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0 USO DE HORTALICAS NAO-CONVENCIONAIS NA AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA EM
CEPA DE CANDIDA RESISTENTE ATCC 90028.
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RESUMO

A candidiase caracteriza-se como uma sindrome clinica que tem como agente causador o fungo do género
Candida, em especial cita-se a espécie Candida albicans ATCC90028, trata-se de uma cepa padronizada em
laboratério e tem como caracteristica a produgado de biofilme, e também determinada resisténcia a
triazdlicos, como é o caso do fluconazol. Nesse contexto, plantas medicinais vém sendo testadas para o
combate de diferentes patologias, como por exemplo, para a candidiase, podendo destacar entdo a espécie
Pereskia aculeata Miller com diferentes efeitos terapéuticos. Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar se
o extrato hidroalcodlico das folhas de Pereskia aculeata Miller promove efeito antifingico no combate ao
género Candida, no que se refere a espécie C. albicans ATCC 90028. Quanto ao método, tratou-se de um
estudo descritivo, transversal e analitico com abordagem quantitativa. A planta Pereskia aculeata Miller foi
coletada no sitio da Biodiversidade localizado no Macico de Baturité, na cidade de Mulungu-CE. Os extratos
das folhas de P. aculeata Miller foram preparados com alcool 70% e agua destilada. Utilizou-se o teste de
atividade antifingica pelo método microdiluicdo em caldo. Os dados obtidos foram tabulados em Planilha
Microsoft Office Excel 2013® para andlise estatistica e plotados para o Programas estatistico Statistical
Package for the Social Sciences - SPSS versdo 20.0 para geracgdo de graficos e tabelas. Os valores obtidos
foram expressos + erro padrao médio (E.P.M), com indice de significancia de 0,05. No decorrer dos
resultados, verificou-se que o extrato hidroalcodlico de P. aculeata produziu atividade de inibigao atividade
flingica na cepa em questdo, sendo equivalente nas concentragoes de 12,5% por meio do método de diluigao
seriada. Dessa forma, o estudo comprovou através da técnica de microdiluicdo em caldo que hé inibigdo de
crescimento na Candida ATCC90028 utilizando o extrato de P. aculeata.
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INTRODUCAO

A candidiase pode ser definida como uma patologia oportunista tendo como causa as leveduras do género
Candida, principalmente as espécies Candida albicans, Candida ndo-albicans, como C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei; e recentemente analisada a C. dubliniensis (AVRELLA & GOULART, 2008).

Com relacdo a Candida albicans ATCC90028, esta se trata de uma espécie padronizada em laboratério e tem
como caracteristica a produgao de biofilme, outro fator é a resisténcia a triazdlicos, como é o caso do
fluconazol (TURAN & DEMIRBILEK, 2018). Com isso, sendo pertinente a mais um motivo de utiliza-la para
estudos utilizando extratos naturais. Diante de tais fatos, a ciéncia busca cada vez mais alternativas
farmacoldgicas no intuito de minimizar esses dados, e uma das opcoes sao os produtos de origem natural,
como é o caso das plantas medicinais.

As plantas medicinais podem constituir uma alternativa eficaz para o tratamento de distintas infegoes, sendo
cada vez maior o nimero de pessoas a recorrerem ao seu uso como complemento da medicagao habitual
(GARCIA & SOLIS, 2007; MARTINS, 2010). Essa pratica envolve uma série de fatores tais como a falta de
acessibilidade no Sistema de Satde, que por sua vez torna-se o Unico recurso no combate as patologias em
determinadas comunidades (LEITE et al., 2008; ALBUQUERQUE et al., 2010; ROQUE et al., 2010). Outro
ponto em questao € o custo-beneficio, e quando se trata do Brasil, por possuir um clima tropical e propicio ao
cultivo de espécie especifica, o consumo desses manipulados tende a ser ainda maior e com frequéncia
continua (PISANO et al., 2014).

