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APRESENTACAO

Desde o surgimento da espécie humana, o homem procura na natureza elementos
que possam ser utilizados como alternativas para melhorar sua qualidade de vida. As
plantas medicinais sempre ocuparam seu papel de destaque como importante matéria-
prima para obtencdo de remédios e o tratamento de diversas doencas, o que se verifica
também nos dias atuais. No entanto, hoje, o uso das plantas medicinais passou do
universo empirico para avancados modelos cientificos o que tem impulsionado cada vez
mais o uso de insumos vegetais na farmécia, medicina, medicina veterinaria, enfermagem
e outras areas da saude. A importancia das plantas medicinais e seus derivados esta
registrada na maioria dos capitulos que integram a obra “Pesquisa, Produgéo e Difusdo
de Conhecimentos nas Ciéncias Farmacéuticas 2”. Aqui, destacam-se os trabalhos que
abordam sobre o efeito de diferentes insumos obtidos a partir de plantas medicinais,
interacbes medicamentosas com fitoterapicos e desenvolvimento farmacotécnico de
produtos formulados com derivados vegetais. Também estdo reportados temas como a
influéncia de medicamentos no comportamento humano, erros de dispensacgéo, papel do
farmacéutico na conciliacdo medicamentosa, descarte de medicamentos, avaliacdo da
qualidade de produtos, doengas endémicas e parasitarias. A contribuicdo de mdultiplas
observagdes no campo farmacéutico faz da coletanea “Pesquisa, Producéo e Difuséo de
Conhecimentos nas Ciéncias Farmacéuticas 2” uma obra que contribui para a disseminagéo
do conhecimento. Boa leitura a todos!

lara Lucia Tescarollo
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RESUMO: Devido a baixa eficacia, o efeito
toxico e a resisténcia dos fungos aos atuais
antifingicos, ha uma crescente preocupagéo
para a descoberta de novos farmacos. Um
exemplo disso é o uso disseminado do fluconazol
que levou a resisténcia da Candida krusei com
base em estudos in vitro. A folha da goiabeira
(Psidium guajava L.) é conhecida pela cultura
indigena por tratar varias patologias como
diarreia, disenteria, gastrite e colica de intestino,
tendo outros usos relatados como antibacteriano
e antifingico. O presente estudo verificou em
meio de cultura a atividade antifungica do
Oleo essencial das folhas de goiabeira sobre
leveduras das espécies de Candida albicans,
C. krusei e C. glabrata. Foram utilizadas trés
amostras de cepas do género Candida sp. de
relevancia clinica, na qual a C. albicans pura
de padrdo comercial e as demais foram obtidas
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GENERO CANDIDA SP

de uma colecdo de culturas microbianas de um
laboratorio particular. O Oleo essencial obtido
por hidrodestilagdo foi impregnado em discos
de difusé@o estéreis, onde verificou a presenca
de um alo de inibicdo de 13mm para a Candida
glabrata. Realizou-se o controle positivo com os
farmacos fluconazol e cetoconazol a 1,5mg/ml e
2,0mg/ml respectivamente. Constatou-se a baixa
suscetibilidade das cepas C. krusei e albicans
frente ao fluconazol, conforme relata a literatura.
Os resultados indicaram que ha possibilidades
de utilizacéo do Pisidium guajava L. como fonte
de pesquisa para novos medicamentos.
PALAVRAS - CHAVE: Inibigdo. Psidium guajava.
Candida sp.

