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Landrum (Myrtaceae) sobre Candida spp e Cryptococcus neoformans.
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Introducao

Os fungos, largamente difundidos no meio ambiente sdo cada vez mais
reconhecidos como importantes patdogenos pela frequéncia de doencas fungicas
sistémicas graves, que tém aumentado nas ultimas décadas, devido principalmente
ao aumento de individuos imunocomprometidos. Esta maior ocorréncia de infecgcdes
fungicas em humanos, desperta o interesse no estudo de algumas enfermidades
fungicas, como criptococose e candidiase que sado bastante comuns em todo o
mundo (Pierce et al, 2008).

Estas infecgbes fungicas apresentam-se recidivantes, sendo que o tratamento
nao é sempre efetivo, pois os antifungicos disponiveis permitem a recorréncia da
doencga, podem apresentar importante toxicidade e, além disso, s&o de alto custo
(Chen & Sorrel 2007). Diante desse fato, a busca por novos agentes antifungicos
mais ativos, com menos efeitos colaterais e téxicos e de baixo custo tem sido de
grande importancia no tratamento das infec¢des fungicas. Muitos produtos naturais
sao conhecidamente utilizados na medicina popular como antimicrobianos,
antineoplasicos, anticoagulantes, antiparasitarios ou ainda como imunossupressores
(Yunes & Calixto 2001). Assim, a pesquisa de produtos naturais para uso na
terapéutica das micoses tornou-se o objetivo de estudo de diversos pesquisadores,
(Alves et al. 2000; Duarte et al. 2005; Morais et al., 2006).

Prévios estudos foram realizados no Laboratorio de Micologia da
Universidade Federal de Goias verificando a atividade antifungica de diferentes
plantas e de seus componentes, usando testes de suscetibilidade in vitro. Neste
contexto, a planta Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes), que faz parte da familia
Myrtaceae, e € popularmente conhecida como craveiro-do-mato, louro-cravo ou cha-

de-bugre, apresenta propriedades antimicrobianas. Esta planta apresenta



composi¢cao quimica muito complexa, destacando-se como seus constituintes
terpenos, fenilpropandides, hidrocarbonetos, alcoois eugenol, metil-eugenol, taninos,
flavonoides e tragos de heterosideos antraquinénicos que provavelmente sao os
responsaveis pela sua natureza antimicrobiana (Morais et al., 2006; Paula et al.,
2008; Paula et al., 2011).

Algumas espécies de fungos sao capazes de formar uma comunidade
altamente estruturada de microrganismos associada a uma superficie e envolvidos
por uma matriz extracelular: o biofilme, constituindo as denominadas células sésseis
e desta forma mostrarem-se mais virulentos (Pierce et al, 2008). O presente trabalho
visa avaliar a atividade antifungica da planta P. pseudocaryophyllus sobre diferentes
isolados pertencentes aos géneros Candida e Cryptococcus. nas formas
planctdnicas e sésseis.

Material e Métodos

1-Teste de suscetibilidade in vitro para células plancténicas

Concentragdes inibitérias minimas (CIM) dos extrato bruto, fragdes acetato de
etila, aquosa, hexanica, diclorometano e Oéleo essencial da planta P
pseudocaryophyllus foram determinados para 12 isolados de Cryptococcus
neoformans e 12 de Candida spp. A técnica de microdiluigdo em caldo, segundo
métodos de referéncia estabelecidos pelo documento M27-A3 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), foi usada para verificar a
suscetibilidade, e as concentragdes dos extratos e fragdes variaram de 256 a 0,25

Mg/mL sobre os fungos.
2-Formacao de biofilmes e suscetibilidade in vitro para células sésseis

Os biofilmes de Candida spp e de Cryptococcus neoformans foram formados
em placas pré-esterilizadas de microtitulacido de poliestireno com 96 orificios, por
pipetagem de suspensdes padronizadas (100 uyL de 107 células/mL) dentro de
orificios selecionados da placa e incubados por 48 h a 37°C (Ramage et al., 2001;
Martinez & Casadeval. 2006). Extrato bruto, fragcdes acetato de etila e aquosa de P.
pseudocariophyllus e o antifungico fluconazol (usado como controle) foram
adicionados ao biofilme formado em concentracdes serialmente diluidas ao dobro,
variando de 1024 a 2 pg/mL, com posterior incubagdo por mais 24 h a 35°C.
Controles positivos (biofilme sem extrato) e negativos (extrato) foram usados no

experimento.



