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Antifungal Activity of Latex and Lupenone from Jatropha multifida L.
(Euphorbiaceae)

Abstract: Jatropha multifida L. belongs to the family Euphorbiaceae, being popularly used in Brazil for treatment and
healing of infected wounds, gastrointestinal ulcers and candidiasis. Lupenone, isolated from the hexane extract of its
leaves, was submitted to the synergism test for Candida tropicalis and evaluation of its possible mechanism of
antifungal action. Lupenone was able to halve the minimum inhibitory capacity (MIC) of fluconazole against C.
tropicalis with possible action on the cell wall and ergosterol of the fungal membrane. The fraction derived from
successive fractions of the aqueous latex residue, was analyzed by HPLC-DAD and tested in the antifungal assay
against the following yeasts: Candida albicans, Candida albicans Serology A and B, Candida grablata, Candida krusei,
Candida tropicalis and Cryptococcus neoformans. This fraction showed a probable catechin with moderate activity
against C. tropicalis and C. grablata. The presence of triterpene and polyphenols in J. multifida may be responsible
for the antifungal and cicatrizant activities presented by the species. Lupenone may be used in combination with
fluconazole in the development of a new antifungal.
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Resumo

Jatropha multifida L. pertence a familia Euphorbiaceae, é popularmente utilizada no Brasil para tratamento e
cicatrizagdo de feridas infectadas, Ulceras gastrointestinais e candidiase. Lupenona, isolada do extrato hexanico de
suas folhas, foi submetida ao teste de sinergismo para Candida tropicalis e avaliagdo do seu possivel mecanismo de
acdo antifingico. Lupenona se mostrou capaz de reduzir pela metade a capacidade inibitéria minima (CIM) de
fluconazol contra C. tropicalis com possivel agdo na parede celular e no ergosterol da membrana fungica. A fragdo
oriunda de sucessivos fracionamentos do residuo aquoso do latex, foi analisada por CLAE-DAD e testada em ensaio
antifungico contra as seguintes leveduras: Candida albicans, Candida albicans Sorologia A e B, Candida grablata,
Candida krusei, Candida tropicalis e Cryptococcus neoformans. Essa fragdo apresentou uma provavel catequina com
atividade moderada frente a C. tropicalis e C. grablata. A presenca de triterpeno e polifendis em J. multifida pode ser
responsavel pelas atividades antiflingicas e cicatrizantes apresentadas pela espécie. Lupenona pode ser utilizada em
associagdo com fluconazol no desenvolvimento de um novo antifiingico.
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1. Introducao

Distribuida entre cerca de 8.910 espécies
subdivididas em 322 géneros, a familia
Euphorbiaceae esta presente em regides
tropicais e subtropicais, com habitat que varia
de florestas a regides secas e quentes como os
desertos e possui como uma de suas
caracteristicas marcantes a presenca de latex
em muitas espécies. Euphorbiaceae possui um
grande potencial econ6mico, que se estende
desde o uso medicinal, como a substancia
analgésica resiniferatoxina isolada do latex de
Euphorbia resinifera O. Berg., passando pelo
uso alimenticio, como Manihot esculenta
Crantz, conhecida como mandioca, macaxeira
ou aipim, até o uso ornamental, como

Jatropha multifida L., espécie estudada no
presente artigo por suas propriedades
medicinais. Quanto aos aspectos quimicos, a
familia é conhecida pela riqueza em
metabdlitos especiais, como terpenos,
flavonoides, taninos, alcaloides e esterdis,
com varios estudos comprovando suas
atividades antifingica, antibacteriana,
antioxidante, entre outras.'*

Jatropha multifida L. (sinbnimo Manihot
multifida (L.) Crantz) é destacada pelo seu uso
medicinal contra a infec¢ao fungica causada
pelas leveduras do género Candida, a
candidiase. Seu latex, utilizado para aplicacao
em feridas com o objetivo de auxiliar na
cicatrizacdo, também é ingerido para o
tratamento de Ulceras gastrointestinais. As
folhas da espécie sdo utilizadas para
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tratamento de feridas infectadas,
principalmente por portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) na Africa.®

