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RESUMO

A candidiase acomete a cavidade oral e € uma doenca ocasionada pela Candida
albicans e por outras espécies relacionadas, tais como: C. glabrata, C. krusei, C.
guilliermondii. As infec¢des por candida consistem atualmente em um problema de
Saude Publica. Isto se deve ao aumento de hospedeiros imunodeprimidos,
tratamento prolongado com antibacterianos dentre outros. O uso de agentes
antifangicos eficientes contra leveduras € um importante meio de controle destas
infeccbes bucais. Varios agentes antimicrobianos de origem vegetal estdo sendo
investigados devido as suas possiveis propriedades farmacoldgicas. O uso de
plantas medicinais € uma pratica usual pela populacdo atual sendo que muitas
plantas apresentam atividade biologica benéfica ao ser humano. Os extratos
vegetais podem contribuir para a producdo de medicamentos eficazes. Espécies
vegetais como Ficus insipida Willd (caxinguba ou cuaxinguba), Brosimum
parinarioides Ducke (amapa), Byrsonima intermedia A. Juss (saratudo), Curatella
americana (caimbé), Anacardium spp (cajui), apresentam notaveis propriedades
antibacterianas, antifingicas, anti-inflamatérias e antineoplasicas e por isso, neste
estudo foram avaliados seus extratos etandlicos (brutos). Os principais objetivos
foram: determinar o potencial antifGngico destes cinco extratos secos dessas
espécies vegetais, frente as principais linhagens causadoras de candidiase oral
(Candida albicans, C. glabrata, C. krusei e C. guilliermondii) além de estabelecer a
concentragdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo fungicida minima (CFM);
verificar as alteracbes morfologicas e estruturais nas linhagens de Candida por meio
da microscopia eletronica de varredura (MEV); avaliar a toxicidade desses extratos
em modelos de células de fibroblastos de camundongos (L929) e queratindcitos
(HaCaT) e modelo de Artemia salina. Os extratos vegetais demonstraram potencial
antifingico com CIM e CFM de 0,0097ug/mL e 5ug/mL. Por meio das
eletromicrografias foi possivel evidenciar alteragbes morfoldégicas nas estruturas
fungicas das quatro espécies submetidas a acao dos extratos secos selecionados, o0
gue demonstra sua acéo sobre os fungos avaliados. Os extratos revelaram baixa
toxicidade frente as células L929 e HaCaT e toxicos para Artemia salina (ICso =
80,70ug/mL). Por meio dos resultados apresentados neste trabalho é possivel
atribuir aos extratos acao antifungica frente aos principais fungos causadores da
candidiase oral. O extrato de Byrsonima intermedia apresentou melhor peffil
antifangico, demonstrando ser o mais promissor deles

Palavras-chave: Candidiase. Extratos vegetais. Atividade antifangica. Toxicidade



ABSTRACT

Candidiasis affects the oral cavity and is a disease caused by Candida albicans and
other related species, such as C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii. Candida
infections are currently a public health problem. This is due to the increase of
immunosuppressed hosts, prolonged treatment with antibacterial among others. The
use of effective antifungal agents against yeasts is an important means of controlling
these oral infections. Several antimicrobial agents of vegetable origin are being
investigated because of their possible pharmacological properties. The use of
medicinal plants is a common practice by the current population and many plants
have biological activity that is beneficial to humans. Plant extracts can contribute to
the production of effective medicines. Plant species such as Ficus insipida Willd
(Caxinguba or Cuaxinguba), Brosimum parinarioides Ducke (amapd), Byrsonima
intermedia A. juss (saratudo), Curatella americana (caimbe), Anacardium spp (cajui),
present remarkable antibacterial, antifungal, antiinflammatory properties and
antineoplastic and therefore, in this study were evaluated their (crude) ethanol
extracts. The main objectives were: to determine the antifungal potential of these five
dry extracts of these plant species, against the main oral Candida albicans (Candida
albicans, C. glabrata, C. krusei and C. guilliermondii) lines, besides establishing the
minimum inhibitory concentration ) and the minimum fungicidal concentration (CFM);
to verify the morphological and structural alterations in Candida strains by scanning
electron microscopy (SEM); to evaluate the toxicity of these extracts in mouse
fibroblast cell (L929) and keratinocyte (HaCaT) models and Artemia saline model.
Plant extracts showed antifungal potential with MIC and CFM of 0.0097 ug / mL and
5 ug / mL. By means of the electromicrographs it was possible to show morphological
changes in the fungal structures of the four species submitted to the action of the
selected dry extracts, which demonstrates their action on the evaluated fungi. The
extracts showed low toxicity to L929 and HaCaT cells and toxic to Artemia saline (IC
50 = 80.70 pg / ml). Through the results presented in this work it is possible to
attribute antifungal extracts to the main fungi causing oral candidiasis. The extract of
Byrsonima intermedia presented better antifungal profile, proving to be the most
promising of them

Keywords: Candidiasis. Plant extracts. Antifungal activity. Toxicity
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1 - INTRODUCAO

A cavidade oral apresenta uma microbiota natural diversa incluindo virus,
bactérias e fungos, mantidos em equilibrio pelos mecanismos de defesa do
organismo. Entretanto, quando ha um desequilibrio nessa harmonia, podem
provocar doencas que vao desde uma manifestacéo inflamatoria local até micoses

sistémicas que podem levar o individuo a morte (SIQUEIRA et al., 2015).

A candidiase é uma infeccdo fungica que acomete mucosas e pele tendo
grande incidéncia na cavidade oral. Suas manifestacfes variam de acordo com o
sitio anatdmico acometido e podem ser causadas por espécies como Candida
albicans, C. krusei, C. glabrata, C. dubliniensis e C. tropicalis e atingir regibes como
orofaringe, pele, genitais, pulmdes (KHAN et al., 2016; HEUNG-SHICK, YOUNHEE
2015; KOMENO et al.; 2015; SIQUEIRA et al., 2015).

As infeccdes fungicas podem ser favorecidas por uma série de fatores
sisttmicos como imunossupressdo, cancer, antibioticoterapia prolongada,
xerostomia, desnutricdo, idade, diabetes, gravidez além de fatores locais, tabagismo,
doencas preexistentes na mucosa oral, higiene precéaria e uso de prétese dentaria
(DE ROSSI et al., 2011; FAVALESSA et al., 2010; CHAHOU et al., 2013; WILSON et
al., 2014). Na cavidade oral pode surgir a candidiase aguda pseudomembranosa,
comumente conhecida como sapinho, manifestando queilite angular, sensacéo de
gueimacéao, dificuldade na degluticdo e fala (COLLINS et al., 2011) além de lesdes
isoladas ou agrupadas caracterizadas por placas ou nédulos brancos, de bordas
eritematosas, assintomaticas ou queixas de ardéncia ou dor. Nos usuarios de
préteses, é chamada estomatite protética, candidiase atréfica ou estomatite por
prétese apresentando areas eritematosas cronicas nas regides cobertas pela
protese (COLOMBO et al., 2013) podendo ocorrer infecgbes periodontais devido a
presenca de forma exacerbada da C. albicans (SIQUEIRA et al., 2015; SINGH et al.,
2016).

Pesquisas no ambito odontolégico de produtos cuja formulacdo possui
extratos de plantas capazes de reduzir a atividade de microrganismos bucais tém

aumentado nos ultimos anos. O conhecimento sobre o potencial terapéutico das
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plantas medicinais tem despertado interesse cientifico e abrindo novos caminhos
sendo esta, uma prética ja realizada por sociedades antigas. A Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) apoia estudos e o uso de plantas medicinais incentivando
a fitoterapia (MARREIRO et al., 2014)

A flora amazobnica € considerada a maior reserva de plantas medicinais do
mundo, e detém uma das regides de maior biodiversidade do planeta, apresentando
inUmeras espécies vegetais com propriedades medicinais relatadas e outras em que
seus efeitos terapéuticos sdo desconhecidos (MENDES, 2011).

A toxicidade é um dos parametros cruciais para a avaliacdo de resposta
biologica e do potencial lesivo de causar a morte de células ou tecidos, sendo o
primeiro teste de escolha utilizado para quase todas as novas substancias, sendo
este um passo importante antes de sua aplicagdo clinica na cavidade bucal. Novos
produtos com maior atividade farmacoldgica, menor toxicidade e custos mais
acessiveis a populacdo fornecidos pelos produtos naturais podem ser encontrados.
Além disso, a utilizacdo de cultura de células em pesquisas para estudo de
biocompatibilidade de materiais tem possibilitado reproduzir condicdes e até reacdes
semelhantes as ocorridas no organismo permitindo observar e quantificar alteracdes
sofridas pelas células frente a um determinado produto ou medicamento, bem como
o comportamento de cada componente celular isoladamente (MARREIRO et al.,
2014).

Algumas condutas efetivas como uso de medicamentos antifungicos e
alcalinizagdo do pH bucal ja sédo adotadas no tratamento e controle da candidiase. A
Clorexidina a 0,12%, Nistatina e Anfotericina B representam as drogas mais
utilizadas no combate a esta enfermidade além da higienizac&o correta de préteses
dentarias.  Alguns agentes antimicrobianos de origem natural estdo sendo
investigados como alternativas para minimizar toxicidade das drogas convencionais
e por apresentarem propriedades farmacologicas satisfatérias (DE OLIVEIRA, 2012;
SIQUEIRA et al., 2015; KHAN, et al., 2016).

As doencas infectocontagiosas na cavidade oral sdao uma grande
preocupacdo da classe odontolégica. Desta forma € necessario que o cirurgiao
dentista esteja apto para o diagnostico e tratamento destas enfermidades. A
candidiase se destaca dentre outras infec¢des fungicas da cavidade oral e deve-se
indicar um correto tratamento para combater. A utilizacdo de extratos naturais

antifingicos de algumas plantas é uma alternativa viavel e eficiente que vem
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demonstrando sucesso. E de suma importancia a pesquisa de novos agentes
farmacoldgicos que visam determinar o potencial antifingico das plantas medicinais
e que auxiliem nos tratamentos destas infeccfes. Por incentivo do Governo Federal,
no ano de 2006, algumas praticas integrativas e complementares (PIC) foram
incorporadas ao Sistema Unico de Salde (SUS), através da Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), na qual se inclui a Fitoterapia,
surgindo como opcéao preventiva e terapéutica aos seus usuarios. Dessa forma este
estudo teve como objetivo a avaliagdo in vitro da atividade antifingica dos extratos
vegetais Byrsonima intermedia (saratudo), Anacardium occidentale (cajui), Ficus
insipida Willd (cuaxinguba), Brosimum parinarioides (amapd), Curatella americana

(caimbé) frente aos principais microrganismos causadores da candidiase.
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2 - REVISAO DA LITERATURA
2.1 — Candidiase — conceito e epidemiologia

A candidiase é a infeccdo oral mais comum em humanos e se expressa em
diferentes manifestacfes. A aderéncia dos microrganismos € um pré-requisito para
que esse processo patologico se inicie. E uma doencga causada por um fungo do
género Candida, constituido de aproximadamente 200 espécies diferentes de
leveduras, que vivem normalmente nos mais diversos nichos corporais medindo
aproximadamente de 2 a 6um e se reproduzem por brotamento sendo que a maior
parte das espécies formam pseudo-hifas e hifas nos tecidos. As colbnias tém
coloragdo branca a creme e possuem superficie lisa ou rugosa. Varias espécies de
Céandida sao colonizadoras da microbiota normal da pele, do trato gastrointestinal e
geniturinario vivendo como comensais (PEIXOTO ET al., 2014).

Enquanto C. albicans € a mais comumente isolada na mucosa oral, C.
glabrata surge frequentemente aderida as superficies de acrilico e a mucosa palatal.
Anteriormente considerada como nao patogénica, hoje essa espécie surge
associada a casos de mortalidade. Essa mudanca de prevaléncia tem sido induzida,
supostamente, pelo uso indiscriminado de antifungicos. Outros estudos apontam
também a substituicdo de C. albicans por C. dubliniensis apds a utilizacdo de
antifangicos, especialmente o Fluconazol. No Brasil, a venda desses medicamentos
nao é controlada, apesar da lei exigir a prescricdo médica, como ocorre atualmente
com os antibiéticos, os quais contam com um sistema de gerenciamento exclusivo
para sua comercializacdo. Apesar de a Candida albicans representar a espécie
mais comum, metade dos casos de infec¢cdo associados ao género Candida, em
todo o mudo, sdo provocados por outras espécies. C. albicans esta presente nos
estagios iniciais da formacéo dos biofilmes, o que ndo acontece nos sistemas mais
antigos, onde ha substituicdo por outras espécies (GASPAROTO et al., 2009;
MIMICA et al., 2009; MELO, GUERRA 2014).

Sua proliferacdo e organizagdo dentro do biofilme definem a condic¢édo clinica
de sua manifestacdo. Alguns fatores como sua estrutura, composicdo de superficie,
propriedades quimicas e fisicas dos microrganismos podem influenciar em sua
adesdo como a morfologia do substrato (KHAN et al., 2016). Como colonizantes,
essas espécies ndo causam infeccdo a ndo ser que haja um desequilibrio nos
mecanismos de defesa ou fatores externos, como por exemplo, o uso de

antimicrobianos, que podem alterar a flora normal, tendendo a manifestagbes
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agressivas tornando-se patogénicas. A infeccdo por candida acomete
preferencialmente as criangcas e as pessoas idosas, ou seja, a candidiase é mais
frequente em pessoas de faixa etaria mais nova e mais avancada (MANGUEIRA et
al., 2009; MELO, GUERRA 2014).

Muitas pessoas que fazem uso de préteses dentais sdo afetadas por
candidiase oral em associagdo com estomatite protética, pois os materiais das
préteses como a resina acrilica e silicones representam um perfeito suporte para
formacdo de biofilmes. Elastdmeros de silicone proporcionam uma interface ideal
para colonizag&o por microrganismos e consequente agressio da cavidade oral. E
dificil evitar a adesdo de microrganismos patogénicos na superficie de materiais
dentarios apesar de alguns esforgos ja realizados. A limpeza das préteses dentaria é
fundamental para manter a estética e prevenir contra estomatites protética sendo a
higienizagcdo adequada das proteses efetiva na prevengdo e na cura desta
patogenia. Um produto ideal para higienizacdo de préteses dentaria deve ser
biocompativel, bactericida e fungicida, inofensivo as estruturas dentais, de efetiva
remocao organica e inorganica de depdsitos e de facil utilizacdo (KHAN et al., 2016).

Embora o nimero de adentados venha caindo ao longo dos anos, fator
relacionado ao acesso a informacéo e aos servicos de saude bucal, o pais passa por
um processo de envelhecimento em que 0s idosos sS40 mais propensos a apresentar
infeccBes fungicas devido a queda natural da imunidade e a presenca de doencas
comuns nessa fase da vida. Diante dessa demanda, fica clara a necessidade de um
estudo sobre as patologias associadas aos usuarios de proteses dentérias,
principalmente aquelas de origem fungica (MELO GUERRA, 2014).

2.2 — Etiologia

A candidiase € causada pela Candida albicans e por outras espécies
relacionadas, tais como: C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei C. pseudotropicalis, C.
guilliermondi, C. stellatoidea (SHAFER et al., 1987; REGEZI & SIUBBA, 2000). Para
esta doenca se desenvolver é necesséario que a flora microbiana sofra alteracdes e
esteja com baixa capacidade competitiva favorecendo, assim, o crescimento do
fungo. Como fatores associados ao desenvolvimento da candidiase, a umidade e a
maceracdo da pele por agentes mecanicos ou quimicos contribuem para sua
proliferacédo (NETO et al., 2005).
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A C. albicans é a espécie mais comum causadora de infeccdo nos humanos e
0 patdégeno principal da candidiase oral. Outras espécies também podem ser
identificadas com frequéncia, como a Candida glabrata, Candida krusei e Candida
guilliermondii (AVRELLA, GOULART, 2008; PEIXOTO et al., 2014). Vale lembrar
que existem casos onde sdo identificadas duas ou mais espécies simultaneamente.
O interesse pela C. albicans se da em funcéo da facilidade de seu isolamento e por
sua constante associacdo as infeccfes adquiridas em ambiente nosocomial. Tendo
em vista que a colonizacdo por duas ou mais espécies seja comum, essa
associacado pode dificultar o tratamento. C. glabrata e C. krusei, por exemplo, séo
frequentemente resistentes ao fluconazol, farmaco tido como uma das principais
alternativas no tratamento da candidiase, indicando a necessidade de mais estudos
sobre espécies nao-albicans (GABLER et al., 2008; MIMICA et al., 2009; OLIVEIRA,
2009; PEREIRA-CENCI, 2008; MELO, GUERRA 2014).

A candidiase pode ser de origem enddgena, quando oriunda da microbiota; ou
exdgena, transmitida por outro individuo. Doencas causadas por fungos ganharam
maior atencao nas ultimas décadas principalmente com o advento da AIDS, avancgos
nas terapéuticas de doencas de base, maior uso de antibacterianos, aprimoramento
de técnicas de transplantes, com a maior sobrevida de pacientes. Alguns autores
relacionaram varios fatores predisponentes gerais para esta doenca, tais como:
idade, alcoolismo, gravidez, imaturidade imunoldgica da infancia, cancer avancado,
absorcdo deficiente de nutrientes, quimioterapia, endocrinopatias (diabetes,
hipoparatireoidismo, hipoadrenalismo), desnutricdo e condicdo de debilidade. A
utilizacdo de agentes terapéuticos como os corticosteroides, antibidticos e agentes
imunossupressores também podem contribuir para o aparecimento da doenca
(CASTRO, 2000; REGEZI & SIUBBA, 2000; NETO et al., 2005). Além disso, fatores
como fumo; doencas preexistentes na mucosa oral;, higiene precaria e uso de
protese dentaria podem levar ao desenvolvimento da doenca. A presenca desses
eventos, sejam isolados ou associados, favorecem ao desequilibrio do binédmio
micro-organismo/hospedeiro, condicdo na qual as defesas do individuo ficam
comprometidas, permitindo o crescimento desordenado do fungo e a invasdo de
tecidos, caracteristicas da doenca infecciosa oportunista (WINGETER et al., 2007;
GABLER et al., 2008; GOMPERTZ et al., 2008; NETO et al., 2005; PEREIRA-
CENCI, 2008; FAVALESSA et al., 2010; DE ROSSI et al., 2011).
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A influéncia da saliva, formagédo de biofilmes e natureza do substrato, bem
como variaveis relacionadas ao individuo e ao micro-organismo, podem determinar o
curso da infeccdo. Tais informacdes sdo vitais para subsidiar o entendimento a
respeito do processo patolégico em outros sitios, visto que os fungos do género
Candida podem colonizar outros tipos de préteses (PEREIRA-CENCI, 2008). E
conveniente destacar que somente a presenca do fungo nao garante o
desenvolvimento da infeccdo. Em pacientes saudaveis e com denticdo completa, a
presenca da Candida spp raramente provoca doencas. Nos usudrios de proétese, as
manifestacdes clinicas dependem da interacdo entre microrganismo e hospedeiro
(MELO GUERRA, 2014).

2.3 - Fatores de risco

A candidiase é a infeccao fangica oportunista mais comum, principalmente
devido a onipresenca deste fungo e também porque aumenta cada vez mais o
namero de pacientes com fatores de risco para infec¢cdo por essa levedura. Os
individuos com neoplasia hematologica, neutropenia, usuarios prévios de agentes
citotdéxicos e corticosteroides correspondem aos individuos com risco de infeccéo
grave por candida. Em pacientes internados em unidade de terapia intensiva (UTI) o
uso de antimicrobianos de amplo espectro, cateteres intravenosos e ureterais,
procedimentos cirdrgicos prévios, insuficiéncia renal e nutricdo parenteral sdo os
principais fatores de risco para infeccbes graves por candida. A epidemia da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida humana (SIDA) levou a um aumento
significativo destas infeccfes, sendo que sua manifestacdo primaria nesses
pacientes € a muco cutanea, principalmente a candidiase orofaringea (PEIXOTO, et
al, 2014).

2.4 - Fatores de viruléncia

As especies do género Candida, principalmente Candida albicans,
apresentam caracteristicas que atuam como fatores de viruléncia, os quais se
destacam: dimorfismo; adesinas; producao de enzimas (proteinases e fosfolipases);
capacidade de crescer a 37° C e adaptar-se a variacdes de temperatura e ph;
variagcoes fenotipicas (switching); formagédo de biofilmes; moléculas com receptor

homologo a integrina CR3 humana, as quais favorecem a adesédo as células

epiteliais e capacidade de sobrevivéncia dentro dos fagocitos; entre outros. Em
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contrapartida, o estabelecimento do processo infeccioso compreende uma relacao
multifatorial, determinada pela interacdo entre os fatores de viruléncia do
microrganismo e os fatores predisponentes, associados ao hospedeiro. Dimorfismo &
a capacidade de se diferenciar da forma leveduriforme para a forma filamentosa
sendo as hifas, como exemplo, 0 que a torna uma formas mais invasiva, conferindo
ao fungo maior poder de penetracéo nos tecidos e formacéo de biofilmes por isso, C.
albicans € uma espécie tdo versatil. Ja as formas leveduriformes ndo penetram
através das células epiteliais, prevalecendo na populacdo quando em comensalismo
(AVRELLA; GOULART, 2008; GOMPERTZ et al., 2008; MENEZES et al., 2005;
OLIVEIRA, 2009; PEREIRA-CENCI et al., 2008; DE ROSSI et al., 2011).

