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RESUMO

O  Caryocar  brasiliense  (C.
brasiliense), popularmente conhecido
como pequi, ¢ uma planta de porte
arbdreo, nativa do cerrado e de grande
interesse econdmico. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar se o
extrato do C. brasiliense apresenta
atividade antimicrobiana contra o
fungo Candida albicans (C. albicans),
comparando diferentes extratos
(aquoso e hidroalcodlico) em diferentes
periodos de incubagdo. Observamos
que, independentemente do periodo
de incubacio, as médias das Unidades
Formadoras de Colonias (UFCs) foram
sempre superiores no grupo extrato
aquoso quando comparado ao seu
controle negativo, a agua. Porém, a
analise estatistica demonstrou diferenca

significativa apenas nos grupos de 4 e 8h
de incubacdo. Resultados semelhantes
foram observados entre os grupos alcool
e extrato hidroalcoodlico, exceto as 8h
de incubag¢do. Como era de se esperar,
houve inibi¢do das UFCs pelo extrato
hidroalcodlico quando comparado ao
extrato aquoso. Esse resultado ¢ devido
a inibicdo causada pela agao do alcool.
Encontrou-se um numero maior de
UFCs no extrato hidroalcodlico quando
comparado ao seu controle negativo, o
alcool. Pode-se concluir que extratos
obtidos das folhas de C. brasiliense
estimulam o crescimento de C. albicans.
Sd0  necessdrias novas  pesquisas
comparando diferentes concentragdes
dos extratos e a caracterizagdo quimica
dos compostos extraidos em cada
metodologia utilizada.
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ABSTRACT
The (C.

brasiliense), popularly known as Pequi,

Caryocar  brasiliense
is a plant small tree, considered one
of the species in the cerrado of greater
economic interest. The present study
aimed to evaluate whether the extract
C. brasiliense has antimicrobial activity
against the fungus Candida albicans
(C.
extracts (aqueous and hydroalcoholic
We

note that, regardless of the incubation

albicans), comparing different

) at different incubation periods .

period, the mean CFUs were always
higher in the group aqueous extract
when compared to its negative control
(water). However, statistical analysis
showed a significant difference only in
groups of 4 and 8 hours of incubation.
Similar results were observed between
the groups alcohol and hydroalcoholic
except at 8h of incubation. As might be
expected, there was inhibition of CFUs
by hydroalcoholic extract compared
to aqueous extract. This result was
achieved by the inhibition caused by
the action of alcohol. But curious fact
was that we found a higher number of
CFUs in hydroalcoholic compared to
its negative control (alcohol). Based on

these, our results demonstrated that

extracts from the leaves C. brasiliense
stimulate the growth of C. albicans.
Necessary further research comparing
different concentrations of the extracts
and a chemical characterization of
the compounds extracted in each
methodology.

KEYWORDS: Caryocar brasiliense,

Antifungal Activity, Candida albicans.

1. INTRODUCAO

As plantas de uso medicinal tém
um valor altissimo no mercado nacional
e internacional. O Brasil detém o maior
potencial e riqueza em termos de
diversidade bioldgica e tem o mercado
internacional voltado para obtencdo de
insumos e matérias-primas inovadoras,
buscando substincias com maior eficacia
e que apresente baixa toxicidade e efeitos
colaterais. As industrias farmacéuticas,
de cosméticos e alimenticias obtém,
através das nossas florestas, inimeras
possibilidades de geracao de novos
produtos (1). Desta forma, compostos
extraidos da vegetagdo nativa, que sdo
encontrados em abundéncia no territério
brasileiro, podem constituir uma
alternativa terapéutica interessante (2).
muitas

Embora pesquisas

busquem isolar os componentes

ativos dessas plantas, o efeito de um
fitoterapico normalmente se da pela
acdo sinérgica entre os compostos
(3).

Com uma estrutura quimica
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diferente dos antibidticos derivados de
microrganismos, os antibidticos vegetais
podem ativar ou bloquear reagdes e
sintese enzimatica de patdgenos, ou
mesmo alterar a estrutura de membranas
(4). Além disso, os fitoterapicos tém
baixo custo e seu uso é incentivado pelo
Ministério da Saude (5).