Um estudo realizado em 2015 mostrou a
presenga de fendis, flavonoides e de
triterpenos em extratos de J. multifida, além
de sua atividade antimicrobiana. Em 2018,
outro trabalho comparou a fitoquimica e a
capacidade antimicrobiana de trés espécies
do género Jatropha, incluindo J. multifida.
Seus resultados, além de mostrarem que os
extratos aquosos e etandlicos das folhas de J.
multifida sao ricos em taninos, flavonoides,
saponinas e fendis, comprovaram que a
espécie possui atividade antibacteriana e
antifungica. Os estudos corroboram para o
uso medicinal da espécie para o tratamento
de infeccdes, feridas e cortes.®”

Na literatura, poucos estudos relatam os
metabdlitos especiais que podem estar
relacionados com a atividade antifungica de J.
multifida e com seus usos medicinais. Além
disso, ndo ha relatos de pesquisas tanto sobre
a capacidade de sinergismo dessas
substancias com antifungicos ja existentes,
quanto sobre possiveis mecanismos de ag¢do
dessas substancias. Dessa forma, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o uso
popular medicinal de J. multifida, por meio de
analise antifungica de lupenona, isolada do
extrato hexanico de suas folhas, além do
estudo de sinergismo e possivel mecanismo
de acdo dessa substancia em células fungicas.
O potencial antifungico e o perfil quimico da
fracao isolada oriunda do latex também foram
avaliados.

2. Materiais e Métodos

2.1. Material vegetal

O material vegetal utilizado neste trabalho,
folhas e latex de Jatropha multifida L., foi
coletado na Estacdo Experimental de Cultivo
no campus da Universidade Federal de Juiz de
Fora, em Juiz de Fora, Minas Gerais
(21945'51"S - 432921'1"0).

Ve

Exemplares férteis foram coletados e
herborizados e encontram-se depositados no
Herbario Leopoldo Krieger, na UFJF, sob
numero CESJ54865.

2.2. Extracao e fracionamento

As folhas coletadas de J. multifida foram
fragmentadas e secas em estufa a 40 °C. O
material vegetal passou por sucessivas
macerag¢des com n-hexano, dando origem ao
extrato bruto hexanico. Visando o isolamento
de substancias, 7 g do extrato bruto foram
fracionados em coluna de vidro com gel de
silica (30 x 1000 mm), sendo eluida com
solventes em gradiente crescente de
polaridade (n-hexano, acetato de etila e
metanol), coletando-se 300 mL por fragdo e
fornecendo ao final do processo, 21 fragdes. A
fracdo 7 obtida nesse processo
cromatografico, com 554,6 mg, foi novamente
cromatografada em coluna de vidro (30 x 1000
mm), coletando-se fragcbes de 50 mL e
fornecendo 17 fragbes finais. Ao final do
segundo fracionamento, a fra¢do 3, com 119,6
mg, que foi eluida em n-hexano/acetato de
etila (99:1 v/v) aparentemente apresentou
maior pureza em relagdo aos seus
constituintes quimicos quando avaliada por
CCD em n-hexano/acetato de etila (90:10 v/v).
Essa fragdo foi recristalizada com n-hexano e
acetato de etila, sendo aquecida
primeiramente em n-hexano e deixada em
repouso para ocorrer o resfriamento da
mesma e formacdo de cristais. Separou-se o
sobrenadante com ajuda de pipeta Pasteur e
os cristais foram solubilizados em acetato de
etila a frio e deixados em repouso por um dia
para que houvesse uma nova cristalizagao dos
mesmos. Todos os processos relacionados a
recristalizacdo foram repetidos 5 vezes. Essa
fracdo foi posteriormente enviada para
andlise por CG/EM e RMN H e 13C.

O latex foi coletado por gotejamento em
metanol, em seguida, filtrado, onde
separaram-se precipitado e solvente, que foi
submetido a extragdo liquido-liquido com n-
hexano sucessivas vezes. Ao residuo
metandlico foi acrescida dgua destilada, e foi
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particionado com cloroférmio; o residuo
metandlico/aquoso foi levado ao evaporador
rotatério sob pressdo reduzida para
evaporacdao do metanol, gerando o residuo,
que, em seguida, foi liofilizado, originando o
residuo aquoso do latex de J. multifida.