O dimorfismo da C. albicans exerce papel relevante na manutengdo da
estrutura do biofilme. E importante para a transicdo do fungo comensal ao
patogénico, bem como na manutencdo da doenca, pois garante a estrutura do
complexo. Segundo Pereira (2009), as camadas iniciais dos biofilmes sao formadas
pelo fungo na forma de levedura e as demais, pelo fungo filamentoso. A adesdo do
fungo as células do hospedeiro é mediada pelas adesinas, e a expressao destas
moléculas sofre influéncia de fatores ligados tanto ao ambiente quanto ao
hospedeiro. A acdo das adesinas € essencial para que o fungo sobreviva
superficialmente aderido as células epiteliais ou internalizado por elas (PEREIRA,
2009; DE ROSSI et al., 2011).

Varia¢bes fenotipicas (switching) contribuem com a patogenicidade do fungo,
uma vez que conferem a possibilidade de expressar fatores de viruléncia e alteracao
de sua antigenicidade, permitindo a colonizacdo de nichos diferentes. Essas
variacfes sdo importantes principalmente no processo de invasdo do hospedeiro.
Quando o fungo assume a forma de blastoconidios, induz as células epiteliais a
realizarem sua internalizacdo (fagocitose atipica). Quando em forma de hifas, o
processo invasivo se da através das juncdes celulares, em um processo chamado
de tigmotropismo das hifas (ALVARES et al., 2007; DE ROSSI et al., 2011). A
producdo de enzimas hidroliticas conferem a C. albicans ferramentas necessarias ao
processo de invasdo do hospedeiro, agindo na degradacdo de membranas e
digestdo de proteinas, o que dificulta a atividade do sistema imune. As SAPs ou
aspargil proteases sao as proteinases mais conhecidas envolvidas nos processos de
invasdo do hospedeiro, onde SAP 1 e SAP 3 sado mais frequentes nas infecgbes da

mucosa oral e SAP 1 e SAP 10 s&o responsaveis pelas atividades proteoliticas
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extracelulares. Ha4 evidéncias de que apenas C. albicans produza fosfolipases
(AVRELLA, GOULART, 2008; DE ROSSI et al., 2011).

2.5 — Fisiopatologia

A forma habitual de infec¢cdo por Candida € o deslocamento de seu nicho
normal para a corrente sanguinea ou outros tecidos. A primeira tentativa de defesa
do hospedeiro € a fagocitose e a destruicdo por neutrofilos, mondcitos e macrofagos.
Assim sendo, muitos mecanismos que operam no interior de neutréfilos e
macrofagos provocam a destruicdo das leveduras. A imunidade celular também
participa na defesa contra a infeccdo por Candida, sendo que as células T séo
responsaveis pela imunidade contra Candida em superficies mucosas (PEIXOTO et
al., 2014).

2.6 - Manifestac@es clinicas

Clinicamente, as manifestac6es bucais da candidiase sdo variaveis, sendo
observadas numerosas formas de expressdao, sendo a forma aguda
pseudomembranosa, conhecida popularmente como sapinho, a mais comum. As
lesbes sao caracterizadas por placas ou nodulos brancos, de consisténcia variavel,
podendo suas bordas apresentarem-se eritematosas. Podem ser assintomaticas ou
pode haver queixa de dor ou ardéncia (MANGUEIRA et al., 2010).

As manifestacbes da doenca variam de acordo com o sitio anatémico
acometido, classificadas em trés grandes grupos: mucocutanea (atinge mucosa oral
e vaginal), cutanea e sistémica, onde ha comprometimento de véarios 6rgdos e/ou
sistemas. A candidiase oral, também chamada de estomatite cremosa ou
popularmente sapinho, caracteriza-se pelo aparecimento de placas brancas,
isoladas ou agrupadas aderidas a mucosa. Possuem aspecto membranoso e, as
vezes, sao rodeadas por halo eritematoso (GOMPERTZ et al., 2008; NETO et al.,
2005). Nos usuarios de proteses, é chamada estomatite protética, candidiase
atréfica ou estomatite por protese (AVRELLA, GOULART, 2008; PEREIRA-CENCI,
2008; TAVARES, 2009; MELO, GUERRA, 2014).

A candidiase pode ter sua apresentacdo nas formas aguda, crbnica ou
mucocutanea. As manifestacdes bucais da candidiase sdo apresentadas de forma
completa e detalhada em sete formas predominantes de candidiase, sendo duas

agudas: candidiase pseudomembranosa e candidiase atrofica (candidiase
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eritematosa, estomatite ou glossite por antibidticos); duas cronicas: candidiase
atrofica (estomatite por dentadura) e candidiase hiperpléasica (leucolpasia por
Candida ou candidiase tipo “leucoplasia”) e, finalmente, trés formas mucocutaneas:
localizada (boca, face, couro cabeludo, unhas), familial e associada a sindromes
(REGEZI & SCIUBBA, 2000; NETO et al., 2005).

Na candidiase aguda ha formacdo de pseudomembrana esbranquicada que
resulta em uma base eritematosa, quando removida. As formas cronicas da doenca
sdo conhecidas como atréfica e hipertrofica ou hiperplasica. As formas cronicas
atréficas sdo subdivididas em estomatite associada a protese e queilite angular e, as
formas hiperplasicas em candidiase bucal crbnica, candidiase leucopléasica,
candidiase relacionada a endocrinopatias, candidiase cutaneo-mucosa localizada e
candidiase crbnica difusa (REGEZI & SCIUBBA, 2000; NETO et al., 2005).

Todas as formas crbnicas hiperplasicas podem manifestar-se isoladamente
na boca, principalmente em individuos adultos, ou podem aparecer em localizagdo
mucocutanea, especialmente em criancas e associada a condi¢cdes sistémicas. Na
candidiase crbénica, a mucosa apresenta-se eritematosa ou como uma placa branca
firmemente aderida. A candidiase ainda pode apresentar formas mucocutaneas do
tipo localizada, aparecendo em regiées como: boca, face, couro cabeludo, unhas e
regides de dobras da pele. Pode ser do tipo familial e do tipo associada a sindromes.
A doenca poderé levar o paciente ao estado de septicemia podendo, entdo, ser fatal.
A forma disseminada da candidiase € rara, e ocorre em pacientes terminais com
doencas debilitantes, neoplasicas, doencas imunossupressoras e apoés transplantes
de Orgdos. Nesses casos, pode acometer diferentes 6rgdos e tecidos como:
pulmdes, meninges, rins, bexiga, articulacdes, figado, coracdo e olhos (REGEZI &
SCIUBBA, 2000; GOMPERTZ et al., 2008; NETO et al., 2005; PEREIRA-CENCI,
2008; TAVARES, 2009; PEIXOTO et al., 2014).

As manifestacdes clinicas da candidiase podem ser destacadas da seguinte
forma:

- candidiase orofaringea

A Candida albicans é um microrganismo presente na flora normal da regido
orofaringea. Sua transformacdo de microrganismo comensal para patdgeno esta
relacionada a fatores locais e sistémicos. E particularmente provavel que ocorra no
diabético, em gestantes e em pessoas obesas. Antibidticos sistémicos, corticoides

orais e inalatérios e agentes contraceptivos orais podem contribuir para o
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desencadeamento das lesdes. A candidiase também pode ser causada pela
disfuncdo das células T, principalmente em pacientes com infeccdo por HIV. As
manifestacbes orofaringeas da candidiase podem ser agudas ou crbnicas. A
candidiase aguda apresenta as formas: pseudomembranosa e eritematosa; a forma
cronica da doenca € conhecida como atrofica (PEIXOTO et al., 2014; BERGUER,
2013).

- candidiase pseudomembranosa
E a forma mais comum e se manifesta por placas ou nddulos branco-
amarelados, de consisténcia mole a gelatinosa, na mucosa bucal, no palato, na
orofaringe ou na lingua, que sédo facilmente removidas, revelando uma mucosa
eritematosa e ndo ulcerada sob as placas (Figura 1). Na maioria dos casos, essa
forma da doenca apresenta lesGes assintomaticas, a ndo ser nos casos mais graves
onde os pacientes queixam-se de sensibilidade, ardéncia e disfagia (PEIXOTO et al.,
2014).
Figura 1. Candidiase pseudomembrggosa.
F
4

.'a’

Fonte. http://imarcosrs.fiIes.wordpress.cm/2012/03/candidiaseoral4.ipq

- candidiase eritematosa

Pode ocorrer independente ou simultaneamente a forma pseudomembranosa.
Trata-se de uma leséo sintomatica (Figura 2), cuja sensibilidade € intensa devido as
numerosas erosdes dispersas pela mucosa e a inflamagdo presente, com
localizacédo preferencial ao longo do dorso da lingua. Na maior parte dos casos as
lesbes evoluem de maneira assintomatica, podendo somente causar ardéncia
mediante a ingestdo de alimentos acidos ou quentes. E a forma clinica mais
frequente entre pacientes néo infectados pelo HIV (BERGUER, 2013; PEIXOTO et
al., 2014).


http://jmarcosrs.files.wordpress.com/2012/03/candidiaseoral4.jpg

24

Figura 2. Candidiase eritematosa

Fonte: http://cac-php.unioeste.br/projetos/patologia/lesoes fundamentais/mancha

- candidiase atréfica crénica

Conhecida como “estomatite por dentadura” (Figura 3) ocorre frequentemente
em pessoas que usam préteses totais superiores. Clinicamente, apresenta-se com
uma superficie vermelha viva, de aveludada a pedregosa, de forma circunscrita ou
difusa e podendo ser ulcerada ou nao, palato hiperemiado e doloroso. Os sintomas
clinicos mais comuns séo: dor, irritacdo e disturbios da salivacao, entretanto, muitos
pacientes sao assintomaticos (BERGUER, 2013; PEIXOTO et al., 2014).

Figura 3. Candidiase atrdfica cronica

Fonte: http://candidiase.org/candidiase-oral/


http://cac-php.unioeste.br/projetos/patologia/lesoes_fundamentais/mancha
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2.7 - Estomatite por protese

A estomatite por prétese consiste em uma condi¢cdo patoldgica caracterizada
por um processo inflamatorio que acomete a mucosa oral e afeta cerca de dois
tercos dos usuarios, a maioria mulheres e idosos. S8o observadas alteracoes
teciduais, especialmente na presenca de proteses superiores, entre as quais se
encontram as lesdes no palato e alteragbes nos tecidos moles, acompanhadas ou
nao de outras manifestacfes inflamatorias (queilite angular e glossite). Além do
mais, alguns pacientes apresentam-se assintomaticos para a infeccdo, entretanto,
normalmente relatam uma diversidade de sintomas, como dor, inchago, xerostomia,
halitose e sangramento, sintomas que muitas vezes impossibilitam o uso da prétese.
Os sintomas citados acima geralmente séo relatados com mais frequéncia em
pacientes usuarios de proteses totais, em detrimento dos usuarios de proteses
parciais (D’AVILA, 2006; GUSMAO, 2007; OLIVEIRA, 2009; VASCONCELOS et al.,
2010; MELO, GUERRA, 2014)

2.8 - Candidemia (Infeccdes disseminadas)

E a manifestacio mais comum de infeccéo disseminada por Candida sendo a
mortalidade de 40% a 60% atribuida direta ou indiretamente a candidemia e as
espécies mais comumente isoladas, a C. albicans, C. glabrata e C. krusei. O
principal mecanismo de transmissdo da candidemia é por via endégena, em que
espécies de Candida que constituem a microbiota de varios sitios anatdmicos e sob
condicdbes de debilidade do hospedeiro, comportam-se como patdgenos
oportunistas. Outro mecanismo para transmissdo é por via exdgena, por meio das
maos de profissionais da saude que cuidam dos pacientes, materiais médico-
hospitalares, como cateteres e solucdes intravenosas que estejam contaminadas por
fungos (GIOLO, SVIDZINSKI, 2010).

Dentre os fatores de risco ligados ao hospedeiro, destacam-se: uso de
antibiéticos de largo espectro, tempo prolongado de internacdo hospitalar,
neutropenia, nutricdo parental, sonda vesical, ventilacdo mecéanica, cateter venoso
central e colonizagdo de varios sitios anatdmicos por leveduras. Além desses
fatores, outros merecem ser destacados, como idade extrema, imunossupressao,
insuficiéncia renal, diabetes, quimioterapia, radioterapia, lesdo de mucosas,

hemodialise, cirurgia prévia e corticoterapia (PEIXOTO et al., 2014).
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Os pacientes podem apresentar choque séptico e disseminacdo para
multiplos 6rgdos sem positividade em hemoculturas. O quadro clinico da candidiase
disseminada é indistinguivel daquele apresentado na infec¢do bacteriana. O quadro
histolégico caracteriza-se por multiplos micro abscessos em diversos 6rgaos. Olhos,
rins, figado, baco e cérebro sdo os locais mais comumente acometidos, mas pode
atingir quase todos os o6rgdos. Os eventos que sugerem o diagnéstico de
candidemia incluem o surgimento de lesGes cutaneas e retinianas. As lesdes
cutaneas sao indolores e ndo pruriginosas, papulares e pustulares e cercadas por
uma éarea de eritema. As lesdes oculares manifestam-se como exsudatos brancos
caracteristicos na retina; com a extensdo do processo ao humor vitreo, a retina
torna-se escurecida. A disseminacdo hematogénica das diversas espécies de
Candida pode afetar outros sitios. A endocardite € uma complicacdo ndo muito
frequente e que pode levar a morte, em especial, em usuarios de drogas injetaveis,
além daqueles pacientes com proteses valvares cardiacas e com cateteres venosos
centrais. Formas de infec¢cBes focais invasivas mais comuns sao no trato urinario,
osteoarticulares, endoftalmite, peritonite e meningite. Elas resultam da inoculacéo
local ou disseminacédo tanto por contiguidade como hematogénica (PEIXOTO et al.,
2014).

2.9 — Caracteristicas microscoépicas

As areas afetadas apresentam epitélio acantético e as camadas superficiais,
frequentemente, edemaciadas além de infiltrado inflamatério crénico no corio. As
pseudomembranas sao formadas por fungos, residuos ceratéticos, células
inflamatorias, células epiteliais descamadas, bactérias e fibrina. As lesdes
pseudomembranosas da candidiase, quando submetidas ao exame microscopico,
indicam a presenca de uma reacao inflamatoria superficial localizada, com eroséo ou
ulceracao de superficie. A existéncia de fungos se limita as camadas da superficie
do epitélio nas infeccbes menos agressivas, ja nas condicbes mais graves, as hifas
se estendem as por¢des mais profundas do epitélio. Pode haver ainda a presenca
de células da levedura e de hifas ou micélios nas camadas superficial e profunda do
epitélio de uma leséo de candidiase. Nas infec¢des superficiais, pode-se observar a
infiltracdo de neutrofilos no epitélio e formacdo de micro abscessos. A hiperplasia
epitelial € um achado comum das formas crénicas da candidiase. Em exame

citolégico de uma candidiase gengival ocorre a presenca de hifas, micélios e
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esporos, caracteristicas estas, compativel com a infeccdo fungica (NETO et al.,
2005).

2.10 - Diagnadstico

O diagnostico da candidiase bucal pode ser realizado através de dados
clinicos e de exames laboratoriais. Para que se alcance o isolamento e identificacédo
do patégeno é importante que o tipo e a qualidade da amostra bioldgica, submetida
ao laboratério de micologia, seja de boa qualidade. A assepsia antes da coleta e a
quantidade da amostra sdo fatores primordiais para o sucesso do diagndstico
fungico por leveduras do género Candida. Procedimentos para a coleta de amostras
sdo estabelecidos de acordo com a manifestacdo clinica, como pedacos de pele e
unhas, raspados de mucosa oral, vaginal ou anal, secre¢cdo do trato respiratorio,
sangue, liquor, urina, fezes, dentre outros (PEIXOTO et al., 2014).

Em grande parte dos casos 0 exame clinico permite que se faca o diagnostico
da candidiase mucocutanea, sendo a necessidade de cultura pouco comum. Por
meio da escarificacdo das lesdes e aplicacdo de uma preparacdo de hidréxido de
potéssio (KOH) ou coloragdo de Gram pode-se confirmar o diagnostico identificando-
se leveduras em brotamento ou pseudo-hifas. Se a patologia for recorrente ou
resistente ao tratamento prévio, deve-se pedir a cultura para identificar se o agente é
uma espécie mais resistente, como a C. glabrata ou a C. krusei. A endoscopia
digestiva alta € reservada para suspeita de esofagite e caso apareca lesbes em
forma de placas ou ulceracdes, a bidpsia comprovara invasdao da mucosa com
leveduras em brotamento e pseudo-hifas. Quanto a candidiase vulvovaginal, o
diagnéstico é clinico, sendo o exame de alta confianca para a identificacdo da
patologia, apresentando Otima correlacdo com a cultura positiva para a Candida.
Entretanto, apenas a cultura positiva ndo confirma, necessariamente, a candidiase
vulvovaginal (BOATTO et al., 2007; ZIMMERMMANN, et al., 2009; PEIXOTO et al.,
2014).

Definir corretamente o diagnéstico da candidiase disseminada € um dos
pontos de maior importancia para o sucesso terapéutico. O diagnostico clinico néo é
definitivo e satisfatorio, pois 0s sinais e sintomas ndo sao tdo especificos. Febre e
leucocitose seriam o0s principais achados que indicam a infeccdo fungica, porém
apenas 80% dos pacientes apresentam hipertermia e em 50% dos pacientas a

leucocitose ndo se apresenta. Aléem disso, a apresentacdo clinica de uma
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candidemia € muitas vezes igual a apresentacdo de uma bacteremia. A
comprovacdo de uma disseminacdo geralmente € encontrada em hemocultura ou
em outros lugares estéreis do corpo. Os cateteres vasculares podem ser o local de
entrada da Candida spp. para a corrente sanguinea. Dessa forma, quando retirados
deve ser feita a cultura da ponta distal do mesmo, pela técnica de rolamento. Alguns
estudiosos consideram que o isolamento de Candida spp. seja sempre abordado
como infeccdo sistémica. Todavia, ndo ha ainda um teste diagndstico eficiente que
diferencie os pacientes com semeadura inconsequente do sangue, daqueles cujas
hemoculturas positivas representam disseminacdo hematogénica para diversos
orgdos. Para os pacientes mais graves com suspeita de candidiase, o surgimento de
lesGes cutaneas pustulares ou lesbes retinianas tipicas pode fortalecer essa
hipotese (PEIXOTO et al., 2014).

No diagnostico da candidiase sdo relevantes os aspectos clinicos,
microscopicos e microbiologicos. Entretanto a bidpsia, geralmente, ndo é necessaria
para o diagnostico da candidiase bucal, exceto nas situacdes envolvendo uma
possivel malignizacdo. O diagnéstico estd associado a demonstracdo de hifas da
Candida nos esfregacos ou na superficie da protese, e pode ser confirmado pela
resposta positiva a aplicacdo tdpica de antifungicos. O diagnéstico diferencial deve
ser realizado em relacdo as leucoplasias, liquen plano e granulos de Fordyce. A
literatura também destaca as escaras associadas as queimaduras quimicas,
ulceracdes traumaticas, placas mucosas da sifilis, lesbes ceratdticas e IUpus
eritematoso discoide. Queimaduras térmicas e reacdes por medicamentos devem
ser distinguidas de lesdes vermelhas que algumas vezes aparecem isoladas da
candidiase atrofica. Os casos precoces ou de baixa gravidade do eritema multiforme
também devem ser incluidos (REGEZI & SCIUBBA, 2000; NETO et al.,, 2005;
GOMPERTZ et al., 2008).

2.11 - Tratamento

A alcalinizacdo do pH bucal e uso de medicamentos antifungicos sao
condutas efetivas adotadas no tratamento e controle da candidiase sendo a droga
mais usada a Nistatina. As opc¢Oes terapéuticas efetivas para o tratamento da
Candida podem ser compostas por quatro grupos de drogas (MANGUEIRA et al.,

2010) demonstrados na figura 4.



Figura 4. Grupos de medicamentos para tratamento de candidiase (PEIXOTO ET al., 2014).
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Fonte: Adaptado de WILLIANS, KURIYAMA, SILVA, MALIC, LEWIS, 2011.

Figura 5. Medicamentos indicados para o tratamento das infec¢des por

PEIXOTO ET al., 2014).

