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Resumo

Os fungos oportunistas séo organismos que, em individuos imunocomprometidos, podem causar
infeccdes graves e representar um risco para a vida. O género Cryptococcus inclui diversas espécies
patogénicas para humanos e animais, sendo que uma das mais relevantes é o Cryptococcus
neoformans, causador de doencas graves, como a criptococose, especialmente em pessoas
infectadas pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Devido ao aumento de pacientes afetados
por esse fungo, a busca por alternativas aos tratamentos ndo convencionais para a criptococose,
também tem crescido. Uma alternativa é o uso de plantas medicinais, como a Roma (Punica
granatum), que possui atividade antimicrobiana contra diversas bactérias e fungos. Este trabalho teve
por objetivo analisar a ac¢@o antifungica do extrato de Roma sobre leveduras de C. neoformans,
utilizando a técnica de Concentracao Inibitéria Minima (CIM), para analisar o extrato como alternativa
fitoterapica para o tratamento de doencas causadas por esse fungo. Os resultados evidenciaram que
a roma apresenta resultados inibitorios significativos contra levedura de C. neoformans.

Palavras-chave: Fitoterapia. Criptococose. HIV. Fungicida.
Area do Conhecimento: Microbiologia
Introducéo

Os fungos oportunistas sdo organismos encontrados em diversos ambientes, e podem
colonizar a pele ou os intestinos, sem causar doenca. Em individuos imunocomprometidos
esses fungos podem causar infec¢cdes com risco a vida, caracterizadas por necrose tecidual,
hemorragia e oclusdo vascular, com resposta inflamatéria minima ou nula. Nas Ultimas
décadas o numero de infeccBes geradas por fungos tem crescido consideravelmente, e
concomitantemente as pesquisas e experimentos que buscam as diversas formas de combater
esses agentes etioldgicos.

Cryptococcus é um género de fungos encapsulados que crescem na forma de leveduras e
inclui diversas espécies patogénicas para humanos e animais. Uma das espécies mais comuns
e de maior relevancia médica é a Cryptococcus neoformans, causadora de doengas graves,
sendo a mais relevante, aquela que afeta o SNC (Sistema Nervoso Central), Criptococose
encefélica, e o pulmao, Criptococose pulmonar, embora possa afetar outras localidades do
corpo (SHUN LI. Shu, CHRISTOPHER H., 2009). O Cryptococcus neoformans possui como
principal fonte ambiental de propagacdo, o solo contaminado com excrementos de pombos
(CALLEJAS. A, et. al, 1998).

Ademais, a infeccdo por espécies de Cryptococcus pode ocorrer por meio da inalacdo de
esporos presentes no ambiente, principalmente, em areas com grande concentracdo de aves e
morcegos, que sdo 0s hospedeiros naturais do fungo. A infec¢do, também, pode ocorrer por
contaminagdo direta por meio de contato do fungo com feridas na pele. O tratamento da
infeccdo por espécies de Cryptococcus, geralmente, envolve o uso de antifiingicos, como o
fluconazol ou anfotericina B, porém, nos dias atuais estd cada vez mais comum o uso da
fitoterapia (LITVINTSEVA, A. P.; MITCHELL, T. G., 2012).

XXVII Encontro Latino Americano de Iniciagéo Cientifica, XXIII Encontro Latino Americano de Pés-Graduagdo e 1
XIII Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2023

DOI: https://dx.doi.org/10.18066/inic0886.23


mailto:eriick.n.andrade@gmail.com
mailto:thaiscolacio@gmail.com
mailto:prileite@univap.br
mailto:flavia@univap.br
https://www.atsjournals.org/author/Li%2C+Shu+Shun
https://www.atsjournals.org/author/Mody%2C+Christopher+H

XXVII-'IIHIC XXIlI«"IEpg XVII«""InicJr III-'IEnexun Xlllﬂlnld

Enco Mmemdm Encontro Latino Americano Encontro Latino Americano Encontro dYL. Americano
cé de Pos-Graduacao dein iclagao Cientffica Junior de Fxten océncia

A era digital e suas implicac6es sociais:
Izlf;l IC Desafios e contribuicoes

Sabe-se que ha uma gama de propriedades advindas de plantas medicinais e, cada vez
mais, sdo realizados estudos sobre elas. Concomitantemente, é crescente o0 estudo sobre
plantas com acédo antimicrobiana, as quais podem se tornar, quando em medicamentos e
doses corretas, uma terapia alternativa para pessoas resistentes a medicacdo convencional,
além de ter menor custo e efeitos colaterais mais brandos (MENEZES et al, 2009).