O Caryocar brasiliense Cambess
(C. brasiliense) pertence a familia
Caryocaraceae, e ¢é popularmente
conhecido como pequi. Caracteriza-se
por uma planta de porte arbéreo que
pode atingir até 12 metros de altura,
com folhas compostas e trifoliadas,
apresentando frutos de coloragao verde-
claros a levemente amarelado (6,7).
Distribuido amplamente nas regides
central e sudeste do Brasil (8), a espécie
de maior incidéncia é o Caryocar
brasiliense Camb, porém o C. villosum,
o C. coriaceum, o C. barbinerve, o C.
crenatum e o C. edulis também sdo
encontradas no pais (9). Trata-se de
uma espécie bastante promissora, com
multiplas utilidades, considerada uma
das espécies nativas do Cerrado de maior
interesse economico. Sao utilizadas
para exploracdo madeireira e frutifera,
com aplicagdes e potencial de uso na
culindria, produgdo de combustiveis,
lubrificantes, fabricacio de cosméticos
e suas propriedades
(6,10,11,12).

Na medicina popular, folhas e

terapéuticas

frutos sdo utilizados para tratamento de

afeccdes respiratdrias, oftalmoldgicas
e hepdticas (13). A planta também ¢é
atribuida a propriedade de regular
o fluxo menstrual (7), agente tonico
contra asma, gripe, resfriado e doengas
broncopulmonares (11,12), além de
ser altamente caldrica, possuindo
efeito tonificante, estimulante o apetite,
atuando como fonte de vitaminas e
lipideos, constituindo um recurso
nutritivo importante para as populagoes
que o consomem (14,15) .

Sua constitui¢ao quimica apresenta
substancias responsaveis por relevantes
funcoes bioldgicas de algumas plantas

como a presenca de carotendides,

heterosideos flavonicos, saponinicos,
antraquinonicos,  taninos, lectina,
cumarinos, triterpenos,  esterdides

e o Oleo essencial. Tais compostos

apresentam atividades antimicrobianas,

antioxidante, antineoplasica e
cicatrizante (6,16).
Quanto a sua atividade

antimicrobiana, Passos et al. (2002) (17)
descreveu a atividade antifiingica de
diversos extratos das folhas e dos dois
principais componentes presentes no
6leo essencial das sementes e no dleo
da améndoa de C. brasiliens, isolados
de  Cryptococcus  neoformans  var.
neoformans e Cryptococcus neoformans
var. gattii. Essa mesma fragdo também
demonstrou ser responsavel pela agdo
antifungica frente ao Paracoccidioides

brasiliensis  (PASSOS, 2001) (18).
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Os autores sugerem que a atividade

antifungica de C. brasiliense para
Cryptococcus neoformans pode abrir
perspectivas no sentido de desenvolver
um fitoterdpico eficaz e de baixo custo.
Herzog-Soares et al. (2002) (19)
demonstram que o C. brasiliense pode
ser usado como forma alternativa no
controle de parasitoses e vetores. Eles
avaliaram a acdo do extrato bruto
desta

administrado pela via intragastrica,

etandlico da casca espécie,
sobre a parasitemia do Trypanosoma
cruzi em camundongos infectados com
formas tripomastigotas do parasito e
observaram que, o extrato apresentou
uma significativa interferéncia sobre
a curva de parasitemia do T. cruzi,
reduzindo o numero de parasitas no
sangue.

O extrato das folhas do pequizeiro
apresenta atividade mulicida por
combater o hospedeiro intermedidrio
(20),

inibir a

causador da esquitossomose

efeito leishmanicida por
proliferacdo da forma promastigota da
Leishmania amazonensis e atividade
antimicrobiana por inibir o crescimento
de enterobactérias (16).

Por outro lado, Pinho et al. (2012)
(21) testaram o potencial antimicrobiano
do extrato hidroalcodlico (EAP) obtido
da casca do fruto de pequi frente a
Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, mas ndo observaram atividade
antimicrobiana.

Os (por

exemplo, Candida, Aspergillus, Mucor

fungos oportunistas

e  Criptococcus) sdo  organismos
encontrados em todos os lugares e
colonizam a pele ou os intestinos sem
causar doenca. Somente em individuos
imunocomprometidos  os  fungos
oportunistas surgem como infec¢des de
risco a vida, caracterizadas por necrose
tecidual, hemorragia e oclusao vascular,
com resposta inflamatéria minima ou
nula (22).

