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RESUMO

Criptococose é uma micose sistêmica que acomete pacientes imunocomprometidos e 

imunocompetentes, sendo a segunda enfermidade neurológica mais fatal no Brasil. É 

ocasionado por leveduras do gênero Cryptococcus, prevalecendo às espécies C. 

neoformans e C. gattii, que possuem potencial para formar biofilme, este considerado 

um importante fator de virulência. Cochlospermum regium (Bixaceae) é conhecida 

popularmente como “algodãozinho” ou “algodãozinho-do-campo” com atividades anti-

inflamatória, antimicrobiana, analgésica, entre outras. O presente estudo teve como 

objetivo avaliar a atividade antibiofilme do extrato etanólico das folhas de C. regium 

contra biofilmes de Cryptococcus gattii. O extrato etanólico das folhas de C. regium 

apresentou atividade inibitória na formação de biofilme e também na redução de 

biofilme formadofrente a C. gattii ATCC 56990. As concentrações testadas 

apresentaram valores significativos (P< 0,05) pela ANOVA e o pós-teste de Tukey, em 

ambos os testes realizados, a concentração de 10 mg/L-1 apresentou uma atividade de 

destaque quando comparada com as demais concentrações e o controle não tratado. 

Desta forma, o extrato etanólico das folhas de C. regium pode ser uma importante fonte 

alternativa para o desenvolvimento de drogas antifúngicas no combate biofilmes de C. 

gattii, como também de doenças sistêmicas causadas por leveduras do gênero 

Cryptococcus.

Palavras- chave: Criptococose. Biofilme. Doenças Sistêmicas. Algodãozinho.
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ABSTRACT

Cryptococcosis is a systemic mycosis that affects immunocompromised and 

immunocompetent patients, being the second most fatal neurological disease in Brazil. 

It is caused by yeasts of the genus Cryptococcus, prevailing to the species C. 

neoformans and C. gattii, which have potential to form biofilm, this considered an 

important factor of virulence. Cochlospermum regium (Bixaceae) is popularly known as 

"Algodãozinho" or "Algodãozinho-do-Cerrado" with anti-inflammatory, antimicrobial, 

analgesic and other activities. The present study had as objective to evaluate the 

antibiofilm activity of the ethanolic extract of the leaves of Cochlospermum regium 

against biofilms of Cryptococcus gattii. The ethanolic extract of the leaves of C. regium 

presented inhibitory activity in the formation of biofilm and also in the reduction of 

biofilm formed against C. gattii ATCC 56990. The concentrations tested showed 

significant values (P <0.05) for ANOVA and Tukey's post-test, in both tests, the 

concentration of 10 mg/L-1 presented a prominent activity when compared to the other 

concentrations and the control not treated. Thus, the ethanolic extract of the leaves of C. 

regium can be an important alternative source for the development of antifungal drugs 

in the combat of biofilms of C. gattii, as well as of systemic diseases caused by yeasts 

of the genus Cryptococcus.

Keywords: Cryptococcosis. Biofilm. Systemic Diseases. Algodãozinho.
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1. INTRODUÇÃO

Criptococose é uma micose sistêmica causada por leveduras do gênero 

Cryptococcus, com espécies predominantes C. neoformans e C. gattii.  Dentre as 

micoses sistêmicas, esta acomete principalmente indivíduos imunocomprometidos, 

sendocomum em indivíduoscom HIV/AIDS, e pacientes imunocompetentes (KON et 

al., 2008; GULLO et al., 2013; SLOAN; PARRIS 2014). Esta doença ocorre por meio 

de meningoencefalite, pneumonia criptocócia, podendo se disseminar por todo o 

sistema nervoso central (BRIZENDINE et al., 2011; SLOAN ; PARRIS 2014).No 

Brasil, foi classificada como a segunda doença neurológica mais fatal em pacientes com 

AIDS, mesmo após tratamento com antifúngicos (CHARLIER et al., 2008; 

ALBUQUERQUE; RODRIGUES, 2012).

Cryptococcus gattii foi descrito pela primeira vez em 1970, onde se 

apresentava em forma diferente do tipo C. neoformans, entretanto, em 2002, foi 

reconhecido como uma nova variedade do gênero Cryptococcus. Ainfecção ocorrepor 

inalação de propágulos fúngicos, ocasionando doença clínica nos pulmões e no sistema 

nervoso central (TORTORANO et al., 2012; GULLO et al., 2013). A formação de 

biofilme é considerada como um importante fator de virulência para a levedura nos 

pulmões e posterior disseminação do Cryptococcus sp. (GULLO et al., 2013; 

MARTINEZ; CASADEVALL, 2016).

Biofilme pode ser definido como um complexo estruturado em comunidade de 

microrganismos, rodeado por uma matriz extracelular de polissacáridos, colados um ao 

outro numa superfície ou interface, no qualse integranaturalmente em qualquer 

superfície sólida em contato com a água não estéril (CHANDRA et al., 2001; 

STOODLEY et al., 2002; SARDI et al., 2013). É um problema em materiais de uso 

hospitalar, e a sua formação no hospedeiro pode levar a resistência aos agentes 

antimicrobianos (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006; MARTINEZ et al., 2010).

O uso de produtos à base de plantas medicinais é uma prática comum na 

terapêuticae tem aumentado cada vez mais. Devido ao surgimento de resistências aos 

antimicrobianos tradicionais, faz-se o uso de plantas com potencial medicinal para 

síntese de novos fármacos. Estas possuem em sua maioria uma tradição de uso por uma 
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população ou comunidade, sendo utilizado na prevenção, alívio ou cura de 

enfermidades, de forma que possa ser cultivado ou não (WHO, 2003; CARVALHO et 

al, 2007; BRASIL, 2014).

