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RESUMO

Carapa guianensis Aublet € popularmente conhecida como “andiroba”, pertence a
familia Meliaceae e tem utilizacao tradicional do seu 6leo em toda regido amazdnica
como anti-inflamatério, cicatrizante, antisséptico, emoliente, antirreumatico,
antiartritico, repelente de insetos e no combate de doencas da pele. As espécies de
Candida sao fungos que fazem parte da microbiota humana e acabam se tornando
patogénicos quando ha alteracbes nos mecanismos de defesa do hospedeiro. O
sentido deste estudo foi observar a atividade antifungica do 6leo de C. guianensis,
sobre cepas de Candida spp., comparando metodologias de verificacdo da atividade.
Nao houve atividade antifungica de nenhuma das cinco amostras estudadas de 6éleo
sobre as cepas de Candida spp, também nao houve diferengca nos resultados
quando comparadas as metodologias de andlises antifungicas nem quando
comparadas as metodologias de obtencédo do éleo. Estes resultados ndo anulam a
possibilidade de acédo do 6leo de andiroba sobre outras espécies de Candida, outras
leveduras ou fungos filamentosos, também importante a realizacdo de outros

estudos para observacao da atividade antifungica de outras partes deste vegetal.

Palavras-Chave: Carapa guianensis, Candida spp, atividade antifungica



ABSTRACT

Carapa guianensis Aublet is popularly known as “andiroba”, belongs to the family
Meliaceae and it has traditional use of its oil throughout the Amazon region as anti-
inflammatory, healing, antiseptic, emollient, antirheumatic, anti-arthritic, insect
repellent and combating diseases of the skin. Candida species are fungi that are part
of the human microbiota and eventually become pathogenic when there are changes
in the mechanisms of host defense. The aim of this study was to observe the
antifungal activity of the oil of C. guianensis on strains of Candida spp., comparing
methods of activity verification. There was no antifungal activity of any of the five
studied samples of oil on the strains of Candida spp. There was no difference in
results when comparing the methods of antifungal analysis, or when comparing the
methods of obtaining the oil. These findings do not negate the possibility of action of
andiroba oil on other species of Candida, other yeasts or filamentous fungi, being
also important to conduct further studies to observe the antifungal activity of other

parts of the plant.

Keywords: Carapa guianensis, Candida spp, antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de inumeras comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje séo
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais
residenciais. Uma vez que as plantas medicinais sdo classificadas como produtos
naturais, a lei permite que sejam comercializadas livremente, além de poderem ser
cultivadas por aqueles que disponham de condi¢cbes basicas necessarias ao plantio.
Seu uso pela populacdo mundial tem sido muito significativo nos ultimos tempos.
Atualmente, dados da Organizacao Mundial de Saude (OMS) mostram que cerca de
80% da populacdo mundial fez o uso de algum tipo de erva na busca de alivio de
alguma sintomatologia dolorosa ou desagradavel. Desse total, pelo menos 30% deu-
se por indicacdo médica. Dessa forma, a OMS recomenda esta pratica popular como
forma de baixar os custos dos programas de saude publica (MACIEL et al, 2002;
BRASIL, 2006)

As pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo consideradas incipientes, e da mesma
forma ocorre com o controle da comercializagdo destes produtos pelos érgaos
fiscalizadores em feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais
(VEIGA et al., 2005).

Espécies vegetais brasileiras sdo usualmente utilizadas como antifungicos e é
notério que o Brasil, devido a sua diversidade vegetal, € um pais conhecido
mundialmente pela variedade de produtos com acdo medicinal, largamente
utilizados em suas diversas regides (BOTELHO et al, 2007).

Devido a ocorréncia de fatores indesejaveis como a presenca de efeitos
téxicos e o surgimento de resisténcia de algumas cepas de fungos aos antifungicos
convencionalmente usados, principalmente em individuos imunodeprimidos, o
estudo de plantas com propriedades terapéuticas, abrangendo aquelas que
possuem atividade antimicotica, tem crescido consideravelmente (BOTELHO et al,
2007).

Todas as partes das plantas sao utilizadas: raiz, caule, cascas, folha, flor,
fruto, e podem apresenta propriedades terapéuticas, e dentre aquelas propriedades
atribuidas pela medicina popular citam-se as adstringentes, antidiarreicas, anti-
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inflamatérias, depurativas, diuréticas, febrifugas e antimicrobianas (COELHO et al.,
2003; DEGASPARI et al., 2005).

Varias espécies da familia Meliaceae apresentam potencial econémico, tanto
no fornecimento de madeiras (LORENZI, 1992) como de 6leos, usados para
diversas finalidades (CORTEZ et al, 1992). As espécies dessa familia também
apresentam principios ativos medicinais ou inibidores de crescimento e repelentes
de insetos (KOUL, et al., 1990). Carapa guianensis Aublet, conhecida por andiroba,
€ uma arvore natural da Amazbnia que possui grande relevancia por possuir
multiplas aplicag6es, sendo utilizada economicamente pela exploragédo da madeira e
do 6leo extraido das sementes (FERRAZ, 2003).

A utilizagdo extensiva da andiroba nao é somente pela propriedade de repelir
insetos, mas também pelas propriedades medicamentosas e cosméticas
(ORELLANA et al., 2004) e apesar da alta densidade da planta e do elevado
interesse de mercado, ainda existe pouca informacao sobre os aspectos econdmicos
e ecolbgicos a cerca da colheita de sementes e do processamento do 6leo de C.
guianensis (PLOUDEN, 2004).

As infecgdes fungicas sdo causadas por leveduras ou fungos dermatdfitos e
tém maior freqiéncia de acometimento, em individuos que apresentam o
sistema imunolégico debilitado, tais como: pacientes diabéticos, hospitalizados
utiizando sondas ou cateteres durante um periodo prolongado, pacientes
submetidos a transplantes, portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), portadores de cancer e leucemia
(FOSTEL; LARTEY, 2000).

A candidose ou candidiase caracteriza-se como a tipologia de infecgcéo
micética mais comum, sendo que a levedura da espécie Candida albicansé o
principal agente etioldégico, ou seja, o micro-organismo mais frequente. Outras
espécies do género podem estar envolvidas na etiologia de candidiases, como: C.
guilliermondii, C. krusei, C. paraplosis, C. stellatoidea e C. tropicallis (LACAZ et al.,
2002; SIDRIM; MOREIRA, 1999).

Candida albicans é responsavel pela maioria das infeccoes, contudo, com o
aumento da imunossupressao relacionada a variadas condigdes, tem sido relatada a
ocorréncia de espécies nao-albicans em cultura pura ou predominante, no sangue

ou outros locais estéreis do corpo ndo pode ser ignorado, o que € importante para
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deteccdo da emergéncia de cepas patogénicas, sobretudo aquelas que
desenvolveram resisténcia contra antimicéticos, apesar de serem menos invasivas e
virulentas (KLEPSER, 2001; KULLBERG; OUDE-LASHOF, 2002; KONEMAN, 2008).

Dentre as espécies de Candida conhecidas, que sdo mais de 100, somente
algumas destas tém sido isoladas de casos humanos, destacam-se C. albicans, C.
dubliniensis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis e
C. tropicalis, sendo que todas essas espécies podem apresentar manifestacdes
clinicas semelhantes, contudo, a gravidade e as opcodes terapéuticas podem diferir
(PFALLER, 1994; COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

E ampla a aplicacdo de extratos e 6leos presentes na flora da regido
Amazébnica, no entanto, ha pouca validacdo cientifica. Analisar alguns compostos
que possam combater infeccdes causadas por micro-organismos tais como fungos
do género Candida, por exemplo, € de grande valia, pois as infec¢des causadas por
estes micro-organismos tém acometido frequentemente a populacdo nesta regiao,
principalmente por fatores ambientais, como a elevada umidade do ar, propiciarem
uma acelerada proliferacdo de fungos, e estas infeccbes acometerem mais
agressivamente pessoas com comprometimento imunoldgico, além do alto grau de
toxicidade apresentado com o uso das drogas antifingicas e a elevada resisténcia

demonstrada pelos micro-organismos a estas drogas.

Diante da realidade exposta é necessario desenvolver estudos que apontem
novas terapias para combater estas infec¢cdes e elucidar a atividade destes
compostos que sao utilizados na medicina tradicional. A andiroba € utilizada para
tratamento de sintomas de inflamacdes e infeccbes de diversas origens, o que
podem incluir os sintomas apresentados por infecgcdes causadas por Candida spp,
dai surge a possibilidade de se investigar a presenca ou nao da atividade antifungica
deste 6leo sobre estes micro-organismos, determinando ou ndo sua eficacia que é

muito acreditada por populacdes tradicionais.

Desta forma, no capitulo 2 sera abordado o referencial teérico, no capituo 3
sSa0 expressos 0s objetivos deste estudo, no capitulo 4 sera expressa a metodologia
realizada nos ensaios, no capitulo 5 serdo expressos os resultados obtidos, no
capitulo 6 temos a discussado dos resultados e no capitulo 7 demonstram-se as
conclusdo percebida no estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas Medicinais

Em diversas partes do mundo se mantém a pratica do uso de plantas
medicinais, validando as informacgdes terapéuticas que foram sendo acumuladas
pela humanidade durante séculos. Desta maneira, a medicina popular desperta o
interesse de pesquisadores em estudos multidisciplinares que enriguecem o
inesgotavel conhecimento a respeito do uso terapéutico de plantas medicinais
(MACIEL et al., 2002).

A pesquisa com plantas vem despertando interesse devido a diversidade
molecular dos compostos naturais e suas possiveis acdes antimicrobianas (PINTO
et al., 2002). Como conseqléncia deste interesse os estudos da atividade de plantas
tiveram grande impulso quando a quimica organica possibilitou modificar a estrutura
dos compostos a fim de ampliar sua atividade ou seletividade e reduzir toxicidade
e/ou efeitos colaterais (CORDELL et al., 2001).

A utilizacdo de plantas no tratamento de enfermidades provavelmente seja tao
antiga quanto o préprio homem, tendo o conhecimento popular grande contribuigéo
para a divulgacao das propriedades terapéuticas obtidas a partir do uso destas
plantas. Dessa forma, esse conhecimento representa um recurso terapéutico para
muitas comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002; PINTO et al., 2002;
LUBIAN et al., 2010). Essa utilizacao terapéutica de plantas ocorre principalmente
nos locais em que nao se dispdem de acesso a médicos ou tratamentos, ou ainda,

que preferem a medicina tradicional por questdes culturais (LUBIAN et al., 2010).

