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RESUMO

O crescente numero de fungos que apresentam resisténcia aos farmacos
antifangicos tradicionais, bem como os efeitos indesejados desses medicamentos,
tem levado a busca por substancia antifingicas derivadas de vegetais. Os
metabdlitos secundarios, extraidos de plantas, sdo uma alternativa viavel. Este
estudo teve o0 objetivo de testar o extrato etandlico de Cynara scolymus frente a
quatro espécies do género Candida e a espécie Trichosporon asahii. As cepas dos
micro-organismos foram incubadas com o extrato, utilizando-se o método de
microplacas de 96 pocos e realizando a leitura com leitor de microplacas. O extrato
de alcachofra foi consideravelmente eficaz contra o fungo T. asahii. Foi menos
inibidor contra as espécies C. parapsilosis e C. famata, e C. tropicalis e ndo inibiu o
crescimento de C. albicans. O trabalho sugere ainda, que haja mais pesquisas com
a planta frente a estes e outros micro-organismos, assim como a utilizacédo de outros
meétodos de pesquisa e ou outros solventes e diluicdes.

Palavras Chave: Cynara scolymus; Metabdlitos; Antifingicos; Microplacas.



ABSTRACT

The growing number of fungi that are resistant to traditional antifungal drugs, as well
as the unwanted effects of these drugs, have led to the search for plant-derived
antifungal substances. Secondary metabolites, extracted from plants, are a viable
alternative. This study aimed to test the ethanolic extract of Cynara scolymus against
four species of Candida genus and the species Trichosporon asahii. The strains of
the microorganisms were incubated with the extract, using the 96-well microplate
method and reading with a microplate reader. Artichoke extract was considerably
effective against the fungus T. asahii. It was less inhibitory against C. parapsilosis
and C. famata and C. tropicalis species and did not inhibit the growth of C. albicans.
The work also suggests that there be more research with the plant against these and
other microorganisms, as well as the use of other research methods and or other
solvents and dilutions.

Key Words: Cynara scolymus. metabolites. antifungals. microplates
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1 INTRODUCAO

Plantas medicinais sdo amplamente utilizadas pela populacdo para diversos
fins, muitas vezes, sem a comprovacgao cientifica de seus beneficios para a saude,
baseado apenas no conhecimento popular, o qual é passado apenas oralmente por
geracbes ou através do isolamento de substéncias de origem vegetal para a
obtencdo de obtencdo de farmacos. Estima-se que vinte e cinco mil de espécies de
plantas sdo usadas em todo o mundo. Os fitoterapicos tém baixo custo e podem ser
usados conjuntamente com a medicina alopética, além de seu uso ser incentivado
pela OMS. As plantas medicinais sdo benéficas ao homem, pois possuem
substancias que chamamos de metabdlitos secundéarios, as quais podem ser
utilizadas para diversos fins na area da saude. Os principais grupos de compostos
com propriedades antimicrobianas, extraidos de plantas, incluem: terpendides e
Oleos essenciais; alcalbides; lectinas e polipeptidios e substancias fendlicas e
polifendis, que sdo: fendis simples, acidos fendlicos, quinonas, flavonas, flavonadis e
flavonoides, tanino e cumarinas. (CAPASSO et al., 2003)

Dentre estes compostos tem destaque os flavondides em relacdo a atividade
antimicrobiana. A alcachofra (Cynara scolymus) pertence a familia Asteraceae e foi
introduzida no Brasil por imigrantes europeus a cerca de cem anos (DONIDA, 2004).
Nativa do sul da Europa e norte da Africa, € uma planta de clima temperado a frio.
Seus efeitos na saude humana tém sido bastante estudados. Costa et al. (2016)
relatam que, entre as varias aplicacbes da alcachofra, pode-se citar. atividade
hepatoprotetora, anticarcinogénica, antimicrobiana, antifungica, antinflamatéria,
probidtica, atuando também na reducdo do colesterol. ZHU et al. (2005) afirmam
que C. scolymus possui atividade antifungica, porém, ainda assim, ha poucos relatos
sobre tal propriedade e contra qual micro-organismo se mostra eficaz.