Cochlospermum regium (Mart & Schrank) Pilger (Bixaceae) é conhecida 

popularmente como “algodãozinho” ou “algodãozinho-do-campo”. Esta espécie é 

encontrada no bioma Cerrado, Caatinga e Pantanal brasileiro. Suas folhas, raízes, cascas 

e xilopódios, sãoutilizadas na medicina popular para diversas doenças como artites, 

reumatismos, infecções geniturinário, infecções uterinas, entre outras (NUNES et al., 

2000; NUNES et al., 2003; MACEDO et al., 2011). Além disso, possui diversas 

atividades farmacológicas como anti-inflamatória, antimicrobiana e analgésica 

(SIQUEIRA et al., 1994; OLIVEIRA et al., 1996; NUNES et al., 2003), no entanto sua 

atividade frente a Cryptococcus sp. ainda não foi avaliado. Diante do exposto, este 

trabalho teve como objetivo avaliar a atividadeantibiofilme do extrato etanólico das 

folhas de Cochlospermum regium contra biofilmes de Cryptococcus gatti.

2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1.  Criptococose
2.1.1 Breve Histórico

A criptococoseé uma micose sistêmica, ocasionada por Cryptococcus 

neoformanse Cryptococcus gattii. É predominantemente causada pela espécie C. 

neoformans na qual é chamada de oportunista. Quando esta doença é causada pela 

espécie C. gattii é denominada de micose primária, pois acomete indivíduos que 

possuem sistema imunecompetente (KON et al., 2008; GULLO et al., 2013).

O primeiro relato de criptococose foi realizado por Otto Busse e Abraham 

Buschke, em 1894, na cidade de Greifswald na Alemanha, onde acompanhavam uma 

paciente de 31 anos com lesão na tíbia, foi denominanda a doença de saccharomycosis 

hominis com agente etiológico de Saccharomyces hominis (HEITMAN et al., 2011).  

No Brasil, o primeiro caso de criptococose foi relatado por Almeida e Lacaz (1941) na 

cidade de São José do Rio Preto, Estado de São Paulo, sendo considerado um marco 

histórico no país.
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Após certo período na França, Ferdinand Curtis isolou de uma lesão de quadril 

uma levedura denominando-a de S. subcutaneous tumefaciens, na mesma época o 

mesmo isolou de um indivíduo com meningite uma levedura que a chamou de 

Megelococcus myxoides, o que viria a ser o primeiro relato de meningite ocasionada por 

Cryptococcus sp. No entanto, os termos Cryptococcus e criptococose ainda não eram 

consolidados, o que gerava uma divergência na denominação do fungo e da doença 

provocada (BARNETT, 2010).

Em 1980, um aumento considerável dos casos de criptococose ocorreu em todo 

o mundo, tal fato se deu com o surgimento da AIDS, que é uma das principais 

condições para a ocorrência da infecção, com isso a Cryptococcus sp. surgiu como um 

importante agente infeccioso acometendo de 5 a 10% de indivíduos com AIDS, onde 

nos anos seguintes o crescimento de pesquisas acerca do assunto aumentou (CHUCK; 

SAMDE, 1989; DORE et al., 1997; HAJJEH et al., 1999). 

Em 1990, ocorreu o isolamento da variedade gattii a partir de troncos de 

eucalipto em de composição e em fezes de pombos e outras aves (ELLIS; PFEIFFER, 

1990; LÁZERA et al., 1993; CHEE; LEE, 2005; KOBAYASHI et al., 2005; PEDROSO 

et al., 2009). 

2.1.2 Patogênese

A infecção por criptococose ocorre pela inalação de células fúngicas, os quais 

se alocam nos alvéolos pulmonares, podendo ser provenientes de fontes ambientais 

como excremento de pombos e madeira em decomposição (KON et al., 2008; GULLO 

et al., 2013).

Além de infecções nos pulmões e sistema nervoso central (SNC), C. 

neofarmans e C. gattii podem se alojar em outros locais do corpo menos frequentes 

como a pele, próstata, olhos, articulações ósseas, chegando a ocasionar síndrome de 

reconstituição aguda. Portanto, esta levedura tem a capacidade de disseminar em 

qualquer local do corpo humano (MAZIARZ; PERFECT, 2016). Podendo ser 

autolimitada ou latente em imunocompetentes, se disseminando para locais secundários 

do corpo como pele, ossos, rins e o SNC. Neste último, o microrganismo é carreado no 

interior dos macrófagos, os quais irão conseguir ultrapassar a barreira hematoencefálica, 
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causando assim meningoencefalite, podendo ter uma evolução grave e se não tratada ser 

fatal (KON et al., 2008; GULLO et al., 2013).

Estudos demostraram que infecções por C. gattii tiveram envolvimento mais 

frequente em local cerebral e meníngea, apresentando sequelas neurológicas. A 

formação de criptococomas envolvia a exigência de ressecção cirúrgica, e com longos 

períodos de tratamento. Quanto à terapia, esta é necessária quase que três vezes a mais 

para pacientes com infecção por C. gatti em comparação com C. neoformans,  resultado 

da dificuldade na redução do tamanho de criptococomas e a incapacidade para controlar 

rapidamente a infecção em pacientes com C.gattii (SPEED; DUNT, 1995; MacDougall 

et al., 2011).