Plantas sdo uma importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos destes se constituem em modelos para a sintese de grande diversidade de
farmacos com diversas estruturas e propriedades biologicas e fisico-quimicas
também (YUNES; CALIXTO, 2001; PINTO et al, 2002).

O Brasil é o pais que possui a maior diversidade vegetal do mundo, com
55.000 espécies catalogadas. O uso de plantas para tratar enfermidades traz
influéncias indigenas, européias e africanas influéncias estas que sao base da
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medicina popular que propicia informacbes a cerca das propriedades e indicacdes
de tais plantas (YUNES; CALIXTO, 2001; PINTO et al., 2002; SIMOES et al.,2003 ).

As plantas produzem diversas substancias quimicas resultantes do
metabolismo vegetal como os metabdlitos secundarios exemplificados pelos
alcaldides, terpenos e esterdides oriundos a partir de nutrientes, agua e luz que
recebem, e o fazem em diferentes propor¢des influenciados por fatores inerentes ao
meio ambiente bem como fatores inerentes a propria planta. Estes compostos
quimicos sao sintetizados e degradados por meio de diversas reacées anabdlicas e
catabdlicas que compéem o metabolismo vegetal (YUNES; CALIXTO, 2001;
SIMOES et al, 2003).

Os produtos do metabolismo secundario sdo responsaveis pela atividade
terapéutica dos compostos extraidos das plantas, que sao utilizados ao natural ou
na forma de extratos empregados na terapéutica (YUNES; CALIXTO, 2001;
AMZALLAG et al., 2005). Assim, a pesquisa com plantas tem despertado grande
interesse devido a diversidade molecular de produtos naturais que é bem maior que
a diversidade conseguida nos processos de sintese, 0 que ocorre também com
compostos que possuam acao antimicrobiana (PINTO et al.,2002).

A utilizacdo inadequada de antimicrobianos esta ocasionando a perda de
eficacia, o que torna necessario o desenvolvimento de novos medicamentos. Deste
modo, as perspectivas para uso de drogas antimicrobianas no futuro € incerta. Com
isso, devem ser tomadas atitudes que possam remediar este problema, como o
controle do uso destes compostos potencialmente prejudiciais (VARGAS et al.,
2004),

Tais problemas estimulam a busca por encontrar solugdes de facil obtengéo
que favoregam os tratamentos. Assim, os exiratos e Oleos de plantas tém se
mostrado cada vez mais alternativas eficientes no controle do crescimento de uma
ampla variedade de micro-organismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e
bactérias como agentes causadores de infeccoes de cunho por vezes superficial,
mas que pode tomar proporgdes disseminadas (DUARTE, 2006).

Considera-se ainda que o uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos
determina um processo de sele¢cao de micro-organismos patogénicos mutantes que

apresentam assim, resisténcia as compostos quimicos utilizados comumente, o que
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torna o uso de antimicrobianos de origem natural uma alternativa eficaz e econémica
(VARGAS et al., 2004).

2.2 Carapa guianensis

Na regiao Amazébnica, temos uma extensa biodiversidade, com um numero
satisfatorio de 6leos e extratos utilizados, popularmente, no tratamento de infec¢des
fungicas, dentre as diversas espécies, das tantas que merecem destaque podemos
citar Carapa guianensis Aublet, conhecida como andiroba. (MENEZES, et al. 2009).

Carapa guianensis Aublet, também é popularmente conhecida por andiroba,
tem sinonimias como andirova, andiroba-saruba, iandiroba, iandirova, carapa,
carapa, carapinha e nandiroba (LORENZI, 1992; FISCH et al., 1995; BICKII et al.,
2000; MUELLNER et al., 2003), € uma espécie botanica que pertence a familia
Meliaceae (PENNINGTON et al.,, 1981), que é distribuida nos trépicos de todo o
planeta, bem como em algumas areas de zonas temperadas ou area pantropical
(JOLY, 1987; PENNINGTON et al, 1981), ocorre naturalmente formando
associacdes na América Central, Peru, Brasil, Suriname, Guianas, Africa Tropical,
Antilhas, Colémbia e Venezuela e é composta por cerca de 50 géneros e
aproximadamente 575 a 600 espécies (PENNINGTON et al., 1981).

A familia Meliaceae € pertencente a ordem das Rutales, subdividida em
quatro subfamilias, das quais se destacam as Melioideae e Swietenioideae que séo
as maiores (PENNINGTON et al., 1981). No Brasil, ocorre em toda bacia amazénica,
prefere as varzeas e faixas alagaveis ao longo dos cursos d’agua e € encontrada do
Para a Bahia (Azevedo et al., 1997). Esta familia é representada por 7 géneros,
Cedrela, Cabralea, Swietenia, Khaya, Guarea, Trichilia e Carapa (GAIAD;
CARVALHO; GUIMARAES et al., 2004). Muitos dos géneros comportam espécies de
grande valor econbmico como: Carapa (andiroba), Cedrela (cedro) e Swietenia
(mogno). O género Carapa é composto por duas espécies, Carapa procera e Carapa
guianensis (PENNINGTON et al., 1981).

No Brasil, C.procera e .C.guianensis ocorrem em ambientes similares em trés
tipos de habitats: terra firme, igapd e varzea (LEITE, 1997; FERRAZ et al., 2003).
Porém, normalmente, apresentam maiores densidades em areas ocasionalmente
alagadas (LEITE, 1997; BOUFLEUER, 2004; PLOWDEN, 2004; KLIMAS, 2006).
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O vegetal Carapa guianensis Aublet teve a seguinte classificagédo, pertence a
Divisdo: Magnoliophyta, Classe: Magnoliopsida, Subclasse: Rosidae, Ordem:
Sapindales, Familia: Meliaceae, Género: Carapa e Espécie: Carapa guianensis Aubl
(BARROSO, 1991).

Morfologicamente, as plantas pertencentes a Meliaceae, em geral, sao
arbéreas e de grande porte, com folhas grandes, de crescimento apical, sem
estipulas, as vezes com pulvinos na base, pinadas, bipinadas ou unifoliadas. Suas
flores sdo pequenas actinomorfas, em inflorescéncias paniculadas terminais ou nas
axilas superiores, hermafroditas, ciclicas, diclamideas, de simetria radical, com
sépalas e pétalas livres. Seus estames sdo em numero duplo ao das pétalas em
geral, com filetes alargados soldados em um tubo, com as anteras fixas na porcao
superior interna. O ovério é supero, com 4 a 5 carpelos além de léculos, cada qual
com 1 ou 2 évulos. O fruto é drupa, baga ou capsular loculicida ou baciforme e
possui sementes com arilo ou aladas presas a columela. As nao aladas podem ser
elipsodes, plano-convexas ou angulosas, cobertas ou ndo por sarcotesta ou um
ariléide. O embrido € geralmente reto, com cotilédones planos ou planos-convexos,
com eixo radicula-hipocétilo incluso ou externo. No género Carapa, os cotilédones
sdo muito crassos, fusionados entre si (JOLY, 1987; BARROSO, 1991; MUELLNER,
2003).

Fiqura 1- Folha de Carapa quianensis.

Carapa guianensis é composta por foliolos medindo de 80 a 110 mm de
comprimento, podendo atingir cerca 30m de altura e 1,20m de largura. A madeira €
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moderadamente pesada, com densidade 0,73g/cm?®, dura, porém facil de fender,
superficie ligeiramente aspera ao tato, textura média, pouco resistente as
intempéries, contudo inatacavel por insetos, alburno pouco diferenciado. Floresce
duas vezes ao ano, em agosto-setembro e janeiro-fevereiro, ja os frutos
amadurecem em junho-julho e fevereiro-margco (LORENZI, 1992; AMBROZIN et al.,
2006). A casca € cinzenta e grossa. As folhas sdo impinadas ou abrupto-impinada
composta por foliolos subopostos, eliptico-oblongo. Suas flores sdo pequenas,
amarelas ou vermelhas e axilares. O fruto tem forma capsular ovéide semi-globoso,
lenhoso, com numero variado de sementes vermelhas, coriaceas e quase lenhosas,
convexas, angulosas ou irregularmente tetraédricas, achatadas lateralmente.
Também foi contatada a ocorréncia de floracdo no estado do Para entre os meses
de fevereiro e margo (SAMPAIQO, 2000).

C. guianensis é uma espécie com grande potencial de exploragcdo madeireira
e nao madeireira na Amazénia, trata-se de uma arvore de grande porte que pode
atingir até aproximadamente 55 metros de altura, C. guianens possui fuste cilindrico
e reto, podendo apresentar sapopemas. Suas copas sdo amplas e bastante
esgalhadas, suas folhas sdo longo-percoladas, a casca € grossa e de sabor amargo
que se desprende facilmente em grandes placas. A inflorescéncia ocorre
principalmente na extremidade dos galhos apresentando cerca de 30 centimetros de
comprimento e cor creme. (FERRAZ et al., 2002; REVILLA, 2000).

Em area de terra firme, as sementes sdo encontradas sob as copas das
arvores-matrizes (McHARQUE e HARTSHORN, 1983), e sdo coletadas dentro dos
frutos ou soltas, preferencialmente logo apds a queda dos frutos (FERRAZ et al.,
2002), pois sédo rapidamente dispersas e consumidas por roedores ou atacadas por
insetos, com isso 0 entorno da arvore se torna uma fonte de alimentos para estes
animais que além de se alimentarem dispersam estas sementes que se estabelecem

como novos exemplares da planta na floresta (FORGET e JANSEN, 2007).

O fruto desta espécie é do tipo capsula globosa e subglobosa com quatro a
seis valvas deiscente ou indeiscente que no impacto da queda do fruto ao solo libera
4 a 12 sementes pesando em média 21 gramas cada (FERRAZ et al., 2002;
REVILLA, 2000). As sementes contem cerca de 26% de casca e 74% de améndoa e
tanto os frutos quanto as sementes de C. guianensis sdo maiores que os de C.
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procera (AUBLET,1977; PENNINGTON et al., 1981). As sementes sao flutuantes e
podem ser dispersas através dos cursos de &agua, podendo até germinar ainda
enquanto flutuam (SCARANO et al., 2003).

Fiaura 2- Fruto e sementes de Carapa quianensis.

; e F .

O uso desta espécie de planta remonta as civilizagdes indigenas da época do
Brasil Colénia, onde ja era conhecida na Europa por apresentar uma madeira
resistente e fornecer éleo tido como medicinal e que servira de combustivel (LEITE,
1997). A andiroba, que tem uso multiplo, tendo sua a madeira utilizada para
fabricacdo de méveis, construcao civil, laminas e compensado, suas sementes sdo
usadas para extragcdo de 6leo, o qual é de grande importancia participando na
economia regional e continua sendo muito apreciado, principalmente, na medicina
popular (MENDONCA; FERRAZ, 2007).