Por fim, estudos tém demonstrado que a Roma (Punica granatum L.), fruta rica em
compostos bioativos, originaria da Turquia e difundida pelo territorio brasileiro, possui atividade
antifungica contra diversos fungos, como a Candida albicans (MACHADO et al, 2002).

Metodologia
Local de estudo

O estudo foi conduzido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular de Fungos, localizado no
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do Vale do Paraiba (Univap), em
Sao José dos Campos - Sédo Paulo.

Manutencéo e preparo das leveduras de Cryptococcus neoformans

A levedura de Cryptococcus neoformans (H99) foi mantida em placas de petri contendo meio YPD
(Yeast Peptone Dextrose) em geladeira e repicada semanalmente. A cultura da levedura, para
manutenc¢do das células, foi feita em meio sélido YPD por incubacdo a 30°C, por 24h a 48h. Para os
ensaios de atividade antifungica, as leveduras, foram crescidas em placas de Petri contendo YPD por
48h. No dia do experimento, duas al¢cadas de leveduras foram colocadas em um tubo de
microcentrifuga contendo 1,3 mL de 0,9% de NaCl. Apds agitagdo em vértex, para homogeneizacéao,
foi realizada uma leitura da ressuspensao fangica em espectrofotbmetro em comprimento de onda de
530 nm, tendo a solucéo 0,9% de NaCl como base para a calibragem do aparelho. Desta forma foi
possivel alcangar a concentracdo de 108 leveduras/mL. Seguiu-se, entdo uma diluicdo 1/10 (1 mL da
suspensdo fungica a 108 leveduras/mL em um tubo falcon contendo 9 mL de salina), resultando na
suspensao fungica a 107 leveduras/mL, que foi utilizada no ensaio com o extrato de Roma.

Andlise da atividade antimicrobiana do extrato de Roma

O extrato de Roma (Punica granatum) utilizado neste projeto foi doado pelo Prof. Dr. Lucas de
Paula, da Universidade Estadual Paulista, e esta diluido a 20% em Propilenoglicol (200 mg/ml).

A atividade do propilenoglicol sobre a levedura foi analisada por meio de um teste de difusdo em
disco da substancia. Em uma placa de Petri, contendo meio YPD, foram inoculadas por
espalhamento, 108 leveduras de C. neoformans (H99). Sobre as leveduras, foram colocados 12
papeis de filtro estéreis (6 mm de diametro) sobre os quais foram adicionados 10 uL de diferentes
diluicBes Propilenoglicol, obtidas por meio de diluicdo seriada %2 (12 vezes). A formacéo dos halos de
inibicdo foi avaliada apds incubacao das placas a 30°C, por 48 horas.

A andlise da concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato da Roma sobre leveduras de H99 foi
realizada em placa de 96 pocos. O extrato de Roma (100 L) foi diluido, de forma seriada (1/2) em
meio Roswell park memorial institute 1640 - RPMI (100 pL). Apés a diluicdo, 10 yuL da mistura de
cada poco foram removidos para adicdo de 10 pL da suspensao de 107 leveduras/mL de H99.

Outros controles foram feitos, tais como, pogos contendo somente meio RPMI, pogos contendo
meio RPMI + H99 e pog¢os contendo somente 0,9% de NaCl + H99, como pode ser observado na
figura 1.

O resultado para definicao da CIM foi verificado apés incubacao das placas embaladas em filme
plastico e papel aluminio, a 30°C por 48 horas, por meio de leitura em espectrofotdmetro em
comprimento de onda a 530 nm e por visualizagéo da turbidez.
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Figura 1 - Esquema de microdiluicdo usada na determinag¢&o da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do extrato
de Roma sobre as leveduras de H99
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Fonte: Os autores, 2023.

Resultados

O teste de difusdo em disco do Propilenoglicol sobre as leveduras H99 constatou que o solvente
do extrato de Roma nao possuia por si s6 propriedade antifingica, como pode ser observado na
Figura 2. Também foi realizado teste de viabilidade no meio RPMI usado no experimento, como pode
ser observado na Figura 3.

Figura 2 - Teste de difusdo em disco do Propilenoglicol sobre leveduras de H99.

Fonte: Os autores, 2023.
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Figura 3 - Teste de viabilidade do meio de cultura RPMI

Fonte: és éutbres, 2023.

A andlise do efeito inibitério do extrato de Roma foi realizada por meio da CIM como mostrado na
Figura 4. O extrato apresentou crescimento visivel (turbidez) a partir da diluicdo onde a concentracao
do extrato esta a 6,25 mg/mL. Como pode ser observado na Figura 3 a CIM do extrato de Roma

sobre as leveduras de H99 é 12,5 mg/mL.