Pacientes imunocompetentes com infecção por C. gattii foram 

significativamente mais propensos ao seu desenvolvimento, sendo moderada a grande 

sequelas ou morte, do que aqueles com infecção por C. neoformans. Tais resultados 

foram correlacionados com lesões de massa intracraniana por meio de varredura inicial, 

e imagens do cérebro normal de pacientes com os pacientes infectados, não se 

encontrou diferenças nos resultados por infectar espécies criptocócicas (SPEED; 

DUNT, 1995; MITCHELL et al., 1995; SAIJO et al., 2014). Tomados em conjunto, 

estes estudos sugeriram que a epidemiologia de C. neoformans e C. gattiifoi diferente 

mesmo quando controlado para o estado imunológico do paciente (CHEN et al., 2000; 

MARR et al., 2012.).

2.1.3 Cryptococcus gattii

Em 1970, Gattii e Eeckels relataram um caso de meningoencefalite em uma 

criança de sete anos no Zaire, atual República Democrática do Congo, na África no qual 

relataram que o isolado se assemelhava com C. neoformans. No entanto, possuía 

morfologia atípica, pois se apresentava como leveduras alongadas, considerada assim 

uma nova variedade a qual foi denominada de C. neoformans variedade gattii (KNOW-

CHUNG & BANNETT, 1978; HEITMAN et al., 2011).

Da-Silva-Lacaz e Conceição-Rodrigues (1983), demonstraram que das 

amostras biológicas analisadas, a maioria pertencia a C. neoformans var. neoformans. 

Em relato, LÁZERA et al., (1993), demonstrou que essa prevalência foi possível em 
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amostras ambientais, principalmente em árvores como as do gênero Eucalyptus sp. Por 

meio de filogenia foi provado que as leveduras isoladas dessa variedade se diferiam da 

variedade neoformans, e em 2002, a variedade gattii passou a ser conhecida como uma 

nova espécie do gênero Cryptococcus (CALVO et al., 1991; LÁZERA et al., 1996; 

LÁZERA et al., 1998; LÁZERA et al.,  2000; HEITMAN et al., 2011).

Isolados ambientais de C. gattii são encontrados, em sua maioria,em locais 

onde as amostras ambientais são testadas e estas geralmente ocorrem em regiões com 

alta incidência de infecções, e as razões para isso são desconhecidas. Com tudo, podem 

se relacionar com nichos ecológicos preferidos para diferentes genótipos C. gattii ou 

tropismos específicos para diferentes populações de pacientes. A ampla gama de 

hospedeiro provavelmente contribuem para o êxito da C. gattii como um agente 

patogênico (AL-FATTANI; DOUGLAS, 2006; MacDougall et al., 2011; HARRIS et 

al., 2012).

2.2 Biofilme de Cryptococcus sp

A formação de um biofilme por  fungos é um processo bem organizado que 

consiste em uma sequência como adesão, fase intermediária e estágio de maturação, 

onde seu início se dá com a ligação de um microrganismo a uma superfície, seguido por 

uma cascata de expressão diferencial de genes, resultando na formação do 

biofilme(CHANDRA et al., 2001; STOODLEY et al., 2002; RAVI et al., 2009).

A formação de biofilme compreende uma sequência de passos, e os processos 

que envolvem na formação de biofilmes identificadas são (Figura 2):  A: Pré-

condicionamento da superfície a ser aderido com uma camada adsorvida de substâncias 

que irão propiciar a adesão. B: Transporte de células planctônicas de leveduras a partir 

do líquido para a superfície primária na superfície. C. Formação de microcolônias de 

leveduras, que servirão de base, estando cada microcolônia aderida à superfície com 

moléculas de sinalização célula-célula. D. Biofilme maduro, onde forma-se hifas, 

pseudo-hifas, envoltas pela matriz polimérica extracelular, e posterior transporte de 

produtos para fora do biofilme, processo este acompanhado por crescimento celular, 

replicação e produção de substâncias poliméricas extracelulares  (EPS), com remoção 
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de parte do biofilme por destacamento ou descamação (DOUGLAS, 2003; BREYERS; 

RATNER, 2004).

A adesão de leveduras a uma superfície ou em estágios iniciais de formação se 

dá no período de 2 a 4 horas, consistindo principalmente por células de brotamento em 

seu crescimento. No hospedeiro, a adesão pode ser induzida pela formação de uma 

camada de condicionamento orgânico, incluindo compostos liberados devido à resposta 

inflamatória, a partir do soro, saliva, ou excreções vaginais. Podem afetar a taxa e a 

extensão da fixação, como por exemplo, fluido cerebrospinal que contém altas 

concentrações de cátions que promovem interações do microrganismo com a superfície 

de suporte, também o movimento constante deste em toda a superfície sólida pode 

influenciar a aderência à biomateriais (MARTINEZ; CASADEVALL, 2007; MUNDY; 

CORMACK, 2009).

A organização estrutural do biofilme e a presença de canais de água de que 

fluempode contribuir na troca de nutrientes e gás, que proporciona as células fúngica 

com um nicho protegido para a proteção contra predadores ambientais, às forças de 

cisalhamento, principalmente as células do sistema imune e aos antimicrobianos. Isso 

podeser observado por meio de microscopia eletrônica de varredura e microscopia 

confocal (Figura 1) (MARTINEZ; CASADEVALL, 2005; MARTINEZ; 

CASADEVALL, 2007; MARTINEZ et al., 2010; BANERJEE et al., 2013).