C. guianensis e C. procera da familia Meliaceae, sdo de multiplo uso e muito
conhecidas pela vasta utilizacdo em toda regido amazénica, sendo popularmente
chamadas de andiroba, nome que é atribuido as duas espécies. (FERRAZ et al.,
2002). A andiroba é muito apreciada com uma larga aplicagdo na medicina popular
em toda a regido Norte do Brasil sendo utilizada como anti-inflamatério,
antibacteriano, antitumoral e antifungico (GRAHAM et al., 2000).
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Sob o aspecto medicinal, a casca, as folhas e o 6leo das sementes da
andiroba, sao largamente utilizados na fitoterapia, bem como na medicina
veterinaria, principalmente pelos povos indigenas das tribos Munduruku, Yanomami,
Waiapi, Palikur, entre outras, assim como pelas populagdes tradicionais da Floresta
Amazobnica (BOUFLEUER, 2004).

Utiliza-se ainda os frutos, de onde se extrai o 6leo das sementes chamado de
azeite de andiroba (BOUFLEUER, 2004). O uso deste 6leo tem se diversificado a
medida que se avangam as pesquisas cientificas a seu respeito, porém,
tradicionalmente tem sido largamente utilizado no combate a ectoparasitos. Também
€ utilizado como anti-inflamatério, cicatrizante, antisséptico, emoliente,
antirreumatico, antiartritico, repelente de insetos e no combate de doencas da pele.
Ja o cha das folhas e da casca tem sido usado como antifebril e como vermifugo
(FERRAZ, et al. 2002). O cha da casca da arvore e das folhas é utilizado para
combater infeccbes e no tratamento de doencas da pele, portanto, a andiroba
apresenta fungdes cicatrizantes, anti-inflamatérias, antihelminticas e inseticida
(FAZOLIN, et al., 2000; FERRAZ, et al., 2002; SHANLEY, 2005).

Figura 3- Oleo de Carapa guianensis.
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Suas sementes contém lipidios, fibras, minerais e acidos graxos. O 6leo é
composto de oleina e palmitina e em indices menores glicerina (BOUFLEUER,
2004). Sua semente encerra 70% de Oleo insetifugo e medicinal que é utilizado na
medicina popular da regido norte do Brasil como febrifugo, anti-reumatico,
antibacteriano e repelente de insetos (LOUREIRO et al., 1979; LORENZI, 1992;
NEVES et al., 2004).

Na composi¢cdo quimica do 6leo das sementes da andiroba apresentam-se
estearinas, acidos graxos oléicos e acido miristico (LORENZI; MATOS, 2000). O
extrato hexanico do éleo das sementes de andiroba revelou a presenca de taninos a
que se atribui a atividade antifungica e antibacteriana, carboidratos, alcalbides e
glicosideos (MATTHIAS; JOHNS, 1993). Ja o extrato metandlico do 6éleo das
sementes de andiroba extraido por cromatografia revelou a presenca de limondides,
na qual s&o substdncias também conhecidas como meliacinas ou
tetranortriterpendides, que apresentam atividades fagoinibitérias e propriedades
inseticidas (OLLIS et al., 1970).

O 6leo procedente deste vegetal, espécie nativa da regidao Amazodnica,
apresenta uma larga aplicacdo na medicina popular com diversas aplicacées, dentre
as quais se destacam sua acgao antiinflamatéria, analgésica, antiartritica, antitumoral,
larvicida e antimicrobiana (HAMMER; JOHNS, 1993; GRAHAM et al., 2000;
LORENZI; MATOS, 2000; SILVA et al., 2004; PENIDO et al., 2005).

No primeiro isolamento de limondides do 6leo de andiroba registrado, cerca
de 2 a 5% correspondera a limondides, dos quais: andirobina, epoxiazadiradiona,
6a-acetoxiepoxiazadiradiona, 6a-acetoxigedunina, 6b-acetoxi gedunina, 11b-
acetoxigedunina, 6a,11b-diacetoxigedunina, 6b,11b-diacetoxigedunina  6a-
hidroxigedunina e 7-desacetoxi-7-oxogedunina (TAYLOR, 1984). Em outro estudo o
isolamento desses limondides, a partir do 6leo de andiroba, foi realizado através de
varias cromatografias liquidas em coluna e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) reciclante determinou-se o isolamento de angolensato de metila e
1,2-diidro-3b-hidroxi-7-desacetoxi-7-oxogedunina. A continuacao do estudo quimico
permitiu o isolamento de outra gama de limondides: 17b-hidroxiazadiradiona,
gedunina, 6a-acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina e xilocensina k (GAZEL,
1999).
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Andlises quimicas do éleo da andiroba e do extrato aquoso de sua semente
revelaram a presenga de um grupo de compostos quimicos chamados limondides
(tetranortriterpendides) responsaveis, principalmente, pelas propriedades repelentes
de insetos (OLLIS et al., 1970).

Os limondides s&o também conhecidos como meliacinas e sdo assim
denominados devido ao seu sabor amargo, estes compostos foram isoladas de
plantas pertencentes as familias Meliaceae, Rutaceae e Cneoraceae. Os limondides
sao tetranotriterpendides e talvez os maiores representantes dessa classe como
substancias inseticidas, no entanto, os monoterpenos simples, como o limoneno e
mirceno, desempenham um papel de prote¢cdo contra insetos nas plantas que os
produzem. Sua rota biossintética em plantas prevé como precursor um triterpeno
que, no final, da origem aos tetranotriterpendides pela perda de quatro atomos de
carbono do precursor original (SIMOES et al., 2007).

A azadiractina foi isolada inicialmente por Buterworth e Morgan em 1968
(SIMOES et al., 2007). Em 1975, Zanno e sua equipe propuseram sua estrutura que,
posteriormente, foi corrigida por Kraus em 1985. Estes compostos podem ser
encontrados em todos os tecidos das plantas, no entanto, os érgaos podem
individualmente produzir diferentes tipos de limondides (NAKATANI, 1996).

Ha uma extensa diversidade de limonoides que foram isolados da familia
Meliaceae, podemos citar as azedarachinas (HUANG et al., 1995), sendaninas e
trichilinas (TAKEYA et al., 1996)

As plantas que possuem os compostos limondides apresentam muitas outras
atividades bioldgicas, além da atividade inseticida, como atividade antitumoral,
antifingica, bactericida e antiviral, o que sugere o papel destes compostos na defesa
das plantas contra micro-organismos especificos (CHAMPAGNE, 1992).

2.3 Fungos

Fungos sao encontrados no solo, agua,vegetais, ar, animais e em detritos em
geral, ou seja, sdo organismos ubiquitarios, sdo eucaribticos, heterotréficos e
possuem parede celular, podem apresentar um sé nucleo, estes sado classificados
como leveduras, e quando apresentam varios, sdo denominados fungos

filamentosos. Os fungos podem ter sua morfologia alterada em funcdo das
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condicbes nutricionais e da temperatura, sendo que muitos deles apresentam
potencial patogénico para os seres humanos. De acordo com os tecidos afetados, as
micoses sao classificadas em micoses superficiais; micoses da pele, unha e pélos;
micoses subcutaneas ou profundas (BERGOLD, 2004).

Os fungos responsaveis por essas infeccdoes sdao conhecidamente
patogénicos como: Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton, Paracoccidioides e
Histoplasma, ou fungos patégenos oportunistas como: Candida albicans e
Cryptococcus neoformans (ZACCHINO, 2001). Espécies de Candida sao
reconhecidas como as leveduras mais frequentes em infeccoes micoticas
oportunistas. Esta infeccdo chamada de candidose acomete individuos em todo o
mundo. Estes micro-organismos apresentam-se como comensais ao homem,
podendo ser oportunistas em certas ocasides, habitam normalmente o aparelho
digestivo, respiratério, mucosa vaginal, oral e tegumento cutaneo. Seu espectro é
bastante extenso, variando desde manifestagdes banais como a colonizacdo de
mucosas, até quadros sistémicos com a invasdo de varios 6rgaos (SIDRIM;
MOREIRA, 1999; CAMARGO, 2008).

As infeccOes causadas por fungos podem ser classificadas clinicamente em
sistémicas, subcutaneas e superficiais, de acordo com o grau de envolvimento no
tecido e o sitio de instalagao do agente infeccioso no hospedeiro (TORTORA et al.,
2003) Porém varias espécies de fungos outrora considerados superficiais podem
causar infeccdo profunda e consequente doenca disseminada, por isso Ssao
chamados oportunistas (KONEMAN et al, 2008).

Os sintomas iniciais que levam a suspeita de micose, geralmente sao
inespecificos, diminuindo assim as chances de diagnéstico clinico correto, além do
fato de que as micoses profundas ou disseminadas podem confundir-se com outras

infecgcdes como tuberculose, sifilis e brucelose (KONEMAN et al, 2008).

O diagnéstico clinico é sugerido pela presenca de alguns sintomas classicos e
inespecificos como pruridos, ardéncia, leucorréia e confirmado pelo diagnostico
laboratorial. A terapéutica indicada compreende vérias classes de medicamentos
antifangicos orais e tépicos (SIDRIM; MOREIRA, 1999; CAMARGO, 2008).

As leveduras sdo componentes pertencentes a microbiota de mucosas e pele,

e até pouco tempo atras as leveduras eram consideradas apenas contaminantes,
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sem importancia clinica. Atualmente, sdo responsaveis por um numero crescente e
expressivo de casos de infecgdes fungicas (JAYATILAKE et al., 2009).

As micoses sistémicas referem-se aquelas causadas por agentes que
inerentemente podem ser altamente virulentos, podendo invadir profundamente os
tecidos e 6rgaos e sendo capazes de disseminar-se amplamente pelo corpo. Ja os
oportunistas sdo os fungos inicialmente nao-patogénicos que podem causar
infeccdes subcutineas e disseminadas, em geral apresentam baixa viruléncia, mas
podem causar doenca local ou disseminada em usuarios de drogas endovenosas,
nos individuos debilitados, imunossuprimidos ou naqueles com dispositivos
intravasculares ou préteses. Dentre outros, espécies de Candida sao fungos

classicamente considerados oportunistas (KONEMAN et al, 2008).