Figura 4 - Determinagdo experimental da CIM das diluicdes de extrato de rom& em levedura de Cryptococcus

neoformans - ***P<0.0001 e ***P<0.00001.
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Fonte: Os autores, 2023.
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Discusséo

Os farmacos sao amplamente utilizados em todo o mundo para o tratamento de micoses
sistémicas, porém estes causam muitos efeitos colaterais, 0 que gera uma elevada taxa de abandono
dos pacientes ao tratamento antes de cumprir integralmente o protocolo para cura completa. Alguns
pacientes, eventualmente, retornam ao tratamento sozinhos, utilizando o que restou dos
medicamentos do tratamento iniciado ou recorrendo a compra de medicamentos de venda livre ou
agueles anteriormente prescritos, para assim tratar os sintomas. Tudo isso, aumenta a recidiva da
doenca, o aparecimento de resisténcia microbiana e corrobora com o surgimento de isolados
resistentes as substancias utilizadas (MATOS et al, 2018).

O Cryptococcus neoformans é farmacologicamente tratado com os fungicidas anfotericina B,
flucitosina, fluconazol e itraconazol, e sdo amplamente estudado formas alternativas de tratamento,
através de testes de Concentragdo Inibitéria Minima. Estudos realizados com extratos vegetais
naturais demonstram a eficiéncia de alguns fitoterdpicos perante o H99, como apontado pela
Universidade Federal de Juiz de Fora que através do tratamento de C. neoformans com extrato de
Camomila chegou a uma CIM de 0,156 mg/ml (COELHO, A. G. et al, 2012). Também foi estudado,
pelo Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias, o extrato
proveniente das folhas do Pequi, que mostrou atividade antifingica sobre C. neoformans de 89,5%
das células testadas em uma concentracdo menor ou igual a 1 mg/mL (PASSOS, X. S. et al, 2002).
Em outro trabalho, Costa et al. (2000), usando o 6leo essencial extraido das folhas de Algodao-do-
cerrado, espécie nativa do cerrado, mostraram atividade antifingica desse extrato (CIM de 3.12
mg/mL) sobre leveduras de Cryptococcus neoformans.

Os estudos citados acima mostram a eficacia do uso dos diferentes extratos vegetais sobre
leveduras de H99. Um estudo realizado na Universidade Federal do Tridngulo Mineiro, com o0s
farmacos utilizados para o tratamento desta micose sistémica, apontou que os farmacos Fluconazol e
Anfotericina B apresentam CIM sobre leveduras de H99, respectivamente, de 4 mg/mL e 2 mg/mL,
com inibicdo de 90% das células, as quais sdo mais elevadas que os extratos de Camomila, Pequi e
Algodéao-do-cerrado. (SILVA, P. R. et al, 2008)

A Concentragéo Inibitéria minima é utilizada para avaliar a capacidade fungiostatica do tratamento
perante o fungo e determina a menor concentra¢do do extrato capaz de inibir o crescimento fungico,
utilizando o método de microdiluicdo em caldo. Neste experimento o extrato de Punica granatum
apresentou para a inibicdo do crescimento de Cryptococcus neoformans uma CIM com concentracao
de 12,5mg/mL do extrato, mostrando a eficiéncia e capacidade fungicida do Roma, o que vai de
encontro com um estudo realizado pela Universidade Paulista que apresentou como menor
concentracdo de P. granatum que inibiu o crescimento fungico de Candida albicans a de 25 mg/mL,
também mostrando sua eficiéncia (BERNARDO, L. P. et al, 2015), e outro realizado pela
Universidade Tecnoldgica Federal Do Parand em que capacidade de inibicdo do crescimento fungico
do roma foi de concentragBes 1% e 5% do extrato de Punica granatum para espécies do género
Penicillium (RIBEIRO, D. C. 2017).

Conclusao

O extrato vegetal de Punica granatum foi analisado e apresentou uma atividade inibitdria utilizando
a técnica de concentracao inibitéria minima contra levedura de Cryptococcus neoformans. O extrato
apresentou resultados significativos no teste CIM, principalmente nas concentra¢cdes de 6,25 e 3,125
mg/mL, em que o crescimento fungico foi menor, evidenciando que o extrato possui efeito
fungiostéatico promissor em levedura de C. neoformans. Esses estudos corroboram com este trabalho,
que evidencia mais um extrato com acdo antimicrobiana sobre leveduras de Cryptococcus
neoformans, aumentando o conhecimento sobre o potencial antimicrobiano de extratos sobre o fungo
e, também, sobre o potencial antimicrobiano do extrato de Roma, individualmente.
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