Residindo normalmente na pele, na
boca, no sistema digestorio e na vagina,
o género Candida sio microrganismos
versateis. Em pessoas saudaveis, vive
geralmente como comensal e ndo produz
doenga. Todavia, a espécie Candida
albicans (C. albicans), é a causadora mais
freqiiente deinfec¢des flingicashumanas.
Infecges por esse fungo leveduriforme
variam de lesdes superficiais em pessoas
saudaveis a infec¢oes disseminadas em
pacientes imunocomprometidos como
pacientes diabéticos (23), portadores
de HIV (24) e pacientes com cancer
sob tratamento quimioterapico (25).
Em casos de endocrinopatias como
o hipotireoidismo,

e diabetes, ha

hipoadrenalismo
um aumento na
predisposicao a candidiase, associado
ao aumento da glicemia e deficiéncia
imune (26). A incidéncia de Candida
também aumenta durante a gravidez
devido a um aumento na concentragdo
de glicogénio pelas células da mucosa
vaginal, causando desconforto para a

paciente (27).
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Desta forma, a busca de produtos

de espécies vegetais nativas com

propriedades medicinais representa
uma fonte potencialmente tutil como
adjuvantes no tratamento de infecgdes
fungicascomo, porexemplo,a C.albicans.
Simultaneamente, permitiria um maior
conhecimento das potencialidades de
nossa abundante flora, contribuindo
para que novos produtos fitoquimicos
sejam padronizados e wusados em
concentragbes que garantam o efeito
terapéutico, podendo ainda representar
uma nova fonte de recursos econdmicos
passiveis de exploragdo sustentavel pelas
comunidades tradicionais e/ou rurais
que habitam estes biomas.

O presente trabalho teve como
objetivo avaliar se extratos (aquoso
e hidroalcodlico),
as folhas do

apresentam atividade antimicrobiana

preparados com

Caryocar  brasiliense,
contra o fungo C. albicans, em diferentes
periodos de incubagdo. Além disso,
contribuir com o conhecimento das
potencialidades das espécies vegetais

brasileiras.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. MICRORGANISMOS

Foi utilizada amostra de C. albicans
de alta viruléncia (H-428/03) e, os
fungos na forma leveduriforme foram
mantidos em meio de cultura Sabouroud
4% glucose-agar com repiques mensais
para sua manutengao.

Cada suspensio de fungo foi
ajustada de modo a conter 1x10°

leveduras/mL (28).
2.2. PLANTA

As folhas foram coletadas no més
de setembro de 2013, no municipio
de Bauru - SP, na Av. Engenheiro Luiz
Edmundo Carrijo Coube, em uma
regido de mata entre o Hospital Estadual
de Bauru (HEB) e o posto da Policia
Militar (Figura 1).

Para o preparo dos extratos vegetais
foram aproveitadas apenas as folhas da
planta que se mostraram integras, sem
quaisquer sinais de decomposi¢do ou
de dano. As folhas foram submetidas a
uma desseca¢do em estufa a temperatura
de 40°C durante 24 a 48 horas. Apos,
foram conservadas em um lugar seco,
ao abrigo de luz e temperatura ambiente,
até o momento de uso, quando foram

trituradas e pesadas.
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Figura 1: Imagens da arvore e ramos com folhas de C. brasiliense.

2.3. PREPARO DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO

De acordo com método descrito por
Corréa (2007) (29), foi utilizada a técnica
de maceragdo a frio, na qual foram

empregados 100 mL do solvente (etanol

80%) e 20 g do vegetal previamente
preparado. Ambos foram colocados em
um erlenmeyer, no qual foi mantido
a temperatura ambiente por 7 dias, e
sofreu agitagdes manuais (por cerca de
3 minutos) a cada 2 dias. Durante todo

o periodo, o material esteve vedado
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com papel filme e papel aluminio, para
evitar evapora¢do do solvente e proteger
o material da exposi¢cdo a luminosidade
(30).

Apos preparo, o extrato foi filtrado
em coador de papel tipo Melittad, para
retirada de fragmentos grosseiros da
planta e, logo apds, esterilizadas por
filtracdo em membranas de 0,20 pm
(Millipore®).

2.4.PREPARO DO EXTRATO AQUOSO

O extrato aquoso foi preparado para
seu uso imediato. Utilizou-se para tanto
o método de infusdo, onde 100 mL de
agua destilada fervente foram vertidos
sobre 5 g do vegetal (31). Tal mistura foi
deixada em repouso por 20 minutos, e
a seguir o extrato foi filtrado em coador
de papel tipo Melitta® e esterilizadas por
filtracdo em membranas de 0,20 pm
(Millipore®) (29).