E certo que todos os procedimentos invasivos e tratamentos que causem
imunossupressao tém tornado os individuos muito suscetiveis a patdégenos
encontrados no ambiente nosocomial, como fungos e bactérias (CUENCA-
ESTRELLA; RODRIGUEZ-TUDELA, 2002; HOBSON, 2003). No ambiente
hospitalar, os pacientes de unidades de terapia intensiva sdo os mais vulneraveis
exatamente porque sao aqueles cujo manejo € feito a partir de cateteres
intravasculares, sondas vesicais e ventilacdo mecanica, entre outros métodos
invasivos, o que aumenta o risco de infecgdo oportunista (PETRI et al., 1997;
SCHELENZ, 2008). Assim, como consequéncia do profundo comprometimento dos
mecanismos de defesa destes individuos hospitalizados ou nao, estes micro-
organismos passaram a se comportar como oportunistas, sendo capazes de causar
quadros infecciosos de alta letalidade (WENZEL, 1995; NUCCI et al., 1998; PAUW;
PICAZO, 2008).

Estes micro-organismos sao fungos que fazem parte da microbiota humana,
mas que podem tornar-se oportunistas caso ocorram alteragdes nos mecanismos de
defesa do hospedeiro, como: comprometimento de barreiras de defesa naturais,
secundarias, queimaduras ou procedimentos médicos invasivos e ainda
imunossupressao. As manifestagdes clinicas das infeccoes causadas por estes
fungos podem ir desde infeccdo local das mucosas até a infeccado sanguinea.
(PASQUALOQOTTO, et al., 2006)

Além de bactérias comumente isoladas de infecgdes do trato urinario (ITU),
h&a muitos casos de isolamento de leveduras, Candida spp tem sido relatada



26

principalmente nas ITU’s hospitalares devido ao alto nivel de resisténcia destes
micro-organismos aos antimicrobianos (LOPES; TAVARES, 2005).

2.4 Género Candida

As leveduras do género Candida sao fungos que ocorrem em todo o mundo,
seja no solo, em plantas vivas ou mortas e convivem normalmente com o ser
humano saudavel em locais como pele e mucosas. Esta levedura se apresenta sob
as formas de blastoconideos, pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras. O processo de
identificacdo das espécies deste género baseia-se os aspectos morfolégicos como
aparéncia, cor e textura das colénias bem como producédo de tubo germinativo e
pseudohifas que combinados com critérios bioquimicos caracteristicos, constituem-
se importantes recursos para a determinagdo e/ou distingdo entre as espécies C.
albicans e nao albicans (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

As espécies de Candida tém crescido como causa de infecgdo também no
ambito hospitalar, passaram da sétima para a terceira principal causa de infeccao
nosocomial da corrente sangtiinea em unidades de terapia intensiva (UTI), sendo
responsavel por 8% de todos os episddios registrados (PERLROTH et al., 2007;
WISPLINGHOFF et al., 2004).

Em estudo que se objetivou o isolamento e identificacdo dos agentes
etiolégicos de onicomicoses em pacientes de um hospital, as leveduras foram a
causa mais comum das infecdes e das 59 leveduras isoladas foram identificadas 53
(89,8%) como pertencentes ao género Candida, das quais C. parapsilosis e C.
albicans foram as mais frequentemente isoladas. (ATAIDES, 2010).

Dentre o género Candida, a espécie Candida albicans é mais frequentemente
isolada da cavidade bucal, entretanto a presenca deste micro-organismo neste sitio
nao & necessariamente indicativo de doenca, pois, esta levedura pode ser isolada
em cerca de 40% de individuos saudaveis em diversas faixas etarias (CAMPISI et
al., 2006).

Nos Estados Unidos, as espécies de Candida ocupam recentemente o quarto
lugar entre as causas de infeccées nosocomiais sendo responsavel por 8 a 15% de
todos os casos de septicemia (WISPLINGHOFF et al., 2004; PFALLER; DIEKEMA,
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2007). Na Alemanha, a espécie mais frequentemente isolada é C. albicans (58.5%),
seqguida por C. parapsilosis (8.0%) e C. tropicalis (7.5%) (ZEPELIN et al, 2007).

No Brasil, a taxa de incidéncia relatada foi maior que a dos paises europeus e
dos Estados Unidos, sendo C. albicans a espécie mais frequentemente isolada em
todos os hospitais, e entre as outras espécies envolvidas nos processos infecciosos
houve predominancia de C. parapsilosis e C. tropicalis (COLOMBO 2000;
COLOMBO et al., 2007).

No cenario brasileiro, a documentacao dos casos de candidiase invasiva tem
sido pouco sistematica e a literatura € omissa com relagdo a real incidéncia desses
processos em nosso pais. Apesar disso, sabe-se através de estudo que 4,3% de
todas das septicemias relatadas nos hospitais terciarios do estado de Sao Paulo sao
causadas por espécies do género Candida e que muitas delas tém mostrado valores
de concentracdo inibitéria minima (CIM) elevados para os antifungicos de uso mais
corrente (COLOMBO, 2003).

Em outro estudo nacional, foi verificado que a incidéncia de candidemia nos
hospitais brasileiros é de 2,9 casos por 1000 admissées (COLOMBO et al., 2006), o
que representa valores de 2 a 15 vezes mais elevados do que aqueles observados
em outras regidées do mundo como América do Norte e Europa, e que a taxa de
mortalidade bruta é 54%. Evidencia-se ainda que dentre os principais fatores de
risco para candidiases invasivas, a neutropenia parece ser o mais relacionado a
mortalidade de pacientes criticos no Brasil (VELASCO; BIGNI, 2008).

A idade avancada é um importante fator para o aumento de morbidade e
mortalidade por meio das infec¢des fungicas as quais sdo acometidos, como com o
uso de préteses dentarias que podem estar associadas a irritacdo mecanica da
mucosa oral, que pode acarretar candidose mucocutanea, incluindo candidose oral e
estomatite. Por outro lado, os recém-nascidos com condi¢cées crbénicas também
apresentam grande possibilidade de contrairem infec¢cdoes nos servigcos de saude, no
setor nosocomial, com especial comprometimento do sistema nervoso central. Ha
ainda outras condicdes de predispéem a infec¢cdes por leveduras como alteracéo
das defesas do organismo devido ao comprometimento das proteinas armazenadas
ou da producéo de anticorpos, supressao da microbiota normal, gravidez e diabetes
mellitus ou outras doencgas metabdlicas cronicas (KONEMAN et al, 2008).
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De modo geral, os fungos sdo organismos do meio externo, exceto algumas
espécies de Candida. Assim, os fungos que entram em contato com o ser humano e
animais podem causar danos 0s quais podem variar de micoses superficiais até
micoses mais severas (HAZEN, 1995). Os quadros clinicos mais rotineiramente
reportados relacionados a candidiase sdo as do tipo alérgica, cutdneo-mucosa e
sistémica-visceral (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; MOREIRA, 1999). A maioria das
infeccbes disseminadas tem sua origem no trato gastrointestinal, contudo, a pele e o
trato genito-urinario podem ser também fontes de infeccdo (NUCCI; ANAISSIE.
2001; BENDEL, 2003; VILANOVA; CORREIA, 2008).

Em decorréncia deste cenario, mudancas expressivas na epidemiologia das
micoses hospitalares também tém sido observadas (FRIDKIN, 2005). H& consenso
na literatura sobre o aumento das infecgdes fungicas e também da alteracdo na
casuistica dos agentes etiol6gicos (ELLIS, 2001; RICHARDSON, 2005; GUERY et
al., 2009).

Em se tratando da emergéncia das infeccoes fungicas invasivas em pacientes
hospitalizados e da conscientizacdo mundial de sua gravidade, esses processos sao
ainda pouco considerados no Brasil. De maneira geral, indicadores de infeccao
fungica hospitalar, como taxa de infec¢do fungica, coeficiente de sensibilidade aos
antifingicos, taxa de letalidade, distribuicao percentual das infeccoes fungicas por
localizagao topografica, etiologia, coeficiente de sensibilidade aos antifungicos ainda
sao pouco conhecidos (COLOMBO et al, 2003)

Com o passar do tempo, 0s micro-organismos envolvidos em infecgcdes em
servigos de saude foram variando, devido a fatores ambientais e a pressao seletiva
relacionada ao uso de antimicrobianos. Depois da década de 80 foram relatados
casos de Gram negativos ndo fermentadores, Candida sp. e alguns tipos de virus
(MORAES, et al, 2000).

Esta bem estabelecido que a utilizacdo de antibiéticos de largo espectro para
prevencao e tratamento de complicacdes bacterianas, particularmente, aqueles que
agem sob altas concentragdes no trato gastro-intestinal e que exibem boa atividade
contra bactérias anaerébias Gram negativas, resulta em substancial aumento da
populacdo endégena de Candida spp. (ANAISSIE, 1992; SEGAL; FREIFELD, 2007).
Esse aumento, somado a destruicdo da barreira epitelial que se segue a

quimioterapia antineoplasica ou quaisquer outros fatores imunossupressores, tém
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sido considerados importantes para o desenvolvimento de candidemias de aquisicao
enddgena (TIRABOSHI et al., 2000; CHENG et al., 2005; SIMS et al., 2005).

Nas Ultimas décadas as leveduras do género Candida tem se tornado
importantes causadores de infeccdo, o que se deve ao aumento de procedimentos
invasivos, quebra das barreiras de protecao natural, uso intensivo e indiscriminado
de antibiéticos de amplo espectro, sendo que a susceptibilidade do individuo e a
mudanca de C. albicans de microbiota para agente infeccioso, favorecem a
colonizacado e a infecgéo fungica nas vias urinarias por exemplo. (OLIVEIRA, et al.,
2001).

Dentre essas infec¢des fungicas, aquelas produzidas por Candida spp. sao as
mais importantes causas de morbidade e mortalidade nos pacientes hospitalizados,
representando quase 90% de todos os processos infecciosos fungicos nosocomiais
(RUHNKE; MASCHMEYER, 2002; BILLE et al., 2005; ROSA et al., 2008).

Candida spp. tém sido isolada em 8% dos casos de infecgcdo nosocomial da
corrente sanguinea e quase a metade dos isolados € de Candida nao-albicans,
incluindo Candida glabrata e Candida krusei (O'GRADY et al., 2002; GALBAN;
MARISCAL, 2006). Nesses dados percebemos que a emergéncia de cepas
resistentes as drogas antifUngicas tem sido uma constante que tem aumentado
tendenciosamente (PFALLER et al., 1998).

