GHAFFAR, 2018),
podendo ser fatal com taxas significativas de morbidade e mortalidade. O
desenvolvimento de novas formulagdes pode ser promissor com compostos
bioativos para o tratamento da candidiase usando plantas medicinais como G.
hirsutum (SPAMPINATO, 2017; RODRIGUEZ, 2019).

Com base em pesquisas etnobotanicas foi relatada o uso de raizes para o
cuidado da saude (FERNANDES, 2020). Por isso, investigou-se o efeito do
extrato aquoso das raizes de G. hirsutum L. (AERG) na inibigdo de crescimento
de Candida albicans (INCQS 40006; URM 4387) e Candida tropicalis (INCQS
40042; URM 4262).

2. OBJETIVO

Verificar a capacidade de inibicdo do crescimento das leveduras através da
Curva de Viabilidade Celular, a Concentragdo Inibitéria de 50% dos
microrganismos (Clso) e a Concentragao Fungicida Minima (CFM) dos extratos
e fluconazol e de sua combinacao, classificando o tipo de efeito como
fungistatico ou fungicida.

3. METODOLOGIA
Foram coletados espécimes de algodoeiro localizadas em Brejinho, municipio de
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Araripe, Ceara - BR. O extrato aquoso das raizes de G. hirsutum (EARG) foi
preparado de acordo com Matos (2002), com rendimento de extrato bruto de
2.273 g.

Para determinar a Curva de viabilidade celular e determinacao de Clso, 100mL e
uma solucdo contendo 1350 pyL de CSD (Caldo Sabouraud Dextrose)
concentrado mais 150 pL do in6culo com a cepa fungica (correspondente a 10%
da solugéo total), respectivamente, foram adicionados a cada pogo de uma placa
de microdiluigdo. Depois disso, uma diluicdo em série dos extratos de 100 mL foi
realizada (as concentragbes variaram de 8192 ug/mL 8 pg/ml para os fungos
testes). As microdiluigdes foram realizadas em quadruplicatas e levadas a estufa
por 24 horas a 37 °C. As leituras espectrofotométricas foram realizadas no
aparelho de ELISA (Termoplate®), utilizando comprimento de onda de 630 nm
com resultados sendo usados para obter uma curva de viabilidade celular e Clso.
Controles de Diluicdo, de esterilidade e de crescimento também foram realizados
(MORAIS-BRAGA, 2016).

Para verificar a acao combinada do extrato aquoso com o medicamento
Fluconazol, foi utilizado o método proposto por Coutinho (2008), no qual o extrato
€ testado em uma concentragao sub-inibitéria (MC/16 — leveduras). As placas
foram preenchidas no sentido numérico, adicionando 100 uL de uma solucéo
contendo o extrato, meio de cultura (CSD) e 150 pL da suspensao fungica. Os
controles de crescimento e diluigdo foram preparados. Em seguida, foi realizada
microdiluicdo seriada com 100 uL do fluconazol. As placas foram incubadas a 37
°C por 24 h. A leitura foi realizada conforme descrito na sessao anterior. Se
observada uma acgado positiva para o extrato em combinagdo com a droga, o
efeito € denominado efeito potencializador.

Para determinar a Concentragdo Minima Fungicida — CFM, uma haste
esterilizada foi introduzida em cada pogo da placa de microdiluicdo da atividade
intrinseca e combinada teste, que foi homogeneizado e sub-cultivado em uma
placa de Petri contendo ASD (Agar Sabouraud Dextrose) com uma cartela guia
indicando as concentracdes testadas, exceto para a esterilidade e o controle. As
placas de Petri foram incubadas a 37 °C e as leituras foram realizadas apos 24
h observando o crescimento ou inibigdo de coldnias de Candida spp. (ERNEST,
2000). Nesses testes a CFM nao foi determinada, portanto foi testado em
concentragéo sub-inibitéria baseada na Concentragdo Matriz - CM = 16.384
pg/mL (CM/16).

4. RESULTADOS
A atividade intrinseca do extrato aquoso da raiz de G. hirsutum (EARG), mostrou
uma reducao de leveduras na concentragao de 8192 ug/mL para frente as cepas
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C. albicans URM 4387 e C. tropicalis URM 4262. Este efeito é considerado
clinicamente insignificante devido a uma alta concentragédo do extrato no teste in
vitro. O fluconazol sozinho teve efeito inibidor semelhante ao do extrato para
todas as leveduras, exceto para o isolado de C. albicans URM 4387 onde obteve
efeito inibidor a partir da concentracdo 64 pg/mL. A avaliagdo do efeito
potencializador dos extratos sobre Fluconazol contra Candida demonstrada em
concentragbes sub-inibitérias (MC/16: 1024 ug/mL) causou inibigdo do
crescimento leveduriforme na curva de viabilidade em algumas espécies de
Candida a droga isoladamente (figura 1). O efeito potencializador demonstrou
efeito do AERG/FCZ contra a cepa padrao de C. albicans e o isolado C.
tropicalis. Ao analisar o efeito inibitorio de 50% sobre a populagéo fungica AERG
mostrou um efeito potencializador contra C. albicans INCQS 40006 (ICso de
516,9 pg/ mL) em comparagao com a droga padrao (ICso: 2125 pg/ml). A C.
tropicalis URM 4262 apresentou um efeito potencializador, obtendo uma ICso de
52,43 ug/mL sobre o FCZ isolado ICs0: 3196 ug/mL.

A TNODS 10004

Figura 1. Atividade anti-Candida do Fluconazol associado ao AERG na
concentragcédo sub-inibitéria MC/16 contra: (a) CA INCQS 40006; (b) CA URM
4387; (c) CT INCQS 40042; (d) CT URM 4262.

5. CONCLUSAO

Quanto a atividade intrinseca e combinada, o extrato demonstrou uma resposta
dose-dependente relacionada ao aumento das concentragcdes. Em combinagao
com o medicamento fluconazol para avaliar a interferéncia do perfil de
crescimento fungico, um efeito
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potencializador significativo contra C. albicans e C. tropicalis foi mostrado pouco
significante para AERG. Em relacdo ao extrato aquoso da raiz, apesar de sua
acao anti-Candida, sao necessarias mais pesquisas aprofundadas que
representem alternativas no combate a candidiase.
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