Figura 1: Biofilme de C. neoformanscom uma conformação bem organizada. (A): Microscopia 
Eletrônica de Varredura imagem de um biofilme deC. neoformans mostra células fúngica (seta 
branca) cercado por grande quantidade de material polissacarídeo extracelular, com escala 10 
µm. (B):Imagem de microscopia confocal de um biofilme criptocócica demonstra uma estrutura 
complexa, com regiões internas de células metabolicamente ativas envoltas por EPM, com cerca 
de 55 µm de espessura quando maduro (MARTINEZ; CASADEVALL, 2016).
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Figura 2. Processos envolvidos na formação de biofilme. Fonte: DOUGLAS, 2003

A matriz onde as células do biofilme são incorporadas pode corresponder cerca 

de 85% de seu volume total,e o material extracelular é produzido pelos próprios 

organismos, o qual éconstituída por um conglomerado de diferentes tipos de 

biopolímeros conhecidos como EPS, que dão forma para a arquitetura tridimensional 

sendo responsável pela adesão a superfícies e para a coesão no biofilme (FLEMMING; 

WINGENDER, 2010; ALBULQUERQUE et al., 2014). Tal matriz possui papel de 

proteger as células fúngicas contra resposta imunológica e até mesmo a antifúngicos, 

pois sua constituição química complexa fornece uma barreira físico-química que impede 

o contato dos antifúngicos, o que leva a uma maior concentração destas drogas para 

exercer seu efeito (RAMAGE et al., 2012).

Essas EPS já foram denominadas como ‘‘a matéria escura de biofilmes’’, 

devido a grande variedade de biopolímeros da matriz e da dificuldade em analisá-los, 

podendo variar muito entre os biofilmes, dependendo dos microrganismos presentes, e 

mantendo as células do biofilme em estreita proximidade ocorrendointerações intensas 

como a comunicação célula-célula. Com a retenção de enzimas extracelulares, há 

formação de um sistema versátil para a captura de nutrientes dispersos para que sejam 

utilizados como fontes de nutrientes e de energia (FLEMMING et al., 2007; 

FLEMMING; WINGENDER, 2010; SIMÕES et al., 2010).
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Para C. neoformans/C. gattii, a presença da cápsula polissacarídica afeta a 

capacidade das células para se aderirem, na qual a cápsula pode ser alterada pela 

mudança fenotípica, que também pode alterar a capacidade deste para gerar biofilmes, 

onde as condições que imitam o ambiente de hospedagem sugerem ser permissiva 

para a formação de biofilme (MARTINEZ; CASADEVALL, 2005; LEPAK et al., 

2006; MARTINEZ et al., 2008).

2.2.1.Resistência de biofilmes fúngicos

Alguns mecanismos de resistência de biofilme a antimicrobianos vêm sendo 

propostos, como barreiras físicas que vão impedir a entrada destes compostos no 

biofilme. Como o crescimento lento ou controle da atividade metabólica do mesmo 

devido a limitação de nutrientes, resposta geral ao stress, a presença de uma 

subpopulação de células no biofilme que são conservadas devido a pressão 

antimicrobiana. Em relação a estrutura do biofilme, a presença de uma matriz protetora 

exopolimérica ajuda na redução da difusão do antifúngico, isso é relatado quando a 

produção dessa matriz é maior quando cultivadas sob condições de agitação do que de 

forma estática, também no aumento da expressão de genes relacionados aos alvos das 

drogas e a resistência mediada por bomba de efluxo (BAILLIE; DOUGLAS,2000; 

MAH ; O’ TOOLE,2001; RAMAGE et al., 2012).

Os biofilmes podem ser mais resistentes a drogas antifúngicas do que quando 

as células estão em fase planctônica. Isto se dá devido sua dificuldade de penetração no 

biofilme, levando a necessidade de concentrações elevadas dos antifúngicos como por 

exemplo, anfotericina B, caspofungina, fluconazol e voriconazol, drogas utilizadas no 

tratamento de criptococose (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006; MARTINEZ et al., 

2006; MARTINEZ ; CASADEVALL, 2006; LAFLEUR et al., 2006; MARTINEZ; 

FRIES, 2010), tornando necessário a busca por novos meios para o tratamento de 

biofilme fúngico.

A busca por novos antifúngicos mais ativos com menos efeitos colaterais, 

toxicidade e baixo custo vem crescendo, com isso,medicamentos a partir de plantas 

medicinais e seus derivados têm sido estudados visando o tratamento de biofilme 

criptocócico(EL ASSAL et al., 2012; BRILHANTE et al., 2015; MACIEL et., 2016).
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2.3. Plantas medicinais

A Organização Mundial de Saúde (OMS) relata que 80% da população de 

países em desenvolvimento fazem o uso de práticas tradicionais para atenção primária à 

saúde, no qual 85% utilizam plantas medicinais. Cerca de 50% dos medicamentos 

empregados na terapia provêm direta ou indiretamente de produtos naturais (MYERS et 

al, 2000; BALUNAS; KINGHORN, 2005).

As plantas medicinais têm contribuído no desenvolvimento de novas 

estratégias para a terapêutica devido aos seus metabólitos secundários, os quais são 

conhecidos pela atuação de forma direta ou indireta no organismo por meio de inibição 

ou ativação de alvos celulares e moleculares. O Brasil possui em seus biomas uma 

grande diversidade de espécies medicinais, sendo importantes fontes de princípios 

bioativos.Com isso, o conhecimento empírico da população tradicional, indígena, 

raizeiros, quilombolas são de grande importância (CALIXTO, 2005; MILWARD-DE-

AZEVEDO, 2008).