Alguns exemplos destas espécies sdo: Candida krusei que é resistente a
cetoconazol; Candida dubliniensis, cujo fenétipo esta estreitamente relacionado a
Candida albicans, sobretudo as cepas recuperadas de pacientes com candidose
orofaringea, desenvolveu resisténcia induzida contra fluconazol; determinadas cepas
de Candida lusitaniae possuem resisténcia esporadica contra Anfotericina B através
de mecanismo de troca oriundo de colbnias previamente suscetiveis (KONEMAN,
2008).

As infecgbes micoticas tem crescido ndo somente em incidéncia, mas
também em fatalidade, principalmente aquelas causadas por Candida spp., devido a
sobrevida de pacientes transplantados, uso por vezes indiscriminado de drogas e
doencas imunossupressoras (SIDRIM; MOREIRA, 1999; LACAZ et al., 2002).

Verifica-se um aumento da frequéncia de espécies nao-albicans como
agentes causais de infeccoes sanguineas em doentes oncoldgicos, como: Candida
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glabrata; Candida krusei; Candida tropicalis e Candida parapsilosis, o0 que
demonstra que ha um risco aumentado de candidemias nestes pacientes. Assim,
estas infeccbes invasivas sdo uma grande ameaga para doentes com cancro,
especialmente nos pacientes com tumores hematol6égicos, pois este grupo de
doentes apresentam graves disturbios hematolégicos, e os neutréfilos e linfocitos
mononucleares ndo sdo capazes de combater estes micro-organismos
(PASQUALOTTO, et al, 2006).

O isolamento das espécies nao-albicans dos doentes oncoldgicos
supostamente provém do uso em larga escala de antifungicos, desde o inicio dos
anos 90. Desde entdo, se recorre a utilizacdo de antifungicos de forma profilatica
antes de transplantes de células estamina hematopoiéticas e como prevencao de
episddios de neutropenia febril. Contudo, tem-se demonstrado que este nao é o fator
preponderante a emergéncia de espécies nao-albicans neste tipo de infecgdes.
Pode-se citar Candida parapsilosis que esta frequentemente associada ao uso de
cateteres venosos centrais e Candida tropicalis comumente relacionada a doentes
oncoldgicos, especialmente o0s doentes neutropénicos com inflamacbes das
mucosas, mesmo antes da introducdo de antifungico na pratica clinica
(PASQUALOTTO, et al, 2006).

Em um estudo com pacientes oncoldgicos internados, foram isolados 187
micro-organismos, dentre os mais frequentemente encontrados encontrou-se
Candida spp. com 9,1% (n=17) dos isolados, dos quais 11 (64,7%) foram Candida
albicans e os restantes 6 (35,3%) isolados sido espécies nao-albicans: 3 (17,6%)
Candida krusei; 2 (11,8%) Candida glabrata e 1 (5,9%) Candida parapsilosis.
(PASQUALOTTO, et al. 2006).

A utilizacdo de imunossupressores e corticoides como parte da terapia
antineoplasica ou para outros tratamentos podem levar a prejuizos da funcédo dos
neutréfilos, mondcitos e macréfagos circulantes e comprometer de maneira
importante a imunidade mediada por célula T, resultando em aumento do risco de
desenvolvimento de micoses profundas (NEOFYTOS et al., 2009).

Tem-se sugerido que os fatores que mais tem predispostos para infeccoes
sanguineas por espécies nao-albicans sao: exposi¢ao prévia a antifungicos e outros
antimicrobianos; idade, individuos muito jovens ou idosos; e doenca oncoldgica de
base, especialmente tumores hematolégicos (CHOI, et al. 2009). Candida glabrata

representa cerca de 20% das leveduras isoladas de amostras de urina,
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considerando que também ja foram relatados casos de endocardite e infeccéo
disseminada causada por esta espécie (KONEMAN, 2008).

Em um estudo observou—-se que a maioria dos 15 isolados de Candida spp.,
foram de secrecbes respiratérias (58,8%) e de urina (23,5%). O local onde se
verificaram mais episddios de infeccdo por Candida spp. foi o internamento de
Oncologia Médica (47,1%). As infeccbes por espécies de Candida tiveram uma
maior incidéncia nos homens (66,7%) que nas mulheres (33,3%) (CHOI, et al.,
2009).

Candida krusei é intrinsecamente resistente ao fluconazol e possui um
decréscimo de susceptibilidade aos outros antifungicos. Assim, é facil compreender
a constante dificuldade na escolha da terapéutica relacionada a esta espécie.
Candida glabrata é relativamente resistente ao fluconazol devido a mecanismos de
efluxo dependentes de energia (CHOI, et al., 2009)..

A emergéncia de candidemias provocadas pelas espécies Candida glabrata e
Candida krusei representa sérias complicacdes na terapéutica (CHOI, et al., 2009).
Na América do Norte, C. albicans é responsavel pela maioria das candidemias,
sendo seqguida por C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei. (PFALLER et
al., 2001). Com relagédo a América Latina e Brasil, a distribuicdo das espécies de
Candida apresenta algumas diferencas, sendo que C. albicans é também a principal
levedura isolada dos casos de candidemia (COLOMBO et. al., 2006).

No entanto, ao contrario do que se observa na regido norte do continente
americano, as espécies nao-albicans mais encontradas sdo C. tropicalis e C.
parapsilosis (AVILA-AGUERO et al., 2005; GIRAO et al., 2008). Ndo obstante este
modelo de distribuicado, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. pelliculosa e C. rugosa tém
sido relatadas com frequéncia crescente no Brasil (COLOMBO et al., 2006; MATTA
et al., 2007; VELASCO; BIGNI, 2008).

As variacbes no padrao de susceptibilidade das espécies de Candida aos
antifungicos entre as regides tém sido explicadas, exatamente, pelas diferencas na
distribuicao destas espécies (ARENDRUP et al., 2005). Altos indices de resisténcia
aos derivados azdlicos tém sido mais observados em C. glabrata e C. krusei
(PFALLER et al.,1998), agentes de infecgdo fungica hospitalar, considerados até
entdo, menos importantes no cenario brasileiro (NEUFELD, 2009).
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2.5 Terapia Antifungica

No século XX, com o advento dos antimicrobianos houve uma revolu¢ao no
tratamento de doencas infecciosas, mas emergiu com o problema da resisténcia dos
micro-organismos a acao destes antimicrobianos (FONTANA, 2006).

Consideravel progresso tem ocorrido com relacdo a antimicrobianos nas
ultimas décadas. Entretanto, varios novos compostos tém demonstrado limitagoes,
nao se conhecendo, ainda, uma droga ideal para o tratamento eficaz de todas as
micoses (BERGOLD, 2004).

Em relacdo ao tratamento de candidoses, grande quantidade de farmacos
obtidos por meio da sintese organica tem sido utilizados no tratamento de infec¢des
micéticas, como os antissépticos a base de tintura de iodo, violeta de genciana,
acido salicilico e benzéico, derivados sulfamidicos, corantes, quinonas e antifingicos
poliénicos como a nistatina e a anfotericina. Além destes, utilizam-se também
antifingicos como os azéis representados por: cetoconazol, econazol, sulconazol,
miconazol, clotrimazol e fluconazol, além de anfotericina B. Porém, as infeccoes
fungicas sdo de dificil tratamento, fato relacionado a elevada resisténcia da Candida

frente a acao de alguns antifungicos convencionais (McLNTYRE, 2002).

Nistatina foi o primeiro antibidtico poliénico a ser isolado em 1949 e é
amplamente utilizado até os dias atuais no tratamento topico de candidiase oral e
vaginal. Quando utilizado em baixas concentragcdes os poliénicos afetam somente as
células que possuam esterdis em suas membranas, ligam-se aos ergosterois criando
poros na membrana citoplasmatica do fungo, permitindo assim o extravasamento de
agua e eletrélitos além de interferir nas fungdes de seletividade da membrana o que
pode resultar na morte fungica (FARIAS; GIUFFRIDA, 2002; NOBRE etal., 2002).

O numero de farmacos disponiveis para o tratamento de infecgbes fungicas
sistémicas é limitado. Nos ultimos anos, a anfotericina B e os azbis, principalmente o
cetoconazol, fluconazol e itraconazol, tém sido os farmacos de primeira escolha na
terapia. A anfotericina B € um antibiotico fungicida potente de largo espectro, porém
seu uso € associado a efeitos adversos significantes, como nefrotoxicidade
(GOODMAN; GILMAN, 1996).
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Com um aumento importante das infecgdes fungicas na década de oitenta,
surgiram os azdis que se apresentam como a maior classe de antifungicos (NOBRE,
et al., 2002; TORTORA et al., 2003)

O mecanismo de acao de azodis, farmacos totalmente sintéticos, baseia-se na
inibicdo da sintese de esterol14-a-demetilase, um sistema enzimatico microssomal
dependente do citocromo P450, que prejudica a sintese de ergosterol na membrana
citoplasmatica e leva ao acumulo de 14-a-metilesterdis, que sao precurssores
metilados que levam a formagdo de membrana defeituosa com permeabilidade
alterada (FARIAS; GIUFFRIDA, 2002; SHANON; SORREL, 2007).

Estes medilesterdis ndo possuem a mesma forma e propriedades fisicas que
o ergosterol e levam a formagdo da membrana com propriedades alteradas, que nao
desempenha as fungdes necessarias, prejudicando a captacdo de nutriente
interferindo  no desenvolvimento do fungo resultando em necrose celular.
(GOODMAN; GILMAN, 1996; BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; FICA, 2004).

Assim, os azbis causam menos reacdes adversas que a anfotericina B, mas
sdo menos potentes que a mesma, podendo ter agdo fungistatica ou fungicida. O
uso excessivo de azdis levou ao aparecimento de resisténcia em espécies que antes
eram suscetiveis a estes farmacos (GOODMAN; GILMAN, 1996; WILLIAMS;
LEMKE, 2002).

Como os azébis sdo metabolizados pela enzima CYP3A4 do figado, eles tém o
potencial de interagir com muitos agentes clinicamente importantes. A administracdo
de agentes azdlicos antifungicos é contraindicada com uso de: agentes antimalarios
e antidisritimia; quinidinas; benzodiazepinicos que agem no metabolismo oxidativo,
como: alprazolam, clordiazepoxido, clonazepam, diazepam, estazolam, flurazepam,
halazepam, quazepam e triazolam; dofetilide; antipsicoticos, e estatinas (ELEWSKI;
TAVAKKOL, 2005).