O residuo aquoso do latex, apds liofilizacdo
(2,5 g), foi cromatografado em coluna de vidro
com Sephadex LH-20 (30 x 1000 mm), eluido
em metanol e tendo fracbes de 2 mL
coletadas, com vazdo de 1 gota a cada 40
segundos, resultando em 12 fragdes finais. As
fracbes 5 e 6 foram reunidas (305,3 mg) e
novamente cromatografadas em coluna de
vidro com Sephadex LH-20 (15 x 450 mm),
com eluicao em metanol e tendo fragdes de 1
mL coletadas, com vazdo de 1 gota a cada 40
segundos, originando 8 fragdes finais. A fragcdo
nimero 4 (38,8 mg) se mostrou
aparentemente mais pura quando avaliada
por CCD, quando eluida em acetato de
etila/metanol (90:10 v/v) e revelada com
vanilina 1 % e acido sulfurico 5 % em etanol.®
Essa fracdo foi analisada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Detector
de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD).

2.3. Andlise por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

O perfil quimico da fracdo isolada do latex
foi avaliado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada ao detector por arranjo de
diodo. A amostra foi solubilizada em metanol
e filtrada em filtro de 45 um. A analise foi
realizada em instrumento Shimadzu UFLC,
aquisicdo de dados e controle por software
LabSolutions. A fase modvel utilizada foi um
gradiente de metanol grau HPLC e 3agua
ultrapurificada MiliQ, fluxo 0,5 mL/min,
coluna cromatografica C18 (2,0 x 30) mm,
particula interna 2,2 um Shim-pack XR-ODS. A
aquisicdo de dados ocorreu por meio de
varredura no comprimento de onda de 190
nm a 400 nm, com um tempo de anélise de 26
minutos.

Oliveira-Tavares, N. N. et
al.

2.4. Elucidagao estrutural do triterpeno
lupenona

Apds processo de recristalizagao, a fragao
isolada do extrato hexanico de folhas foi
recristalizada e analisada por Cromatografia
com Fase Gasosa Acoplada ao Espectrémetro
de Massas (CG/EM), utilizando-se um
cromatégrafo com fase gasosa Hewlett
Packard 6890 e MS HP5972, munido de um
banco de dados WILEY 7n.1. Foi usada uma
coluna capilar do tipo HP5MS (5 %-fenil)-
dimetilpolisiloxano com 0,25 um de espessura
do filme, de 30 m de comprimento e 250 um
de diametro interno. O gas de arraste foi hélio
(1 mL/min), e as separacdes foram realizadas
com injetor a 250 °C, detector a 280 °C e a
seguinte programac¢ao de temperatura: 70 °C
aumentando 2 °C por minuto até a
temperatura total de 290 °C. Os parametros
da operacgao de EM foram 70 eV, fonte i6nica
250 °C, impacto de elétrons e a semelhanga
dos constituintes quimicos foi comparada de
acordo com o perfil de fragmentagdo por
Banco de dados WILEY.

As analises por Ressonancia Magnética
Nuclear de !H e 3C foram realizadas em
aparelho da marca Bruker, modelo Spect com
frequéncia de 400 MHz para 1H e 100 MHz

para 13C, utilizando-se como solvente
cloroférmio deuterado (CDCls).
Para a realizacdo de analises

cromatograficas e espectrométricas esse
trabalho contou com a colaboracdo da
Plataforma de Metodologia Analitica de
Farmanguinhos, Fundag¢dao Oswaldo Cruz.

2.5. Estirpes utilizadas

A fracdo isolada de latex e a lupenona
tiveram sua atividade antifungica avaliadas
frente as estirpes Candida albicans ATCC
24433, C. albicans Sorologia A ATCC 36801, C.
albicans Sorologia B ATCC 36802, Candida
grablata ATCC 2001, Candida krusei ATCC
6258, Cryptococcus neoformans ATCC 66031 e
Candida tropicalis ATCC 28707, sendo esta
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ultima uma estirpe resistente a fluconazol,
itraconazol e anfotericina B.°

2.6. Determinagdo da
Inibitéria Minima (CIM)

Concentragao

As concentragdes inibitdrias minimas (CIM)
dafracdoisolada de latex e da lupenona foram
avaliadas por técnica de microdiluicao seriada
em caldo Sabouraud 2 %.!° Todos os testes
foram realizados em volume final de 360 pL, e
as placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas
para todos os fungos, exceto C. neoformans e
C. tropicalis, por 48h. Os valores de CIM foram
calculados como a maior diluigdo mostrando a
inibicdo completa da estirpe testada.