Buscando ampliar os recursos tecnológicos nacionais, a identificação de novos 

compostos derivados de plantas medicinais vem crescendo, pois estes podem atuar em 

diversos setores como:diminuição dos efeitos indesejáveis de algumas substâncias 

químicas sintetizadas, minimização de custos para o desenvolvimento de medicamentos, 

na redução da resistência dos microrganismos patogênicos, os quais se tornam cada vez 

mais resistentes a medicamentos devido ao uso inadequado de antibióticos (AVANCINI 

et al., 2000; TAVARES, 2000; SOUZA et al., 2005;).

2.3.1. Cochlospermum regium (Martius e Schrank) Pilger (Bixaceae)

A espécieCochlospermum regium (Mart &Schrank) Pilger(Bixaceae) (Figura 

3),é conhecida popularmente como “algodãozinho-do-campo”, “algodãozinho”, sendo 

encontrado nos biomas Cerrado, Caatinga e Pantanal brasileiro, o qual pertence a 

umagama de plantas medicinais utilizadas no Brasil. O chá desta planta é utilizado 

principalmente na medicina tradicional pelas populações locais nos estados de Goiás, 

Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal e São Paulo. Asraízessão aspartes 

mais utilizadas pela comunidade tradicional, seguido das folhas, cascas e xilopódios 

(NUNES, 2000; NUNES et al., 2003; GUARIM-NETO, 2006; MACEDO et al., 2011).
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Figura 3. Cochlospermum regium (Mart &Schrank) Pilger (Bixaceae) ou 

"algodãozinho-do-campo", “algodãozinho”.

No Mato Grosso do Sul, o uso de raízes Cochlospermum regium, é indicado 

pela população para o tratamento de várias doençascomo: artrite, reumatismo, acne, 

infecções geniturinárias, infecções uterinas, infecções na próstata, colesterol, feridas 

internas e externas, laxante e depurativo do sangue (NUNES et al., 2003; SOLON et al., 

2012).

Estudos etnofarmacológicos revelaram que os extratos das raízes desta planta 

possuem ações anti-inflamatórias, analgésica, antiedematogênica, antimicrobiano, 

antipirético, efeitos antinociceptivo e atividade citotóxica (SIQUEIRA et al., 1994; 

OLIVEIRA et al., 1996; SOUZA; FELFILI, 2006; TRESVENZOL et al., 2006; 

CESCHINI; CAMPOS, 2006;). Estes efeitos podem estar relacionados devido à 

presença de compostos fenólicos, terpenóides, flavonóides, saponinas, taninos (RITTO, 

1996; CARVALHO, 2004; SOLON et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

 Avaliar a atividade antibiofilme do extrato etanólico das folhas de 

Cochlospermum regium contra biofilmes de Cryptococcus gattii.

3.2. Objetivo Específico

 Avaliar a atividade do extrato de Cochlospermum regium na formação de 

biofilme de Cryptococcus gattii.

 Avaliar atividade do extrato de Cochlospermum regium sobre biofilme formado 

de Cryptococcus gattii.
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5. ANEXOS

5.1 Artigo

O artigo científico a seguir será submetido à revista Insdustrial Crops and 

Products e as normas para a submissão neste periódico encontram-se no item 5.2.
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Resumo
Criptococose é uma micose sistêmica que acomete pacientes imunocomprometidos e 

imunocompetentes, sendo a segunda enfermidade neurológica mais fatal no Brasil. Esta 

doença é ocasionada por leveduras do gênero Cryptococcus, prevalecendo às espécies 

C. neoformans e C. gattii. Estes microrganismos possuem potencial de formar biofilme, 

este considerado um importante fator de virulência. Cochlospermum regium (Bixaceae) 

é conhecida popularmente como “algodãozinho” ou “algodãozinho-do-campo” com 

atividades anti-inflamatória, antimicrobiana, analgésica, entre outras. O presente estudo 

teve como objetivo avaliar a atividade antibiofilme do extrato etanólico das folhas de 

Cochlospermum regium contra biofilmes de Cryptococcus gattii.O extrato etanólico das 

folhas de C. regium apresentou atividade inibitória na formação de biofilme, e também 

redução de biofilme formado frente a C. gattii ATCC 56990, cuja as concentrações 

testadas apresentaram valores significativos (P< 0,05) pela ANOVA e o pós-teste de 

Tukey. Em ambos os testes realizados, a concentração de 10 mg/L-1 apresentou uma 

atividade destacada quando comparada com as demais concentrações e o controle não 

tratado. Portanto, estes resultados demonstram que o extrato etanólico das folhas de C. 

regium pode ser considerado uma fonte promissora e importante alternativa para o 

desenvolvimento de drogas antifúngicas no combate de biofilmes de C. gattii, como 

também de doenças sistêmicascausadas por leveduras do gênero Cryptococcus.

Palavras- chave: Criptococose. Biofilme. Doenças Sistêmicas. Cochlospermum.
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1. INTRODUÇÃO

Cryptococcussp.  são fungos leveduriformes basidiomicetos, que possuem mais 

de 30 espécies, mas apenas as espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus 

gattiisão conhecidas por causar criptococose, micose sistêmica e oportunista, que se 

inicia nos pulmões e se dissemina para o sistema nervoso central até outros lugares do 

corpo humano como pele, próstata, olhos e articulações ósseas (Marr et al., 2012; Rosen 

et al., 2013; Maziarz & Perfect, 2016). 