VERIFICATION OF ANTIFUNGAL
POTENTIAL OF ESSENTIAL OIL GUAVA
LEAVES (PSIDIUM GUAJAVA L.) ON
GENDER YEAST CANDIDA SP

ABSTRACT: Due to the low efficacy, toxic effect
and resistance of fungi to the current antifungal,
there is a growing concern for the discovery of
new drugs. An example of this is the widespread
use of fluconazole, which led to the resistance
of Candida krusei based on in vitro studies.
The guava leaf (Psidium guajava L.) is known
for indigenous culture because it treats various
pathologies such as diarrhea, dysentery, gastritis
and intestinal colic, and other uses are reported
as antibacterial and antifungal. The present study
verified in the culture medium the antifungal
activity of the essential oil of the guava leaves
on yeasts of the species of Candida albicans, C.
krusei and C. glabrata. Three samples of strains
of the genus Candida sp. of clinical relevance, in
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which pure C. albicans of commercial standard and the others were obtained from a collection
of microbial cultures of a private laboratory. The essential oil, obtained by hydrodistillation,
was impregnated in sterile diffusion discs, where it verified the presence of a 13mm inhibition
alloy for Candida glabrata. Positive control was performed with fluconazole and ketoconazole
at 1.5mg/ml and 2.0mg/ml, respectively. The low susceptibility of C. krusei and C. albicans
strains to fluconazole was observed, as reported in the literature. The results indicated that
there are possibilities of using Pisidium guajava L. as a research source for new drugs.
KEYWORDS: Inhibition. Psidium guajava. Candida sp.

11 INTRODUGAO

Varias espécies de Candida estdo implicadas na candidiase, podendo acometer
a flora da pele, das mucosas e do trato gastrointestinal. Os agentes encontrados mais
frequentemente séo a Candida albicans, C. tropicallis, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
guilliermondi, e C.dubliniensis (BROOKS et al., 2012).

A microbiota da boca ou do trato genituitario inibe naturalmente patégenos como
fungos. Uma vez que o fungo ndo é eliminado por drogas antibacterianas, ele cresce
demasiadamente no tecido mucoso, aproveitando-se da microbiota que se encontra inibida
pela acdo dos antibidticos convencionais (TORTORA; FUNKE; L., 2005).

Conforme Murray et al. (2004), as infec¢gdes podem variar em nivel e local, podendo
ser superficial de pele e mucosa ou sistémica, eventualmente fatais. Alguns fatores de risco
estdoligados a candidiase, como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), gravidez,
diabetes, idade, neoplasias, hemopatias assim como antibioticoterapia, corticoidoterapia,
antiblasticos, cirurgia de transplantes e ambientes hospitalares contaminados (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008). Crescentemente se estudam os fatores de viruléncia dos fungos e,
no caso de C. albicans, pode-se enfatizar, dimorfismo (variagdes de antigenos da parede);
adesina, produgéo de enzimas (proteinas e fosfolipases) e switching (variagdes fenotipicas)
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Quanto ao tratamento da Candida nas formas mucocutaneas e de outras, geralmente
consiste em nistatina topica, cetoconazol ou fluconazol orais (BROOKS et al.,, 2012),
(KATZUNG, 2005). O cetoconazol é um agente fungistatico, porém dependendo da dose,
pode ser fungicida, atuando contra diversas infecc¢des clinicas incluindo a Candida sp. Seu
mecanismo de agdo consiste em inibir a sintese do ergosterol, ou outros esterois, agindo
também na inibicdo da biossintese de triglicerideos e fosfolipidios. Na Candida albicans,
inibe a modificagdo dos blast6foros na forma micelial invasiva (KOROLKOVAS, 2006).

O cetoconazol diferencia-se do fluconazol e do itraconazol, devido sua maior
propensé&o a inibir as enzimas do citocromo P450 humano, tendo menor seletividade para o
citocromo P450 fangico, aumentando assim sua toxicidade (KATZUNG, 20083).

Em pacientes com candidiase nas formas de mucocuténea crénica foi constatado a
ocorréncia de nauseas ou prurido em cerca de 3% dos pacientes em uso de cetoconazol, e

Pesquisa, Producéo e Difusdo de Conhecimentos nas Ciéncias Farmacéuticas 2 Capitulo 2 “



além desses pode se destacar a ginecomastia, elevagéo dos niveis das enzimas hepaticas
e hepatites (BROOKS et al., 2012). O tratamento com cetoconazol tem sido restrito ndo
apenas pelas interagcdes medicamentosas e efeitos secundarios indesejados, mas também
em virtude da sua baixa janela terapéutica.