Geralmente as infeccoes fungicas sao de dificil tratamento, fato
intrinsecamente relacionado a elevada aquisicdo de resisténcia por parte dos micro-
organismos frente os mecanismos de agdo de antifingicos (ARAUJO et al., 2004)

além de estes farmacos utilizados nas infecgcbes fungicas podem ser toxicos para as
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células humanas, devido a semelhanca entre a célula fungica e a célula humana
(LACAZ et al., 2002).

A maior incidéncia de micoses invasivas tem sido acompanhada pelo
fenbmeno de resisténcia aos antifungicos (PERFECT, 2004; SWINNE et al., 2009).
Os primeiros relatos de resisténcia ocorreram na década de 80 em pacientes com
candidiase mucocutanea crénica tratados com cetoconazol por longos periodos
(ODDS, 1993). No entanto, o desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos
azolicos parece ter sido, efetivamente, resultado do uso prolongado e repetido de
fluconazol para o tratamento da candidiase oral e esofagiana em pacientes com
AIDS, com baixa contagem de células CD4+, no periodo anterior ao surgimento da
terapia antirretroviral de alta poténcia (SANGLARD, 2002; CASALINUOVO et al.,
2004).

O emprego macico de antifungicos em tratamentos empiricos e profilaxia de
pacientes neutropénicos trouxe um novo contexto clinico ao problema da resisténcia
aos antifungicos (MELLADO et al.,, 2002; HOSPENTHAL et al., 2004; NUCCI;
PERFECT, 2008). A resisténcia apresentada pelos micro-organismos ocorre devido
mutacdes genéticas da célula, assim a droga agira como agente seletivo em uma
populacédo (WHITE et al., 1998).

Dentre os mecanismos de resisténcia apresentados pelos fungos destaca-se
a producao, ou superproducao de enzimas, implementacdo de vias metabdlicas
alternativas e producdo de bombas de efluxo que expulsam o medicamento da
célula alvo, neste caso, do fungo (GOLDMAN et al., 2004).

O fluconazol € um dos azéis com atividade reconhecida contra isolados de C.
albicans (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; CATALAN; MONTEJO, 2006). E o
antifingico mais utilizado para tratamento nos casos de infeccao por leveduras do
género Candida, principalmente em pacientes neutropénicos (FICA, 2004;
CATALAN; MONTEJO, 2006).

Estudos que utilizaram isolados da mucosa oral de pacientes com AIDS
apontaram resisténcia de 25,42% dos isolados frente a itraconazol, 45,76% a
cetoconazol e 66% a fluconazol (SILVA, et al., 1998). Especificamente C. tropicalis
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demonstrou 48% de resisténcia ao fluconazol, 33% ao cetoconazol, 17% para 5-
fluorocitosona e 17% para itraconazol (LAW et al., 1996)

Ao longo dos ultimos anos, a ocorréncia de infecgdes fungicas humanas tem
apresentado aumento expressivo, e varios fatores estao relacionados a este fato,
como: melhor diagnéstico laboratorial e clinico, aumento da sobrevida de pacientes
imunodeprimidos € o emprego de medicamentos imunossupressores, utilizados por
vezes, de forma abusiva, permitem a instalagdo de micro-organismos
convencionalmente saprofitos (SIDRIM; MOREIRA, 1999)

O tratamento das micoses humanas ndo é sempre efetivo, pois, pode haver
recorréncia, além da possibilidade de resisténcia e por apresentarem importante
toxicidade, com isso, ha busca continua de novos antifingicos mais potentes e mais
seguros que os existentes. Sendo que a maioria dos antifungicos utilizados seja de
origem sintética, o estudo em busca de produtos naturais com propriedades

antifingicas voltou a receber especial atencao de cientistas (YUNES; FILHO, 2001).

Considerando a grande necessidade de novos antifungicos eficazes e o
estudo da utilizacdo popular de plantas medicinais seja uma ferramenta muito
importante no descobrimento de novos farmacos, estes resultados apontam para a
flora brasileira como um importante alvo para pesquisa e consequente
desenvolvimento de novos compostos com atividade antifungica. Entretanto, os
dados publicados sobre avaliagdo do potencial de atividade antifingica de espécies
de plantas desta flora é ainda escarco, frente a grande diversidade contida na flora
brasileira. (FENNER et al., 2006).

Varios estudos relacionados a atividade antifingica in vitro tém sido
desenvolvidos frente a leveduras de interesse médico, porém ha grandes variagdes
associadas ao método de anadlise da sensibilidade bem como utilizacdo de
compostos isolados em pesquisas (LAMBERT, et al., 2001; CHAMI et al., 2004)

E importante observar a resisténcia das leveduras pertencentes ao género
Candida frente aos antifingicos atualmente utilizados, pode-se inferir que a pesquisa
em busca de novos compostos antifungicos de origem vegetal mostra-se de
relevante significancia. E possivel observar o potencial antibiético que os produtos

vegetais possuem, e por consequéncia, a real possibilidade de apds estudos,
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aplicacao destes produtos na prevencédo e tratamento de doencas infecciosas de
origem fungica. Porém, é necessério citar a necessidade de realizagdo de estudos
de cunho toxicolégico e clinico como suporte de seguranca para 0 uso destes

produtos como farmacos (LIMA et al., 2006).

Diante do expostos, as pesquisas sdo muitas vezes dificultadas, pois apesar
da Vigilancia Sanitaria, que € definida como um conjunto de acbes capaz de
eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios
decorrentes do meio ambiente, da producéao e circulacdo de bens e da prestacao de
servicos de interesse da saude (BRASIL, 1990), estabelecer normas
regulamentadoras, ha uma dificuldade visivel de padronizagdo de testes para
fungos. (PIMENTA, 2008).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Verificar a atividade antifungica do 6leo de Andiroba (Carapa guianensis) in
vitro sobre cepas padrdes de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida

parapsilosis.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade antifungica do éleo de andiroba sobre isolados de Candida
spp-

Definir a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do éleo de Andiroba sobre

isolados de Candida spp.

Avaliar possiveis diferencas de acuracia nos resultados encontrados através

das metodologias de microdiluicdo em placa e perfuragdo em agar.
Avaliar os resultados obtidos na metodologias de extracao técnica por prensa.

Avaliar os resultados obtidos na metodologias de extracdo artesanal por

cozimento.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto de Pesquisa deste trabalho foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), para apreciacao e
obtencdo de Certificado de Isengao, conforme Resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude, pois o objeto de pesquisa ndo envolve animais ou seres

humanos.

4.1 Cepas

As cepas padrao testadas foram da Colecdo de Cultura Cefar Diagnéstica
(CCCD), leveduras do género Candida: Candida albicans CCCD-CCO001, Candida
tropicalis CCCD-CC002 e Candida parapsilosis- CCCD-CC004.

4.2 Coleta e Processamento da Planta

As sementes de C. guianansis foram coletadas na area do Instituto de
Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado do Amapa (IEPA), na Regiao
Central do Municipio de Macapa e foi identificada por botanico (Silva, B.M.S.), no
IEPA- Fazendinha. Uma exsicata foi depositada no herbario do IEPA para
identificacdo: HAMAB-18351 Carapa guianensis, OLIVEIRA, F.D.S.-01.

Foram utilizadas cinco amostras de 6leo de andiroba, das quais, duas
amostras foram extraidas de acordo com o protocolo descrito na metodologia, aqui
denominadas A e B, e as demais trés amostras de 6leo foram adquiridas nas feiras
livres de Macapa-AP, sendo estas amostras extraidas de modo artesanal por
cozimento da améndoa seguido do escorrimento do 6leo a partir da massa
resultante do cozimento, modo pelo qual geralmente se utiliza para extracdo e uso

na medicina popular, estas foram aqui denominadas C, D e E.

4.3 Extracdo do Oleo das Sementes de C. guianansis
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As sementes foram cortadas com auxilio de facas, em seguida foram postas
para secagem em estufa com temperatura média de 45°C por um periodo de 3 dias.
Apés este periodo de secagem, o material vegetal foi esmagado por prensa
hidraulica para obtencao do 6leo. Foram obtidas duas amostras de 6leo.

Ainda trés amostras de 6leo foram obtidas em feiras de Macapa, estas
amostras foram extraidas de modo artesanal, por cozimento e foram utilizadas para
comparagéao dos resultados diante de diferentes metodologias de extracao.

Figura 4- Etapas de extracao do 6leo de andiroba em prensa.
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4.4 Recuperacao das Cepas e Preparacao do Inoculo

As cepas apds serem recuperadas em solugdo salina, foram inoculadas em
Agar Saboraud dextrose, em seguida estes inéculos foram incubados em
temperatura de 35°C por 24 horas. Apos este periodo as colénias foram suspensas
em 5 mL de solugéo salina estéril 0,145mol/L (8,5g/L NaCl; salina a 0,85%) e a
densidade celular ajustada a 0,5 da escala de McFarland, com concentracdo de
1x10®a 5x10 ® células por mL.
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Fiqura 5- Etapas da Recuperacao das Cepas.

4.5 Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi realizado em blocos inteiramente
casualizados, constando de 60 tratamentos com 3 repeticdes, onde foram utilizadas
3 amostras por parcela de testes.

4.5.1 Teste de Microdiluicao

Para determinacdo da concentragédo inibitéria minima seguiu-se o protocolo
M27-A2 do National Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), atual
Clinical Labortory Institute Standart (CLSI) (NCCLS, 2002). Nessa técnica utilizou-se
microplacas de 96 pogos, com 8 linhas e 12 colunas. O meio de cultura utilizado foi o
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) enriquecido com 2% de glicose, tamponado
em acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS) e pH 7,2.

Os tratamentos para avaliacao antifungica constaram de: 6leo de andiroba a
100% na coluna 1. Adaptando um modelo de avaliacdo antifungica utilizado por
Ferreira et al., (2009), da coluna 2 a coluna 10, os tratamentos tiveram diluicdo da
droga em teste, reduzindo sua concentragédo para de 10%, 20%, 30%, 40%,
50%,60%, 70%, 80%e 90% da concentracado utilizada na coluna 1. Na coluna 11
utilizou-se 100uL do meio para controle de esterilidade. Na coluna 12 tivemos

controle com nitrato de miconazol a 20 mg/ml.
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A partir disto, inoculou-se 100uL da suspensao de células em cada pogo nas
colunas 2 a 10 da placa, que fora incubada a 35°C por 48 horas. O ensaio foi
realizado em triplicata e repetido por trés vezes consecutivas, para assegurar um

resultado fidedigno.