Candida albicans

= Duracio
Nome Formulacio Daose tratamento
Pastilha —
Pastilha — 100.000UT, 4
1 DET CIII}E]L—I vezes/dia 7-14 dias
' —dissolver na
boca lentamente
o Suspensdo Oral -
Nistatma 500.000UI (5ml
Suspensio na concentragio
Adm ' > de 100.000U/mi), S a
topica 100 %E%lm:.n o 4 vezes/dia. 7-14 dias
’ Bochechar por
algum tempo e
depois deglutir
1 pastilha de
Clotrimazol Pastilha 10mg 10mg dlﬂo,lv_ldm 7-14 dias
na boca, 5 ve-
zes/dia
Anfotericina Pastilha 10mg Past?]ha %O_mg_ 4 10-15 dias
vezes/dia
Fluconazol Comprimido 1 comprim.ido de 714 dias
Adm oral 100mg 100 mg/dia
eis‘tﬁmica Comprimido 1 comprimido de
' Cetoconazol oral 200mg-400mg/dia 7-14 dias
200-400mg el jejum

Fonte: Adaptado de WILLIANS, KURIYAMA, SILVA, MALIC, LEWIS, 2011.

Os medicamentos de escolha para o tratamento das infec¢cbes por Candida

albicans sédo os antifungicos como a Nistatina sob a forma de suspenséo, aplicada

topicamente sobre a lesdo (Regezi & Sciubba, 2000) ou ainda sob a forma de

comprimidos e pomadas. O Cetoconazol esta recomendado principalmente para
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lesbes cronicas e disseminadas. O creme de Nistatina é utilizado nos casos de
estomatite por dentadura, aplicado no tecido e também na propria protese, a fim de
proporcionar contato prolongado e eliminar os microrganismos da base da dentadura
(REGEZI & SCIUBBA, 2000; TOMMASI, 2000). A suspensao oral de Nistatina,
gquando mantida em contato com a leséo bucal, pode ser utilizada inclusive no
tratamento dos casos cronicos e graves da doencga, conseguindo-se bons resultados
clinicos. Este medicamento deve ser administrado em doses de 200.000 a 400.000
unidades, utilizado trés a quatro vezes ao dia, com instrucdo para bochechar e
deglutir. J& a Nistatina em suspensdo (1.000.000 U/ml) para bochechos e
gargarejos, na dosagem de 5mL, quatro vezes ao dia. Comprimidos de Nistatina
com 500.000 U dissolvidos na boca, por pelo menos quatro vezes ao dia, produzem
excelentes resultados. Outro medicamento comumente utilizado é o Clotrimazol sob
a forma de pastilha oral ou comprimidos de 10mg, administrados durante 14 dias,
cinco vezes ao dia sendo que o uso continuado da Nistatina e do Clotrimazol deve
ser mantido por aproximadamente uma semana ap0s o0 desaparecimento dos
caracteres clinicos da doenca. O Cetoconazol é prescrito via oral para ser ingerido
durante a refeicdo, pois os &cidos gastricos sao essenciais para sua dissolucéo e
absorcdo. A dose diaria recomendada para os pacientes aidéticos é de 400mg/dia.
Podem ocorrer efeitos adversos, tais como: nduseas, pruridos, erup¢cdes cutaneas e
hepatotoxicidade (REGEZI & SCIUBBA, 2000; TOMMASI, 2000).

Outros medicamentos também s&o indicados como o Fluconazol e o
Itraconazol. Os efeitos toxicos destes medicamentos ndo sdo comuns, mas a
interacdo medicamentosa pode dificultar o sucesso do tratamento e a recidiva da
candidiase é frequentemente observada quando do uso desses medicamentos. Os
casos sistémicos graves sao tratados com Anfotericina-B, receitado pelo médico e
administrado em nivel hospitalar, pois o medicamento requer administracdo
intravenosa e é altamente nefrotoxico. Para, a administracdo de medicamentos
como a Anfotericina-B e, o Cetoconazol e a Flucitosina pode ser necessaria nos
casos de candidiase mucocutanea crbénica ou de candidiase bucal associada a
imunossupressdo, onde 0s agentes topicos, por vezes, ndo sado eficazes. Nesses
casos a administracao exige cautela, pois o Cetoconazol e a Flucitosina podem ser
hepatotoxicos e, consequentemente, inibir a hematopoese (REGEZI & SCIUBBA,
2000; TOMMASI, 2000).
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A terapéutica antifungica também se revela eficiente nos pacientes
imunossuprimidos, distinguindo-se somente num maior tempo de duragdo do
tratamento. Para 0s casos ndo controlados pelo tratamento topico exclusivo, é
necessaria a terapéutica com antimicéticos sistémicos. A Nistatina deve ser o
farmaco de primeira escolha, considerando sua eficacia, auséncia de efeitos
colaterais graves (via oral) e custo reduzido quando comparado com outras drogas.
Se a leséo persistir por, aproximadamente, mais de 15 dias e ainda haja duvidas
qguanto a definicdo do diagndstico, recomenda-se a bidpsia. Se confirmada a
presenca de hifas, estdo indicados medicamentos mais eficazes e de custo mais
elevado (derivados azdlicos: cetoconazol, fluconazol e itraconazol) (NETO et al.,
2005).

Os casos sistémicos graves, como a meningite, o tratamento consiste na
prescricdo de Anfotericina-B, receitado pelo médico e administrado em nivel
hospitalar, pois 0 medicamento € por via intravenosa e com altos niveis de nefro
toxicidade (BERGER, 2013; SHELBUNE, 2013).

2.12 - O papel da saliva

A saliva é um fluido de composicdo complexa e propriedades funcionais bem
definidas: auxilia a digestdo, mantém a lubrificacao e integridade da cavidade oral e
regula o pH do meio bucal em torno de por meio de tampdes salivares, protege
contra infec¢des fungicas e bacterianas. A xerostomia ou boca seca atinge boa parte
dos usuérios de proteses. Esta situacdo pode ser agravada pela utilizacdo de
farmacos, alimentos e bebidas que favorecem a hipossalivacao. Entre os farmacos
gue aumentam esse risco, ha os inibidores da enzima conversora de angiotensina,
anti-histaminicos, anticolinérgicos e diuréticos. Bebidas contendo cafeina, consumo
excessivo de alcool e acucar, também estdo relacionadas ao agravamento da
xerostomia (HOLANDA, 2007; ELGUEZABAL et al., 2008; OLIVEIRA, 2009;
ACEVEDO, 2010).

A diminuicdo do fluxo salivar, em casos de xerostomia ou disfungcdo na
producdo de saliva, aumenta a possibilidade de trauma mecénico e diminui o efeito
protetor da imunoglobulina A (IgA) presente no fluido, o que favorece indices
elevados de colonizacdo por Candida spp. (TORRES et al., 2007; PEREIRA-CENCI,
2008; OLIVEIRA, 2009; VASCONCELOQS, et al., 2010).
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Apés a higiene bucal, todas as superficies da cavidade oral sdo recobertas
por uma pelicula salivar, tornando propicia a coloniza¢do pelos microrganismos que
irdo iniciar o processo de formacdo dos biofilmes. Em seguida, se as condicdes
forem favoraveis, os colonizadores tardios irdo se fixar, dando inicio aos biofilmes de
Candida spp. (PEREIRA- CENCI et al., 2008).

Na saliva existem moléculas responsaveis por impedir a adeséo dos fungos a
prétese e moléculas que, por outro lado, colaboram para que essa adesao ocorra.
As primeiras compreendem: lisozima, lactoferrina, histatinas, peroxidases,
calprotectina e IgA salivar, e as outras, responsaveis pela adeséo, sdo: mucinas,
statherinas e proteinas ricas em prolina (TORRES et al., 2007; ELGUEZABAL et al.,
2008; PEREIRA-CENCI, 2008; OLIVEIRA, 2009 NETT et al., 2010).

A pelicula salivar tem funcéo relevante na aderéncia e formacao do biofilme, o
que favorece a céarie, mas seu papel na colonizagcdo de priteses dentarias €
controverso. Normalmente, a regido sob a prétese dentaria € a regido mais acida da
cavidade oral, o que favorece o aparecimento de lesdes, além do que contribui para
a inativacdo do poder protetor da IgA salivar. Esta tem sua acdo maxima na faixa de
pH entre 5,9 e 7,5; em pH muito &cido ou alcalino sua acéo fica comprometida ou
mesmo ausente. Devido as diferentes fases morfologicas que o fungo pode assumir,
a acao protetora da saliva pode ficar comprometida (ELGUEZABAL et al., 2008;
PEREIRA-CENCI, 2008).

2.13 - Biofilmes

A cavidade oral representa um ecossistema de relativa diversidade de nichos
ecoldgicos, 0 que permite a coloniza¢cdo da mucosa por uma comunidade microbiana
altamente diversa. Todas as superficies da boca apresentam uma microbiota
aderida, onde os microrganismos podem estar livres, mas preferencialmente se
organizam em estruturas complexas denominadas biofilmes (APARNA, YADAV,
2008; VASCONCELOS et al., 2010; ANDRE et al., 2011).

O biofilme é um sistema organizado composto por microrganismos
unicelulares que formam uma estrutura multicelular, a qual garante a sobrevivéncia
coletiva dos mesmos. Acumula-se nas superficies dos dentes e proteses como uma
pelicula envolta por uma matriz extracelular, proveniente tanto do hospedeiro quanto
dos microrganismos. Logo apO0s a escovacdo, forma-se uma pelicula salivar

composta por glicoproteinas (mucinas e lisozimas) que favorecem a adesao sobre a
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mucosa oral. Assim, 0s microrganismos pioneiros (principalmente Streptococcus
mutans) se instalam, formando micro coldénias que irdo abrigar novas espécies,
aumentando a diversidade microbiana do biofiime (BARBIERI et al., 2007,
PEREIRA-CENCI, 2008; OLIVEIRA, 2009; NETT et al., 2010).

A capacidade de formar biofilmes multiespécies € uma vantagem adaptativa
observada em fungos do género Candida que habitam a mucosa oral. O biofilme
garante a sobrevivéncia dos microrganismos devido a sua estrutura e as
caracteristicas das espécies envolvidas, conferindo resisténcia aos agentes
antimicrobianos, limpeza mecéanica e defesas naturais do hospedeiro (APARNA,
YADAYV, 2008; PEREIRA-CENCI, 2008; OLIVEIRA, 2009; NETT et al., 2010).

E interessante frisar ainda que durante a formacdo do biofilme, ha a
incorporacdo de componentes celulares do hospedeiro, como a queratina
proveniente da descamacao de células epiteliais, e os neutrofilos, resultantes da
infiltracdo no tecido infectado. Os neutréfilos estdo presentes com a finalidade de
conferir protecdo, mas também podem ser incorporados ao biofiime (DONGARI-
BAGTZOGLOU et al., 2009)

Segundo Derengowski (2011), varios autores tém buscado modelos que
expliqguem de forma clara e sucinta as etapas de formacao dos biofilmes. A figura 4
ilustrada mostra uma descricdo simplificada da constituicdo desses sistemas. E
importante dizer que além das etapas mostradas na figura 4, ha ainda a fase que
corresponde a dispersdo celular dos agregados do biofilme; esses microrganismos

irdo colonizar outros nichos ou participar da formacao de novos biofilmes.



34

Figura 6. Etapas da formacdo de um biofilme multiespécie. Em (a) a matriz de
polissacarideo extracelular (EPS); (c) co-adeséo de células individuais, células ou grupos de
células idénticas para formar o biofilme jovem multiespécie e (d) a maturacdo do biofilme
multiespécies.
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Fonte: MELO, GUERRA, 2014.

2.14. Interacdo entre fungos e bactérias na formacdo do biofilme e o
mecanismo de quorum sensing

Entre as bactérias normalmente relacionadas a formacdo dos biofilmes,
podemos destacar o género Streptococcus, cocos gram-positivos, especialmente S.
mutans. Outras espécies encontradas nessa estrutura sdo: Lactobacillus spp.
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Supde-se que a estrutura
organizada dos biofilmes seja regulada por um mecanismo chamado quorum
sensing, mediado pela densidade celular e atividade de moléculas auto indutoras.
Esse artificio permite aos organismos unicelulares se comportarem como um Unico
ser multicelular, favorecendo a resisténcia aos compostos antimicrobianos,
mecanismos de defesa do hospedeiro e expresséo de fatores de patogenicidade, ou
seja, confere maior capacidade de adaptacdo ao meio (BARBIERI et al., 2007;
APARNA, YADAV, 2008; PEREIRA-CENCI, 2008; NETT et al, 2010;
VASCONCELOS et al., 2010; ANDRE et al., 2011; SALERNO et al., 2011).

Caracterizando melhor, quorum sensing € um mecanismo de regulacdo da

expressao génica em resposta a variacdo da densidade celular em um biofilme
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multiespécie, onde a producdo de moléculas auto indutoras se intensifica em funcao
do aumento da populacdo microbiana, gerando, assim, sinais quimicos que
permitem a “comunicag¢ao” entre os microrganismos (PEREIRA-CENCI, 2008).
Segundo Vasconcelos et al. (2010), a interacdo entre C. albicans e
Streptococcus spp. favorece a colonizacdo pelo fungo. Streptococcus mutans, um
membro comumente encontrado em proteses de acrilico, pode competir com C.
albicans pelos sitios anatdmicos, como também propiciar sua coloniza¢do. Contudo,
a colaboracao entre eles pode ser entendida como uma relagdo mutualistica, visto
gue ambos sao favorecidos pela co-adesdo. Essa complexa interacdo levedura-
bactéria é intermediada tanto por mecanismos internos ao biofilme quanto externos;

entre eles estéo: higiene da protese e fluxo salivar do usuario.

2.15. Materiais e Higiene da Protese

A capacidade que os fungos tém de crescer sobre 0s materiais da protese ja
€ bem conhecida; pouco se conhece, porém, a respeito de quais propriedades do
substrato colaboram para isso. Algumas propriedades podem estar relacionadas
com a energia livre de superficie, hidrofobicidade, rugosidade da protese, pH acido,
higiene da mucosa oral e da protese, tempo de uso e estado de conservacdo da
mesma (PEREIRA-CENCI, 2008).

O conceito de energia livre de superficie indica a facilidade com a qual a
saliva se espalha por uma superficie. Assim, quanto maior a area, maior sera a
energia livre de superficie e, por sua vez, regula a capacidade de molhamento e
direciona a formacédo da pelicula salivar sobre o acrilico utilizado na confec¢do das
préteses. Com isso, € necessario conhecer como os fungos interagem com as
superficies, entender como funciona a velocidade de crescimento e as necessidades
nutricionais. Segundo Douglas (2002), biofiimes de espécies ndo-albicans, crescem
melhor em meio contendo glicose. Tais informacdes sao vitais para o
desenvolvimento de estratégias que previnam essas interacfes (MELO, GUERRA,
2014).

A hidrofobicidade do substrato em que o fungo se fixa é considerado um fator
inespecifico na adeséo inicial; no entanto, quanto mais hidrofébica for a superficie,
maior sera a aderéncia celular esperada (PEREDA, 2007; MELO, GUERRA, 2014).

A rugosidade, medida importante a ser considerada, é a média dos desvios

entre vales e picos em uma superficie. Quanto maior a sua rugosidade, mais
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propensa ela serd a formacdo de biofilmes. Essa caracteristica esta intimamente
relacionada ao material da prétese e tempo de uso, tanto é que, proteses antigas e
confeccionadas em material aspero, dificultam a limpeza e a remo¢do mecanica do
biofilme (APARNA, YADAYV, 2008; PEREIRA-CENCI, 2008).

Dentre os fatores que colaboram para a manifestacdo da estomatite por
protese, a higiene € uma das poucas variaveis cuja participacdo do usuario pode
interferir positivamente. Os principais problemas associados ao uso incorreto de
préteses ocorrem quando O usuario nao recebe orientacdo adequada sobre o
processo de higienizacdo, pois além da protese, a higiene da mucosa e da lingua
deve ser realizada diariamente. Outros fatores como a dificuldade ou limitacdo de
movimentos dos membros superiores em idosos e a falta de produtos especificos no
mercado pode prejudicar a higienizacao. Entre os usuarios de prétese, 0s idosos sao
0s mais prejudicados em relacdo a informacdo sobre os procedimentos corretos,
além de alguns utilizarem escova ndo dentéria (SILVA, 2011; MELO, GUERRA,
2014).

Padrdes salivares e medidas presuntivas de higiene podem ser utilizados
pelos profissionais na avaliagéo clinica do paciente usuario de prétese, com ou sem
a infeccdo. Outras medidas, como as que avaliam a qualidade do material, seu
estado de conservagdo e o grau de higienizacdo, direcionam o olhar para os
pacientes propensos a apresentarem a patologia ou para aqueles com diagndstico ja
confirmado, auxiliando no tratamento e prevenindo recidivas. O usuario de uma
protese considerada ma higienizada, deve receber esclarecimentos sobre os
produtos e técnicas ideais para a limpeza, ou mesmo ser aconselhado a substitui-la.
Muitos, inclusive, tém a ideia errbnea de que sendo as préteses permanentes, ndo
necessitam de manutencdo e acompanhamento especializado (BARBIERI et al.,
2007; TAVARES, 2009; NETT et al., 2010).

2.16. Progndstico

A candidiase aguda e grande parte das formas crénicas possuem prognostico
excelente. As lesdes geralmente desaparecem em uma ou duas semanas apos 0
inicio do tratamento sendo que em alguns casos crénicos ha a necessitam de um
tratamento mais prolongado. Porém, para as formas sistémicas disseminadas o
prognoéstico € reservado. A importancia desta infecgcdo esta associada ao fato da
patologia produzir hiperplasia epitelial e também poder originar a leucoplasia bucal.
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Apesar de ndo ser comprovado que a candidiase crbnica seja uma condi¢do
cancerizavel, a invasdo do epitélio pela Candida albicans e a sua posterior
proliferacdo, podem contribuir para a alteragdo neoplasica (NETO et al.,, 2005;
MELO, GUERRA, 2014).

2.17. Prevencao

Os pacientes portadores de protese total ou removivel dento-muco-suportada
devem realizar a remocgcdo mecénica e ou quimica dos fungos retidos nas
irregularidades e depressodes dos aparelhos protéticos ja que a presenca da Candida
albicans na superficie da prétese em contato com a mucosa é o fator determinante
para o aparecimento da estomatite por dentadura. A remo¢do mecanica pode ser
feita através da escovacao com escovas especiais para higienizacdo de préteses ou
com escovas convencionais macias com sabdo neutro além da higienizacdo da
mucosa oral. A remocdo quimica geralmente é feita deixando-se a peca protética,
durante toda a noite, mergulhada em solucdo apropriada. Existem inumeras
solugcbes que podem ser utilizadas para a remocdo de manchas e depoésitos
organicos e inorganicos das superficies das proteses, mas a solu¢do de custo mais
baixo e facil preparo pelo paciente é a diluicdo de 15 ml de hipoclorito de sédio com
concentracdo entre 2 e 3 % (agua sanitaria) em um copo (300ml) de agua (MELO,
GUERRA, 2014).

2.18. PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais apresenta relatos desde a antiguidade, e a
populacdo atual utiliza como terapias no tratamento de doencas sendo esta, uma
pratica bem comum e as primeiras descricdes sobre plantas medicinais feitas pelo
homem remontam as sagradas escrituras. Muitas plantas apresentam atividade
bioldgica benéfica ao ser humano e o grande desafio do ultimo século tem sido
desvendar e validar cientificamente espécies vegetais com potencial clinico como a
Papaver somnniferum na obtencdo da morfina além de vencer as dificuldades da
legislacdo brasileira em relacdo aos estudos com plantas medicinais (BONOMINI,
2013; FERREIRA et al., 2014; DUTRA et al., 2016; SINGH et al., 2016).

As plantas e seus extratos estdo em todo lugar, inclusive em produtos lacteos,
como o ginko biloba e a verbena, na alimentagédo natural, entre os medicamentos

que eram utilizados ha tempos e os que hoje sdo utilizados, os produtos naturais e
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seus extratos cada vez mais ganham espaco no mercado consumidor. Levando em
consideragdo os milhares de fitoconstituintes encontrados em uma planta, o
processo de separacdo e isolamento pode ser longo e possuir varias etapas. Em
geral, esse processo combina diversas técnicas de separacao, que dependem da
solubilidade, volatilidade e estabilidade dos compostos a serem separados. Esse
interesse crescente dos produtos naturais fez expandir e modificar o arsenal de
meétodos de extracdo tradicionais. A extracdo consiste em uma das primeiras etapas
para separacao e obtencéo das substancias farmacolégicas de uma espécie vegetal
(COUTO et al., 2010).

Entre as espécies vegetais que despertam grande interesse pode ser relatado
as do género Allamanda, que pertencem a familia Apocynaceae em que ja se
obtiveram extratos com atividades biologicas fungicidas, bactericidas,
antileucémicas. Assim é importante que se desperte maior interesse nas pesquisas
voltadas para a utilizacdo de plantas como fontes de recursos e produtos no
combate as enfermidades que acometem o homem (BONOMINI, 2013).