“O fluconazol é um agente antifungico bis-triaz6lico, com atividade sobre varias
espécies de fungos causadores de micoses profundas e mucocutaneas|...]” (KOROLKOVAS,
2006). Possui boa biodisponibilidade por ser mais hidrossoluvel, permitindo a sua
administracéo intravenosa, além da via oral. Apresenta menos interagdes farmacoldgicas,
em virtude a menor interacdo com as enzimas microssomais hepaticas, comparado a todos
0s azois (KATZUNG, 2003).

O uso disseminado do fluconazol levou a resisténcia da Candida krusei, C. glabrata e
C. lusitaniae, com base em estudos in vitro (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2010), (BROOKS,
et al.,2012), (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009). Diante desses fatos, a busca por
novos compostos ativos aumentou a procura de plantas com propriedades terapéuticas
(DE ALENCAR MENEZES, 2009).

As plantas constituem-se de uma infinidade de recursos com potencial terapéutico.
Segundo o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PPNPMF), no Brasil
h& uma grande biodiversidade de plantas medicinais, cujo uso € muito comum entre as
praticas culturais das comunidades, sendo esta variedade biol6gica associada aos saberes
empiricos, de forma que existem varios medicamentos ainda inexplorados dentro desta
biodiversidade (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997), (SIMOES et al., 2007).

O Pisidium guajava L. (goiabeira) € uma &rvore de pequeno porte, do grupo das
Mirtaceas, nativo de areas tropicais e subtropicais em diversas partes do mundo, adaptando-
se a diferentes condigbes climéaticas, embora prefira climas secos (RICHARDSON;
REJMANEK, 2011). E capaz de produzir produtos quimicos que podem ser divididos em
primarios e secundarios. Os primarios (macromoléculas) sdo essenciais a todos os seres
vivos que séo os lipideos, protideos e glicosideos, com importancia vital para a planta,
enquanto que os secundarios (micromoléculas) sdo responsaveis pela atividade biologica,
atuando na defesa e sendo encontrados em baixas concentracées (SIMOES et al., 2007).

Em relagdo a composicéo quimica secundaria, conforme relataram Alonso (1998);
Pino (2001) apud Carvalho et.al., (2002) as folhas apresentam “taninos, 6leos essenciais
(cariofileno, nerolidiol, B-bisaboleno, aromadendreno, p-selineno, a-pipeno e 1,8-cineol),
triterpendides (acido oleanico, acido ursélico, acido catecdlico, acido guayavolico, acido
maslinico, 4cido elagico) e B-sitosterol.”

Seu uso é tradicionalmente conhecido pela cultura indigena por tratar varias
patologias como diarreia, disenteria, gastrite e coélica de intestino, tendo outros usos
relatados como antibacteriano e antifingico (GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008),
(PREETHI; DEVANATHAN; LOGANATHAN, 2010), (ALVES et al., 2006), (BEATRIZ et al.,
2012), (MORAIS-BRAGA et al., 2017).Outros estudos realizados por Wu, et al., (2009),
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demonstraram um efeito hipoglicemiante, enquanto que Zahin; Ahmad; Aqil, (2017)
constataram um efeito antioxidante e antimutagénico.

O presente estudo teve como objetivo analisar em meio de cultura in vitro, a
atividade antifungica do 6leo essencial de folhas de Psidium guajava L. sobre as espécies

de leveduras de Candida albicans, C. krusei e C. glabrata.

21 MATERIAIS E METODOS

Foi desenvolvido um estudo de carater experimental, na qual “[...] o investigador cria
uma situacgéo isolada em um ambiente artificial com variaveis elaboradas hipoteticamente”
(FACHIN, 2005), e descritivo, onde “[...] os fatos sdo observados, registrados, analisados,
classificados e interpretados, sem que o pesquisador interfira neles” (ANDRADE, 2006).