2.7. Determinagdo da
fungica minima

concentragao

A concentragdo fungica minima (CFM) foi
determinada através da semeadura de 10 pL
de amostras das placas sem crescimento
visivel nos ensaios da CIM em placas de agar
Sabouraud 2 % recém preparadas.!! As placas
foram incubadas a 35 °C por 24 horas para
todos os fungos, exceto C. neoformans e C.
tropicalis, por 48h. ACFM foi estabelecida
como a menor concentragdo das amostras
gue inibe o crescimento visivel das col6nias
fungicas nas placas de 4gar em um novo grupo
de placas.

2.8. Teste de sinergismo

Para avaliar os possiveis efeitos sinérgicos
do triterpeno lupenona e o fluconazol foi
realizado o teste de sinergismo utilizando
estirpe de C. tropicalis.? Foi realizada uma
microdiluicdo seriada em microplaca estéril
com 96 pocgos utilizando caldo Sabouraud e o
fluconazol na concentracdo de 4 CIM (2000
pg/mL) e lupenona na concentragdo 1 CIM
(133 pg/mL). Foram separados dois pogos
para controle de crescimento e um pogo para
controle de esterilidade. A placa foi incubada

Ve

por 48h a 35 °C, sendo o resultado mensurado
através da turbidez do meio.

2.9. Ensaio de proteg¢dao com sorbitol

Lupenona foi testada quanto a seu possivel
mecanismo de a¢do na parede celular para as
leveduras que se mostraram sensiveis ao
tratamento com sorbitol. Foi realizado o
ensaio de protecdo com sorbitol apds a
determinacdo dos valores de CIM para a
substancia.® Foi realizada uma microdiluicio
seriada em microplaca estéril de 96 pocgos
usando caldo Sabouraud enriquecido com
sorbitol 0.8 mol/L. A solugdo estoque de
lupenona foi diluida em concentragdes
decrescentes de 532 a 2,07 pg/mL. Os valores
de CIM foram determinados apds incubacao
por 48h em 35 °C.

2.10. Ensaio de ligagdo em ergosterol
exégeno

O ensaio Efeito em ergosterol avaliou a
capacidade da lupenona em se ligar ao
ergosterol da membrana flngica, através do
valor encontrado para CIM na presenga de
ergosterol exdgeno.’* Uma microdiluicio
seriada foi realizada em placa estéril de 96
pocos, usando caldo Sabouraud enriquecido
com ergosterol 400 pg/mL. A solucdo estoque
de lupenona foi diluida em concentragées de
decrescentes de 532 a 2,07 pg/mL. Os valores
de CIM foram determinados apds incubacao
por 48h em 35 °C.

2.11. Ensaio de inibicdo da bomba de
efluxo

Lupenona também foi avaliada quanto a
seu possivel efeito sobre as bombas de efluxo.
Foi realizado um teste fenotipico pela inibicdo
do mecanismo de resisténcia fungica ao
fluconazol, as bombas de efluxo, na presenca
de baixas concentracdes de lupenona.’® As
estirpes fungicas consideradas resistentes
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segundo suas ATCCs e perante um ensaio
prévio com o fluconazol (CIM = 64 pg/mL)
foram testadas com prometazina (12,5 a 0,01
pg/mL), um inibidor de bombas de efluxo do
plasma, e tiveram seu valor de CIM
determinado por meio de uma microdiluicdo
seriada. O teste de inibicdo de bomba de
efluxo foi posteriormente executado contra o
fluconazol em concentra¢Ges que variaram de
250 a 3,9 mg/mL. Ao fim da inoculagdo, foi
adicionado % da CIM de lupenona (33,35
ug/mL).

3. Resultados

3.1. Anadlises cromatograficas da fragao
isolada do latex de J. multifida

Oliveira-Tavares, N. N. et
al.

Apds revelagdo com vanilina sulfurica, a

fracdo isolada do latex apresentou, em
cromatografia de camada delgada, uma
mancha com coloragdo de marrom

avermelhada. A andlise em CLAE-DAD da
mesma apresentou um sinal com tempo de
retencdo de 8,546 minutos (sinal 13), como
pode ser observado na Figura 1. Este sinal
apresentou 91 % da drea total do
cromatograma no comprimento de onda de
335 nm (Figura 1). O espectro de absorgao foi
adquirido por meio de varredura entre os
comprimentos de onda de 190 nm a 400 nm,
sendo que o mesmo apresentou maximos de
absor¢do compativeis com a catequina: 199
nm e 286 nm (Figura 2).181°
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Figura 1. Perfil cromatografico por CLAE-DAD da fracao isolada do latex de Jatropha multifida
L. analisado no comprimento de onda de 335 nm
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Figura 2- Espectro de ultravioleta fracdo isolada do latex de Jatropha multifida L