Dentre essas plantas podemos destacar a do género Pereskia aculeata Miller, conhecida popularmente como
ora-pré-nobis. E uma planta de estrutura trepadeira arbustiva da familia Cactaceae sendo muito utilizada
para ornamentagao, produto alimenticio e, principalmente, com finalidade medicinal. Santos et al., (2010) fez
uso da espécie em seus estudos com o objetivo de obter uma substancia contra processo inflamatério e
recuperacao de tecido tegumentar nos acidentes por queimadura.

Outros efeitos terapéuticos sdo: tratamento de doencas incluindo diabetes e hipertensao arterial sistémica
(HAS), efeitos antitumoral, antirreumaético, anti-ulceroso e anti-inflamatério, analgésico para cefaleia e dores
gastricas, hemorroidas e dermatite atépica (GOH, 2010). Outra espécie do género Pereskia, a P. bleo, tem
sido amplamente estudada devido as suas propriedades antiproliferativas e anticancerigenas (ABDUL-
WAHARB et al. 2009).

Diante do exposto essa pesquisa objetivou avaliar se o extrato hidroalcéolico das folhas de Pereskia aculeata
Miller promove efeito antifingico no crescimento da espécie Candida albicans ATCC 90028 por meio da
técnica de microdiluigdo em caldo.

METODOLOGIA

Tratou-se de um estudo descritivo, transversal e analitico com abordagem quantitativa. Amostra da planta
Pereskia aculeata Miller foi coletada no Sitio Vale da Biodiversidade situada no Macigo de Baturité, na cidade
de Mulungu-Ce. A localizagdo é representada pelas seguintes coordenadas: Longitude: 038°.31°.3928”,
Latitude: 03°.44°.9775” e Altura: 14.587.

As folhas de Pereskia aculeata Miller foram coletadas e armazenadas em recipiente com tampa fechada em
temperatura ambiente a 34 °C. Nao foi acrescentado nenhum tipo de conservante ou substancia que possa
atrapalhar no processamento de extragao. As folhas de P. aculeata foram encaminhadas para o laboratério de
Fisiologia Vegetal, Campus das Auroras da Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira - UNILAB, e acondicionada em sala fria com temperatura média de -90 C®°.

O extrato das folhas de P. aculeata foi obtido segundo metodologia usada por Kim et at. (2013) com
adaptacoes. A preparagao ocorreu com alcool 70% e agua destilada. O etanol 70% foi adicionado no béquer
contendo folhas da planta masseradas na proporgao de 1:20 (m/v), e a mistura permaneceu sob agitacao
(Solab, modelo SL-152/10) por 8 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, o filtrado obtido foi
concentrado em rotoevaporador para eliminacdo do &lcool, completado o volume com &gua destilada. Apos,
essa mistura foi filtrada em papel de filtro Whatman n® 1 num quantitativo de trés vezes.

As concentragoes do extrato foram determinadas conforme o método descrito por Park et al. (1995) com
modificagoes. O extrato hidroalcéolico das folhas de P. aculeata foi diluido em método seriado de RPMI ao

Resumo expandido - V ENCONTRO DE POS-GRADUACAO - 2019



Mea
D;lil
M Swa,
DOhsu

qual na primeira fileira de pocos da placa de micro cultivo fundo U continha 100% ou seja 100 puL do extrato,
na 2 fileira essa concentracao caiu pela metade (50pL), e assim sucessivamente no decorrer de 12 pocos da
placa de microdiluigao. O extrato foi esterilizado por filtro de micromembrana milipore de 22pum no interior
de capela de fluxo laminar. A solugao foi diluida no decorrer dos dozes pocos da placa da seguinte forma:
50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%, 0,09%, 0,04%, 0,02%.

Posteriormente, foi feito o Teste de Suscetibilidade Antifungicos, por método de Microdiluicao em Caldo, de
acordo com a Norma M27-A2, a qual descreve o método preconizado pelo Comité Nacional para Padrdes de
Laboratorio Clinico (CNPLC), instituigao internacional que desenvolve normas e padrdes para a realizagao de
testes de patologia clinica e questdes relacionada a atencao a saude (NCCLS, 2002). Esta etapa foi
concretizada no Laboratério de Microbiologia da UNILAB.