Foram utilizadas trés amostras de cepas do género Candida de relevancia clinica de
acordo com Lacaz et al. (2002) e Souza; Neufeld (2016), sendo a espécie Candida albicans
(ATCC 000031) pura de padréao comercial, da marca Laborclin®, enquanto que a C. krusei
e C. glabrata, foram cedidas de uma colecéo de culturas microbianas de um laboratério
particular de Cacoal. Aidentificacdo destas se deu através do Chromagar Candida da marca
Laborclin® (DE ARAUJO et al., 2007), que é adequado para o isolamento e identificagcdo
das espécies de Candida albicans, C. krusei e C. glabrata.

As folhas de goiabeira foram colhidas no municipio de Espigdo do Oeste- RO, no
més de outubro, no periodo da manha entre as 5 e 6 horas, coletou-se do terco médio da
planta, em dias ensolarados e analisadas em laboratério para confirmagéo da espécie.
O Oleo essencial foi obtido por hidrodestilacdo apds a lavagem das folhas frescas,
pesagem das partes sélidas (60g/500ml de agua destilada) e submissdo em aparelho de
Clevenger modificado, com controle da temperatura a menos de 100°C. O hidrolato obtido
foi submetido em funil de Bromo para a separagéo das fases e obtengéo do 6leo essencial.
A metodologia foi adaptada de Lima et al. (2009).

O preparo do Chromagar Candida se deu de acordo com as instru¢des do fabricante.
Cada isolado foi subcultivado neste meio e incubado a 30°C por 48 horas. A visualizagdo
das placas e andlise dos resultados sucedeu-se pela interpretagdo da morfologia e da
pigmentacao das colénias (DE ARAUJO et al., 2007), sendo transferidos os microrganismos
a um meio nutricional pré-estabelecido. A concentracdo dos microrganismos diluidos em
soro fisiolégico foi de 0,5, segundo a escala de turvacdo McFarland que corresponde
a 1,5x108 unidades formadoras de colénias (UFC) /mL, como recomenda o documento
M44-A2 (NCCLS, 2004).

Utilizou-se discos de difusdo em papel estéreis de 6 mm, onde foi impregnado o 6leo
essencialdaplanta. Cadaamostradas espécies de Candidaforam semeadas separadamente
em placas de Petri com agar-peptona dextrose (Sabouraud) por espalhamento. Apos,
impregnou-se trés discos brancos estéreis com o 6leo essencial, na quantidade de 15ul,
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o cetoconazol solugdo 2mg/ml e fluconazol solugdo 1,5mg/ml para o controle positivo nas
quantidades de 15ul, correspondendo a 25ug de farmaco, segundo o documento M44-A2
(NCCLS, 2004). O estudo foi realizado em duplicata e as zonas de inibicdo foram medidas
com paquimetro analégico (FONSECA; FRANCA-BOTELHO, 2010).

O método estatistico sistematico utilizado para a representa¢éo dos dados obtidos,
foi em forma de tabela, por se constituir de dados alcangados pelas proprias pesquisadoras
em numeros absolutos e/ou percentagens, de acordo com Marconi e Lakatos (1999),
gerado pelo Microsoft Excel 2013.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foram utilizadas trés espécies de Candida sp. (C. Albicans, C.
krusei e C. glabrata), para o teste de inibicdo com o 6leo essencial do Psidium guajava L.
Os critérios interpretativos dos alos de inibicdo foram definidos quanto a suscetivel (ST),
sensivel (SS) e resistente (RS). A categoria suscetivel (ST) implicou em uma completa
inibicdo, independentemente do tamanho do alo. Para aqueles que apresentaram um alo,
porém com a presencga de algumas colonias foi definido como sensivel (SS). Definiu-se
resistente (RS) para aqueles que ndo apresentaram nenhum alo de inibigéo.