Dada a incidéncia de doencas orais, 0 aumento da resisténcia a bactérias por
antibiéticos, os efeitos adversos de alguns agentes antibacterianos atualmente
utiizados em odontologia e consideragcdes financeiras nos paises em
desenvolvimento, h& necessidade de prevencdo e opcbes de tratamento nao
convencionais, seguras, eficazes e econdmicas. Embora varios agentes estejam
comercialmente disponiveis, estes compostos podem alterar a microbiota oral e tém
efeitos adversos indesejaveis, tais como vomitos, diarreia e coloracdo dentéaria. Por
isso, a busca por produtos alternativos continua e os fitoquimicos naturais isolados
das plantas utilizadas como medicamentos tradicionais sdo considerados como boas
alternativas (SINGH et al., 2016).

2.18.1. Plantas com potencial terapéutico

As plantas medicinais sao fontes importantes de substancias biologicamente
ativas, servindo de base para pesquisa farmacologica e descoberta de novas
moléculas com atividade terapéutica. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), cerca de oitenta por cento da populacdo de paises em desenvolvimento
depende da medicina tradicional para sua atencdo primaria utilizando as plantas
medicinais como Unica fonte de cuidados basicos de saude (KINGSTON, 2011;
PRABHADEVI et al., 2012; SIMONETTI et al., 2016).
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Muitas plantas medicinais possuem componentes complexos e os efeitos
terapéuticos podem ser resultado de uma agéo sinérgica e/ou supressiva. Também
ha a preocupacdo de inconsisténcia com a composicdo do extrato vegetal e
contaminacdo ocasional por adulterantes e componentes toxicos. O controle de
qualidade visa assegurar a consisténcia, seguranca e eficacia da droga vegetal,
criando uma correlacdo entre 0os componentes e sua acdo. A qualidade de
medicamento a base de plantas medicinais pode ser afetada por muitos fatores,
incluindo as mudancas de estacdo, tempo de colheita, locais de cultivo,
processamento poés-colheita, adulterantes e procedimentos de extragcdo e
preparacdo. Da colheita ate o produto final os marcadores quimicos desempenham
um papel fundamental na avaliacdo da qualidade dos medicamentos fitoterapicos
além de serem aplicaveis na autenticacdo de espécies vegetais, aperfeicoar
métodos de extracdo e purificacdo, elucidacdo da estrutura e determinacdo da
pureza auxiliando ainda na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. A
Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA) define marcadores quimicos como
constituintes quimicamente definidos ou grupo de constituintes de um produto a
base de plantas medicinais que sé&o de interesse para fins de controle de qualidade
independentemente se eles possuem alguma atividade terapéutica. A quantidade de
um marcador quimico pode ser um indicador da qualidade de um medicamento a
base de plantas farmacoldgica (LIU et al., 2010).

O Brasil é signatario da Convencdo sobre Diversidade Biol6gica (CDB),
acordo estabelecido pela Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) e integrado por
188 paises cujos objetivos estdo estabelecidos na conservacdo da diversidade
bioldgica, utilizacdo sustentavel de seus componentes, reparticdo justa e equitativa
dos beneficios derivados da utilizacdo dos recursos genéticos além da importancia
dos conhecimentos de povos indigenas e de comunidades locais para o alcance
destes objetivos. O Brasil possui entre quinze a vinte por cento da biodiversidade
mundial, sendo setenta e cinco por cento das espécies brasileiras localizadas na
Floresta tropical Atlantica e Floresta Amazodnica, tornando o Brasil uma fonte

importante na obtencdo de novos produtos farmacologicos (BONOMINI, 2013).

2.18.2. Bioma Amazobnia
Desde o Brasil Colbénia, os europeus, em especial os jesuitas, obtinham o

conhecimento sobre plantas medicinais a partir da experiéncia dos habitantes locais
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quanto ao emprego no tratamento de determinadas moléstias. Com o0 avanco da
botanica e farmacognosia, essas plantas ganharam descricdo e nomes, tiveram seus
componentes quimicos identificados, assim como foram realizados estudos sobre as
acOes farmacoldgicas no corpo humano. As observacfes populares sobre o uso e a
efichcia de plantas medicinais contribuem para a divulgacdo das propriedades
terapéuticas dos vegetais utilizados pelos efeitos medicinais, apesar de nao terem
seus constituintes quimicos conhecidos, mas tornando validas informacdes
terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos. A pesquisa de
medicamentos de origem vegetal constitui um mercado poderoso a busca de novas
moléculas para assegurar a competitividade na producdo de novos medicamentos
patenteados, além da oportunidade para participar da categoria dos medicamentos
fitoterapico (DA SILVA et al., 2013).

A flora amazobnica € considerada a maior reserva de plantas medicinais do
mundo, no entanto ainda € pequeno o numero de plantas cientificamente estudado
do ponto de vista quimico e farmacoldgico. E nessa floresta amazonica que pode ser
encontrada a espécie Libidibia ferrea, conhecida popularmente como jucaina, juca,
pau-ferro-verdadeiro e bira-obi. Nos sertbes do Norte e Nordeste do Brasil,
principalmente em Pernambuco e no Ceard, esta espécie também pode ser
encontrada, sendo utilizada em forma de cha, xarope e tintura, por apresentar
atividade analgésica, anti-inflamatoria, antiulcerogénica e antibacteriana
(MARREIRO et al., 2014).

O espaco para os medicamentos de origem vegetal tem ganhado espacgo na
industria farmacéutica, uma vez que ha a escassez de entidades quimicas
inovadoras mesmo com o0s altos custos empregados em pesquisa e
desenvolvimento. Os produtos naturais, tradicionalmente tém sido a maior fonte de
novos farmacos, que se consagraram como medicamentos industrializados a partir
de sinteses para reproduzir as moléculas achadas na natureza. Os compostos
naturais, além de diversos, sdo extremamente especificos nas suas atividades
bioldgicas. Essa caracteristica decorre do fato de que, praticamente, todos eles
terem alguma capacidade de se ligar a receptores, além disso, alguns autores
atribuem ao sucesso dos medicamentos de origem natural a facilidade de absor¢éo
pelo organismo em relacdo as substancias puramente sintéticas (HARVEY, 2008).

Apesar da riqueza da flora brasileira representada pelos seus biomas de uma

biodiversidade exuberante, pouco tem sido realizado para transformar esse potencial
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numa vantagem competitiva. Mesmo sendo uma potencial fonte de recursos,
algumas desvantagens séo citadas para travar o desenvolvimento de produtos
oriundos de fontes naturais, entre elas: as dificuldades para o abastecimento e
fornecimento para a industria farmacéutica e as complicacbes associadas ao
arcabouco normativo que regula as questbes de acesso aos recursos genéticos,
conhecimento tradicional associado e a reparticdo de beneficios (HARVEY, 2008).

A Amazobnia é a maior floresta tropical das Américas, local onde se acredita
abrigar um terco das espécies do mundo e possui cerca de 60% de sua totalidade
no Brasil distribuidas entre todos os estados da regido Norte, parte do Maranhéo e
estados de Mato Grosso e Goias. Esta imensa diversidade bioldgica é proporcionada
pela marcante diversidade geoldgica da regido, que apresenta relevo diferenciado,
grandes temperaturas e precipitacdes. Estima-se que o0 nuamero de espécies
botanicas da Amazonia tenha sido sistematicamente subestimado, de tal forma que
a biodiversidade de plantas provavelmente inclui pelo menos o triplo das espécies ja
conhecidas. Diante disso, o bioma Amazbnia € uma importante fonte de novos
produtos farmacéuticos (DE AZEVEDO CALDERON et al., 2010).

2.18.3. Extratos Vegetais

Os extratos sdo preparagdes concentradas, de diversas consisténcias
possiveis, obtidas a partir de matérias-primas vegetais secas, que passaram ou nao
por tratamento prévio (inativacdo enzimatica, moagem, etc.) e preparadas por
processos envolvendo um solvente. Isso implica basicamente em duas etapas no
processo de fabricacdo: a separacdo dos compostos especificos de um meio
complexo (a droga, ou parte das plantas utilizadas, raiz, caule, folha) com a
utilizacdo de um solvente; e a concentracdo, por eliminacdo mais ou menos
completa dos solventes. Assim, o isolamento e determinacdo dessas substancias
contribui para a quimica de produtos naturais e para o desenvolvimento cientifico de
novos farmacos (BRAZ FILHO, 2010).

E possivel definir tradicionalmente um extrato pela relagéo entre a quantidade
de droga tratada e a quantidade de extrato obtida. Da planta seca e moida até as
moléculas puras, existem muitas incertezas em relacdo a acdo e toxicidade. As
plantas medicinais sdo usadas extensivamente pela populacdo porem seu uso

indiscriminado pode desencadear efeitos adversos. Portanto, somente por estudos
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quimicos e farmacolégicos € possivel a confirmagcdo de sua eficacia, qualidade e
seguranca (BONOMINI, 2013).

. A necessidade global de uma prevencao alternativa, opcdes de tratamento e
produtos para doencas bucais surge devido ao aumento da incidéncia de doencas,
aumento da resisténcia por bactérias patogénicas aos antibidticos atualmente
utilizados. Assim, a fitoterapia pode ser uma resposta para op¢ao de tratamento
alternativo, pois € segura, eficaz e mais econémico (MOEINTAGHAVI, 2012; SINGH
et al., 2016).

2.18.4. Técnicas de extracao

A extracdo a partir de espécies vegetais € uma das primeiras etapas para a
obtencdo dos produtos com propriedades terapéuticas. Conhecidos os principios
ativos inerentes a determinada droga vegetal, opera-se muitas vezes, a sua retirada
para um solvente, obtendo-se assim, formas terapéuticas mais convenientes ao
manuseio e administracdo. Os solventes mais empregados para obtencdo de
extratos como matéria prima farmacéutica sdo a agua, etanol, acetona glicerina,
propilenoglicol ou misturas destes. O agente extrator geralmente € um liquido volatil
organico podendo ser removido por evaporacdo apos ter extraido a quantidade de
material desejada. Na obtencéo de produtos vegetais utiliza-se preferencialmente o
material seco pois apresenta vantagens como interrup¢cdo do processo de
degradacédo, reducdo da contaminacdo e proliferacdo de micro-organismos,
armazenamento e transporte facilitados (BONOMINI, 2013).

Os processos mais utilizados sdo a maceragcdo, percolacdo, turbolise e
sonicacdo. Na maceracdo o material vegetal € dividido em pequenos fragmentos
ficando em contato com o liquido extrator por um periodo longo, em ambiente
fechado e temperatura ambiente ou mais elevada, sob agitacdo. Ao final do
processo o liquido extrator é separado e o residuo prensado. A percolacdo utiliza
aparelhos especiais (percoladores). O solvente que € renovado continuamente,
percola a camada de planta pulverizada. Na decoccéo, processo parecido com a
maceracao, utiliza geralmente a agua como solvente. Ha o aquecimento e ebulicdo
juntamente com a planta. A infusdo é outra técnica muito utilizada para obtencéo de

chéas de plantas medicinais. Utiliza sempre a agua como solvente a temperatura de
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ebulicdo, vertida sobre o material vegetal moido, deixados ate que esfrie (PACHU,
2007).

Medicamentos a base de plantas medicinais podem ter sua qualidade afetada
por muitos fatores como a estacdo do ano, tempo da colheita, locais de cultivo,
processamento poOs colheita, procedimentos de extracdo e preparacdo. Os
marcadores quimicos, relacionados com a autenticacdo da espécie vegetal,
pesquisa de novas matérias primas, otimizacdo de métodos de extracdo e
purificacdo, determinacdo da pureza, sdo fundamentais na avaliacdo da qualidade
dos medicamentos fitoterdpicos podendo levar a descoberta de novos produtos
(BONOMINI, 2013).

2.18.5. Rendimento

Sabe-se que o modo de uso, mais prevalente, pela populagdo de plantas
medicinais € da erva fresca ou in natura, pois se acredita que assim ha garantia de
gue todos os compostos responsaveis pelo efeito estardo presentes. Contudo, a
estocagem e comercializacdo in natura destas espécies tornam-se inviaveis, pois a
planta fresca possui alto teor de agua, o que facilita a proliferacdo de
microrganismos e as reacfes enzimaticas que podem provocar sua deteriora¢do ou
até mesmo degradacao do principio ativo. Buscando solucionar tal problema, testou-
se métodos gravimétricos de secagem natural e artificial. Contudo, definir o melhor
tipo de secagem é fundamental, pois a metodologia ideal deve ser aquela que
promova a maior porcentagem de perda de agua e ndo altere o principio ativo
(RODRIGUES, 2011).

2.18.6. Espécies Vegetais de Interesse

a) Ficus insipida Willd (caxinguba ou cuaxinguba)

O género Ficus pertence a familia Moreacea e é composto por cerca de 750
espécies de plantas lenhosas espalhadas principalmente em regides tropicais
(SERRATO et al., 2004). Varias espécies tém sido utilizadas tradicionalmente em
uma extensa variedade de remédios etnobotanicos como antidiabéticos, anti-
helminticos,  anti-hipertensivos, laxantes, antirreumaticos, digestivos e
antidisentéricos (OLAOKUN et al., 2013). Alguns estudos mostram a presenca de

triterpenos, esterois, polifendis, flavonoides, cumarinas, alcaloides entre outros
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metabolitos (RAMADAN et al.,, 2009). Os polifendis estdo entre os maiores
constituintes de compostos medicinais, principalmente devido a capacidade de

sequestrar radicais livres.

b) Curatella americana (caimbé)

A Curatella americana € popularmente conhecida como lixeira ou caimbé e
possui uma ampla dispersao tropical, ocorrendo principalmente em savanas,
florestas secas e cerrados (HIRUMA-LIMA et al., 2009).

Cascas, folhas e talos sédo utilizados como analgésicos e anti-inflamatérios em
formas de chas e infusdes contra artrite, diabetes e hipertensdo (HIRUMA-LIMA et
al., 2009; DE TOLEDO et al., 2011).

O extrato cloroférmico das cascas apresenta comprovada atividade
hipoglicemiante em animais com hiperglicemia, diminuicdo dos radicais superoxidos
e efeito antihiperglicemiante em animais normoglicémicos (OSPINA et al.,1995). A
andlise fotoquimica do extrato etandlico das cascas mostrou presenca de taninos,
cumarinas e terpenos (OSPINA et al., 1995).

Apesar do uso na medicina popular, a acdo genotoxica direta do extrato
etandlico das cascas de C. americana foi identificada em estudos com cepas de E.
coli (VILAR et al., 2009).

Considerando a variedade de moléculas presentes na natureza e a
comercializacdo dessas espécies vegetais por habitantes da regido amazonica, cujo
conhecimento etnofarmacoldgico fornece informacdes na pesquisa de novos
produtos e moléculas com propriedades medicinais, torna-se importante a realizacéo
de uma triagem com intuito de identificar as potencialidades farmacoldgicas desses

extratos.

c) Byrsonima intermedia A. Juss (saratudo)

A familia Malphigiaceae € uma das maiores familias em angiospermas
(ANDERSON, 1979), e uma das dez mais bem representadas no cerrado, bioma em
qgue ha grande caréncia de estudos. Esta familia € formada por aproximadamente
1200 espécies, distribuidas em 60 géneros, de ocorréncia em regides tropicais
(Norte, Nordeste e Regido Central do Brasil), América Central e Guianas (JOLY,

1977), sendo que 50% sao encontradas no Brasil. No Nordeste brasileiro, ocorrem
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diversas espécies dos géneros Byrsonima, Camarea, Galphimia, Stigmaphyllom e
Peixotoa (AGUIAR et al., 2005). Apesar desse grande numero de espécies vegetais,
pouco é conhecido acerca da constituicdo quimica da familia. Poucos trabalhos na
literatura reportam a presenca, em geral, de triterpenos, flavonoides e esteroides em
algumas espécies (DAVID e SANTOS, 2003). Esses vegetais apresentam diferentes
tipos de habitat, frutos e caracteres citogenéticos. Em geral, as espécies arbustivas e
arboreas sdo muito comuns (LOMBELLO e MARTINS, 2003). No Brasil, a maior
parte das espécies da familia Malpigliaceae é conhecida por ser utilizada com
finalidade terapéutica e como alimento. Desse modo, h4d uma crescente necessidade
de mais estudos fitoquimicos com essas espécies (DAVID & SANTOS, 2003).

Espécies vegetais pertencentes ao género Byrsonima Rich. Ex. Kunth. séo
caracterizadas por alta plasticidade fenotipica, com ampla ocorréncia nas diversas
composicg0es floristica da Ameérica do Sul (MAMEDE, 2013). Felicio e colaboradores
(1995) descreve Byrsonima como sendo essencialmente americana, encontrado nas
regides tropicais e subtropicais da América do Sul. O género nao € exclusivo de
fitofisionomias fechadas, ocorrendo alguns deles em ambiente de cerrado, nos
Estados de Mato Grosso e Goias e no litoral Norte e Nordeste do pais (ANDERSON,
1979). Suas flores coloridas possuem glandulas de 6leo na base, atraindo diversas
espécies de fauna, em especial a entomofauna (SIGRIST; SAZIMA, 2004).

As espécies do género Byrsonima sdo conhecidas popularmente como
“‘muricis” e, em geral, sdo plantas nativas do Norte, Nordeste e regido central do
Brasil, podendo também ser encontradas em algumas regides serranas do Sudeste.
Sao plantas geralmente arbéreas, com galhos retorcidos e porte médio, podendo
chegar a 5 metros de altura. Os “muricis” do Brasil sdo muitos e variados,
distinguindo-se pelas cores e locais de ocorréncia. Assim, sdo conhecidos como
“murici branco”, “murici amarelo”, “murici vermelho”, “murici da chapada”, “murici do
brejo”, “murici da mata”, entre outros. Sdo plantas de facil adaptacdo, se
desenvolvendo bem em solos areno-argilosos, com clima quente e boa ventilagdo. A
fase de floragéo e frutificacdo ocorre durante todo o ano, dependendo da ocorréncia
das chuvas. Muitas espécies de murici fornecem frutos bastante consumidos e
apreciados, que séo base da alimentacdo de algumas populacdes nas mais variadas
preparacdes culinarias (no Nordeste, por exemplo, frutos da espécie Byrsonima
crassifolia, amassados com farinha, fornecem a “cambica de murici’, rica em

gorduras e de alto teor nutritivo). O cultivo e a colheita dessas plantas ainda sao
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bastante rudimentares, ndo existindo dados e parametros agrondmicos seguros. No
Estado do Pard, por exemplo, ha um grande interesse em desenvolver pesquisas
agrondmicas com os muricizeiros, devido ao grande consumo das frutas dessas
plantas nessa regido (PIMENTEL, 2005).

Varias espécies do género Byrsonima tém sido utilizadas na medicina
popular, com destaque para Byrsonima intermedia, porém sdo plantas que nao
apresentam os estudos suficientes para que possam ser empregadas de maneira
racional. Estudos que fornecam parametros de qualidade, eficacia e seguranca, bem
como 0s ensaios quimicos, bioldgicos ou farmacoldgicos, sdo fundamentais para
que cientificamente esta planta seja validada como fitoterapico.

Byrsonima intermedia A. Juss. é uma espécie com ocorréncia em ambientes
xeéricos e areas umidas, como as florestas ripérias. B. intermedia sdo plantas com
caracteristicas tipicas das plantas do cerrado. E um arbusto no maximo 1,60 m de
altura. A copa € desuniforme por causa dos galhos que quebram com facilidade, o
caule é castanho a acinzentado. Possui tronco cilindrico e quando velho possui
fissuras quadriculadas com casca escura (JOLY, 1977). Suas folhas sdo simples,
coriaceas, glabras na face superior e pubescentes na face inferior, com apice ou
ponta lanceolada (FERRI, 1969). As flores sdo bem vistosas, amarelas, mas quando
velhas sao alaranjadas, ciclicas, formando cachos de 10 a 15 cm, em nimero de 15
a 35 flores dispostas em pequenos racemos (JOLY, 1977). A época de florescimento
é de outubro a dezembro (RODRIGUES et al.,, 2001). As flores de B. intermedia
possuem diversas caracteristicas que permitem classificd-las como flores contendo
6leo, com cinco sépalas dotadas de elai6foros na superficie abaxial, zigomorfia,
estames e estiletes voltados para o centro da flor, conservando assim aspectos
gerais para a familia, como atracdo e orientacdo (ANDERSON, 1990). Segundo
Oliveira e colaboradores (2007), as flores sdo unguiculadas, hermafroditas,
zigomorfas, pentameras, diurnas e sem odor perceptivel. O calice € amarelado e
gamossépalo, cada uma de suas sépalas possui um par de glandulas produtoras de
Oleo (elai6foros). A corola é dialipétala, apresentando cinco pétalas amarelas e
alternadas as sépalas, sendo a superior diferente das demais. O androceu é
diplostémone, constituido por anteras bitecas, basifixas e rimosas que apresentam
pélen esbranquicado e pulverulento, com 89,16% de viabilidade. O gineceu é
composto por ovario supero, tricarpelar, trilocular, com um Ovulo por loculo de

placentacdo apical; possui trés estiletes longos e terminais, livres entre si e
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persistentes no fruto. O fruto apresenta dimensodes de 7,70 -11,00 x 7,77- 10,78cm,
com massa da matéria fresca de 0,29 - 0,71g (SOUTO e OLIVEIRA, 2005a). Em
relacdo ao numero de sementes, sdo encontrados frutos sem semente madura, com
uma, duas ou trés sementes, sendo esta Ultima a condicdo mais frequente (SOUTO
e OLIVEIRA, 2005b). Segundo Lorenzi e Matos (2002), Byrsonima intermedia assim
como outras espécies como B. spicata, B. stipulacea e B. verbascifolia apresentam
baixa taxa de germinacdo, a emergéncia lenta das plantulas e dorméncia
tegumentar das sementes. Porém sao plantas de facil adaptacéo, se desenvolvendo
bem em solos arenoargilosos, com clima quente e boa ventilagdo (PIMENTEL,
2005). As imagens em seguida mostram o aspecto da Byrsonima intermedia (Figura
7).