Esse estudo teve a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UNILAB, com CAAE 59953716.5.0000.5576
e nimero do parecer 1.937.092, regulamentando as cepas que foram utilizadas no estudo. Vale ressaltar que
para esse trabalho foram garantidas autonomia dos sujeitos e nao maleficéncia e beneficéncia da pesquisa,
preconizadas na Resolugao 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

Os dados foram tabulados em Planilha Microsoft Office Excel 2013® para anélise estatistica e geragao de
graficos e plotados para o Programas estatistico Statistical Package for the Social Sciences - SPSS versdo
20.0, para a andlise de estatistica descritiva. Os valores obtidos foram expressos = erro padrao médio
(E.P.M), e para comparacdo entre as médias foi utilizada a anélise de variancia (ANOVA), com indice de
significancia de 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos realizados o ensaio de atividade antifingica por técnica de microdiluicdo em caldo mostrou-se que a C.
albicans ATCC90028 apresentou suscetibilidade a determinadas concentragdes do extrato hidroalcdolico de
Pereskia aculeata Miller. Estudos utilizando essa espécie sdo bem escassos, contudo, Santos et al., (2010)
mostrou em uma pesquisa que o extrato bruto de P. aculeata mostrou atividade inibitdria contra bactérias da
espécie Enterococcus fecalis apresentando um percentual de 0,8 cm de alo de inibi¢do por técnica de disco
de difusao.

Curiosamente ocorreu inibicdo de crescimento dessa espécie a nivel de pogo 1, 2 e 3 sendo equivalente a
concentragao de 12,5% (MIC) do extrato estudado. A comprovagao ocorreu pela auséncia de cepa no teste de
CFM. Kanopka et al (2010) verificou que a espécie C. albicans ATCC 90028 possui como mecanismo de
resisténcia a presenca de biofilme, o que possibilitou na maioria dos estudos a perda de efeito principalmente
quando ao flunonazol. Diante de tais informacdes, e por ser uma cepa que possui mecanismos de defesa, a
utilizacdo de produtos naturais pode se torna uma alternativa viavel no combate a tal patdgeno, seja este em
compostos isolados ou extrato bruto como o utilizado nesse experimento.

Ainda nessa perspectiva, Moreira (2003) realizou ensaios utilizando a espécie padronizada utilizando drogas
sintéticas. Seu estudo mostrou que ao longo do tempo a cepa em questdo apresentou ainda mais estabilidade
quando a curva concentragdo de farmaco adicionado. Nesse sentido, nota-se que o comportamento do fungo
sofre uma adaptacdo. Souza (2016) afirma que por mais forte que seja a fiscalizagao pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria - ANVISA, o uso indiscriminado de medicamentos ainda é bem presente, tanto no
aspecto recorrente quanto na interrupcao de esquema medicamentoso.

Diante do contexto, a espécie de planta Pereskia aculeata Miller produziu dentro de condigdes experimentais
por meio da técnica de microdiluicdo em caldo, efeitos terapéuticos contra o fungo do género candida,
especificamente na espécie C. albicans, ATCC 90028. Contudo, essa pesquisa abre caminho para que mais
experimentos sejam realizados visando entender o composto ou a substancia que tende a promover tal
efeito.

CONCLUSOES

O estudo comprovou através da técnica de microdiluicao em caldo que ha inibicdo de crescimento do género
Candida, correspondente a 12,5% na espécie C. albicans ATCC 90028 utilizando a concentragdo do extrato
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hidroalcéolico de Pereskia aculeata Miller. Dessa forma podemos entender que hd uma possibilidade
terapéutica desse produto natural, cabendo a realizacao de mais estudos envolvendo a tematica com o intuito
de elucidar questdes e minimizar riscos ao uso futuro na pratica clinica. Além disso, surge uma abordagem
sustentavel, ja que produtos naturais sao mais acessiveis e tende a causar menos efeitos colaterais em
comparacao com drogas industrializadas.
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