3.2. Isolamento e
triterpeno lupenona

identificacdo do

O resultado do perfil quimico da fragdo
isolada do extrato hexadnico de folhas por
CG/EM indicou um sinal com 100 % de 4rea do
cromatograma que apresentou espectro de
massas com ion molecular em (M*) 424, sinal
base em m/z 205 (100 %) e fragmentos de
menores intensidades em m/z 109 (61 %), 95
(58 %), 93 (50 %) e 121 (50 %) que foram
comparados com o banco de dados WILEY. A
andlise por RMN !H confirma o resultado
obtido por EIMS. Foram encontrados nove
simpletos, sendo sete atribuidos a metilas e
dois ao carbono 29, além de um multipleto: &
0,79; 0,94; 0,95; 1,02; 1,25; 1,35; 1,68 ( 3H, s,
7 x metila ); 2,14 (m, H-19); 4,57 (s, Ha-29);
4,69 (s, Hb-29). J& por RMN 3¥C foram
encontrados 30 sinais: 614, 47 (C-27); 15,78
(C-25); 15,97 (C-26); 18, 01 (C-28); 18,31 (C-
30); 19,67 (C-6); 21,03 (C-24); 21,46 (C-11);
25,14 (C-12); 26,64 (C-23); 27,42 (C-15); 29,82
(C-21); 33,55 (C-7); 34,1 (C-2); 35,51 (C-16);
36,87 (C-10); 38,16 (C-13); 39,61 (C-1); 40,77
(C-22); 42, 88 (C-8); 42,99 (C-14 e C-17); 47,33
(C-4); 47,95 (C-19); 48,23 (C-18); 49,78 (C-9);
54,91 (C-5); 109,39 (C-29); 150,87 (C-20);
218,22 (C-3). Desta forma a identificacdo do
triterpeno lupenona foi confirmada através da
analise estrutural comparada com os
espectros da literatura.®

3.3. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
e Concentrag¢ao Fungica Minima (CFM)

O teste para avaliar a CIM de lupenona
indicou atividade antiflingica promissora, com
concentragdo inibitéria minima de 133 pg/mL,
para C. tropicalis com agdo fungistdtica. A
fracdo isolada do latex apresentou atividade
também fungistatica para C. grablata e C.
tropicalis com CIM de 100 ug/mL.N3o foi
possivel encontrar a concentracao fungicida
minima para esse ensaio, uma vez que todos
valores de CIM das amostras mostraram-se
fungistaticos (CIMzCFM).

3.4. Sinergismo entre lupenona e

fluconazol

Os resultados encontrados mostraram que
a lupenona em concentra¢do de 1,05 pug/mL é
capaz de reduzir pela metade a concentragdo
inibitéria minima de fluconazol necessaria
para inibir o crescimento fungico de C
tropicalis, estirpe resistente a fluconazol. O
CIM do fluconazol passou de 500 ug/mL para
250 pg/mL. O efeito de lupenona sobre o
fluconazol é um efeito aditivo (0,508).

3.5. Efeito de lupenona sobre o envelope
fungico

Os testes de protecdo com sorbitol e
ligacdo com ergosterol foram executados para
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avaliar o efeito da lupenona sobre a parede
celular fungica e a membrana plasmatica,
respectivamente, de C. tropicalis. Lupenona
na presenca de sorbitol teve seu valor de CIM
aumentado de 133 pg/mL para 532 ug/mL. O
mesmo aumento foi encontrado para a
lupenona na presenca de ergosterol exdgeno
(532 pg/mL). Os resultados obtidos indicam
uma possivel acdo da lupenona no envelope
fungico.

3.6. Lupenona e a inibicao de bombas de
efluxo

Inicialmente, prometazina foi utilizada
para confirmar a resisténcia de C. tropicalis,
uma vez que esse farmaco pode agir como um
inibidor de bomba de efluxo e aumentar a
atividade dos antifingicos, para isso seu valor
de CIM foi previamente mensurado (3,12
pug/mL). Em seguida prometazina foi testada
no valor de % de CIM junto com o fluconazol,
demostrando uma redugdo da CIM para esse
antifungico para 31,25 pg/mL (CIM anterior
>250 pg/mL). Apds realizado o ensaio para o
padrdo, lupenona foi avaliada e nao
apresentou atividade para esse ensaio de
mecanismo de resisténcia, uma vez que o CIM
de fluconazol se manteve o mesmo na
presenca do composto (>250 pg/mL). Para
gue o resultado fosse positivo, era esperada
uma reducdao do CIM de fluconazol para a
mesma quantidade de inéculo, indicando que
haveria uma diminuicdo do mecanismo de
resisténcia ao antifungico.