Figura 7. Aspecto da Byrsonima intermédia. Fonte: SANNOMIYA, M (2006).

Fonte: SANNOMIYA, M(2006).

Baseando-se em estudos etnofarmacoldgicos, as folhas e o tronco dessa
planta sdo utilizados popularmente para diarréias, disfun¢des géastricas e Ulceras
(SANNOMIYA et al., 2004; RODRIGUES et al., 2001). O uso popular de murici-
pequeno se d& através do ch& das cascas do caule, o que leva ao extrativismo e
consequentemente morte da planta. Um dos problemas que tém limitado a ampla
utilizacdo dessa espécie é a producdo de mudas, pois suas sementes apresentam
baixo indice de germinacdo, devido a dorméncia tegumentar (PINTO e
BERTOLUCCI, 2002; MONTEIRO, ALBUQUERQUE e ARAUJO, 2005).
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O extrato metandlico bruto das cascas, folhas e flores foram avaliados quanto
sua atividade anti-inflamatéria por Carvalho (2010) que observou que na
concentracdo de 10 ug mL™ eles apresentaram atividade anti-inflamatéria nas larvas
de Danio rerio com lesdo na nadadeira caudal. Foi demonstrado o efeito
gastroprotetor do extrato metandlico obtido das folhas de Byrsonima intermedia em
modelos experimentais in vivo (SANTOS et al., 2006). Os mesmos autores avaliaram
a atividade analgésica e antiulcerogénica do extrato cloroférmico das folhas desta
espécie em modelos experimentais em camundongos e verificaram que o0 extrato
cloroférmico inibiu significativamente as contor¢des abdominais. O aumento das
lesBes gastricas induzidas pelo extrato cloroférmico, indicou que seus constituintes
potencializam o efeito lesivo do piroxicam. Esta hipotese foi comprovada no modelo
de contor¢bes abdominais por acido acético, onde se verificou a presenca de um
efeito antinociceptivo no extrato cloroformico de Byrsonima intermedia (SANTOS et
al.,, 2006). Ainda, foi realizada a comparacdo da acdo antillcera e atividade
gastroprotetora em duas particdes do extrato metandlico das folhas de Byrsonima
intermedia. Resultados mostraram que a fragdo aquosa e fracdo acetato de etila
reduzem a lesao ulcerativa e tem acdo gastroprotetora, além de ter mostrado agéo
efetiva em doenca gastrica crbnica, porém as particbes apresentaram
gastroprotecao, de maneiras diferentes, a fragdo aquosa concentrou maior parte dos
constituintes ativos, de modo a apresentar, portanto maior gastroprotecdo de modos
diferentes e em doses inferiores a fracdo acetato (SANTOS et al., 2009).

O estudo fitoquimico da Byrsonima intermedia revelou a presenca de
catequinas, derivados da quercetina, acido galico e galato de metila e outros
compostos isolados (SANNOMIYA et al., 2004). Andlises do extrato bruto de suas
folhas demonstraram que B. intermedia possui lupeol e b-amirina, saponinas
triterpénicas pentaciclicas (FELICIO et al., 1995). Além dessas substancias, esta
planta apresenta em suas folhas, um bi flavonoide denominado amentoflavona
(SANNOMIYA et al., 2007).

Santos e colaboradores (2007) demonstraram o efeito cicatrizante da particao
acetato de etila obtido a partir das folhas de Byrsonima intermedia, no qual
evidenciou a intensa proliferagéo celular que contribuiu para regeneragéo da mucosa

e submucosa lesada.

d) Anacardium spp (cajui)
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A familia Anacardiaceae possui aproximadamente 81 géneros e 800
espécies, presentes em ambientes secos a Umidos, principalmente em terras
baixas nas regifes tropicais e subtropicais em todo o mundo, estendendo-se até
regides temperadas (PELL, 2011). Nas Américas existem aproximadamente 32
géneros nativos, sendo que 77% das espécies sdo endémicas do continente
americano e apenas 0s géneros Antrocaryon, Campnosperma, Cotinus, Pistacia,
Rhus, Spondias e Toxicodendron possuem representantes em outros continentes
também (TERRAZAS, 1999). No Brasil, estdo catalogados 14 géneros com 57
espécies de Anacardiaceae, sendo que 14 delas séo restritas ao pais. Trata-se de
um grupo de plantas lenhosas resiniferas, cujas partes jovens exalam aroma e
sabor caracteristicos. As folhas sdo simples ou compostas, e as flores séo
dialipétalas, isostémones ou obdiplostémones, com ovario supero geralmente uni
ou tricarpelar, mas unilocular e uniovulado, produzindo frutos carnosos ou secos
unisseminados (SILVA-LUZ e PIRANI, 2010).

Do ponto de vista ecoldgico, algumas espécies de Anacardiaceae séo
indicadas para reflorestamento, como o pau-pombo (Tapirira guianensis Aubl.),
que é utilizado em programas de reflorestamentos ambientais, recuperacao de
areas degradadas, em projetos de reposicao de mata ciliar e estabilizacdo de
dunas (FERRETI et al., 1995, KAGEYAMA e GANDARA, 2000). O carater de
pioneirismo e agressividade competitiva dessa espécie, somados a sua tolerancia
higromorfica e boa interacdo bidtica, garante o0 sucesso regenerativo em
ambientes fortemente edaficos e também com influéncia antropica (KAGEYAMA e
GANDARA, 2000). Isso a caracteriza como espécie tipica dos estadios pioneiro e
secundario inicial (FERRETI et al, 1995) e, possivelmente, como uma
bioindicadora do carater edafico dos ambientes naturais ou antropizados. E
importante salientar que os frutos de muitas espécies da familia sdo atrativos da
fauna, principalmente da avifauna (KRUGEL et al., 1998, GUIMARAES, 2003),
demonstrando a importancia da sua utilizacdo em programas de recomposicéo de

vegetacao.

Algumas espécies de Anacardiaceae tém uso na medicina popular brasileira
pela potencial atividade antifingica (FENNER et al., 2006). Aproximadamente 32
géneros da familia contém espécies conhecidas que causam dermatites

(MITCHELL, 1990). As dermatites podem ser causadas pela resina, sendo atribuidas
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principalmente aos compostos fendlicos e catecoOlicos ou a mistura destas
substéancias, denominados lipidios fendlicos.

O género Anacardium (L.) pertence a familia Anacardiaceae e foi descrito por
Lineu, que em 1753, referiu a espécie Anacardium occidentale como caracteristica
deste. O género apresenta distribuicdo natural ocorrendo na regido neotropical
(MITCHELL; MORI, 1987). Diversas evidéncias indicam que a origem da espécie
ocorreu mais provavelmente na regidao Norte da América do Sul e parte da América
Central, com maior destaque para o Brasil (BARROS; CRISOSTOMO, 1995). Esta
hipotese é reforcada pelos relatos de Alphonso de Candolle que registrou a
ocorréncia da planta em estado selvagem em grandes &reas de abrangéncia e
diferentes habitat no Brasil, Guianas, Panama e Antilhas (BARROS; PAIVA,
CAVALCANTI, 1999). Embora a origem americana do cajueiro ainda nado seja
totalmente comprovada, é certo que o Brasil € o mais importante centro de
diversidade do género Anacardium, com o principal centro de diversidade na regiao
amazobnica, e centro secundario de diversidade na regido do Planalto Central
(MITCHELL; MORI, 1987).

As caracteristicas gerais do género foram descritas por Mitchell e Mori (1987).
As flores sd@o reunidas em uma inflorescéncia do tipo panicula, racimo composto
com forma piramidal, com flores hermafroditas e estaminadas. A distribuicdo de
flores por paniculas apresenta uma proporcdo de 10% hermafroditas para 90% de
flores masculinas, exibindo um sistema alterno de antese das flores, no qual as
flores masculinas abrem-se por volta das 6 h e fecham-se as 10 h da manha, ja nas
flores hermafroditas a antese ocorre no periodo entre as 10 h e as 12 h. Em relacao
a deiscéncia das anteras, nas flores masculinas ocorre por volta das 9 h e nas
hermafroditas as 10 h.

Os principais agentes polinizadores das flores de Anacardium sao as abelhas
das espécies Apis mellifera e a indigena Centris tarsata (FREITAS; PAXTON, 1998;
FREITAS; PAXTON; HOLANDA-NETO, 2002) sendo a primeira mais importante
(PAULINO, 1992; SANTOS et al, 2007). Apés ser fertilizada, além do
desenvolvimento do fruto, também ocorre a hipertrofia do pedicelo das flores
bissexuais de Anacardium, resultando em um pedudnculo carnoso, comestivel e
suculento.

O periodo de floragdo ocorre na estagdo seca e a frutificagdo mais intensa no

inicio da estacao chuvosa. Na regido Nordeste brasileira, o pico de frutificacdo da-se
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entre os meses de agosto e dezembro, periodo este coincidente com a estacao seca
e, consequentemente, de menor ou nenhuma produgcdo das lavouras. Portanto,
apresenta-se como uma alternativa econbmica bastante promissora para as
comunidades rurais que implementam sua renda com os produtos provenientes da
planta, principalmente a castanha de caju (GUANZIROLI et al., 2009). Alguns fatores
como a semelhanga na morfologia floral, o compartilhamento dos mesmos agentes
dispersores, o0s indicativos de poucas barreiras reprodutivas, associados a
ocorréncia natural de individuos com caracteristicas intermediarias entre as
diferentes espécies do género, possibilitam a ocorréncia de hibridos interespecificos,
como sugerido para as trés espécies simpatricas do Planalto do Brasil, a saber:
A.occidentale, A. humile e A. nanum (MITCHELL; MORI, 1987).

Segundo Mitchell e Mori (1987), o género Anacardium é constituido por dez
espécies. Dentre estas, a Unica espécie cultivada comercialmente € a Anacardium
occidentale L., o caju, sendo também a de maior dispersdo (BARROS;
CRISOSTOMO, 1995).

A terminologia caju tem origem no tupi “acaiu” (VIEIRA et al., 2006), da qual

deriva a palavra cajui (caju+tupi i, pequeno) (Figura 8).

Figura 8. Anacardium spp (cajui) pertencente a EMBRAPA Meio-Norte/UEP, Parnaiba- PI.
Fonte: Borges (2015).

Fonte: Borges (2015).
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De acordo com a classificacdo da industria processadora de castanha de
caju, recebem a terminologia cajui, as plantas que possuem peso do pedunculo
inferior a 3,33g (CARBAJAL; SILVA JUNIOR, 2003). A classificacido mais usada para
designar plantas como cajui € baseada na morfometria do fruto (castanha +
pedunculo), sendo consideradas cajui aquelas plantas que possuem castanha e
pedunculo pequenos. A literatura reporta cajuis com peso médio das castanhas
variando em uma amplitude de 0,63 g a 6,26 g (GOMES et al., 2009; CORREA et al.,
2002), peso médio do pedunculo variando de 15 a 20 g e comprimento de 3 cm
(CRESPO; SOUZA, 2014), sendo considerados como cajuis pequenos aqueles que
apresentam peso do pedunculo inferior a 10 g (GOMES et al., 2013). No entanto, &
necessario evidenciar que estas duas classificacées levam em consideracao apenas
dois caracteres morfologicos (castanha e pedudnculo), ndo sendo valida para
determinacdo de espécies de Anacardium. Lima (1988), ao realizar a descricdo de
espécies de Anacardium, classificam como cajui (castanha + pedunculo) as
espécies: A. amilcarianum, A. giganteum, A. humile, A. microcarpum, A. nanum e A.
pumilum.

A insuficiéncia de estudos de classificacdo botanica das plantas de cajui
presentes na vegetacdo piauiense inviabiliza a categorizacdo destes em uma das
espécies do género Anacardium. Tendo em vista que a classificacdo como cajui é
realizada tendo por base apenas o fruto (castanha + pedunculo) e a existéncia de
varias espécies de cajui ocorrentes no territorio nacional, estes sdo designados
apenas como Anacadium spp (CRESPO; SOUZA, 2014).

O porte das plantas de cajui varia de 2 a 5 metros de comprimento, com a
copa atingindo até mais de 15 metros de altura. Apresentam folhas mais duras que o
caju comum, de coloracdo verde, sem pelos e forma obovada. A inflorescéncia
segue 0 mesmo padréo descrito para o género (CRESPO; SOUZA, 2014). O fruto
verdadeiro, a castanha, abriga em seu interior uma améndoa. O pedunculo
hipertrofiado e suculento possui coloracdo que varia do amarelo ao vermelho e
forma que vai de ligeiramente achatada a arredondada possuindo grande
variabilidade para caracteres quimicos (GOMES et al., 2009).

O tempo médio de emergéncia das sementes varia de 14,47 a 18,91 dias e
indices de velocidade de emergéncia de 0,33 a 0,6, apresentando de 52,78% a
100% de germinagédo. Existe uma correlacdo significativa positiva entre as

caracteristicas da castanha e o tempo médio de emergéncia, ou seja, as castanhas
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maiores e mais pesadas sdo as mais vigorosas (CORREA et al.,, 2002). O cajui
apresenta uma grande dispersao na regiao Nordeste brasileira, principalmente nos
dominios do cerrado. No estado do Piaui, esta dispersdo estende-se além dos
cerrados, com populacdes naturais desta planta encontradas em areas de transicao,
como nos tabuleiros costeiros (RUFINO et al., 2007), constituindo-se caracteristica
da vegetacao litorAnea. O litoral piauiense ocupa uma &rea territorial de 66 km
abrangendo os municipios de Parnaiba, Ilha Grande, Luis Correia e Cajueiro da
Praia (ANDRADE et al., 2012). Nesta regido, a ocorréncia do cajui se da nas areas
de restinga e carrasco, sendo mais concentrada nas comunidades Labino, Pedra do
Sal, Cal e Tatus, onde desempenham grande importancia ecoldgica, caracterizando-
se como a vegetacao pioneira de dunas (CRESPO; SOUZA, 2014). A importancia
ecologica do Anacardium é bastante difundida; na Nigéria, antes mesmo de serem
conhecidos como uma importante cultura comercial, o cajueiro foi introduzido em
areas degradas principalmente para arborizacdo e controle da erosdo (ALIYU;
AWOPETU, 2007). Esta frutifera nativa ndo apresenta somente importancia
ambiental, mas também desempenha um grande valor socioeconémico. Véarias
pesquisas apontam para a importancia econémica e social do cajui no litoral
piauiense, especialmente para as populacdes que vivem nas regides onde ha maior
abundéancia desta planta. Assim como o caju comum, a temporada de floracéo e
frutificacdo do cajuizeiro ocorre entre 0os meses de junho a dezembro, sendo o
periodo de maturacdo dos frutos mais concentrado nos meses entre agosto e
novembro (SILVA et al., 1992; RUFINO, 2004). Este periodo € coincidente com a
entressafra de culturas tradicionais (como, por exemplo, o arroz e o feijao), onde a
disponibilidade de alimentos é escassa, deste modo o cajui apresentasse como uma
importante fonte alternativa de renda e alimentacéo para a populacdo local (RUFINO
et al., 2008).

O aproveitamento do cajui envolve tanto o fruto (castanha) como o
pseudofruto (pedunculo). A partir da castanha obtém-se a améndoa que é muito
apreciada, podendo ser consumida sozinha ou participando como ingrediente na
composi¢cdo de outros produtos, como por exemplo, na producdo de sorvetes
(RUFINO et al., 2008). O pedunculo bastante nutritivo, com elevados teores de
vitamina C (ALMEIDA, 2009), além de agucares, compostos fenolicos e minerais, €
consumido in natura ou na producao de doces (massa, ameixa, calda e cristalizado),

temperos e bebidas (RUFINO et al., 2008). A conscientizacdo da populacao local em
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relagdo a importancia do cajui é uma forma de colaboragdo aos programas de
conservacdo e manejo adequado deste recurso genético vegetal. Segundo Rufino
(2004), produtores locais conscientes da importancia da espécie optam por
preservar as plantas nativas de cajui na area de suas propriedades. Essa relacdo de
reconhecimento da importancia e preservacao do cajui pela populacdo local € muito
importante, uma vez que, as populacbes das comunidades que vivem ao entorno
Sdo 0s principais agentes no extrativismo e comercializacdo do cajui na regiao
litoranea piauiense (RUFINO et al., 2008). Nesta regido observa-se além do cajui, a
ocorréncia de plantas nativas de caju (A. occidentale). Constataram-se também
semelhancas entre as duas, principalmente ao analisar a morfometria foliar,
chegando por vezes a existir sobreposicao em relacdo a este caractere para as duas
plantas (VIEIRA; MAYO; ANDRADE, 2014), com registros de individuos que
apresentam castanha e pedunculo intermediarios entre cajui e caju, comumente
denominado pela populacgéo local de cajua (EMBRAPA MEIO-NORTE, 2002).

e) Brosimum parinarioides Ducke (amapa)

Conhecido vulgarmente como amapa ou amapa-doce, membro da familia
Moreacea, € representado no Brasil por 15 espécies (LIMA et al., 2013). Os arbustos
ou arvores podem atingir até 40 m de altura, caracterizados pela producéo
abundante de latex, conhecido como “Leite de Amapa” (CASTRO, 2006).

O latex é utilizado como medicamento e empregado na alimentacdo como
fortificante (GALUPPO, 2003). O leite do amapazeiro é substituido nas comunidades
amazonicas, pelo leite bovino e apresenta significativos teores de proteinas, lipidios,
fibras, célcio e potassio (PALHETA et al., 2009; MATTIETTO et al., 2009). Além de
seu potencial antioxidante e de ser considerado um alimento nutracéutico, esta
relacionado com a cura de doencas respiratérias, gastrite, inflamag¢do no atero,
anemia e problemas musculares (PALHETA et al., 2009; GALUPPO, 2003).

Componentes do latex de uma espécie do género Brosimum sdao empregados
no tratamento do vitiligo. Tal capacidade foi conferida a acéo fotossensibilizante de
duas furanocumarinas presentes no latex: o psoraleno e o bergapteno (Figura 5)
(POZETTI, 1968; MCKEON, 1981).
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Figura 9. Psoraleno (1) e bergapteno (2). Fonte: Celeghini e colaboradores (2007).

Fonte: Celeghini e colaboradores (2007).

Esses dois compostos sdo os principios ativos do Viticromin®, medicamento
utilizado o tratamento do vitiligo, elaborado a partir da porcéo inferior das raizes e
caule (LEAO et al., 2007).

No nordeste brasileiro, as cascas e folhas de B. gaudichaudii sdo utilizadas na
forma de banho ou chas para o tratamento de manchas na pele e dermatites (AGRA
et al., 2008). A atividade antioxidante ja foi observada em fracdes mais polares dos
extratos obtidos através da casca (QUADROS et al., 2002).

A familia Moraceae € composta por cerca de 1050 espécies distribuidas em
37 géneros. Na reserva florestal Adolpho Ducke, a familia € representada por 44
espécies (RIBEIRO et al., 1999). Seus representantes sdo predominantemente
arbéreos ou arbustivos. E quase todos sem excecao tém latex e folhas inteiras,
dispostas alternadamente. No Brasil, destacam-se 0s géneros Ficus, Brosimum,
Dorstenia e Cecropia (DALL'STELLA, 2008). Essa familia possui muitas espécies
que sdo comercialmente exploradas pela industria de madeira, papel, borracha, na
alimentacéo e na producdo indireta da seda, como é o caso da Morus alba (amora),
gue tem seus frutos empregados na alimentacdo e suas folhas sdo consumidas por
lagartas para a producdo de sedas de alta qualidade (TEIXEIRA, 1999). Outras
apresentam grande importancia na producdo de moléculas biologicamente ativas,
como € o caso da espécie B. gaudichaudii de onde foram isolados os compostos,
psoraleno e o bergapteno, duas furanocumarinas, substancias responsaveis pela
acao contra o vitiligo (POZETTI, 1969; MCKEON, 1981; VARANDA, 2002) (Figura
8).
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O género Brosimum, compreende aproximadamente 13 espécies que
ocorrem na América tropical. Porém, apenas duas espécies vém sendo mais
estudadas fitoquimicamente, B. gaudichaudii e B. rubescens (TORRES et al., 1997).
Da espécie Brosimum rubescens foram isolados diversas substancias tais como os
triterpenos 3B-acetoxi-olean-12-eno- 28-al e B-sitosterol (HAYASIDA et al., 2008) e a
cumarina xantilantina (HAYASIDA et al., 2011) que apresenta um potencial biologico,
sendo reportada pelas atividades antiplaquetaria, antifangica e herbicida e alguns
derivados que possuem atividade em linhagens de células leucémicas (Figura 9).