A concentragao inibitéria minima do biofilme (CIMS - concentragao inibitéria
minima de células sésseis) foi determinada em leitora de Elisa com um comprimento
de onda de 550nm. A atividade metabdlica determinada pelos ensaios de redugao
por sais de tetrazdlio, [3- (4,5-dimethyl-2 thiazyl) — 2,5diphenyl-2H-tetrazolium
bromide) (MTT)] dos biofiimes expostos aos extratos e fragdes foi medida pela
densidade optica (DO). A CIMS foi determinada pela atividade metabdlica
correspondente a 50 (CIMSs,) e 80% (CIMSsg) de inibicdo comparada ao controle
positivo.

Resultados e Discussao

Os extratos e fragdes da planta P. pseudocaryophyllus foram capazes de inibir
os isolados de Candida spp em concentragdes que variaram de >256 a 64 pg/mL e
os isolados de C. neoformans em concentragcbes de >256 a 32 pg/mL. As
concentracdes inibitérias dos extratos e fragcbes desta planta sobre as leveduras
encontram-se nas tabelas 1 e 2. Segundo Aliaginis et al.(2001) concentragbes
inibitérias inferiores a 500 pg/mL sdo consideradas como forte inibidores de
crescimento do microrganismo, portanto podemos considerar que a planta testada é

de elevada importancia.

Tabela 1. Concentragdes inibitérias minimas (CIM), da planta P. pseudocaryophyllus

para 12 isolados de Candida sp.

[] Extrato  Fracéo Fr. Fr. Acetato Fr. Oleo
(Mg/ bruto  Hexanica Diclorometano de Etila aquosa Essencial
mL)

>256 2 12 12 - - 11
256 8 - - 11 5 1

128 2 - - 1 2 -

64 - - - - 5 -

Considerando que o extrato bruto e as fragcbes acetato de etila e aquosa
mostraram-se biologicamente mais ativas para as leveduras, a suscetibilidade in
vitro destas fracbes e do extrato foram realizadas para biofiimes formados por
Candida spp e por C. neoformans. Os fungos quando formando biofiimes
apresentam-se normalmente mais resistentes aos antifungicos sendo que as
concentragdes inibitdrias tornam-se muito elevadas (Ramage et al., 2005).

As concentragdes correspondentes a CIMSsy, e CIMSgp de P



pseudocaryophyllus sobre os biofimes de Candida spp e de Cryptococcus
neoformans foram muito maiores do que as observadas para células planctdnicas
como s&o mostrados nas tabelas 3 e 4.

Tabela 2. Valores de concentragdes inibitérias minimas (CIM), da planta P

pseudocaryophyllus para 12 isolados de Cryptococcus sp.

[] Extrato Fracgao Fr. Fr. Acetato Fr. Oleo
(ng/ bruto Hexanica Diclorometano de Etila aquosa Essencial
mL)

>256 - - - - -
256 - 8 7 - - 9
128 2 2 3 4 - 2

64 7 2 2 4 9 1

32 3 - - 4 3 -

Tabela 3. Concentragdes inibitorias (CIMSs, e CIMSg, de P. pseudocaryophyllus
para biofilmes de 10 isolados de Candida sp.

Extrato bruto Fr Acetato etila Fr. aquosa Fluconazole
[ CIMSs CIMSs CIMSs CIMS; CIMSs CIMS; CIMSs CIMS;
(Mg/mL)
0 0 0 0 0 0 0
>1024 2 10 6 10 5 10 7 10
1024 8 - 3 - 4 - 2 -
512 - - 1 - 1 - 1 -

Tabela 4. Concentragdes inibitérias (CIMSs, € CIMSsy de P. pseudocaryophyllus
para biofilmes de 10 isolados de Cryptococcus neoformans

Extrato bruto Fr Acetato etila Fr. aquosa Fluconazole

[] CIMSs CIMS; CIMSs CIMS; CIMSs CIMS; CIMSs CIMSs
(Mg/mL)

0 0 0 0 0 0 0
>1024 7 10 9 10 5 10 . 6
1024 2 ] 1 ] 5 ] 5 4
512 1 ] ] ] ) ] 4 )
256 ] ; ; ] ; ; 1 ;

Conclusoes

A planta P. pseudocaryophylus apresentou uma boa atividade sobre os fungos,
sugerindo que testes de citotoxicidade e testes in vivo sdo necessarios para que se
introduza esta planta como fitoterapico de uso no tratamento de infecgdes fungicas.
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