Figura 6 — Etapas de Execucao do Teste de Microdiluicao

4.5.2 Teste de Perfuracao em agar
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Os in6culos foram semeados na superficie do meio agar Sabouraud Dextrose
contido em placa de Petri com o auxilio de swab estéril, cobrindo a superficie da
placa, foram realizadas perfuracbes no agar, criando cavidades onde foram
adicionadas as amostras de 6leo de andiroba a 100%, para avaliagdo da sua
atividade sobre as cepas de Candida. Em cada poco foi adicionado 20 uL das
amostras de 6leo. As placas foram incubadas a 37°C. Os testes foram realizados
em triplicatas com 3 repeticoes.

Figura 7- Esquema da metodologia de Perfuracdao em agar.

-

placa com agar

suspensdo de fungos a 0,5

@da escala de MacFarland

placa moculada

~

confeccao de pocos

&

inoculacdo do dleo



43

Figura 8- Etapas de execucgéao do teste de perfuracdo em agar.

4.6 Leitura dos Resultados

A observagdo da atividade antifungica e da CIM, ou seja, da inibicado do
crescimento fungico foi feita apds 24 horas de incubacao, onde se observou através
de leitura visual da inibicdo do crescimento das leveduras em cada pog¢o da placa,
com duas leituras, ap6s o periodo de 24 e de 48 horas de incubacgédo, conforme
preconizado (NCCLS, 2002), o mesmo foi feito para leitura da atividade antifingica
no teste de perfuracao em agar.

Consideram-se sensiveis ao 6leo de andiroba todas as cepas com auséncia
de turvacdo em microplaca e formacdo de halos de inibicdo com auséncia de
colénias microssatélites no seu interior no teste de difusdo por perfuracdo em agar
(NCCLS, 2002; FERREIRA et al., 2009), considerando-se :
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0- CEPA SENSIVEL
1- CEPA NAO SENSIVEL

4.7 Analise Estatistica

Em se tratando do teste de diluicdo do 6leo de andiroba sobre diferentes
cepas de fungos, encontrou-se adequada a analise estatistica realizada pelo Teste
de Friedman o qual é aplicado quando existe mais de um tratamento, neste caso 11
diluicbes do 6leo de andiroba e 1 nitrato de miconazol para controle, aplicados a um
mesmo micro-organismo. Neste caso, o Teste de Friedman sugere o seguinte
procedimento, aplicado a situacao de blocos inteiramente casualisados, mas sobre a

Otica ndo paramétrica:

1- Ordenou-se os tratamentos dentro de cada bloco, segundo suas
respostas (da menor para a maior). Respostas empatadas sao substituidas pela
média das respectivas ordenacoes;

2- Somou-se as ordenacgdes por tratamento (ri);

3- Calculou-se o X%, (qui-quadrado):
t

Xo? = 12 2rf- 3b(t+1)
bt(t+1) "

Onde:

b € numero de blocos;

t € o numero de tratamentos;

rié o total das b repeticdes do tratamento i;

X%, é o distribuido aproximadamente como X? quando t e b sdo maiores que

trés.

4- Em seguida, comparou-se o valor obtido X3, com o tabelado com t-1
graus de liberdade. Sendo que quando o valor de X2, fora maior ou igual ao
tabelado, indicara a existéncia de diferencas significativas entre as ordenacdes

médias dos tratamentos.
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5 RESULTADOS

Inicialmente as améndoas tiveram peso de 1000g e apds a secagem 0 peso
final foi de 757,99, representando uma reducdo de 24,21% no peso seco das

améndoas.

Para o processo de extragdo na prensa se utilizara 60g de sementes cortadas
e secas de onde se obtinha aproximadamente 10mL de éleo. E importante ilustrar
que ha uma grande perda de 6leo neste processo de extracao, pois o procedimento
deixa certa quantidade de 6leo na maquinaria da prensa.

5. 1 Testes de Microdiluicao

Demonstrou-se através desta metodologia que nao houve sensibilidade das
cepas frente as amostras A, B, C, D e E do 6leo de andiroba, ou seja, ndo houve
atividade antifingica em nenhuma amostra de 6leo nas diversas concentragdes
utilizadas sobre as cepas de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida
parapsilosis.

Figura 9- Teste de Microdiluicdo de éleo de andiroba sobre cepa de
Candida albicans, com crescimento.
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Figura 10- Teste de Microdiluicao de éleo de andiroba sobre cepa

de Candida tropicalis, com crescimento.
o o 3 ’

Figura 11- Teste de Microdiluicao de éleo de andiroba sobre cepa
de Candida parapsilosis, com crescimento.

Foi realizado isolamento e identificacdo morfolégica do micro-organismo
presente nos pogos com maior e com menor concentragdo de cada amostra de 6leo

na microplaca, para assegurar que se tratara do mesmo micro-organismo
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inicialmente estudado, e comprovar a nao contaminagdo por outros micro-

organismos.

Fiaura 12- Isolamento funaico do crescimento obtido em microplacas.

' >3
2

5.2 Testes de Perfuragdao em Agar

Apéds incubacdo para verificacdo de inibicdo de crescimento antifingico,
obteve- se atividade negativa, ou seja, ndo houve agéao inibitéria das amostras A, B,
C, D e E de andiroba em nenhuma das cepas padrdo estudadas: Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida parapsilosis.

Figura 13- Teste de Perfuragdo em agar de éleo de andiroba
sobre cepa de Candida albicans, com crescimento.
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Figura 14- Teste de Perfuracdo em agar de éleo de andiroba
sobre cepa de Candida tropicalis. com crescimento.

Figura 15- Teste de Perfuracdo em agar de 6leo de andiroba
sobre cepa de Candida parapsilosis, com crescimento.
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Quando observados os resultados obtidos diante das metodologias utilizadas,
verificou-se que tanto na metodologia de microdiluicio em microplaca, quanto na
metodologia de perfuracdo em agar, nao houve diferenca significativa de agéo, ou
seja, nao houve diferenca de resultado quanto a acdo antifingica das amostras A, B,
C, D e E de andiroba em nenhuma das cepas padrao estudadas: Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida parapsilosis.

Nao houve diferenca de resultados em se tratando da atividade inibit6ria
frente as cepas de Candida spp. quando comparados os métodos utilizados para
extragcdo das amostras de 6leo, sendo as amostras A e B extraidas de modo técnico
em laboratério e C, D e E extraidas de modo artesanal, por meio de cozimento,
dessa forma o método de extracdo nao teve influéncia nos resultados obtidos frente
as cepas-padrao.

Diante dos resultados obtidos observa-se que o delineamento experimental
em blocos inteiramente casualisados, assim como o numero de repeticdes
programado foi adequado a este tipo de ensaio. Da mesma forma, a aplicacdo do
Teste de Friedman, mostrou-se adequada ao tipo de ensaio realizado, mostrando

diferengas significativas entre os tratamentos.

Na tabela 1 tém-se os valores médios da atividade antifungica do 6leo de
andiroba sobre fungos do género Candida, obtida apds 24 horas de incubagdao em
relacdo ao controle que denota auséncia de crescimento dos referidos fungos. Assim
como o valor do Teste de Friedman, o qual denota a existéncia de diferencas

significativas entre as ordenagdes medias dos tratamentos.

Os resultados indicam que o valor de Xo? calculado foi maior que o tabelado,
indicando a existéncia de diferencas significativas entre as ordenagdes médias dos
tratamentos. Ou seja, se demonstra 95% de probabilidade da superioridade de
eficacia do tratamento com a droga convencional, Nitrato de Miconazol, ou seja,
estatisticamente superior, quando comparado aos resultados obtidos com o 6leo de
andiroba a 100% e em todas as suas diluicées as quais foram testadas.

Observa-se ainda nos resultados, que nao houve diferenca entre as diferentes
concentragdes de 6leo de andiroba no controle das diferentes cepas de leveduras
das espécies Candida albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, 0 que € um indicativo
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de que o 6leo de andiroba mostrou-se ineficiente como antifungico especifico para

inibicdo de crescimento destes micro-organismos.

Tabela 1: Avaliagéo da atividade do 6leo de andiroba frente as Cepas de Candida spp.

Ordenacoées

Bloco 100% 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10% OmL NM

I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
Il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
Il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
v 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
V 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

Tabela- 2: Somatdrio médias das ordenagdes por tratamento realizado.

Tratamentos

Bloco 100% 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10% OmL NM

[ 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 1

Il 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 1

[l 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 1

Y% 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 1

\Y, 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 1

Soma 35 35 3 35 3 3 3 3 3 35 35 5
Obteve-se:

12/bt(t+1)= 0,019231
soma r2= 13500
3b(t+1)= 156

X2 calculado= 103,6154
X? tabelado= 19,68

Desta forma, ndo sendo constatada a atividade d éleo de andiroba em todas
as concentracées e procedéncias estudadas do referido 6leo, demonstra-se que
independentemente do método de extracdo do referido 6leo ndo se encontrou
atividade contra as leveduras do género Candida spp.
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6 DISCUSSAO

O estudo de possiveis ativos antimicrobianos presentes em plantas pode ser
realizado por meio de testes de inibicdo do crescimento de micro-organismos,
colocados em contato com tecidos ou extratos dessas plantas. Os testes se
diferenciam entre si, no que concerne a sensibilidade ou aos seus principios. Os
resultados obtidos podem sofrer influéncia do método escolhido bem como dos
micro-organismos utilizados como indicadores de atividade antimicrobiana (SOUZA
et al., 2000).

Varios estudos relacionados a atividade antifingica in vitro tém sido
desenvolvidos frente a leveduras de interesse médico, porém ha grandes variagdes
associadas ao método de anadlise da sensibilidade bem como utilizacdo de
compostos isolados em pesquisas (LAMBERT, et al., 2001; CHAMI et al., 2004). As
técnicas de microdiluicao e perfuracdo em agar sao Uteis para a analise da atividade
antifingica, porém seus principios sao diferentes, bem como suas aplicabilidades. A
técnica de perfuracdo em agar permite a avaliacdo qualitativa da presenca de
atividade antifungica, sendo necessaria a difusdo do extrato em estudo no meio
sélido, j4 a técnica de microdiluicdo, ocorre na interface liquido-liquido e permite
avaliagdo quantitativa da atividade antifungica, facilitando assim a observagdo dos
resultados (THEODORO, 2009).

A utilizacdo destes diferentes métodos para a observagdo da atividade
antifangica, permite validagdo destes métodos e observando seus diferentes
principios que indicam diferentes parametros de andlise de acordo com o método de
escolha. Com o uso da metodologia de microdiluicao e de perfuracdo em agar, nesta
pesquisa, foi possivel observar a nao inibicdo fungica do éleo de andiroba tanto
qualitatativamente quanto quantitativamente ja que ndo houve atividade frente a
nenhuma das cepas do género Candida estudadas.