Por isso pesquisas que busquem o0 conhecimento e comprovacédo das
propriedades desta planta sdo de grande importancia. Uma vez que um dos
compostos importantes identificados nos tecidos da alcachofra sdo os flavonoides
(LATTANZIO et al., 2002; LLORACH et al., 2002; SCHUTZ et al., 2004; PANDINO et
al., 2011), principalmente as flavonas, cujos compostos sdo dotados de atividade
antimicrobiana. Com frequéncia, as infec¢des fungicas sao de dificil tratamento, fato
intrinsecamente relacionado a aquisicdo por parte de seus agentes etiolégicos de

by

resisténcia frente & acdo de antifingicos (ARAUJO et al., 2004). A alcachofra
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pertence a lista da RENISUS. Esta € constituida de espécies vegetais com potencial
de avancar nas etapas da cadeia produtiva e de gerar produtos de interesse ao
Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2009).

O género Candida compreende espécies de leveduras que habitam a
microbiota normal do corpo humano, sem causar doencas a individuos saudaveis.
Porém, quando acontece um desequilibrio biolégico, resultante de fatores
patoldgicos e ou imunoldgicos, pode ocorrer a invasao e multiplicagdo destes fungos
nos tecidos, gerando infeccdes denominadas candidiases. Entre as principais
espécies de interesse clinico estdo C.albicans, C parapsilosis, C. tropicalis,
C.glabrata, C.krusei, C.guilliermondiie C.lusitaniae, sendo C. albicans a espécie mais
frequentemente isolada de infecgées (CHEBABO, 2016).

Sobre a espécie C. albicans sabe-se que é naturalmente sensivel a todas as
drogas antifungicas de uso sistémico, mas casos de resisténcia adquirida a azolicos
sdo conhecidos em pacientes que foram expostos prolongadamente a estes
medicamentos A Candida tropicalis possui consideravel potencial biolégico como
agente oportunista, quando o hospedeiro se encontra neutropénico, quando ha
supressdo da microbiota bacteriana pelo uso de antimicrobianos e danos na mucosa
gastrointestinal, tem sido relatada como o0 segundo ou terceiro agente etioldgico
mais comum de candidemia, em pacientes com neoplasias, sendo sua frequéncia
maior em leucemias e menor em tumores sélidos. Os isolados clinicos desta espécie
sdo sensiveis a anfotericina B e, na grande maioria das vezes, aos triazélicos. A
Candida parapsilosis apresenta-se, desde os anos 80, como um importante
patdgeno hospitalar de fungemias, sendo responsavel por 7% a 15% das
candidemias na maioria das séries publicadas nos EUA e Europa. Sua ocorréncia €
ainda maior em criangas e recém-nascidos prematuros internados em unidades de
terapia intensiva, onde a prevaléncia de candidemias por C. parapsilosis é de 17 a
50% dos casos. Caracteristicamente, C. parapsilosis prolifera-se em solugdes
contendo glicose, tem grande capacidade de produzir biofime e frequentemente
coloniza a pele (GIOLO e SVIDZINSK, 2019)

Quanto a Candida famata é uma levedura comensal encontrada no queijo,
produtos lacteos e no meio ambiente. Tem sido descrito em infec¢cdes em humanos,
incluindo infeccbes da corrente sanguinea relacionadas a cateteres, peritonite,
retinopatia oculta zonal aguda e mediastinite. E uma causa rara de candidiase,

representando apenas 0,2% a 2% dos isolados coletados de estudos de vigilancia
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antifangica. Concentracdes Inibitérias Minimas(CIMs) elevadas de agentes
antifangicos tém sido descritas e preocupam o tratamento de candidiase invasiva
por C. famata. (GIOLO e SVIDZINSKI, 2018)

As infec¢des fungicas por Trichosporon asahii tém sido cada vez mais
frequentes nas ultimas duas décadas. Quadros graves, com alta mortalidade, sdo
tradicionalmente descritos em pacientes neutropénicos com cancer. Recentemente,
a infeccdo tem ocorrido também em outros grupos de pacientes (LAGE et al., 2008).