C. gattii é considerado como um agente patogênico de pacientes 

imunocompetentes, assim comoem imunocomprometidos, incluindo defeitos imunes 

subclínicos pré-existentes que são relatados como fatores de risco para a infecção desta 

espécie (MacDougall et al., 2011; Rosen et al., 2013; Saijo et al., 2014). No Brasil, pode 

ser isolado de fontes ambientais, clínicas e através de secreções de aves (Abegg et al., 

2006; Alvarez et al., 2008). Uma forma de patogenia de C. gattii ocorre por meio de 

biofilmes, que são comunidades microbianas dinâmicas, com estrutura tridimensional 

que se adere a uma superfície, cujas células encontram-se circundadas por uma matriz 

extracelular polimérica as quais se comunicam entre si por meio de moléculas químicas, 

denominado quorum sensing. O biofilme confere resistência aos antifúngicos, o que 

torna alvo para o desenvolvimento de novas estratégias para seu combate (Martinez & 

Casadevall, 2006; Martinez & Casadevall, 2010; Ramageet al., 2012; Albuquerque & 

Casadevall, 2012; Martinez & Casadevall, 2016).

Uma dessas estratégias pode se dar ao uso de plantas com potencial medicinal, 

pois tal interesse vem aumentando a cada dia. Isso ocorre devido à presença de 

compostos que são capazes de atuarem como antimicrobiano, sendo um grande 

potencial no combate de biofilmes (Calixto, 2005; Milward-de-Azevedo, 2008; Tiwariet 

al., 2009; Roundset al., 2012).

Cochlospermum regium (Mart & Schrank) Pilger (Bixaceae), é uma planta 

nativa do cerrado brasileiro, utilizada na medicina popular no Brasil. No Brasil, o seu 

usoé indicado para o tratamento de doenças como inflamações articulares, infecções 

geniturinárias, infecções uterinas, infecções na próstata, entre outras infecções internas e 

externas (Siqueira et al., 1994; Oliveira et al., 1996; Nunes et al., 2003; Solon et al., 

2012). Considerando que os extratos vegetais podem desempenhar um importante papel 

no desenvolvimento de agentes antifúngicos, o objetivo deste estudo foiavaliar a 
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atividade antibiofilme do extrato etanólico das folhas de Cochlospermum regium contra 

biofilmes de Cryptococcus gattii.

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Material vegetal e extração

As folhas de Cochlospermum regium (Mart & Schrank) Pilger (Bixaceae) 

foram coletadas na fazenda “Mata dos Macacos”, nos pontos S 22° 08` 47.2'' / W 054° 

54` 54.1'' na cidade de Dourados, MS - Brasil. Com identificação da espécie realizada 

pela Prof. Dra. Zefa Valdivia Pereira, da Faculdade de Ciências Biológicas e 

Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) e 

depositadas no herbário sob o número de registro DDMS 5001.

As folhas de Cochlospermum regium (Mart & Schrank) Pilger (Bixaceae) 

foram tratadas, higienizadas e secas em estufa de ar circulante à uma temperatura de 

45°C por sete dias. Após a secagem as folhas foram trituradas em moinho de facas. O 

material vegetal foi solubilizado em 1000 mL de etanol absoluto PA e deixados à 

temperatura ambiente, com agitação uma vez por dia a cada 24 h. Após 72 h foi filtrado 

em papel filtro e o extrato vegetal foi concentrado em rota-evaporador (Rotaevapor R – 

215) à 35 ºC, para completa eliminação do solvente orgânico. Finalmente, foi liofilizado 

(ValuPump VLP80 Savan) para obter um extrato livre de solvente e puro. O extrato 

etanólico pronto foi armazenado sob refrigeração de 4°C até sua utilização para os testes 

biológicos.

2.2. Atividade na formação de Biofilme de C. gattii

Foi utilizada uma cepa padrão de C. gattii proveniente da American Type 

Culture Collection (ATCC) sob o número 56990, cultivada em caldo Sabouraud 

dextrose durante 48 h a 35 ºC em estufa de agitação orbital a 80 rpm. As células foram 

lavadas três vezes com solução salina tamponada com fostato (PBS) e centrifugadas a 

1500 rpm. Após a lavagem, foram ressuspensas em meio RMPI 1640 e ajustada a 

densidade celular de 1x108 UFC/mL utilizando câmara de Neubauer (Martinez & 

Casadevall, 2006).
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O efeito do extrato etanólico das folhas de C. regium sobre a formação de 

biofilme foi avaliada de acordo com Nostro et al., (2007), em triplicata com adaptações. 

A partir de estudos prévios realizados no laboratório que determinaram a atividade 

antifúngica frente a C. gattii ATCC 56990 de vida planctônica, foram utilizadas três 

concentrações do extrato de C. regium, sendo de: 2,5 mg/mL, 5 mg/mL e 10 mg/mL, as 

quais foram adicionados 100 µLem placas de microdiluição com 96 poços estéreis. 

Além disso, foi adicionado 100 µL da suspensão de inóculo em cada poço. Poços de 

controle positivo (células + caldo) e controle negativo (apenas caldo) foram utilizados. 

Por fim, as placas foram incubadas em estufa de agitação orbital a 70 rpm à 35 ºC por 

72 h. Apóso meio foi aspirado. As células não aderentes foram removidas por lavagem 

duas vezes com PBS para a quantificação das células viáveis.

2.3.  Atividade sobre biofilme formado de Cryptococcus gattii

2.3.1. Formação do biofilme

A formação de biofilme foi realizada de acordo com Martinez & Casadevall 

(2006), em triplicata com adaptações. Foi utilizada a cepa padrão de C. gattii ATCC 

56990, cultivada em caldo Sabouraud dextrose por 48 h a 35 ºC em estufa de agitação 

orbital a 80 rpm. Posteriormente, as células foram lavadas três vezes com PBS e 

recolhidas por centrifugação a 1500rpm. Após a lavagem, foram ressuspensas em PBS e 

ajustada a densidade celular utilizando câmara de Neubauer de forma a se obter uma 

concentração de 1x108UFC/mL, estas foram adicionada em meio RPMI 1640 (Martinez 

& Casadevall, 2006).

