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Avaliagio da actividade antifingica de 6leos essenciais em leveduras do género Candida
SUMARIO

O trabalho apresentado ¢ justificado pelo aparecimento de resisténcias aos
antifingicos disponiveis comercialmente ¢ também a necessidade de procura de novos
agentes antifingicos, nomeadamente entre os compostos naturais (Pinto et al,,20006; Saikia ef
al.,2001). Na medicina tradicional, o uso de 6leos essenciais deve-se principalmente as suas
propriedades como anti-sépticos, agentes antimicrobianos (nomeadamente como
antifingicos), entre outras actividades (Galarraga et «/.,2008; Saikia et «/.,2001). Nesse
sentido foi testada a actividade de sete oleos essenciais contra Candida albicans ¢ C.

glabrata. (Cerqueira et al, 2008; Anexo 1) Estes fungos sdo responséveis por micoses

superficiais e sistémicas, pelo que necessitam de novas opgdes terapéuticas para o seu

{ratamento.

A actividade antiftingica dos 6leos essenciais foi testada por determinagiio da
Concentragdio Minima Inibitéria (CMI) usando o método das microdiluigdes em agar

Sabouraud.

Os resultados preliminares demonstram que os ¢leos essenciais de cravo-da-india e o
de tomilho tém uma actividade antifingica potente contra os fungos testados. Os restantes
6leos essenciais testados, nomeadamente lavanda, horteld-pimenta, eucalipto, améndoas doces
e arvore do cha ndo apresentam actividade antifiingica. A sensibilidade destes fungos aos
agentes antifiingicos comerciais (Anfotericina B e Itraconazol) foi também testada, uma vez

que as espécies testadas foram isoladas de amostras clinicas.

A principal conclusdo tirada deste trabalho ¢ a de que os 6leos essenciais podem ser
boas alternativas terapéuticas para o tratamento de candidoses superficiais e que a
sensibilidade de outros fungos a estes compostos deve ser testada e também devem ser

identificados outros compostos naturais activos.
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ABREVIATURAS

VIH — Virus da Imunodeficiéncia Humana

SIDA — Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

CMI — Concentragdo Minima Inibitoria

SNC — Sistema Nervoso Central

DMSO — Dimetilsulfoxido
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1. INTRODUCAO

A relagiio entre os fungos ¢ o Homem ¢ ja conhecida desde os primérdios da
humanidade. Os primeiros registos datam de 300 a 200 a.C. e sdo simbolizados por estatuetas
representativas de fungos (Henriques, 2008). Estes seres tém uma importincia relevante na
vida do Homem, quer de uma forma benéfica, quer de um modo prejudicial. Os fungos sio
importantes como fertilizantes dos solos, séio optimos indicadores de polui¢do e podem ainda
ser usados para controlo bioldgico, por exemplo, para evitar pragas de insectos ou para
destruir plantas (ex: infecgdo da planta de coca com Fusarium). (Marcelo, 2000) Na
investigagdo cientifica sdio usados devido ao seu réapido crescimento in vitro e por serem de
facil reprodugdo e manipulagdo, tornando-se bons modelos de células eucaridticas. A
importancia dos fungos a nivel econémico prende-se com a possibilidade da sua utilizagdo a
nivel industrial devido as suas capacidades enzimaticas, biossintéticas e fermentadoras, sendo
assim usados a nivel alimentar no fabrico de cerveja, vinho, pdo e algumas variedades de
queijos. A nivel farmacéutico e quimico os fungos sfo usados na obtengéo de antibidticos
(penicilina), imunossupressores (ciclosporina), anti-inflamatérios (corticosesteroides) e
antifingicos (Ferreira e Sousa, 2000). Mas estes microorganismos ndo trazem sé beneficios
para o Homem. Na agricultura os fungos podem ser responsdveis por grandes prejuizos pois
provocam algumas doengas nas plantas que podem levar a destrui¢do total de uma cultura
agricola, como ¢ o caso do mildio nas videiras. Sdo também responsaveis por contaminagdes
alimentares, destruigdo de madeiras e peles. Outro grande problema associado prende-se com
o facto de poderem provocar intoxicagdes alimentares, por ingestdo por vezes de cogumelos
venenosos ou entdo pela ingestdo de micotoxinas que se podem encontrar nos alimentos

contaminados. Além disso os fungos tém a capacidade de provocar infecgfio nos Homens e

animais.

Foi com a inven¢do do microscopio, no século XVII que o estudo sistematico dos
fungos teve o seu inicio. Em 1729, o Boténico italiano padre Antonio Micheli, incluiu pela

primeira vez observagdes sobre fungos no seu livro Nova Platerum Genera (Henriques,
2008).