Assim, o presente estudo teve por objetivo analisar a eficacia do extrato
etandlico de C. scolymus frente a quatro espécies desses fungos patégenos:
Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, C. famata e o fungo

Trichosporon asabhii.
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2 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de biotecnologia do Centro
Universitario de Volta Redonda - UniFOA.

2.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS VEGETAIS

Os vegetais foram adquiridos em estabelecimento do setor de
hortifrutigranjeiro da cidade de Volta Redonda-RJ, mantidos em refrigeracéo até o

momento do preparo do extrato.

2.2 PREPARACAO DO EXTRATO

O preparo do extrato foi realizado segundo metodologia da farmacopéia
brasileira, adaptada por Yunes et al.(2000). As amostras de alcachofra, tiveram suas
folnas separadas e secas, em estufa a 40°C por 5 dias, até atingirem peso
constante. Apés secas, as folhas foram colocadas em contato com solucao
hidroalcodlica a 70% durante uma semana. Desta forma, pelo método de percolacéo
a frio com alcool 70% obteve o extrato bruto da alcachofra.

2.3 OBTENCAO DOS MICRO-ORGANISMOS

A pesquisa do efeito antifingico do extrato hidroalcoodlico de alcachofra foi
realizada com quatro espécies de fungo leveduriforme, do género Candida, sendo
elas, C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis, C.famata, além do fungo Trichosporon
asabhii.

As cepas, pertencentes, a colecdo de cultura do UniFOA, estavam
congeladas a -20°C e, para ativacdo das células, as respectivas cepas foram
descongeladas a temperatura ambiente e transferidas, individualmente, em camara
de fluxo laminar para tubos contendo 2 mL de caldo BHI, devidamente esterilizados,
incubadas a 37°C por 24 horas. Apos crescimento no caldo BHI, as leveduras foram
cultivadas individualmente em Agar Sabouraud, por 24 horas, a 37 °C, para
obtencdo das colbnias. As amostras foram divididas, de acordo com a espécie, e

sao apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1 — Catalogacéo das amostras

Amostra Espécie
5 C. albicans

9 C. famata

10 C. tropicalis
14 C. parapsilosis

17 T. asahii
Fonte: Autoria Propria (2019)

As amostras apresentadas na tabela 1 foram selecionadas para a analise dos
resultados, por sua melhor qualidade de UFC (Unidade Formadora de Colonia)

Para o presente estudo, as amostras foram inoculadas em triplicata, em
microplacas de 96 pocos em duas concentracdes diferentes (1:2, sendo 100ul do
meio e 100pul de extrato; e 1:4, sendo 150ul do meio e 50ul do extrato). Também foi
inoculado o meio BHI puro e nas mesmas concentracdes de meio e extrato, para

meio e salina (1:2 e 1:4).

2.4 AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO SOBRE OS FUNGOS

AplOs o crescimento das leveduras, a preparacdo do inoculo foi realizada
utilizando as colbnias isoladas, onde as mesmas foram coletadas com auxilio de
uma alca bacteriolégica e suspensas em tubo, contendo 2 mL de BHI estéril, até a
observacéo da turbidez, a escala 0,5 de McFarland, equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL.

O in6culo padronizado foi entdo distribuido em placa de 96 pocos. As
inoculagbes foram feitas em diluicbes 1:2 e 1:4. Também foram inoculadas as
mesmas do meio com patégenos e salina. Como branco de cada prova, foi
inoculado o meio BHI, com extrato e com salina nas mesmas proporgdes, assim
como o meio puro. As amostras foram incubadas a 37°C por 24 horas e, apés o
tempo de incubacéo, foi realizada a leitura, em leitor de microplacas a 620 nm.

Para calcular o resultado dividiu-se a absorbancia obtida nos pocos contendo
0 extrato apds o cultivo pela absorbéancia obtida nos pocos contendo a respectiva
cepa bacteriana crescida em meio sem a adi¢cdo do extrato. No intuito de verificar o
possivel efeito da diluigdo do meio e ndo do extrato, o célculo também foi realizado

com as absorbancias dos tubos com crescimento em salina.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que em ambas as concentracdes testadas, o T. asahii foi 0
mais suscetivel ao extrato etandlico da alcachofra dentre os fungos testados, sendo
na diluicdo 1 para 2, seguido por C. parapsilosis, C. tropicalis e C. albicans. A
espécie Candida famata ndo teve seu crescimento

inlbbido em nenhuma

concentracao testada. A tabela 2 apresenta os resultados para essa diluigao.