Em placas de microdiluição de 96 poços adicionou-se inicialmente 100 µL de 

meio RMPI, e 100 µL da suspensão de leveduras na concentração de 1x108 UFC/mL. 

Incubou-se a 35 ºC sem agitação por 2 h, para fase de adesão inicial e em seguida 

colocou-se em estufa de agitação orbital a 70 rpm à 35 ºC por 72 h. Posteriormente 

lavou-se três vezes os poços com PBS, para remoção das células não aderidas (Martinez 

& Casadevall, 2006).

2.3.2. Tratamento do biofilme com C. regium

Foram utilizadas as concentrações de 2,5 mg/L-1, 5 mg/L-1 e 10 mg/L-1 extrato 

etanólico das folhas de C. regium . Foram adicionados 200 µL de cada concentração do 
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extrato em triplicata em cada poço da microplaca. Incubou-se a 35 ºC por 48 h em 

estufa de agitação orbital a 70 rpm (Martinez & Casadevall, 2006).

Quantificação

 Das células viáveis

Para avaliar a atividade do extrato na formação de biofilme e no biofilme 

maduro, realizou-se a quantificação das células viáveis, por meio do número de 

unidades formadoras de colônias dos biofilmes resultantes (log10 CFU). Após a 

formação e tratamento dos biofilmes, foi retirado o meio e adicionado 100 µL de 

solução salina aos poços, e com o auxílio de uma ponteira removeu-se os mesmos dos 

poços (Monteiro et al., 2013).

Retirou-se 100 µL de cada poço e foi realizado diluições em série até 10-8 em 

salina. Posteriormente por meio da técnica Drop plate, 3 alíquotas de 10 µL foi 

plaqueado em Ágar Sabouraud Dextrose e incubadas durante 48 horas a 35 °C 

(Monteiro et al., 2013). Foi determinado a porcentagem de viabilidade de UFC dos 

biofilmes tratados com extrato e os não tratados.

2.5. Análise estatística

Os resultados obtidos foram avaliados por meio da ANOVA e as médias foram 

comparadas pelo pós-teste de Tukey. O valor de P<0,05 foi considerado significativo 

para todas as avaliações. As análises estatísticas e gráficos foram realizadas por meio do 

software GraphPadPrism® 7.0 (GraphPadSoftware, San Diego, CA, USA).

3. RESULTADOS

3.1. Atividade na formação de biofilme

C. gattii mostrou capacidade de formar biofilme em microplaca de 96 poços, e o 

extrato etanólico das folhas de C. regium mostrou atividade na formação de biofilme de 

C. gattii, o qual pode ser observado na figura 1A, por meio do número das células 

viáveis (em log10CFU). Pode-se observar que, o extrato utilizado na menor concentração 

houve uma redução das células capazes de formar biofilme (2,8 log10 CFU), mas não 
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apresentou diferença significativa do controle, no entanto nas concentrações de 5 mg/L-

1(2,6 log10 CFU) e 10 mg/L-1 (2,1 log10 CFU), foi possível observar uma redução 

significativa ( P< 0,05), em relação ao controle (3,7 log10 CFU).

3.2. Atividade sobre biofilme formado de C. gattii

A atividade de C. regium sobre biofilme formado de C. gattii pode ser 

observada na figura 1B, por meio do número das células viáveis após o tratamento. 

Pode-se observar que a partir da menor concentração de extrato utilizada, houve uma 

redução das células de biofilme (6  log10 CFU), e na concentração de 5 mg/L-1 (5,9 log10 

CFU) e 10mg/L-1 (5,5 log10 CFU)  houve uma redução significativa (P<0,05) das células 

de biofilme de C. gattiiem relação ao controle sem tratamento (6,5 log10 CFU).

Figura 1. Atividade do extrato etanólico das folhas de C. regium sobre C. gattii ATCC 56990. 
A: Avaliação da atividade de C. regiumna formação de biofilme por meio da ANOVA e pós-
teste de Tukey. ** (P<0,05) indica diferença significativa. As letras diferentes em cada 
concentração representam diferença significativa entre estas pelo teste de media (P<0,05). B: 
Avaliação da atividade de C. regium em biofilme formado por meio da por meio da ANOVA e 
pós-teste de Tukey. * (P<0,05) indica diferença significativa. As letras diferentes em cada 
concentração representam diferença significativa entre estas pelo teste de média (P<0,05).

4. DISCUSSÃO

A criptococose é uma importante micose sistêmica que acarreta pacientes 

imunocomprometidos e imunocompetentes, sendo a terceira doença com maior 

prevalência em pacientes portadores do vírus HIV (Pradoet al., 2009; Lanjewar, 2011; 

Nyazika et al., 2016). Cryptococcus gattii tem a capacidade de se manifestar tanto em 
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imunocomprometidos quanto em imunocompetentes (Saijo et al., 2014; MacDougall et 

al., 2011), o que torna um importante objeto de estudo. 