Da espécie B. gaudichaudii, como foi citado anteriormente ja foram isolados
as duas furanocumarinas, psoraleno e bergapteno e ainda outras cumarinas como,
xantiletina, luvangetina (VIEIRA et al, 1999) (Figura 10).

Figura 10. compostos, psoraleno (1) e o bergapteno (2).
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Fonte: Celeghini e colaboradores (2007).

Figura 11. triterpenos 33-acetoxi-olean-12-eno- 28-al e 3-sitosterol e a cumarina xantilantina
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Fonte: Celeghini e colaboradores (2007).
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Figura 12. Estrutura das substancias isoladas de B. gaudichaudii e B. rubenscens.
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Fonte: Celeghini e colaboradores (2007).

Da espécie Brosimum acutifolium subespécie acutifolium, foi isolado a 4’,7’ —
dihidroxi-8-prefenil- flavana, denominada anaflavana, fitoconstituinte entdo inédito
das fracBes diclorometano do extrato alcodlico. Foi determinada inicialmente a
toxicidade empregando-se em camundongos e posteriormente, realizados testes
clinicos com o extrato hidroalcodlico das cascas do caule que indicaram uma
melhora significativa dos pacientes portadores de artrite reumatéide (TEIXEIRA,
2000).

A espécie B. parinarioides € conhecida popularmente como amapa, amapa-
doce, amapa-roxo, amaparana, murerana, amapazeiro (MADY, 2000; BORRAS,
2003). Membro da familia Moreacea, esta espécie nativa da regido da regido
amazonica é representado no Brasil por 15 espécies (LIMA et al., 2013). Os arbustos
ou arvores podem atingir até 40 m de altura, caracterizados pela producéo
abundante de latex, conhecido como “Leite de Amapa” (CASTRO, 2006). E uma
arvore de grande porte podendo atingir até 40 m de altura. Suas folhas sdo de
tamanhos variaveis com no maximo 22 cm de comprimento e 10 cm de largura,
duras e com base mais ou menos arredondada (REVILLA, 2002; CORREA, 1978).
Apresenta entrecasca avermelhada e sua madeira interna amarela bem clara. O
tronco é cilindrico e bem ereto. Ao ser cortado, libera um aroma muito agradavel e
solta um leite (latex) branco e grudento (Figura 11). O amapa doce € somente
encontrado em terra firme pois néo resiste & cheia do rio (SOUZA et al., 2003). E
uma espécie comum nas matas da Amazonia, sendo possivel encontrar de 3 a 5
individuos por hectare (REVILLA, 2002). Normalmente a producdo do latex €&

artesanal, e devido a néo existéncia de uma organizacdo empresarial sobre esse
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produto, este corre o perigo de ter adulteragbes por outra espécie parecida
(REVILLA, 2002).

Figura 13. Brosimum parinarioides: latex, folhas e tronco respectivamente.

O latex de B. parinarioides € extraido através de cortes no tronco sendo
usado como um 6timo cicatrizante de feridas, e também, é empregado por sua
atividade antitussigena e antiinflamatoria. Em emplastos e contusGes € utilizado
diretamente nas areas afetadas. E ainda indicado com a finalidade de cura de
doencas respiratorias, tonico, fortificante ou energizante, onde se recomenda beber
diariamente meio copo do latex. Na cosmética, € utilizado como removedor de
manchas na pele (REVILLA, 2002; BORRAS, 2003). Devido ao seu alto potencial
medicinal, esse latex € muito apreciado pelas comunidades rurais, sendo substituinte
do leite bovino na alimentagdo humana (GALUPPO, 2004). Segundo Souza et al.,
2003, o leite de amapa de B. parinarioides também é popularmente empregado para
o tratamento de hemorroidas e ameba e ja foi muito utilizado por seringueiros na
época em que a extracdo da borracha era uma atividade lucrativa para o caboclo.
Eles tinham costume de “batizar” o leite da seringueira com um pouco de leite de
amapa, para aumentar o volume de borracha a ser comercializado. Segundo
experiéncias populares o leite de amapa é consumido h& muitos anos pelas
populac6es amazodnicas, por administracdo oral, sendo ingerido in natura, diluido em
leite ou em agua e muitas vezes agitado ou batido no copo manualmente ou
mecanicamente com o auxilio de liquidificador. A espuma formada, abundante e
densa, é retirada (BORRAS, 2003). Outro modo de preparo é tirar duas colheres do

leite da arvore, colocar em um prato ou vaso e bater bem com uma colher até
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conseguir tirar nove escumas (colheres de espumas). Jogar fora estas nove
escumas e colocar o que sobrou em um copo. Completar o volume do copo,
enchendo-o com leite (em po, ja preparado) ou algum cha (preferencialmente de
casca de laranja). Beber uma colher do preparado, trés vezes ao dia (manha, tarde e
a noite). Repetir o tratamento até os sintomas desaparecam (SOUZA et al., 2003).

O latex é utilizado como medicamento e empregado na alimentacdo como
fortificante (GALUPPO, 2003). O leite do amapazeiro é substituido nas comunidades
amazonicas, pelo leite bovino e apresenta significativos teores de proteinas, lipidios,
fibras, calcio e potassio (PALHETA et al., 2009; MATTIETTO et al., 2009). Além de
seu potencial antioxidante e de ser considerado um alimento nutracéutico, esta
relacionado com a cura de doencas respiratérias, gastrite, inflamac¢do no atero,
anemia e problemas musculares (PALHETA et al., 2009; GALUPPO, 2003).

Componentes do latex de uma espécie do género Brosimum sao empregados
no tratamento do vitiligo. Tal capacidade foi conferida a acéo fotossensibilizante de
duas furanocumarinas presentes no latex: o psoraleno e o bergapteno (Figura Xx)
(POZETTI, 1968; MCKEON, 1981). Esses dois compostos sdo 0s principios ativos
do Viticromin®, medicamento utilizado o tratamento do vitiligo, elaborado a partir da
porcao inferior das raizes e caule (LEAO et al., 2007).

No nordeste brasileiro, as cascas e folhas de B. gaudichaudii sdo utilizadas na
forma de banho ou chas para o tratamento de manchas na pele e dermatites (AGRA
et al., 2008) e a atividade antioxidante ja foi observada em frac6es mais polares dos
extratos obtidos através da casca (QUADROS et al., 2002).

Galuppo (2004) evidenciou a presenca dos seguintes compostos nas fracoes
testadas de leite do Brosimum parinarioides liofilizado, tais como os alcal6ides,
antraquinonas, derivados de cumarina, esterdides e triterpendides, e purinas. No
trabalho desenvolvido por Galuppo, também foi realizado testes fisicos e quimicos
para avaliar o valor nutricional do leite de amapa comparado com o leite de vaca e
extrato de soja (leite de soja), todos relacionados com a dose diaria recomendada.
Como resultado, o leite do amapa-doce apresentou 58% de umidade e boa
guantidade de alguns minerais em sua composi¢cado. O calcio presente no leite do
amapa- doce foi superior ao do leite de vaca e leite de soja e a “Dose Diaria
Recomendada” (DDR). Apresentou menor quantidade de fésforo, comparado ao leite
de vaca e soja, porém com valor significativo relacionado com a DDR. A presenca de

magneésio e a porcentagem de proteinas totais também foram préximas a



60

recomendada, sendo os valores de proteinas maiores que os encontrados no leite
de vaca e de soja, razdo pela qual esta espécie tende a torna-se uma importante
fonte alimentar para as familias da regido amazoénica. Gai e colaboradores (2009),
realizaram estudo sobre a composicdo inorganica de leite de amapa, no qual
analisaram 38 amostras de leite de trés espécies do género Brosimum (B.
parinarioides, B. potabile e B. utile ovatifolium), oriundas do municipio de Presidente
Figueiredo, Amazonas e verificaram que as amostras apresentaram maiores
concentracbes de magnésio, fésforo, sédio, potassio e aluminio e concentracbes
semelhantes de célcio e cloro que amostras de leite de vaca, justificando seu uso
popular como sucedaneo deste Brosimum parinarioides foi a espécie em que as
menores quantidades de aluminio e potassio foram observadas. Estes resultados
sugerem o potencial nutricional do leite do amapéa doce, e o valor do conhecimento

sobre o mesmo, como reforgo alimentar.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Determinar o potencial antifingico de cinco extratos secos de espécies

vegetais do bioma Amazbnia frente as principais linhagens causadoras de
candidiase oral.

3.2. Especificos

Estabelecer a concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragcédo
fungicida minima (CFM);

» Verificar as alteracbes morfolégicas e estruturais nas linhagens de

candidas através da microscopia eletrénica de varredura (MEV), submetidas a
acao dos extratos;

Avaliar a toxicidade desses extratos em modelo de células de
fibroblastos (L929) e queratinécitos (HaCaT) e modelo de Artemia salina.



62

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Espécies Vegetais
Todas espécies vegetais utilizadas neste estudo foram adquiridas no mercado
“Ver-O-Peso”, em Belém no estado do Pard, Brasil (latitude 01270210 0S e longitude
48300160 OW) em novembro de 2014: Byrsonima intermedia (saratudo), Anacardium
occidentale (cajui), Ficus insipida Willd (cuaxinguba), Brosimum parinarioides
(amapa), Curatella americana (caimbé).

4.2. Obtencéo dos extratos vegetais

Os extratos foram obtidos a partir de 20 g das cascas das plantas e etanol
70% (v/v) o suficiente para 1 litro de preparacdo, sob uma maceracao estatica,
durante 72 horas e ao abrigo da luz. Antes disso, as cascas das plantas foram
trituradas e o po resultante peneirado (malha nimero 20). Apdés a maceracdo, 0S
extratos foram filtrados, rotaevaporados (Rotavapor® R-210, Buchi, Suica) e
liofiizados (alfa 1-4 LD mais, Cristo, Alemanha) sob pressdo de 1,8 mbar e
temperatura de -20°C. Os calculos dos rendimentos foram realizados conforme

mostrado a seguir:

. massa obtida apos liofilizacdo
Rendimento (%) = massa da droga vegetal x 100

4.3. Atividade Antimicrobiana
4.3.1. Espécies fungicas

Para as analises microbiolégicas foram empregadas as leveduras Candida
albicans American Type Culture Collection (ATCC) 10231, C. glabrata (Taniwaki,
M.H.) Colecdo de Culturas Tropical (CCT) 0728, C. krusei (FTI) CCT 1517, C.
guilliermondii (CCT) 1890 provenientes da Fundacdo André Tosello (Campinas, S&o

Paulo, Brazil).
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4.3.2. Atividade antifungica: determinacdo da concentragcdo inibitoria

minima (CIM) e concentracao fungicida minima (CFM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) e fungicida minima (MFC) foram
estabelecidas de acordo com o protocolo M27-A2 do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2002).

As suspensdes fungicas foram obtidas com as respectivas linhagens apos 48
h de crescimento a 35 + 2 °C, preparadas com o in6culo adicionado de salina esteéril
0,9 % (v/v). A densidade da solucéo foi ajustada em espectrofotometro Libra S12
(Biochrom, Denmark) empregando o comprimento de onda fixo de 530 nm com 89-
90 % de transmitancia (FALAHATI et al., 2014) e posteriormente diluido em meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Sigma Aldrich Chemistry, EUA)
tamponado com &cido 3(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS) (JTBaker,
Alemanha) e o pH foi ajustado com solu¢éo de hidroxido de sédio (0,5 M) para 7.0 £
0.1 para obtencéo de 5 — 25 x10° CFU/mL.

Os extratos foram diluidos em RPMI-1640 tamponado acrescido de tampéao
MOPS com auxilio de 2 % de etanol a 70 % (v/v) e avaliados na faixa de 9,7 a 5.000
pug mL, sendo todas as analises realizadas em triplicata.

O ensaio foi realizado em microplaca de polipropileno estéril com 96 pocos de
fundo chato (Sarstedt, Alemanha). Em cada poco da placa, foram adicionados 100
pL das respectivas diluicbes de cada extrato previamente preparadas e 100 pL das
suspensdes fungicas padronizadas. O controle de crescimento consistiu de 100 pL
do mesmo meio de cultura inoculado, 2 puL de etanol 70% e 98 pL de RPMI 1640
tamponado com MOPS. O controle negativo consistiu em 200 pL de meio néo
inoculado. Anfotericina B, (Cristdlia, Brazil) e Nistatina foram empregados como
farmacos de referéncia em concentracdes que variaram de 0,0313 a 16,0 pg/mL.

Realizadas as diluicbes, as microplacas foram incubadas a 35 + 2 °C/48 h. A
CIM foi estabelecida como a menor concentracdo na qual ndo se observou
microscopicamente crescimento fungico. A MFC foi determinada usando o método
da microdiluicdo. . Aliquotas de 10 pL foram retiradas dos po¢cos onde ndo se
observou crescimento no procedimento da CIM e transferidas para uma nova placa
contendo 1 mL de caldo Sabouraud dextrose (SDB) e incubada a 35 + 2 °C por 48 h.
Apbs periodo de incubacdo, a menor concentragdo com auséncia de crescimento

fungico foi classificada como a CFM.
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4.3.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras para a observacdo por MEV foram preparadas a partir de
colénias de espécies fungicas ndo submetidas a tratamento farmacolégico (controle
negativo) e de coldnias expostas aos farmacos de referéncia e aos extratos vegetais
deste estudo. Foram realizadas as etapas a seguir: a padronizacao das suspensodes
fungicas foi realizada em espectrofotdmetro a 89-90% de transmitancia a 530nm; os
agentes antifungicos foram diluidos em meio RPMI-1640 tamponado com MOPS
correspondente ao valor de CIM; as suspensdes flangicas, juntamente com as
substancias-teste, foram colocadas em microplacas e incubadas a 35 = 2 °C por 48
h. Apos o periodo de incubacéo foram realizadas sucessivas lavagens com tampéao
fosfato 0,1 M, centrifugadas a 1.301 G e fixadas por meio da adicdo de solucéo de
glutaraldeido 2,5 % (v/v). As amostras foram armazenadas por 12 h a 8 °C para se
iniciar a desidratacdo das mesmas com uma sequéncia de etanol (50, 70, 90 e 100
%) em intervalo de tempo de 15 minutos. As amostras desidratadas foram aderidas
a laminula de vidro com o auxilio de poli-d-lisina e fixadas em stubs de aluminio,
metalizadas com fina camada de ouro em metalizador (Balzers FL-9496/Furstentum
Liechtenstein) e analisadas em microscopio eletrénico de varredura (JSM-5310,
JEOL) a 25-Kv de energia e distancia de trabalho de 17 mm. Todas as
eletromicrografias foram capturadas no Centro de microscopia eletrbnica de
varredura do Museu Nacional da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

4.3.4. Citotoxidade
a) Avaliacao da viabilidade celular pelo método de MTT

Para o teste de viabilidade celular foram utilizadas linhagens de fibroblastos
de camundongos (L929) e de queratinécitos (HACAT). As células foram cultivadas
em meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Nutricell, Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, EUA), 100 U/mL de
penicilina, 100 U/mL de estreptomicina, tampédo HEPES 10 mM (MOSMANN, 1983).
As células foram semeadas separadamente em placas estéreis de fundo chato de 96
pocos (Sarstedt, Alemanha) na densidade de 5000 células/mL por poco, e incubadas

em estufa a 37 + 2°C com 5 % de CO; por 48 h. Apés a incubacéo, foi realizada a



65

substituicdo do meio de cultura pela solucdo das amostras avaliadas (farmacos de
referéncia e 0s extratos vegetais). As placas foram novamente incubadas em
incubadora mantida a 37 £ 2 °C com 5 % de CO; por 48 h. Foram preparados dois
controles, um com diluente - etanol 70 % (v/v), e outro sem adicdo de qualquer
tratamento. Os testes foram realizados em quintuplicata. Apos 48 h, retirou-se o
meio de cultura e adicionou-se 10 % de [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] (MTT) (5 mg/mL) (CASTRO-LONGORIA; VILCHIS-
NESTOR; AVALOS-BORJA, 2011) em DMEM, 100 pL por poco, e as placas foram
reincubadas em estufa a 37 £ 2 °C com 5 % de CO; por 3 h. O precipitado produzido
foi entdo dissolvido em DMSO e a absorbancia foi mensurada em espectofotdmetro
de microplaca - SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)

empregando comprimento de onda fixo de 540 nm.

Os resultados foram analisados com o auxilio do software Graphpad Prism
versdo 6 e submetidos a andlise de variancia, seguida por teste post hoc de

Bonferroni. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0.05.

b) Avaliacéo da viabilidade biol6gica pelo modelo da Artemia salina

Uma das formas de avaliar a toxicidade de extratos vegetais € por meio do
Bioensaio com Artemia salina, pois ele é simples, rapido e barato.

Inicialmente foi realizado o preparo da 4gua do mar preparada artificialmente.
Para o preparo de 1 litro de agua do mar, foram utilizados: NaCl (24g), CaCl,.2H,0
(1,59), KBr (0,1g), KCI (0,7g), Na,SO4 (4,0g), NaHCO3; (0,3g), MgCl,.6H,0 (11g) a
qgual foi armazenada na geladeira até o momento do uso.

Foram utilizadas as larvas da Artemia salina na forma de metanauplio,
empregando-se a concentracao letal média (CLsg) como parametro de avaliacdo da
atividade biolégica (Lopes et al., 2002). Para a obtencdo dos metanauplios, cistos de
A. salina foram incubados em agua do mar artificial sob iluminagéo artificial por 48 h.
ApoOs eclosdo, os metanauplios foram expostos a diferentes concentracdes do
extratos de interesse (10 a 1000 pg/mL). Das diluicdes obtidas com as respectivas
concentracbes, 5 mL foram colocados em tubos de ensaio e adicionados 10
metanauplios. O teste foi realizado em triplicata. Um grupo controle negativo foi

preparado contendo apenas 0os metanauplios em agua do mar artificial e o timol foi
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empregado como controle positivo. O conjunto permaneceu em incubagao sob luz
artificial por 24 h e entdo foi realizada a contagem do nimero de metanauplios vivos
e mortos para determinacdo da CLso. A CLso foi determinada pela regresséo linear
entre o logaritmo da dose fornecida e as unidades probabilisticas de percentagem
de mortos pelo teste dos probitos (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949).

Uma solugédo estoque na concentragdo de 1 mg/mL dos extratos a serem
testados e “agua do mar” foram preparadas iniciando o preparo das amostras.
Pesadas as massas de 45 mg de cada extrato foi medido em proveta o volume de
45 mL de “agua do mar”. Obtendo a solug&o substancia e “agua do mar” preparada,
realizou as diluicbes nas concentragfes finais de 1 a 1000 pg/mL da solugéao
substancia com agua do mar artificial obtendo um volume final de 5,0 mL como
segue na tabela abaixo. Cada diluicdo foi feita em tubo de ensaio pequeno sem

tampa em quadruplicata.

Tabela 1: Concentracdo dos estratos e suas diluicdes para testes em agua do mar.

Concentracao
1000 500 100 50 10 50 1,0
(Hg/mL)
Solucéo estoque
50 2,5 0,5 0,25 0,05 0,25 0,05
(mL)
“Agua do mar”
- 2,5 4,5 4,75 4,95 4,75 4,95
(mL)

Iniciou-se o preparo do controle negativo do ensaio realizando o preparo em

thH)

quadruplicata de tubos de ensaios contendo 5,0 mL de “agua do mar™. O controle
negativo (branco), neste tubo de ensaio foi adicionado apenas 10 larvas em 10 mL
de solugéo salina, sem adicionar o extrato.

Apés o preparo de todas as diluicbes necessarias iniciou-se a pesca das
larvas de Artemia salina evitando qualquer tipo de movimentacao do béquer utilizado
como incubadora para ndo ocorrer mistura dos ovos nao eclodidos com as larvas a
serem pescadas, tomando-se o cuidado para ndo pescar ovos, apenas as larvas.
Com o auxilio de uma pipeta inserida dentro da “incubadora” no local onde se

percebe maior concentracdo de larvas realizou a succdo das larvas; foram
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depositadas véarias gotas sobre um material plastico de superficie plana com o
material presente na pipeta a fim de permitir uma visualizagdo mais facil. Com uma
pipeta as larvas foram pescadas e colocadas nas gotas anteriormente preparadas
tendo total controle do nimero de larvas pescadas e inoculadas em cada tubo de
ensaio dez larvas de Artemia salina , procurando sempre a exatiddo e precisdo da
pesca.