Os fungos sdo um vasto grupo de organismos, tradicionalmente classificados como

plantas, mas por serem tdo diferentes na sua estrutura, no modo como se desenvolvem ¢ como
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se alimentam, passaram a ser classificados num reino préprio, o Reino Fungi (Henriques,
2008).

Sdo células eucariotas, ou seja, com ntcleos rodeados por uma membrana nuclear.
Neste grupo de organismos encontramos os fungos, com dimensdes consideraveis como 0s
cogumelos, os mais complexos possuindo hifas mais organizadas e especializadas, bem como
formas microscopicas, como os bolores e as leveduras. Os bolores, sdo conjuntos de hifas que

formam micelios “fofos™ sendo as leveduras fungos unicelulares.

Os fungos sdo organismos heterotréficos, porque ao contrério das plantas verdes, nao
possuem clorofila e como tal ndo utilizam a energia solar para produzir o seu alimento. Assim
estes organismos para obterem alimento, dissolvem e digerem a matéria orgénica e mineral do
meio onde vivem. Para isso possuem um sistema de enzimas que sdo segregadas sobre o
alimento, transformando-o em substancias passiveis de serem absorvidas através das hifas.
Esta caracteristica ¢ importante para uma das principais fun¢des dos fungos a nivel ecologico:
sdo decompositores de matéria orgénica e desempenham um papel importante na ciclo natural
da vida, pois conseguem extrair nutrientes que depois repdem na natureza de forma a que

estes possam ser usados por outros organismos. (Henriques, 2008)

Os fungos podem reproduzir-se de duas formas, por reprodugio sexuada, através de
esporos sexuados, ou entdo através de esporos assexuados, dando origem assim a reprodugdo
assexuada. Os esporos s@o células Gnicas, por vezes rodeados por uma pelicula protectora, a
partir dos quais se podem formar novos organismos. E o processo de formagiio destes esporos

que determina o modo de vida e classificagdo dos fungos. (Henriques, 2008)

Na reprodugiio assexuada, os esporos formam-se a partir de um tnico individuo, sem
que haja formagdo de células sexuais. Esta multiplicagdo dd-se por segmentagdo das hifas ou
entdo por produgdio de hifas especializadas que formam estruturas reprodutoras, de aspecto
muito diversificado, que assim originam uma enorme quantidade de esporos geneticamente

idénticos. (Henriques, 2008)

A reproducdo sexuada caracteriza-se pela unido de dois nulcleos compativeis (do

mesmo individuo ou individuos diferentes) que provém de células sexuais formadas em

9
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estruturas especializadas. Neste tipo de reprodugdo originam-se individuos geneticamente
diferentes dos seus progenitores, tornando-se assim uma vantagem em termos da adaptagiio as

condigdes ambientais (Henriques, 2008).

Os fungos podem utilizar os dois tipos de reprodugdo que foram referidos
anteriormente quer isoladamente, quer em simultineo, ou seja, ha fungos que em condigdes
adversas produzem esporos de resisténcia com uma camada protectora e com reservas

alimentares para lhes permitir esperar por condigdes adequadas a sua reprodugio sexuada.

As micoses sdo infecgdes provocadas por fungos microscopicos e podem ser
classificadas em trés categorias, consoante a sua localizagfio: micoses cutineas, subcutineas e
sistémicas. As micoses cutineas e mucocutdneas, atingem principalmente a pele, o cabelo, o
pelo, as unhas ¢ as mucosas como os olhos, orofaringe, vagina e ouvido externo. As micoses
subcutineas, localizam-se a nivel da derme, tecidos subcutineos ¢ dos musculos. Por fim, as
micoses sistémicas ou profundas, que na sua grande maioria tém origem no pulmio,

disseminam-se por todo o organismo podendo atingir qualquer outro orgéo como por exemplo
o SNC. (Ferreira e Sousa, 2000)

No que respeita as infecgdes provocadas por fungos, o seu niimero tem vindo a evoluir
significativamente, principalmente devido ao aumento dos grupos de risco ¢ também ao
aumento de casos de pessoas com problemas de imunossupressio, nomeadamente o aumento

significativo dos casos de VIH/SIDA. (Pinto ef al 2006)

Mas as infecgdes flingicas mais comuns sdo as micoses superficiais sendo que, apesar
de se apresentarem normalmente como micoses benignas, associadas principalmente a um
problema estético, atingem uma grande percentagem da populagfo, num ou vérios estadios da

sua vida. A sua ocorréncia varia com a idade, sexo, etnia ¢ habitos socio-culturais. (Ferreira ¢
Sousa, 2000)

Nas micoses superficiais incluem-se infecgdes da pele, do cabelo, do pélo, das unhas ¢
das mucosas, tais como olhos, orofaringe, vagina e ouvido externo, sendo que as mais

importantes em Portugal sdo as dermatofitoses e as candidoses cutdneas € mucocutaneas.