4, Discussao

J. multifida é uma espécie utilizada pela
populagdo para fins ornamentais e medicinais.
Suas folhas e latex sdo utilizados em feridas e
no tratamento da candidiase, causada por
levaduras do género Candida spp.® Em vista de
seu uso medicinal, o presente trabalho
estudou a presenca de metabdlitos especiais

Oliveira-Tavares, N. N. et
al.

que possam justificar a  atividade

farmacoldgica da espécie.

O estudo do latex forneceu uma substancia
gue, com a comparagdo de espectro de UV
com dados da literatura, sugerem a estrutura
da catequina, um flavonoide da familia dos
flavan-3-6is. As catequinas sdo unidades
monoméricas das proantocianidinas. &%1°
Assim como seu potencial cicatrizante, a
atividade antimicrobiana das
proantocianidinas também é descrita na
literatura.?®% A capacidade antifingica da
catequina presente nesta fracdo pode
também ser a provavel explicagdo de sua agdo
farmacoldgica nas infeccGes causadas pelas
leveduras do género Candida, pois a mesma
possui acao fungistatica contra C. grablata e C.
tropicalis, possivelmente atuando por meio da
inibicdo do crescimento fungico e permitindo
uma resposta mais eficiente do sistema
imunolégico humano. A estirpe de C. tropicalis
testada apresenta resisténcia a um dos
antifdngicos mais utilizados atualmente, o
fluconazol.® A descoberta de novas
substancias com potencial antifingico para
estirpes ja resistentes aos farmacos atuais é
de grande importancia, ampliando as
possibilidades de tratamento e cura dessas
infeccgOes.

As andlises quimicas realizadas com a
fracdo isolada do extrato hexanico de folhas
confirmam a presenca de lupenona, um
triterpeno pentaciclico com esqueleto lupano.
Os triterpenos pentaciclicos possuem um
amplo espectro de ac¢des farmacoldgicas e
importante  atividade  bioldgica.  Essa
substancia é encontrada em diversas familias,
incluindo Euphorbiaceae.’

A lupenona oriunda do extrato hexanico de
folhas de J. multifida apresentou potencial
antifingico a mesma estirpe de C. tropicalis
resistente a fluconazol.® Devido a essa
caracteristica, foi avaliada se a substancia
poderia possuir agdo sinérgica com o farmaco
na qual a estirpe é resistente. Verificou-se que
a lupenona possui efeito aditivo ao fluconazol,
de forma que ela foi capaz de reduzir pela
metade a quantidade de farmaco necessaria
para inibir o crescimento fungico da mesma
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quantidade de inéculo. O resultado
encontrado para esse teste mostra que
lupenona é capaz de afetar o mecanismo de
resisténcia fungica da levedura ao fluconazol.
Dessa forma, pode ser possivel elaborar um
novo medicamento: uma associagdo de
lupenona e fluconazol.

Aresisténcia a agentes antimicrobianos em
geral é um problema global para a saude
publica, essa resisténcia aumenta a
mortalidade e morbidade daqueles que
sofrem com as patologias causadas por esses
microrganismos. Como alternativa, ha a
possibilidade da descoberta de novos agentes
antimicrobianos, o que é a cada dia mais
escasso, sendo uma alternativa a descoberta
de produtos naturais com acdo farmacoldgica
desejada.3® Outra alternativa seria a
associacdo de farmacos: a terapia combinada
traz vantagens frente ao uso de apenas um
medicamento, uma vez que, com a associagao
de substancias, podem-se reduzir tanto a
toxidez do agente antimicrobiano quanto seus
efeitos adversos, pois sera necessdria uma
menor dose do mesmo para alcangar maior
eficdcia. A associagdo promove também o
aumento do espectro antimicrobiano, assim
como o combate ao surgimento de novos
organismos resistentes. Outra vantagem da
terapia combinada é a obtencdo do
sinergismo entre as substancias, sendo a
eficacia da associacdo maior que a soma de
seus efeitos isolados.?*2>%°

Os resultados encontrados sao
promissores, pois, além de se tratar de uma
terapia combinada, envolve o uso de um
potencial fitoterapéutico. A combinacdao de
lupenona e fluconazol pode retardar o
desenvolvimento de resisténcia ao
microorganismo e melhorar o resultado da
terapia para infeccGes causadas por C.
tropicalis.