Para a leitura dos resultados utilizou-se uma adaptacédo do documento M44-A2
(NCCLS, 2004), uma vez que nenhum estudo in vivo com o 6leo essencial foi realizado
para a padronizacdo das concentragdes recomendadas para o tratamento adequado de
uma infecgéo.

Atabela 1 apresenta os resultados referente ao teste com 6leo essencial e o controle
positivo com os medicamentos cetoconazol e fluconazol, frente as Candidas sp.

Oleo essencial

Espécies (Psidium guajava L.) Cetoconazol Fluconazol
C. albicans SS ST (20mm) SS

C. krusei RS SS SS
C. glabrata ST (13mm) ST (23mm) ST (29mm)

(ST) suscetivel: completa inibicéo; (SS) sensivel: presenga de alo com algumas coldnias; (RS) resistente:
auséncia de alo.

Tabela 1. Inibico de crescimento de leveduras do género Candida pelo 6leo essencial das
folhas de Psidium guajava L. e pelos antifingicos cetoconazol e fluconazol.

Fonte: elaborados pelos (as) autores (as) com dados provenientes da pesquisa.

Os resultados encontrados neste estudo foram significativos, uma vez que houve
inibicao pelo 6leo essencial na espécie de C. glabrata, com um alo de inibicdo de 13mm,
mostrando-se sensivel para a C. albicans, e nenhum efeito para a C. krusei.
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Deve se se considerar que fatores extrinsecos como climaticos (irradiacdo e
temperatura), climatico-edafico (agua e gas carbbnico) e edafico (estrutura fisica do solo,
arejamento, nutrientes minerais, pH e microrganismos) podem interferir na produgéo
de produtos termossensiveis da planta, como o éleo essencial. Dentre estes, outros
interferentes como idade da planta, época da colheita e periodo do dia (quantidade de
6leo essencial esta reduzida ao redor das 12 horas) podem interferir no teor de principio
ativo. (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1998). Com isso a reproducéo deste estudo em outras
regides pode levar a diferentes resultados.

Quanto aos medicamentos controle positivo em concentragdes proporcionais ao
usual, fluconazol e cetoconazol, observou-se que o primeiro teve baixa suscetibilidade para
as espécies C. albicans e C. krusei e mostrou inibicdo para a C. glabrata, enquanto que o
segundo mostrou significativa inibicdo para as espécies C. albicans e C. glabrata e pouco
efetivo para a C. krusei, porém é um farmaco pouco seletivo e que ainda apresenta muitos
efeitos adversos, restringindo seu uso.

Ressalta-se que estudos anteriores encontraram resultados similares, porém, com
uma metodologia diferente, havendo inibicdo para as espécies de Candida albicans e C.
krusei (ALVES et al., 2006), onde Fonseca e Franca-Botelho (2010) relataram também a
inibicdo da C. tropicalis com as folhas de Psidium guajava L., constatando a resisténcia do
fungo frente ao fluconazol.

O uso do cha das folhas de goiaba, comum dentre a pratica popular, precisa de
cautela, devido seu potencial citotdxico, podendo ocasionar hepatotoxicidade e problemas
renais como relataram, Beatriz, et al., (2012). Em razéo do seu efeito hipoglicemiante,
relatado por Wu, et al., (2009), o cha deve ser evitado por diabéticos que fazem uso de
medicamentos que diminuem os niveis de glicose, podem ocasionar um efeito potencializado

ou sinérgico, causando maiores complicacoes.

41 CONCLUSAO

A candidiase por décadas tem sido um problema relatado em diversas partes do
mundo, especialmente pela capacidade da Candida de produzir dimorfismo e variagdes
fenotipicas. O tratamento torna-se cada vez mais ineficaz devido ao uso disseminado
dos farmacos usuais causando resisténcia, tornando-se necessaria a busca por novos
compostos ativos capazes de inibir seu crescimento. O resultado deste e outros estudos
demonstram o potencial antifungico das folhas Psidium guajava L., frente as cepas de
Candida, sugerindo como uma alternativa futura para o tratamento ou o uso associado a

outros farmacos.
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