(Ferreira e Sousa, 2000)

10
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A Candida albicans, apesar de ser uma levedura comensal do tubo digestivo de mais
de metade da populagiio sa, ¢ a espéeie responsdvel por grande parte das infecgdes humanas
(50 — 90% das candidoses humanas). Considera-se a colonizagio do trato gastrointestinal ¢
génito-urinario o foco de infec¢do mais importante das candidoses, mas, esta colonizagdo
também ¢é benéfica para o hospedeiro, uma vez que ndo sé limita a posterior colonizagéo por
fungos patogénicos oportunistas como também promove a resposta imunologica, prevenindo
assim que o hospedeiro imunocompetente possa vir a sofrer de infecgdes sistémicas. (Ferreira
e Sousa, 2000)

O tratamento destes tipos de afecgdes cutineas € realizado por recurso a uma grande
quantidade compostos como os antisépticos (tintura de iodo, é4cido salicilico ou éacido
benzoico) e/ou antifingicos de diferentes classes quimicas, nomeadamente, polienos, azodis

(imidazois e triazéis) e a alilaminas. (Lima et al.,20006)

A obrigatoriedade de prescri¢do médica, o custo dos medicamentos disponiveis, € a
crescente procura de alternativas terapéuticas “naturais”, criaram a necessidade de pesquisar
novos compostos. Além disso, o aumento significativo das resisténcias aos antifiingicos

disponiveis no mercado obriga a descoberta de novas alternativas terapéuticas.

Cerca de metade dos medicamentos usados hoje em dia tém origem vegetal, isto
porque ao longo de milhares de anos as diferentes sociedades ¢ diferentes culturas foram
desenvolvendo formas tradicionais de utilizagdo medicinal das plantas. Actualmente, uma das
formas mais agradaveis de desfrutar dos beneficios das plantas é através da aromaterapia,
envolvendo assim a utilizagdo de oleos essenciais extraidos de plantas normalmente por
destilagdo com vapor de dgua. (Moura ef al.,2006) No que respeita as infec¢des provocadas
por fungos, o seu ntimero tem vindo a evoluir significativamente, principalmente devido ao
aumento dos grupos de risco e também ao aumento de casos de pessoas com problemas de

imunossupressdo, nomeadamente o aumento significativo dos casos de VIH/SIDA. (Pinto et
al 20006)

11
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2 OBJECTIVOS

Ao longo dos ultimos anos, vérios tém sido os estudos realizados sobre os efeitos das
plantas aromaticas, nomeadamente em casos de afec¢oes cutdneas. (Martinez et al., 1996)
Estes estudos tém como principal objectivo conhecer as propriedades e também as condigoes
em que se podem usar as plantas aromaticas para que estas possam ser introduzidas no

mercado como alternativa terapéutica em casos de resisténcia aos antifingicos habituais.
(Ellof, 1998)

E de conhecimento geral que na sua grande maioria as propriedades das plantas se
devem aos seus Oleos voléteis. (Duarte, 2006) No que respeita as infecgdes provocadas por
fungos, o seu nGimero tem vindo a evoluir significativamente, principalmente devido ao
aumento dos grupos de risco e também ao aumento de casos de pessoas com problemas de
imunossupressdo, nomeadamente o aumento significativo dos casos de VIH/SIDA. (Pinto et
a.,120006)

Sabe-se também que muitas plantas possuem actividades antifiingica, mas a

informaciio sobre esta actividade relativamente a fungos patogénicos para o homem ¢
limitada. (Elof, 1998)

Assim o objectivo deste trabalho ¢ avaliar a Concentragio Minima Inibitoria (CMI) de
alguns oleos essenciais em C. albicans ¢ C. glabrata. Os 6leos essenciais testados que
encontram disponiveis comercialmente foram os seguintes: Tomilho (Thymus vulgaris
thymoliferum), Cravo-da-india (Eugenia caryophyllata), Arvore Do Cha (Melaleuca
alternifolia), Eucalipto (Eucalyptus globulus), Lavanda (Lavandula angustifolia), Hortela-
pimenta (Mentha piperita), Oleo de Améndoas Doces (Olio di Mendorle Dolci).
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3. CANDIDOSES E SEU TRATAMENTO
3.1. CANDIDOSES

As infecgdes fingicas provocadas por leveduras sdo as infecgoes mais frequentes nos
humanos. A candidose ¢ a conotagdo genérica para denominar as doengas provocadas por
espéeies de Candida, nomeadamente C. albicans ¢ C. glabrata. (Henriques, 2008) Estas
podem provocar candidoses cutdneas, sistémicas ¢ alérgicas.

Apesar deste tipo de leveduras ser comensal do tubo digestivo dos Humanos, as
candidoses tém vindo a aumentar significativamente, isto devido também ao aumento do
numero de imunodeprimidos, que também tem vindo a aumentar significativamente ao longo

dos tempos.