Avaliou-se o possivel mecanismo de agdo
antifungico da lupenona frente ao envoltério
fungico: parede celular e membrana fungica, e
se a substancia diminui a resisténcia fungica
inibicdo de bombas de efluxo.

A parede celular é o primeiro contato da
imunidade inata: células Natural Kkiller,

Ve

complemento, proteinas plasmaticas e células
fagociticas, do hospedeiro com o fungo, além
de fornecer suporte osmdtico, estabelecem o
formato celular e protecdo fisica a
levedura.?”?83! Lupenona foi testada em meio
a presenca do protetor osmético sorbitol. Essa
substancia forma uma camada externa
protetora deixando a célula na forma de
protoplasma, permitindo que a mesma, em
caso de perda de sua parede celular, ndo se
torne hipoténica e sofra morte celular.
0Observou-se que a lupenona atua na parede
celular, pois a CIM, necessaria para inibir o
crescimento fungico da mesma quantidade de
indculo, aumentou consideravelmente,
mostrando que a célula fungica foi protegida
pelo sorbitol. A literatura traz estudos
mostrando que os metabdlitos especiais
atuam na parede celular, como substancias
fendlicas, que possuem a capacidade de
formar poros na parede celular, provocando o
extravasamento do citoplasma e causando a
morte celular.?%3!

Outro mecanismo de a¢do testado foi a
acao no ergosterol de membrana fungica. O
ergosterol é uma substancia essencial para
essa célula, por ser capaz de fornecer a fluidez
da membrana, funcdo e sintese da membrana
plasmatica. Devido ao fato de que esse esterol
existe apenas na célula fungica e ndo nas
células de mamiferos, ele se torna um alvo
seletivo para os antifungicos, buscando-se,
assim, novas substancias que atuem
especialmente no ergosterol, ndo causando
efeito adversos nas células humanas. 2% 3%
31Substancias que atuam no ergosterol da
membrana tendem a ligar-se no ergosterol
exogeno, que estd no meio enriquecido,
desviando sua atividade do ergosterol da
membrana fungica. Consequentemente, sera
necessaria uma maior quantidade da
substancia testada para inibir o crescimento
fungico da mesma quantidade de indculo.? O
resultado encontrado para o teste com
lupenona apresentou um aumento notdvel no
valor de CIM, indicando que a mesma atua
nesse ergosterol da membrana, portanto a
acdo antifungica de lupenona se mostra
seletiva para as células fungicas.
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Em relagdo ao ensaio de inibicdo de
bombas de efluxo, foi observado que a
lupenona ndo age nessa via, diferente da
prometazina, que inibiu este mecanismo de
resisténcia. Esse ativo ja é descrito na
literatura como inibir de bombas de efluxo
codificadas pelos genes Cdrl e Cdr2,
relacionados com a diminuicdo da atividade
de azolicos, como o fluconazol. *®

5. Conclusao

Jatropha multifida possui lupenona em
suas folhas, triterpeno que possui acgdo
antifungica frente a estirpe resistente a
fluconazol, C. tropicalis, com possivel
mecanismo de a¢do antifungica na parede
celular e ergosterol da membrana. Avaliou-se
a ac¢do de lupenona junto ao fluconazol,
descobrindo que existe um provavel efeito
aditivo entre as duas substancias.

No latex de J. multifida foi encontrada uma
substancia com dados quimicos compativeis
com a catequina, que também possui acdo
antifingica a mesma estirpe de C. tropicalis e
C. grablata. Os resultados encontrados neste
trabalho sdo promissores porque
fundamentam o uso medicinal popular de J.
multifida em feridas, Ulceras estomacais e no
tratamento de infecgdo fungica causada por
Candida spp, assim como trazem a
possibilidade de uma nova associacao entre
lupenona e fluconazol, que pode beneficiar a
terapia de infecgOes causadas por C. tropicalis,
assim como retardar o mecanismo de
resisténcia dessa levedura ao fluconazol.
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