Os testes para determinacdo da atividade antifungica de produtos naturais,
especialmente extratos de plantas apresentam muitos desafios, pois, a grande
diversidade de metodologia, além disso, o fenémeno de trailing, crescimento residual
ou inibigdo parcial do crescimento, que ocorre com leveduras do género Candida

tornam dificil a determinacdo pontos de corte (LIU et al., 2007). Por outro lado, a
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padronizacdo de testes de sensibilidade in vitro apresentou grandes avancos,
principalmente apds a publicacdo de documentos de referéncia pelo CLSI.

A composicao e forma de manipulagdo dos produtos naturais podem interferir
na acao antifingica, destaca-se entao que estes requisitos técnicos, como as formas
de extragdo do principio ativo, a produgcdo de extrato, pode interferir na acéo
antifungica, pois pode haver diferenca na concentracdo do principio ativo
responsavel pela atividade antifungica (ALMEIDA, 2012). Os compostos presentes
em extratos e O6leos de plantas podem sofrer alteracbes de concentragdes ou
mesmo de composicao influenciando diretamente nas atividades biol6gicas testadas,
ou seja, a presencga ou auséncia de um determinado composto em uma amostra de
planta é influenciado pelas agdes do ambiente em que vive a planta, bem como as
concentracdes desses compostos, assim esta presencga ou auséncia ou diferenca de
concentragcdes em plantas de diferentes ambientes pode ser determinante para
atividades bioldgicas de uma mesma espécie.

Desta forma, o refinamento ou mesmo o isolamento de compostos de extratos
de plantas para testes de atividade biolégica, podem interferir na performance
destes frente a micro-organismos, 0 que nao ocorreu neste estudo ja que os
resultados foram negativos em todas as amostras de Oleo utilizadas,
independentemente de terem sido extraidas por prensa ou por cozimento das
améndoas. As amostras utilizadas neste trabalho de pesquisa, ndo passaram por
nenhum tipo de processamento de refino, assim o 6leo testado sobre as cepas foi de
carater bruto, com o minimo possivel de interferentes fisicos ou quimicos que
pudessem comprometer ou alterar suas propriedades e compostos primitivos ou

naturais.

Os limondides sdo compostos que foram isoladas de plantas pertencentes as
familias  Meliaceae, Rutaceae e Cneoraceae. Os Ilimondides sao
tetranotriterpendides (SIMOES et al., 2007). Estes compostos ja foram isolados da
andiroba que possui um grupo de limondides (tetranortriterpendides) responsaveis,
principalmente, pelas propriedades repelentes de insetos (OLLIS et al., 1970). Ha
uma extensa diversidade de limonoides que foram isolados da familia Meliaceae,
podemos citar as azedarachinas (HUANG et al., 1995), sendaninas e trichilinas
(TAKEYA et al., 1996)
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As plantas que possuem os compostos limondides apresentam muitas outras
atividades bioldgicas, além da atividade inseticida, como atividade antitumoral,
antifingica, bactericida e antiviral, o que sugere o papel destes compostos na defesa
das plantas contra microrganismos especificos (CHAMPAGNE, 1992).

Uma pesquisa buscou verificar a atividade antifungica dos extratos das frutas
maduras da Melia azedarach L., membro da familia Meliaceae, contra espécies de
fungos patogénicos, entre os quais Candida albicans, tendo exibido acao antifungica
contra todos os microrganismos testados (CARPINELLA et al., 1999). Além da
atividade antifungica (CARPINELLA et al., 1999), esta planta, que é uma Meliaceae,
€ detentora de diversas outras propriedades: inseticida (GAJMER et al., 2002),
antiviral, antimalarica (KHAN et al., 2001) e anti-helmintica (McGRAW et al., 2000;
JOSHI; JOSHI, 2000), esta planta é utilizada também em doencas de pele, dor
estomacal, desordens intestinais, doencas uterinas e cistites, bem como diurético e
febrifugo (KHAN et al., 2001), além de outros usos justificando assim sua utilizacao
na medicina popular (ARAUJO et al., 2009).

Como Melia azedarach que também €& membro da familia Meliaceae, C.
guianensis apresenta uma larga aplicacdo na medicina popular com diversas
aplicagdes, dentre as quais se destaca sua acao anti-inflamatéria, além da atividade
analgésica, antiartritica, antitumoral, larvicida e antimicrobiana (HAMMER; JOHNS,
1993; GRAHAM et al., 2000; LORENZI; MATOS, 2000; SILVA et al., 2004; PENIDO
et al., 2005). Considera-se que infeccoes micoticas por vezes causam processos
inflamatoérios na regido acometida, a utilizacao de extratos de plantas popularmente
conhecidos por atividade anti-inflamatéria, comumente o 6leo de Andiroba que tem
sua atividade anti-inflamatéria muito bem consolidada, por vezes pode mascarar
uma regressao do processo infeccioso, quando pode estar agindo especificamente
no processo inflamatério regredindo este quadro e ndo a infecgdo, principalmente
nas infeccoes de pele e unhas. Este fato deve ser comum quando o déleo de
andiroba é utilizado pela medicina popular, para combater quaisquer sinais e

sintomas de quaisquer origens em localizacdes exégenas.

O resultado obtido das amostras de 6leo de andiroba sobre as cepas padréao
descorda dos resultados obtidos em um estudo em que o 6leo apresentou
consideravel atividade sobre o crescimento das colénias de Candida spp. (GAZEL et

al., 1999), porém deve-se considerar que ndo é demonstrado qual o modo de
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obtencédo do 6leo, assim como ndo é definida a espécie da levedura utilizada no
estudo, que somente € designada como patogénica.

Considerando que cepas-padrdao sdao recomendadas para este tipo de
avaliagdo por apresentarem estabilidade genética assim como para monitorizagao
de diversos parametros de qualidade em microbiologia (SEJAS et al., 2003). Os
resultados obtidos em estudos de avaliacao antifungica de espécies de leveduras
deve considerar a presenca de fatores de viruléncia distintos, bem como a diferenca
fenotipica entre as espécies ja que nao apresentam a mesma especificacao
(ALMEIDA, 2012). Este estudo teve uniformidade de resultados na nao inibigdo das
cepas em todas as concentracées de Oleo estudadas, porém como esperado, o
antifangico sintético utilizado como controle do estudo, o nitrato de miconazol
apresentou satisfatéria atividade sobre as cepas ensaiadas.

A inatividade antifungica apresentada por 6leos pode ser determinada pelas
caracteristicas quimicas do 6leo, como solubilidade e complexidade, que podem
interferir significativamente nos resultados. Por outro lado, a hidrofobicidade
apresentada pelo 6leo, responsavel pelo provavel mecanismo de agao, pode facilitar
sua interacao com estruturas lipidicas das células fungicas, provocando aumento da
permeabilidade e consequente extravasamento de componentes indispensaveis ao
fungo (CASTRO; LIMA, 2011).

A inatividade antifungica frente cepas de Candida apresentada pelo 6leo de
andiroba utilizado pode ser justificado por suas caracteristicas e compostos
presentes ou ausentes. O refinamento ou mesmo o isolamento de compostos de
extratos de plantas para testes de atividade bioldgica, podem interferir na
performance destes frente a micro-organismos, 0 que nao ocorreu neste estudo ja
que os resultados foram negativos em todas as amostras de Oleo utilizadas,
independente de terem sido extraidas por prensa ou por cozimentos das améndoas.

Neste caso, a ndo atividade do 6leo de andiroba sobre cepas do género
Candida spp., ndo anula a possibilidade de atividade deste extrato sobre outros
géneros e espécies de fungos , 0 que enfatiza a necessidade de ampliacao destes
estudos que busquem elucidar atividades inerentes ao 6leo de andiroba amplamente
utlizado pelas comunidades tradicionais como importante combate a variados

quadros patologicos.
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Ha uma grande importancia de investigacdes antifungica de produtos naturais
de origem vegetal que possam ser alternativas quimioterapicas para o tratamento de
infecgdes fungicas, e isto € de fundamental relevancia para a saude publica. (Pinto
et. al, 2011). Este estudo traz uma importante contribuicdo para a microbiologia
fungica, visto que, segundo a literatura consultada, nenhum estudo aprofundou-se
quanto a acdo antifungica do éleo de andiroba, bem como da observacdo de
interferentes quanto a técnica de extracao deste 6leo.

Ha uma diversidade nos resultados apresentados por plantas nas suas mais
variadas partes utilizadas, formas de extracdo, fracdes, compostos isolados e
concentracdes estudadas, neste estudo todas as concentracdes estudadas e
métodos de extragdo fisica, tiveram uniformidade de negatividade frente as
leveduras.

E importante sugerir que novos estudos de acdo antifingica de extratos de
outras espécies vegetais como as lianas e folhagens de Uncaria guianensis (unha
de gato) e Uncaria tomentosa (unha de gato), os peciolos foliares da epifita
Philodendron megalophyllum (cip6-de-tracua), ramos e folhas das fabaceaes
Dalbergia monetaria (verbnica da varzea) e Machaerium floribundum (verdnica
branca) espécies amplamente utilizadas pela populacao tradicional amazénica no

controle empirico no tratamento de candidiases.

A nao atividade do éleo de andiroba sobre cepas de Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida parapsilosis, ndo anula a possibilidade de atividade
deste extrato sobre outros géneros e espécies de fungos para determinacdo de
concentragdes fungicida e fungistatica, avaliacdo da curva de morte microbiana,
além do desenvolvimento de estudos sobre o possivel mecanismo de agédo e
propriedades toxicoldgicas e que busquem elucidar atividades inerentes ao 6leo de
andiroba e de outras partes deste vegetal, bem como analises de seus compostos

quimicos.
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7 CONCLUSAO

O ébleo bruto de Carapa guianensis nao apresentou atividade antifungica
sobre as cepas de Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis em
nenhuma das concentracdes estudadas;

Nao ha diferenca de resultados quanto ao método de extracdo do 6leo de
Carapa guianensis;

Nao ha diferenca de resultados quando comparadas as metodologias de
perfuracdo em agar e microdiluicao;

A ineficacia observada neste estudo nao anula a possibilidade de acdo do
6leo de andiroba em outros micro-organismos, fungos filamentosos ou leveduras e
até mesmo outras espécies de Candida spp;

Se faz necesséario o desenvolvimento de novos estudos que busquem de
aprofundar a observagdo da atividade antifungica de outras partes deste vegetal

com seus diversos modos de extracdo e processamento;
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