As candidoses mucocutaneas podem ser agudas ou cronicas. Dentro da candidoses
mucocutineas agudas temos as mais frequentes, que sdo as bucais e peribucais. As candidoses
bucais (Figura 1) sdo caracterizadas pelo aparecimento de pequenas papulas brancas,
confluentes, muito aderentes e formando uma camada cremosa que pode cobrir a lingua, o
palato e a faringe. (Ferreira e Sousa, 2000) Mas para além dos locais referidos, podem
também ser atingidos os cantos da boca, originando assim a tradicionalmente chamada
boqueira, que se caracteriza pelo espessamento e fissura da comissura labial. Muito mais
raramente aparecem casos de candidoses esofagicas, mas estas estdo mais relacionadas com

casos de individuos portadores de HIV, (Ferreira e Sousa, 2000)

Figura 1: Candidose da mucosa bueal. (Fonte: www.dermis.net (Consultado em 25 de Abril de 2009))
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As candidose genitais sdo mais frequentes em mulheres, mas também pode afectar os
homens ¢ na sua grande maioria sdo provocadas por C. albicans. As candidoses tém-sc
tornado muito frequentes, muito devido ao uso excessivo de antibidticos, contraceptivos orais
¢ outros medicamentos responsaveis por alteragdes das condigdes normais da vagina, muitas
vezes por diminuigoes de pH ou por diminuigdo da flora normal desta zona, o que leva a uma
maior facilidade da proliferagiao dos fungos. Nas mulheres, os sintomas deste tipo de infecgio
sdo um prurido ou irritagdo da vagina e um corrimento esbranquigado, abundante e floculoso
(Figura 2A). (Ferreira ¢ Sousa, 2000) Nos homens, este tipo de infecgdo tem o nome de
balanite e surge apds contacto sexual com uma parceira infectada. Caracteriza-se pelo
aparecimento de um eritema pruriginoso seguido de pequenas pustulas no sulco balano-
prepucial podendo também ocorrer um corrimento mais ou menos abundante (Figura 2B).

(Ferreira e Sousa, 2000)

Figura 2: Candidose genital: ~A) Vulvovaginite; B) Balanite, lesio localizada  no  pénis.  (Fonle:

http://br.geocities.com/maycon.silveira/paginas/index.htm; Consultado em 25 de Abril de 2009)

Também a zona anal pode ser afectada por este tipo de infecgdes, caracterizando-se
por um prurido intenso acompanhado por uma sensagdo de queimadura. As lesoes

apresentam-se circunscritas com a pele macerada, podendo invadir o sulco intergliteo.

No caso de infecgoes das unhas podemos ter perioniquia ¢ oniquia. Estes dois tipos de

lesdo tém difcrentes localizagdes, mas muito proximas. Nos casos de perioniquia (Figura 3 A)
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ha uma inflamagdo da pele periférica da unha que sc encontra vermelha ¢ brilhante, podendo
esta inflamagdo ser mais ou menos dolorosa, O aparecimento deste tipo de lesdes tem alguns
factores predisponentes, que sdo essencialmente o sexo, alteragdes hormonais, ¢ traumatismos
diversos, nomeadamente no que respeita 4 manicure. E devido a este Gltimo facto que se
observa muito pouco este tipo de lesdes nos homens, sendo apenas frequentes em
determinadas profissoes, tais como pasteleiros, cozinheiros e trabalhadores das fabricas de
conserva. (Ferreira ¢ Sousa, 2000) Os casos de oniquia (Figura 3 B) caracterizam-se pela
estriagdo progressiva, discromia e opacidade da ldmina da unha que por vezes se torna
quebradiga. A onicolise aparece brusca e dolorosamente, provocando muitas vezes o

deslocamento da unha. (Ferreria et a.l, 2000)

Figura 3: Candidoses: A) Perioniquia; B) Oniquia. (Fonte: http://wwav.dermis.net/dermisroot/en/home/index.htm
(Consultado cm 25 de Abril de 2009))

O intertrigo, € uma outra forma de afecg¢do cutanea provocada por Candida spp. e pode
ocorrer em varias zonas do corpo, nomeadamente, méos, pés (Figura 4), pregas submamarias
(mulheres obesas), prega suprapibica, virilhas ¢ sulco intergliteo. Nas mdos e nos pés
aparece como uma lesdo eritemo-escamosa, exsudativa ¢ pruriginosa, tratando-se de uma
lesdo bem delimitada perifericamente ¢ onde normalmente a pele se encontra descolada. Nas
restantes zonas, caracteriza-sc pelo aparecimento de vesiculas e pustulas, que por rotura

originam pontos vermelhos exsudativos.
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Figura 4: Candidose interdigital. (Fonte: http://www.doctorfungus.org/imageban/index_enlarge.pl; Consultado em 25 de
Abril de 2009)
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