Realizada a inoculagéo das larvas de Artemia salina em cada tubo preparado
iniciando sempre a inoculacédo dos tubos mais diluidos para os mais concentrados a
fim de evitar contaminagodes, os tubos foram armazenados sob iluminagao artificial

constante por um periodo de 24 h,

Apos o periodo de incubacédo realizou-se a contagem do numero de larvas
Artemia salina mortas para cada diluicdo. Finalmente os valores encontrados foram
avaliados para a determinacdo da toxicidade da substancia avaliada. A ClLso €
determinada pela regressao linear entre o logaritmo da dose fornecida e as unidades
probabilisticas de percentagem de mortos pelo teste dos probitos (LITCHFIELD;
WILCOXON, 1949).
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5. RESULTADOS:

5.1. Método da obtencéo dos extratos

Foram obtidos os seguintes rendimentos para cada extrato: Byrsonima
intermedia (Saratudo) — rendimento (15,2 %), Brosimum parinarioides (amapd) -
rendimento (10,45 %), Anacardium occidentale (Cajui) — rendimento (23,4 %)
apresentando maior rendimento comparado aos demais, Curatella americana
(caimbé) — rendimento (13,51 %), Ficus insipida Willd. (cuaxinguba) — rendimento
(2,30 %) sendo este ultimo apresentando baixo rendimento em relacdo aos demais
extratos (vide tabela 1). Esta diferenca quantitativa entre os rendimentos
encontrados pode ser decorrente de diversos fatores, dentre eles: local de
crescimento da planta, hora da coleta, luminosidade, altitude, temperatura ambiente
e nivel pluviométrico, que podem ter efeitos criticos tanto na quantidade quanto na

gualidade dos 0leos essenciais.

Tabela 2. Rendimentos dos extratos secos obtidos apos a liofilizacao.

Espécie Parte utilizada Rendimento
Byrsonima intermedia (Saratudo) Casca 15,2%
Brosimum parinarioides (Amap4) Casca 10,45%
Anacardium occidentale (Cajui) Casca 23,4%
Curatella americana (Caimbé) Casca 13,51%
Ficus insipida (Cuaxinguba) Casca 2,30%

5.2. Atividade antimicrobiana

Os ensaios de atividade antimicrobiana com o os extratos hidroalcoolicos
apresentaram atividade antifingica contra as linhagens de candida do estudo.
Foram determinados as concentracdes inibitdrias minimas (CIM) e concentracdes
fungicidas minima (CFM) para cada extrato. Em todos o0s experimentos o0s
antimicrobianos testados no controle positivo, mostraram que o ensaio foi realizado

de forma adequada (Tabela 3).
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Tabela 3. Potencial antifingico dos farmacos de referencia e dos extratos de
interesse. Resultados expressos em pg/mL *Ul/mL

Substancias Teste C. krusei C. glabrata C.guilliermondii  C. albicans
CIM/CFM CIM/CFM CIM/CFM CIM/CFM
Byrsonima intermedia (Saratudo) 0,312/1,25 0,156/>5 2,5/2,5 0,0097/5
Brosimum parinarioides (Amapa) 1.25/2,5 2,5/2,5 2,5/5 2,5/>5
Anacardium occidentale (Cajui) 0,625/1,25 0,625/1.25 0,156/2,5 1,25/>5
Curatella americana (Caimbeg) 0,625/125 0,625/1,25 0,078/0,625 0,0097/>5
Ficus insipida (Cuaxinguba) 0,312/1,25 0,312/2,5 0,156/1,25 1,25/>5
Anfotericina B 2/2 0,25/0,5 0,03/03 0,125/0,5
Nistatina* 16/16 4/16 8/64 2/20

Os resultados de CIM e CFM foram complementados por resultados
micromorfoldgicos obtidos utilizando microscopia eletrénica de varredura (MEV) para
cada extrato. As eletromicrografias de varredura confirmaram os danos fisicos e
alteracdes morfologicas que poderiam comprometer a viabilidade das células
fungicas tratadas com os extratos de Byrsonima intermedia (Saratudo), Brosimum
parinarioides (amap4a), Anacardium occidentale, Curatella americana (caimbé), Ficus
insipida Willd. (cuaxinguba) ou Nistatina e Anfotericina B quando comparadas

aquelas néo tratadas.

14a) 14b) 14d)

X5,000  Spm

Figura 14. Eletromicrografias das linhagens de Candida sp ndo expostas aos tratamentos
farmacologicos de interesse 14a) Imagens de MEV de Candida (ATCC) 10231. 14b) MEV de C.
glabrata (Taniwaki, M.H.) CCT 0728. 14c) MEV de C. guilliermondii CCT 1890. 14d) MEV de C. krusei
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(FTI) CCT 1517. Magnificagdo: 5000x. Barra de escala: 5um e para as figuras com magnificacdo de
1500x, 10um. MEV.

15a) 15b)

X5,000 __5pm

Figura 15 Eletromicrografias das linhagens de Candida sp expostas aos farmacos de
referéncia. 15a - MEV de leveduras de C.albicans exposta a Nistatina. 15b - MEV de
C.albicans expostas a Anfotericina B. Células com caracteristicas de desidratagdo, muito
agrupadas e compactadas. Magnificagdo: 5000x.

16a) 16b) 16¢) 16d)

X6,000  6um

Figura 16 Eletromicrografias das linhagens de Nistatina e Anfotericina B. 16a e 16b - MEV
de leveduras de C. glabrata expostas a Nistatina. 16c e 16d - MEV de C. glabrata expostas
a Anfotericina B. Células apresentam alteracdes em sua morfologia. Magnificacédo: 3.500x e
5000x.

17a) 17b) 17c¢)
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Figura 17. Eletromicrografias das linhagens de Nistatina e Anfotericina B. 17a e 17b - MEV
de C.guilliermondii expostas a Nistatina. 17c e 17d - MEV de C.guilliermondii expostas a
Anfotericina B. Células com caracteristicas de achatamento e compressdo além de
agrupamento celular . Magnificacdo: 3.500x e 5000x.
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Figura 18 . Eletromicrografias das linhagens de C. krusei expostas a Nistatina e Anfotericina
B. 18a e 18b - MEV de C. krusei expostas a Nistatina. 16¢c - MEV de C. krusei expostas a
Anfotericina B. Magnificacdo: 5000x

19a) 19b) 19¢) 19d)
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Figura 19. Eletromicrografias das linhagens de MEV de leveduras de C.albicans expostas a
(19a) Brosimum parinarioides, (19b) Anacardium occidentale, (19¢) Curatella americana,
(19d) Ficus insipida. Evidenciacdo de zonas de cisalhamento e alteragdo morfolégica da
superficie celular e pequenas vesiculas; areas de fissuras; deformagdes estruturais com
extravasamento de material celular. Em 19a e 19c, sugere extravasamento de material
celular além de alteracdes de morfologia devido a permeabilidade celular frente agdo dos
farmacos. Em 19b, pode-se observar zonas de fissura e alteracdes morfoldgicas da
superficie celular Magnificacdo: 5000x. Barra de escala: 5um.. MEV: Microscopia eletronica
de Varredura.

20a) 20b) 20c) 20d)
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Figura 20. Eletromicrografias das linhagens de MEV de leveduras de C. glabrata expostas a
(20a) Brosimum parinarioides, (20b) Anacardium occidentale, (20c) Curatella americana,
(20d) Ficus insipida. Evidenciacdo de zonas de cisalhamento e alteragdo morfolégica da
superficie celular e pequenas vesiculas; areas de fissuras; deformacfes estruturais com
extravasamento de material celular. Magnificacdo: 5000x. Barra de escala: 5um.. MEV:
Microscopia eletrénica de Varredura.
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Figura 21. Eletromicrografias das linhagens de MEV de leveduras de C. guilliermondii
expostas a (21a) Brosimum parinarioides, (21b) Anacardium occidentale, (21c) Curatella
americana, (21d) Ficus insipida. Evidenciacdo de zonas de cisalhamento e alteragédo
morfolégica da superficie celular e pequenas vesiculas; em 21d, areas de fissuras;
deformagbes estruturais com extravasamento de material celular. Magnificagdo: 5000x.
Barra de escala: 5um.. MEV: Microscopia eletrénica de Varredura.

22a) 22b) 22¢) 22d)

Figura 22. Eletromicrografias das linhagens de MEV de leveduras de C. krusei

expostas a (22a) Brosimum parinarioides, (22b) Anacardium occidentale, (22c)
Curatella americana, (22d) Ficus insipida. Evidenciacéo de zonas de cisalhamento e
alteracdo morfologica da superficie celular e pequenas vesiculas; areas de fissuras;
deformagbes estruturais com extravasamento de material celular. Magnificacéo:
5000x. Barra de escala: 5um.. MEV: Microscopia eletrénica de Varredura.

Os dados descritivos para os testes de viabilidade celular para avaliagcdo da
citotoxidade pelo método colorimétrico de brometo (MTT) o qual é caracterizado
pela demonstracdo citoquimica da enzima desidrogenase succinica, que representa
a taxa de respiracdo mitocondrial das células (GERAN et al., 1972 e MOSMANN et
al., 1983) , frente a linhagens de fibroblastos de camundongo (L929) e queratinécitos
(HACAT) através de valores percentuais e desvio-padrdao (DP). A analise de
variancia (ANOVA), realizada individualmente para cada concentracdo testada com

as cinco espécies vegetais deste estudo e os farmacos de referéncia.
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Gréfico 1. Viabilidade celular da Nistatina e Anfotericina B pelo método MTT frente a
linhagens de fibroblasto murinho (L929) (a e b) e queratinécito humano (HACAT)(c).
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Grafico 2. Viabilidade celular da Byrsonima intermedia pelo método MTT frente a
linhagens de fibroblasto murinho (L929) e queratinécito humano (HaCaT).
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Brosimum parinarioides (Amapd)
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Gréfico 3. Viabilidade celular da Brosimum parinarioides pelo método MTT frente a
linhagens de fibroblasto murinho (L929) e queratindcito humano (HaCaT)..
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Grafico 4. Viabilidade celular da Anacardium occidentale pelo método MTT frente a
linhagens de fibroblasto murinho (L929) e queratinécito humano (HaCaT).
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Curatella americana (Caimbé)
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Gréfico 5. Viabilidade celular da Curatella americana pelo método MTT frente a
linhagens de fibroblasto murinho (L929) e queratindcito humano (HACAT).
Apresenta boa viabilidade celular.
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Gréfico 6. Viabilidade celular da Ficus insipida pelo método MTT frente a linhagens
de fibroblasto murinho (L929) e queratindcito humano (HaCaT).
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Substancias Teste C. krusei C. glabrata C. guilliermondii C. albicans
CIM/CFM CIM/CFM CIM/CFM CIM/CFM

Byrsonima intermedia 0,312/1,25 0,156/>5 2,5/2,5 0,0097/5

(saratudo)

Anacardium occidentale 0,625/1,25 0,625/1.25 0,156/2,5 1,25/>5

(cajui)

Ficus carica (caxinguba) 0,312/1,25 0,312/2,5 0,156/1,25 1,25/>5

Parahancornia fasciculata 1.25/2,5 2,5/25 2,5/5 2,5/>5

(amapa)

Coussapoa asperifélia 0,625/125 0,625/1,25 0,078/0,625 0,0097/>5

(caimbé)

Anfotericina B 2/2 0,25/0,5 0,03/03 0,125/0,5

Nistatina® 16/16 4/16 8/64 2/20

Tabela 4. Resultado das CIM e CFM frente a linhagens de candidas.

Continuando os testes de viabilidade celular foi realizado o bioensaio com

Artemia salina, para avaliar a toxicidade dos cinco extratos vegetais demonstrando

0s seguintes resultados de acordo com a Tabela 5.

Substancias Teste

DLso (ugimL)

Byrsonima intermedia (Saratudo) 80,70
Brosimum parinarioides (Amapa) 288,51
Anacardium occidentale (Cajui) 93,17
Curatella americana (Caimbg) 425,63
Ficus insipida (Cuaxinguba) 182,78
TIMOL (controle positivo) 14,7

Tabela 5. Avaliagdo da toxicidade dos extratos vegetais de interesse e timol frente a

Artemia salina. DLs, = Dose letal (DL) em 50% dos microcrustaceos em pg/mL.
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6— DISCUSSAO

Segundo Neto et al., (2005) a candidiase esta associada a alteragfes bucais
ou sistémicas. Para estes autores, fatores como: recém-nascido, diabetes,
antibioticoterapia, xerostomia, imunossupressdo e AIDS estdo associados com a
forma aguda, enquanto a diabetes, protese superior, perda da dimensao vertical
(queilite angular) e imunossupressao relacionam-se com a forma crénica. Relataram
gue a candidiase caracteriza e afeta mais de um terco dos pacientes infectados pelo
virus HIV, que podem apresentar qualquer uma das formas da doenca. A deficiéncia
de ferro pode ser considerada outro fator predisponente a candidiase, ja que a
infeccdo por Candida albicans atinge preferencialmente sitios que sofrem efeitos
distréficos da caréncia de ferro, tais como: lingua, comissuras labiais e unhas das
maos. Apesar de ndo ser comprovado, outro indicador de haver correlagcdo entre
estes fatores na promoc¢do da candidiase € que a deficiéncia de ferro deprime a

imunidade celular.

Com o intuito de se verificar cientificamente a eficAcia de meios terapéuticos
alternativos a partir de plantas medicinais, Castro; Lima (2010), realizaram alguns
estudos in vitro utilizando o 6leo essencial de E. globulus L. que apresentou
atividade antifingica sobre as espécies de Candida. Relatam ainda que a candidiase
bucal pode afetar a qualidade de vida e dificultar a alimentagéo devido a presenca
de sangramento, exsudacdo, sensacdo de queimacdo, dor, halitose, gosto
desagradavel e secura da boca. Entretanto, os autores afirmam que novos estudos
sdo necessarios para avaliar o real potencial terapéutico dentro do meio bucal
(MANGUEIRA et al, 2010).

Monroy et al. (2005) pesquisaram 105 usuarios de protese, com e sem leséo,
e puderam constatar que o pH salivar era mais baixo em pacientes com estomatite
por protese, sendo colonizados por C. albicans, S. mutans e S. aureus. Segundo
Salerno et al. (2011), valores de pH baixos sdo importantes tanto na adesao quanto
na producdo de fatores de viruléncia; pH em torno de 3, por exemplo, facilita a
atividade enzimatica de proteinases e lipases. Elguezabal et al. (2008) realizaram
um estudo in vitro empregando saliva obtida de individuos saudaveis (que nao
utilizavam prétese), onde os resultados indicaram que a saliva inibiu a adeséo de C.
albicans ao polimetacrilato (PMMA). Ja a adesdo aos materiais plasticos das

préteses € favorecida pela saliva quando o fungo se encontra em estagio de
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levedura e inibida quando em fase de células germinadas, formando o tubo
germinativo.

O conhecimento sobre os mecanismos que regulam a formacdo dessas
estruturas complexas pode ser utilizado na prevencdo e tratamento de varias
doencas. De acordo com Aparna; Yadav (2008), Pereira-Cenci (2008), Nett et al.
(2010) aproximadamente 65% das infec¢cdes microbianas envolve a presenca de
biofilmes. Um fato importante € que estes podem colonizar todo tipo de protese. A
adesdo € o primeiro passo para a formacdo desses sistemas, pois sem isso, 0S
microrganismos seriam removidos por meio das forgcas de arraste promovidas pelo
fluxo salivar ou por meio do alimento. Essa adesdo ocorre mediante forcas de
interacdo molecular; posteriormente, ha crescimento das hifas ao redor da superficie
da protese, formacdo de microcolénias e do biofilme e aderéncia do fungo ao
substrato mediada por fatores como a hidrofobicidade adesinas e produtos salivares.

As defesas do organismo desempenham papel importante na prevencao da
candidiase. De acordo com Mangueira et al. (2010), para o tratamento, prescreve-se
um anti-fingico a base de Nistatina, usado de forma tépica 4 vezes ao dia. Quando
a terapia topica ndo produz resultado, indica-se a terapia sistémica com Fluconazol
100 mg a 400 mg por dia durante quatorze dias ou cetoconazol 200 mg por dia. O
Cetoconazol, que é tdo efetivo quanto o Fluconazol ndo deve ser recomendado
principalmente em pacientes idosos, devido a sua hepatoxicidade, quando a terapia
com Cetoconazol for por mais de duas semanas, devem-se realizar exames para
avaliar as fungdes do figado. A Anfotericina B pode ser necessaria em infecgdes
sistémicas mais graves, por via endovenosa, em ambiente hospitalar, devido a sua
toxicidade.

As plantas apresentam uma enorme diversidade em termos de estrutura e de
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, o que justifica o crescente interesse de
industrias farmacéuticas na sintese de farmacos a partir destas fontes naturais.
Extratos, fragbes e compostos isolados extraidos destas fontes tém sido estudados
por pesquisadores por mostrarem significativas propriedades, entre estas a
antimicrobiana (COGO et al., 2010; HOFLING et al., 2010).

Para Marreiro et al. (2014), os testes de biocompatibilidade sdo essenciais na
aceitacdo de qualquer material, juntamente com outros testes que avaliem suas

propriedades. Em funcdo do grande numero de produtos lancados no mercado e,
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por conseguinte, a serem avaliados, torna-se necessario aprimorar as metodologias
e selecionar aquelas mais fidedignas quanto a presenca de possiveis elementos
toxicos. Nao existem materiais totalmente seguros, desta forma, a decisdo sobre o
uso destes materiais deve ser equilibrada através do conhecimento de seus
potenciais riscos e beneficios de maneira que seus beneficios se sobrepdem aos
riscos. As plantas contém principios ativos responsaveis pelas propriedades
terapéuticas a elas atribuidas, mas também, por reacfes adversas que podem
aparecer em decorréncia de uso indevido ou contado direto com a mesma. O teste
de hemolise in vitro vem sendo empregado rotineiramente em estudos de toxicidade

de plantas medicinais.

Para Dutra et al. (2016) pesquisadores brasileiros tem se esforcado para
estudar, em aspectos pré-clinicos e clinicos, algumas plantas medicinais
amplamente utilizadas na medicina popular. O Brasil tem a maior quantidade de
biodiversidade do mundo, representando cerca de 20 a 22% de todas as espécies
de plantas conhecidas. Certamente, a area de plantas € um dos campos de
investigagdo mais relevantes no Brasil, tal como o grande numero de artigos
cientificos publicados em revistas cientificas. Uma pesquisa realizada entre 2011 e
2013 revelou que pesquisadores brasileiros publicaram mais de 10.000 artigos
cientificos. No entanto, o mercado de drogas derivadas de plantas no Brasil
(fitoterdpicos) ainda é pequeno, representando menos de 5% de todos os
medicamentos comercializados. Uma andlise cuidadosa de publicacbes
farmacoldgicas recentes em plantas revela que, em geral, os estudos foram
conduzidos com extratos brutos, e apenas alguns artigos investigaram a seguranca
(toxicologia) e os mecanismos de acéo subjacentes. Em contrapartida, os estudos
realizados com ingredientes ativos derivados de plantas trazem noc¢des sobre o
mecanismo de acdo e sdo comumente publicados nas revistas cientificas de melhor
qualidade, embora falta estudos de seguranca (toxicologia) e farmacocinética. E
viavel citar que a pesquisa em plantas medicinais no Brasil permanece restrita, com
poucos exemplos de parcerias bem-sucedidas com as industrias farmacéuticas. De
fato, sera necessario um grande esfor¢co para estimular a partilha entre a academia e
as empresas farmacéuticas e melhorar o nivel cientifico das publica¢cfes, buscando

explorar aspectos mecéanicos, seguranca, farmacocinética e aspectos clinicos para
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possibilitar o desenvolvimento de novas drogas de nossa vasta biodiversidade no

futuro.