Tabela 2 — Resultados para a concentracédo 1:2

BHI + extrato BHI + salina
Amostras MEDIA DESVIO MEDIA  DESVIO REDUCAO EXTRATO x SALINA
C. albicans 1,076 0,124 1,179 0,048 -8,68%
C. famata 0,683 0,058 0,500 0,050 36,44%
C. tropicalis 0,470 0,189 0,775 0,075 -39,38%
C. parapsilosis 0,325 0,043 0,645 0,067 -49,59%
T. asahii 0,237 0,075 1,315 0,037 -81,95%

Os resultados para a concentracdo 1 para 2 sao reapresentados na figura 2, a

Fonte: Autoria Prépria (2019)

fim de facilitar a leitura desses.

Figura 1 — Resultados para a concentracdo 1:2
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Fonte: Autoria Prépria (2019)
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A diluicdo 1 para 4 mostrou-se pouco eficiente, uma vez que inibiu bem pouco
o crescimento microbiano. Ainda assim o Trichosporon asabhii foi 0 mais afetado.

A tabela 3 mostra os resultados para essa diluigao.

Tabela 3 — Resultados para a concentracao 1:4

BHI + extrato BHI + salina
Amostras MEDIA DESVIO MEDIA  DESVIO REDUCAO EXTRATO x SALINA
C. albicans 1,330 0,013 1,336 0,011 -0,45%
C. famata 0,999 0,013 0,680 0,061 46,96%
C. tropicalis 1,157 0,011 0,940 0,068 23,13%
C. parapsilosis 0,926 0,012 0,732 0,054 26,55%
T. asahii 1,329 0,014 1,488 0,018 -10,64%

Fonte: Autoria Prépria (2019)

Observa-se, na tabela 3, uma fraca inibicdo contra C. albicans e agao nula
contra as outras espécies testadas do género. Uma acéo bastante reduzida, em
relacdo a diluicdo 1: 2 para o T. asahii.

A figura 2 representa, de forma visual, os resultados para 1:4.

Figura 2 — Resultados para a concentracao 1:4
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Fonte: Autoria Propria (2019)

O fungo T. asahii sendo relatado como causa de infeccdo em pacientes
imunocomprometidos. Kubica (2016) destaca o aparecimento de cepas resistentes a
antifingicos azolicos. Assim os resultados obtidos podem indicar a alcachofra como

uma possivel fonte alternativa aos medicamentos atualmente utilizados.
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Diferente dos experimentos realizados por Zhu et al. (2004 e 2005),nos quais
foi constatado uma consideravel acdo antifUngica das folhas da alcachofra,
utilizando etanol como solvente, frente a C. albicans e C. lusitaniae, entre outras
cepas de fungos. Na referida pesquisa os extratos foram testados utilizando-se o
meétodo de difusdo em placa de agar.

Sobre essa divergéncia nos resultados entre os estudos, deve-se levar em
consideracdo que os compostos quimicos produzidos pelos vegetais podem variar,
de acordo com a regido geografica em que foram -cultivados, sazonalidade,
qualidade e quantidade dos nutrientes presentes no solo, entre outros diversos

fatores.

4 CONCLUSAO

O extrato das folhas da alcachofra inibiu consideravelmente o crescimento do
fungo Trichosporon asabhii, utilizando uma diluicdo 1:2, sendo o melhor resultado
dentre as cepas testadas. Foi pouco efetivo frente as espécies C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis. Diferentemente dos resultados descritos na literatura,
nao inibiu o crescimento de C. famata, em nenhuma concentracao.

Diante dos resultados obtidos e informacfes descritas na literatura, conclui-se
gque sdo necessarios mais estudos em relacdo a atividade antifiUngica e
antimicrobiana da alcachofra. Mais pesquisas devem ser realizadas frente a outros
micro-organismos e utilizando-se solventes diferentes. Assim como também devem

ser mais estudados extratos de outras partes da planta como caule.
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