O tratamento para a criptococose é limitado, sendo realizado pela 

administração em combinação de agentes antifúngicos, como anfotericina B 

(AMB),análogos de pirimidina como 5-flucitosina (5-flu), derivados de azóis como 

fluconazol (FLU) (Jarvis et al., 2008; Sloan et al., 2008; Sanglard et al., 2009). Sendo 

AMB o antifúngico de amplo espectro mais utilizado para o tratamento, entretanto, 

possui alta toxicidade apresentando nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, seguido com a 

administração em conjunto de FLU ou 5-flu ao paciente (Jarvis et al., 2008; Sloan et al., 

2008; Sanglard et al., 2009). Quando relacionado aos biofilmes, são necessárias doses 

maiores destas drogas, pois este é considerado como fator de virulência e resistência 

para Cryptococcus sp., o que pode elevar sua toxicidade (Martinez & Casadevall, 2006; 

Ramage et al., 2012). 

Devido os antifúngicos convencionais apresentar reações adversas ao 

organismo ou até o aumento de sua resistência, vê-se a necessidade de novas drogas 

como alternativa para o tratamento de criptococose, atividade em biofilmes e anti-

Cryptococcus (Macielet al., 2016). A bioprospecção de produtos derivados de plantas 

vem sendo um importante meio de controle fúngico (Nascimento et al., 2000), o que 

pode ser um meio alternativo no combate de doenças sistêmicas, como também 

podendo apresentar menor toxicidade queos antifúngicos convencionais.

Os produtos naturais vêm sendo muito utilizados como protótipos para a 

obtenção de medicamentos inovadores, que podem ser úteis contra doenças infecciosas. 

A presença de metabólitos de diversos padrões estruturais mostrou ter ação contra 

leveduras oportunistas, bem como o rastreio de extratos de plantas é uma estratégia 

válida a ser explorada para descobrir novos agentes antifúngicos (Abubacker & Devi, 

2014; Butler et al., 2014; Abiodun et al., 2015).

O extrato etanólico das folhas de Cochlospermum regium (Mart & Schrank) 

Pilger (Bixaceae) apresentou atividade contra biofilmes de C. gattii e o que torna um 

promissor agente antifúngico. Na formação este pode atuar na prevenção de novas 

adesões desta levedura e novos focos, e quando formado o extrato pode desestabilizar o 

biofilme facilitando a ação do antifúngico. C. regium possui diversos metabólitos em 
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seus constituintes como compostos fenólicos, flavonoides, taninos e saponinas sendo 

que alguns derivados de fenol como ácido gálico, e flavonoides foram comprovados 

com ação antimicrobiana (Siqueira et al., 1994; Nunes et al., 2003; Hong et al.,2011; 

Solon et al., 2012; Rangkadilok et al., 2012; Gehrke et al., 2013; Manayi et al., 2013). 

Tal ação foi comprovada quando o extrato etanólico das folhas de C. regium, foi 

avaliado por Santos et al., (2012) frente a diferentes espécies de Candida, evidenciando 

o potencial antifúngico de compostos secundários desta planta.

Lima et  al. (2016), avaliaram 15 compostos não alcaloides, flavonoides e 

ácidos fenólicos isolados de uma planta medicinal Pterogynenitens, que possui 

compostos como alcalóides guanidina, flavonóides, ácidos fenólicos, triterpenos e 

esteróis, com potencial antimicrobiano frente a células planctônicas Candida sp.e 

Cryptococcus sp. e neste estudo somente um composto, flavona pertencente aos 

flavonóides apresentou resultados de interesse para o tratamento de infecções fúngicas 

oportunistas (Regasini et al., 2008.; Ferreira et al., 2009; Regasini et al., 2009).

O extrato bruto e frações de Pimenta pseudocaryophyllu (Gomes) L. R. 

Landrum (Myrtaceae) foi avaliado em células sésseis e em biofilme de C. neoformans e 

Candida sp., e este mostrou eficiência em ambos os testes, no qual a presença de 

terpenos, fenilpropanóides, hidrocarbonetos, álcoois eugenol, metil-eugenol, taninos, 

flavonoides e traços de heterosideosantraquinônicos, podem conferir a potencial ação 

antifúngica deste(Paula et al., 2012; ElAssal et al., 2012).

Amirrajabet al., (2009) avaliaram a atividade antifúngica de Satureja 

khuzestanica Jamzad frente a C. neoformans, e obtiveram a inibição do crescimento 

destas, considerando este ser um possível agente antifúngico. Existem poucos relatos 

que utilizam extratos vegetais para avaliar a atividade em biofilmes da espécie C. gattii, 

o que torna necessário a realização de novos estudos utilizando plantas para esta 

espécie, devido ao alcance do número de pessoas que este microrganismo possa 

acometer e também o local onde pode ser encontrado. Com isso, os resultados 

demonstrados neste estudo são de suma importância para o auxílio no controle de C. 

gattii.

O presente estudo corrobora com a hipótese de que o uso de plantas medicinais 

possui uma importante fonte alternativa para o tratamento de patogêneses fúngicas, 
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evidenciando a importância de um estudo aprofundado sobre o uso de plantas 

medicinais.

5. CONCLUSÃO

Este estudo evidenciou o potencial do extrato etanólico das folhas de C. regium 

na redução de biofilme maduro e em inibir a formação de biofilme de C. gattii. O 

extrato etanólico das folhas pode ser uma alternativa para utilizar em associação com 

antifúngicos já utilizados nas infecções causadas por Cryptococcus. Vale ressaltar que, 

o tratamento de criptococose é limitado a poucos antifúngicos, o que torna relevante 

estudos que avaliam a atividade de novas moléculas frente a leveduras do gênero 

Cryptococcus em forma planctônica ou em biofilme. Adicionalmente, outros estudos 

devem ser realizados para a elucidação do seu mecanismo de ação em biofilme maduro 

ou na sua formação.
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