Os modelos de estudos in vitro sdo alternativas imprescindiveis na pesquisa
relacionada a biocompatibilidade de materiais odontolégicos, reduzindo as
experimentacdées em animais. Todavia, apesar do desenvolvimento de grande
variedade de métodos alternativos experimentais, estes ainda nao substituem a
experimentacdo animal em sua totalidade. Mesmo diante destes fatos, tendéncias
futuras a curto prazo sdo a completa substituicdo dos testes envolvendo animais
pelos testes in vitro. A avaliacdo da citotoxicidade é importante pois permite
compreender o0 mecanismo biolégico que produz o efeito citotéxico e 0 mecanismo
de acdo de diferentes substancias durante a sua interacdo com os tecidos. No
entanto, reconhece-se que o teste tem suas limitacdes. A utilizagdo de culturas de
células em monocamadas nao é fisiologica e ndo reproduz a real arquitetura do
tecido vivo em que as células subjacentes poderiam reparar as agressoes sofridas.
Desta forma, a presencga de um efeito citotoxico in vitro ndo garante que o material &
téxico quando aplicado in vivo. Por outro lado, a auséncia de um efeito citotoxico
garante uma boa resposta clinica (CHORILLI, et al., 2009; MARTINAS, et al., 2013).
Este estudo foi fundamental na determinacéo do perfil antifingico dos extratos secos
de Byrsonima intermedia, Parahancornia fasciculata, Anacardium occidentale,
Coussapoa asperifélia, Ficus carica, os resultados mostraram que todos 0s extratos
apresentaram atividade antimicrobiana para Candida albicans, C. glabrata C. krusei,

C. guilliermondii.

A determinagcdo da atividade antifangica foi realizada de acordo com o
protocolo M27-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002). Todos
0s extratos testados mostraram consideraveis variacdes sobre as diferentes
espécies fungicas testadas em concentracbes que variaram de 0,0097 a 5.000
png/mL (Tabela 1). Comparando os resultados, observou-se que a acdo fungicida
(CFM) foi evidenciada no extrato de Byrsonima intermedia frente as 4 linhagens de
Candida (CIM=9,7 - 5,000 pg/mL e CFM=1,250 - 5,000 pg/mL) enquanto os demais
extratos tiveram acdo fungicida somente contra 3 linhagens de candida sendo elas
a Candida Krusei, C. glabrata e C. guilliermondi e considerados inativos contra C.

albicans, sendo considerados fungistaticos frente as 4 linhagens.
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Como trabalhamos com extrato bruto dos materiais vegetais, seguimos o
critério sugerido por Simonetti et al. (2016): obtidos os valores de Concentracdo
Inibitéria  Minima (CIM) e Concentracdo fungicida Minima (CBM), os extratos
vegetais foram avaliados quanto a sua acdo antimicrobiana de acordo com o0s
valores de CIM contra os patégenos estudados onde extratos que apresentam
CIM<100 pg/mL tém potencial antifungico promissor (bom), CIM entre 100 — 500
Mg/mL possui atividade inibitéria moderada, CIM entre 500 — 1.000 pg/mL apresenta
atividade inibitéria fraca e extratos que apresentaram CIM superior a 1.000 pg/mL
sao inativos frente aos patdgenos (Fabry et al., 1998, Holetz et al., 2002, Dall’Agnol
et al., 2003, Tanaka et al., 2005, Chavasco et al., 2014).

Sendo assim, de acordo com os resultados obtidos na tabela 2 , o extrato de
Byrsonima intermedia foi considerado com acéo fungicida moderada a promissora
para todos os tipos de candida. O extrato de Parahancornia fasciculata apresentou
um resultado de CIM variando de 1,25 pg/mL a 2,5 pg/mL e CFM de 2,5 a 5 pg/mL
sendo considerado com atividade antimicrobiana moderada e inativo contra C.
albicans. O extrato de Anacardium occidentale, apresentou um resultado de CIM
variando de 0,625 pg/mL a 1,25 pg/mL e CFM de 1,25 a 2,5 ug/mL sendo
considerado com atividade antimicrobiana moderada e inativo contra C. albicans. O
extrato de Coussapoa asperifdlia, apresentou um resultado de CIM variando de
0,0097 pg/mL a 0,625 pg/mL e CFM de 0,625 a 1,25 pg/mL sendo considerado com
atividade antimicrobiana moderada a fraca e inativo contra C. albicans. O extrato
de Ficus carica, apresentou um resultado de CIM variando de 0,312 pg/mL a 1,25
pg/mL e CFM de 1,25 a 2,5 pg/mL sendo considerado com atividade antimicrobiana

moderada a fraca e inativo contra C. albicans.

A avaliacdo da atividade citotdéxica pelo método MTT é rapida, e barata e foi
descrita por Mosmann (1983) tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabolico da célula. E uma anélise colorimétrica baseada na conversdo do
sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de
formazam, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo da atividade citotoxica pelo método MTT permite
definir facilmente a citotoxidade, mas ndo o mecanismo de acdo. Uma escala de
intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das amostras testadas:

amostras sem atividade (SA), com pouca atividade (PA, inibicdo de crescimento
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celular variando de 1 a 50%), com atividade moderada (MO, inibicdo de crescimento
celular variando de 50 a 75%) e com muita atividade (MA, inibicdo de crescimento
variando de 75 a 100%).

Os dados descritivos para os testes de viabilidade celular frente a linhagens
de fibroblastos de camundongo (L929) e queratindcitos (HACAT) estédo
apresentados na Tabela 2 através de valores percentuais e desvio-padrao (DP). A
analise de variancia (ANOVA), realizada individualmente para cada concentracao
testada com as cinco espécies vegetais deste estudo e o farmaco de referéncia,
mostrou diferengas entre as médias em todas as concentragfes, exceto em pg/mL.
O teste de Bonferroni, aplicado apés ANOVA, demonstrou haver diferencas
estatisticamente significativas entre as espécies e entre as espécies e o farmaco de
referéncia (p<0,05). Pelos resultados demonstrados, notou-se claramente uma
relacdo inversamente proporcional entre a concentracdo (dose) e o aumento da
viabilidade celular em todas as substancias-teste, Ndo se conseguiu destacar a

substancia de maior/menor efeito toxico.

Quando comparados ao farmaco de referéncia, o extrato de Byrsonima
intermedia, a atividade citotdxica abaixo da concentracdo de 125 pg/mL,
apresentaram satisfatéria viabilidade celular, enquanto que concentracdes acima,
demonstraram ser toxicas comprometendo a viabilidade celular (Grafico 1). O
mesmo acontece com 0s demais extratos sendo que o extrato de Byrsonima

intermedia se destaca por apresentar atividade fungistatica e fungicida.

Para Pereira-Cenci, (2008); Melo, Nett, et al., (2010); Guerra (2014) a matriz
extracelular de polissacarideo é composta essencialmente por carboidratos (glicose,
frutose, manose) e proteinas segregadas pelos componentes microbianos. Convém
ressaltar que as células associadas ao biofiime sdo fenotipicamente diferentes
daquelas que se encontram livres (DERENGOWSKI, 2011).

No entanto, Silva et al. (2011), analisando usuarios de proéteses total e parcial
de uma regido no Nordeste do Brasil, verificaram em seu estudo que quando as
variaveis independentes foram controladas (idade, sexo, tempo de uso da protese),
nao houveram diferencas estatisticas significativas na prevaléncia da lesao entre os
usuarios de protese total ou parcial. A classificacdo de Newton (1962) divide a

estomatite por prétese em trés subtipos de acordo com a aparéncia e a gravidade
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das lesOes, e é utilizada até hoje; séo eles: tipo | — hiperemia puntiforme; tipo Il —
eritema generalizado; tipo Il — hiperplasia papilar (AYUSO-MONTEIRO et al., 2004;
GASPAROTO et al., 2009; RADFORD et al., 1999; GUSMAO, 2007; NAIK, PAI,
2011; OLIVEIRA, 2009; SILVA et al., 2011; VASCONCELOS et al., 2010).

Segundo Salerno et al. (2011), a mucosa em contato direto com a protese, é a
area mais afetada pelas lesbes. A presenca de bactérias, especialmente
Streptococcus spp., podem induzir o organismo hospedeiro a produzir proteases,
substancias que favorecem a proliferacdo fungica. As proteases promovem uma
reacdo de degradacédo epitelial localizada, onde seus produtos, em contato intimo
com a mucosa, favorecem o aumento do exsudato inflamatorio na regido, facilitando
a proliferacédo bacteriana e a colonizacdo por Candida spp. Dessa forma, a lesdo se
inicia com o crescimento do fungo sobre a mucosa que suporta a prétese, onde o
biofilme avanca, gerando um processo inflamatério. Nesta fase, € comum a auséncia
de sintomas, embora alguns relatem dor e dificuldade para deglutir (SILVA et al.,
2011; NETT et al., 2010; PEREIRA-CENCI, 2008) (MELO e GUERRA, 2014).

Segundo Araujo (1994) e Castro (2000), o diagnéstico da candidiase bucal é
realizado através de dados clinicos e de exames laboratoriais. Os exames mais
utilizados na pratica odontolégica sdo: o exame micolégico de material obtido por
raspagem superficial das lesdes, a citologia esfoliativa e a biopsia (PEIXOTO et al.,
2014)

Segundo Vasconcelos et al. (2010), a interacdo entre C. albicans e
Streptococcus spp. favorece a colonizagdo pelo fungo. Streptococcus mutans, um
membro comumente encontrado em proteses de acrilico, pode competir com C.
albicans pelos sitios anatdmicos, como também propiciar sua coloniza¢do. Contudo,
a colaboracéo entre eles pode ser entendida como uma relacdo mutualistica, visto
gue ambos sao favorecidos pela co-adesdo. Essa complexa interacdo levedura- -
bactéria € intermediada tanto por mecanismos internos ao biofilme quanto externos;
entre eles estdo: higiene da protese e fluxo salivar do usuario (BARBIERI et al.,
2007; PEREIRA, 2009). Barbieri et al. (2007) realizaram um interessante estudo
utilizando pré-molares extraidos em tratamento ortoddntico, onde 0s mesmos
ficaram em contato com in6culo preparado com C. albicans e S. mutans por 21 dias;
periodo em que os pesquisadores utilizaram seis amostras de cada microrganismo
(isolados a partir de amostras clinicas) e cepas ATCC como controle. Foi usada,

ainda, a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) como método para avaliar a
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formacao dos biofilmes. O resultado mostrou que as espécies isoladas sdo capazes
de formar biofilmes sobre a superficie dos dentes, porém, maior adesao foi obtida
qgquando os microrganismos foram cultivados juntos, demonstrando, in vitro, a
colaboracédo entre as espécies na constituicdo dos sistemas.

Resultado semelhante foi encontrado por Pereira (2009), estudando o efeito
da terapia fotodinamica sobre os biofilmes. A pesquisadora observou o aumento da
espessura do biofilme quando C.albicans e S. mutans foram cultivados juntos. Uma
investigacgédo feita por Monroy et al. (2005) com 105 usuarios de protese demonstra a
prevaléncia de Candida albicans, Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus na
cavidade oral, da qual foram coletadas amostras para avaliacdo do pH,
especificamente da mucosa oral, superficie da protese e saliva. A identificacdo de
Candida spp. foi realizada mediante cultivo em meio cromogénico. No caso das
bactérias, além dos meios especificos, foram utilizadas as provas de catalase e
coagulase, coloracdo de Gram e observacao microscopica. Do total de pacientes, 50
foram diagnosticados com estomatite por protese e em 39 deles foi encontrada a
associagao entre C. albicans e S. aureus (MELO, GUERRA, 2014).

Os fatores relevantes para a co-adeséo levedura-bactéria na formacédo dos
biofiimes tém sido foco de estudos in vitro e in vivo (NETT et al., 2010). Para
Ramage et al. (2005), o aperfeicoamento desses estudos tem se aproximado dos
resultados encontrados in vivo, o que demonstra confiabilidade nos mesmos.
Entretanto, afirmam que ha indicios de que os biofilmes formados sobre as mucosas
apresentam uma organizacdo mais complexa do que aqueles formados sobre
superficies abioticas. Ainda de acordo com Ramage et al. (2005), os estudos in vitro
sdo importantes para ajudar a desvendar os fatores predisponentes na detec¢édo da
estomatite por prétese e compreender o papel de cada um deles. Esse
conhecimento pode subsidiar a descoberta de novas terapias que visem a
supressdo desses fatores. Por outro lado, € conveniente destacar que essa
abordagem distancia-se das condi¢cdes encontradas no ambiente vivo, pois estudos
in vitro ndo sofrem influéncia da saliva ou de fatores imunologicos (BARBIERI et al.,
2007; NETT et al., 2010). Quantidades maiores de matriz sdo formadas quando os
biofilmes sédo cultivados com pequenas agitacbes, 0 que ndo € observado em
modelos estaticos. As pesquisas in vitro utilizam grande variedade de materiais e
protocolos, algo que acaba gerando falta de padronizacédo, representando, portanto,

um fator que dificulta a correlacdo dos resultados obtidos pelos diversos



85

pesquisadores. Entre esses processos, encontram-se material biolégico de
diferentes sitios anatdémicos, popula¢@es distintas e uma multiplicidade de protocolos
gue impedem a comparacao entre os estudo (MELO, GUERRA, 2014).

De acordo com Regezi & Sciubba (2000), a candidiase se manifesta sob as
seguintes formas: agudas, cronicas ou mucocutaneas. Para estes autores, ha sete
formas predominantes de candidiase, sendo duas agudas: candidiase
pseudomembranosa (“sapinho”) e candidiase atréfica (candidiase eritematosa,
estomatite ou glossite por antibidticos); duas crbnicas: candidiase atréfica
(estomatite por dentadura) e candidiase hiperplasica (leucolpasia por Candida ou
candidiase tipo “leucoplasia”) e, finalmente, trés formas mucocutaneas: localizada
(boca, face, couro cabeludo, unhas), familial e associada a sindromes. Seguindo a
classificacdo de Regezi & Sciubba (2000), sdo apresentadas, na sequéncia, as
caracteristicas clinicas de cada tipo (NETO et al., 2005).

Segundo Regezi & Sciubba, (2000) as formas agudas séo diferenciadas em
pseudomembranosa e atrofica, sendo a pseudomembranosa a mais comum,
conhecida popularmente como “sapinho”. Na candidiase aguda ha formacdo de
pseudomembrana esbranquicada que resulta em uma base eritematosa, quando
removida. As formas cronicas da doenca sdo conhecidas como atrofica e hipertrofica
ou hiperplasica. Subdividiram as formas cronicas atréficas em estomatite associada
a prétese e queilite angular e, as formas hiperplasicas em candidiase bucal crénica,
candidiase leucoplasica, candidiase relacionada a endocrinopatias, candidiase
cutdneo-mucosa localizada e candidiase cronica difusa. Para estes autores, todas as
formas cronicas hiperplasicas podem manifestar-se isoladamente na boca,
principalmente em individuos adultos, ou podem aparecer em localizacéo
mucocutanea, especialmente em criancas e associada a condi¢cdes sistémicas. Na
candidiase crbnica, a mucosa apresenta-se eritematosa ou como uma placa branca
firmemente aderida. A candidiase ainda pode apresentar formas mucocutaneas do
tipo localizada, aparecendo em regides como: boca, face, couro cabeludo, unhas e
regides de dobras da pele, pode ser do tipo familial e do tipo associada a sindromes
e levar o paciente ao estado de septicemia podendo, entédo, ser fatal.

Segundo Neto et al. (2005), pacientes usuarios de proteses sdo propensos a
reinfeccdo, por isso os cuidados com a higiene sao tdo importantes. Para o autor, 0
procedimento de limpeza deve ser realizado com escovas adequadas, ou quando

isso ndo for possivel, com escovas convencionais e sabdo neutro ou dentifricio;
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outro procedimento € manter as préteses submersas em agua e solucdo de limpeza
durante a noite. Entre as solugbes mais comuns e de facil acesso, temos o
hipoclorito de sddio diluido em agua, na concentracao entre dois a trés por cento.

Na pesquisa realizada por Vasconcelos et al. (2010), mostra que o niumero de
S. mutans na saliva de pacientes com higiene deficiente foi cerca de dez vezes
maior do que em pacientes com boa higiene. Isso revela que, além de todas as
variaveis ja citadas, essa condicdo se configura como um fator de extrema
importancia no estabelecimento ou ndo da estomatite. A dificuldade, contudo, esta
em predizer até que ponto a higiene da proétese, isoladamente, exerce influéncia
sobre a permanéncia da infecgéo.

Barbieri et al. (2007) destacam que tanto na prevencdo como no tratamento
da estomatite, o procedimento mais eficaz € o controle do biofiime, o qual é
alcancado através de medidas fisicas ou quimicas de contencdo. Quando isso néo
for possivel, deve ser realizada a substituicdo da prétese, tanto que Pereira-Cenci
(2008) afirma que esse material pode ser fonte de microrganismos, o que resulta
numa reinfeccdo. Uma das principais caracteristicas da Candida € sua elevada
resisténcia aos antimicrobianos. Alguns possiveis fatores podem estar associados a
isso, como: incapacidade das drogas antifungicas em penetrar na matriz do biofilme;
alteracdes fenotipicas; inducdo da expressao de genes de resisténcia pelo fungo; e
persisténcia de algumas células apds o tratamento (MELO, GUERRA, 2014).

Na concepcdo de Pereira-Cenci et al. (2008), as bactérias fornecem aos
fungos produtos metabdlicos que ativam fatores de viruléncia, bem como o inverso
também se aplica. A interacdo entre esses microrganismos modula a resposta do
hospedeiro, desencadeando o processo inflamatorio e colaborando para manter uma
microbiota equilibrada dentro do biofilme.

Monroy et al. (2005) pesquisaram 105 usuarios de prétese, com e sem leséo,
e puderam constatar que o pH salivar era mais baixo em pacientes com estomatite
por protese, sendo colonizados por C. albicans, S. mutans e S. aureus. Segundo
Salerno et al. (2011), valores de pH baixos s&o importantes tanto na adesao quanto
na producéo de fatores de viruléncia; pH em torno de 3, por exemplo, facilita a
atividade enzimatica de proteinases e lipases.

Para Melo e Guerra (2014) a escolha do tratamento adequado, é importante
considerar, também, o aspecto social. A tomada de decisdo sobre esse aspecto,

deve levar em conta a opinido do paciente. Esses autores defendem que a escolha
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do tratamento seja direcionada pela medicina e baseada em evidéncias, cujo
objetivo é colocar em discusséo fatores sociais, individuais e epidemiologicos para a
tomada de decisédo. Além disso, é notdrio que somente com a participacao efetiva do
usuario, sera possivel prevenir tratamentos futuros.

Penha et al. (2000) avaliaram pacientes edentados com e sem protese,
observando a incidéncia das espécies de Candida isoladas em cada grupo, bem
como os niveis de proteinases e fosfolipases encontrados na saliva. Foram
avaliados 69 pacientes, divididos em dois grupos: pacientes com estomatite por
prétese (n=49) e pacientes sem a lesdo (n=20). Os resultados indicaram C. albicans
como a espécie mais comum em ambos 0s grupos, sendo mais prevalente no grupo
de pacientes com leséo. Para a analise dos niveis de proteinases e fosfolipases, a
avaliacdo enzimética foi realizada somente para C. albicans. Todas as amostras
produziram proteinases e 83,3% delas produziram fosfolipases, indicando que
somente a producdo enzimatica determina o desenvolvimento da doenca. Apos 24
horas em contato com a solucdo dos extratos, foi feita a contagem do numero de
larvas vivas e os dados foram tabulados (MELO, GUERRA, 2014).

De acordo com NGUTA et al. (2011), tanto extratos organicos, quanto
extratos aquosos com valores de CL50 menores que 100 pg/ml apresentam alta
toxicidade, CL50 entre 100 e 500 pg/ml apresentam toxicidade moderada, CL50
entre de 500 e 1000 pg/mL apresentam fraca toxicidade e CL50 acima de 1000
Mg/mL sado considerados atoxicos (nao toxicos).

Segundo Mimica et al.,, (2009), estudos na América do Norte e Europa
apontam C. glabrata como a principal espécie ndo-albicans envolvida em infec¢oes;
no Brasil, C. tropicalis tem ocupado essa colocacéo.

Segundo Newman e Cragg (2012) nos ultimos 30 anos os produtos naturais
de uma forma ou de outra continuam a desempenhar papel fundamental na
descoberta de novos farmacos ou no desenvolvimento de novas estruturas. Também
demonstraram que ainda em 2010 o campo dos produtos naturais foi responsavel
em cerca de 50% das aprovacfes de novas moléculas ativas, sendo que a metade
das moléculas aprovadas seria diretamente obtida dos produtos naturais sem

qualquer modificagéo.
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7 - CONCLUSAO

Todos os extratos demonstraram satisfatoria acdo antifiUngica frentes aos

microrganismos testados.

A microscopia eletrbnica de varredura foi fundamental para observar as

alteracdes morfoldgicas diversas nas células em todas as linhagens de candida.
O extrato de Byrsonima intermedia demonstrou ser 0 mais promissor.

A toxicidade celular frente a linhagens de fibroblasto murinho (L929) e

queratinécito humano (HACAT) apresentou-se baixa.

Os resultados demonstraram que todos os extratos avaliados neste estudo

foram considerados téxicos nos ensaios in vitro frente a Artemia salina Leach.

As plantas medicinais sdo fonte de moléculas e/ou extratos possivelmente

Uteis para emprego na terapéutica contra a candidiase.

Os resultados obtidos neste trabalho apontam o potencial antifUngico das
espécies, porém a conducdo de outros estudos é necessaria visando possiveis

aplicacoes terapéuticas.
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