2.5. ATIVIDADE ANTIFUNGICA

2.5.1. RECUPERACAO
FUNGOS VIAVEIS

DE

De acordo com método descrito por
Martins et al. (2008) (32) e modificado
de acordo com nossas
100ml da

de C. albicans foram incubadas com

condigoes
experimentais, suspensao
20ml dos diferentes extratos (aquoso
e hidroalcodlico) de C. brasiliense por

quatro periodos diferentes (1h, 2h, 4h e

8h) em placas de cultura com 96 pogos
(TPP°).

Como controle positivo  foi
utilizado 20ml de antimicrobiano de
amplo espectro, o Fluconazol (25ug). Os
controles negativos, entretanto, foram
realizados com agua destilada estéril e
etanol 80%. Cada ensaio foi realizado
em triplicata.

Para o ensaio de recuperagio
de fungos vidveis, apos os diferentes
periodos de incubagdo, a suspensdo
fungica foi diluida 1:10 com solugdo
salina estéril e 50ml de cada suspensido
foi semeado em triplicata em placas
contendo meio de cultura Sabouroud,
com o auxilio de bastdes de vidro em
forma de L, por toda a superficie do
meio. A seguir, as placas de Petri foram
incubadas em estufa a 35°C e apds 24h
foi realizada a contagem das unidades

formadoras de coldnias (UFCs) (32).
2.6. ANALISE ESTATISTICA

Apds obtencdo dos resultados,
foi realizada uma analise de variancia
(ANOVA),

estatistico Instat, Grath-Pad, San Diego,

através do  programa
USA, para comparar todos os dados
entre si, utilizando o pos-teste de Tukey

para um nivel de significancia p < 0,05.
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3. RESULTADOS

O estudo foi feito com 5 grupos

experimentais:  fluconazol,  agua,
extrato aquoso, alcool 80% e extrato
hidroalcodlico que foram divididos e
submetidos a 4 tempos diferentes de
incubac¢do, sendo eles 1 hora, 2 horas,
4 horas e 8 horas. Os resultados estao

apresentados no Quadro 1.

Conforme mostrado no Quadro 1,
independente do periodo de incubagio
avaliado, as médias das UFCs foram
sempre superiores no grupo extrato
aquoso quando comparado ao seu
controle negativo, a dagua. Porém, a
analise estatistica demonstrou diferenca
significativa apenas nos periodos de 2,
4 e 8 horas de incuba¢do com o extrato

aquoso, que favoreceu o crescimento

Quadro 1: Média das UFCs de cada grupo experimental em fun¢do do tempo de

incubac¢do. Resultados expressos como média + desvio padrio.

Controle + Controle - | Extrato Controle - Extrato

(Fluconazol) (Agua) Aquoso (Alcool) Hidroalcodlico
1h 140,7 £ 41,9 20,0 + 18,0 124,0 + 49,7 34,0+ 3,6 144,0 + 54,7
2h 103,3 £ 38,5 116,3 + 47,5 151,0 £ 14,0 0+0 56,7 + 37,9
4h 274,0 £ 75,0 220,7 + 80,4 593,3 £ 15,2 0+0 3,0+ 3,61
8h 180,3 £ 16,5 346,7 + 48,8 581,3+126,8 38,7 £52,9 0+0
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Grafico 1: Efeito do extrato de pequi sobre a C. albicans, apds 4h de incubagéo. Resultados

expressos pela média + desvio padrio (* p<0,01).
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das UFCs de C. albicans (Graficos 1 e 2; e extrato hidroalcodlico, exceto as 8h de
Figuras 2 e 3). Resultados semelhantes incubagao.

foram observados entre os grupos alcool

800

700

600

500

400

300

200

100

o . b

Flucanazol Agua Ext. Aquoso Alcool Ext. Hidroalc

Recuperacdo de fungos vidveis (UFCs)-8 h

-100

Grafico 2: Efeito do extrato de pequi sobre a C. albicans, apds 8h de incubagao.

Resultados expressos pela média + desvio padrao (* p<0,01).

Figura 2: Recuperacao das UFCs ap6s 4h de incubagdo com o

controle negativo - Agua (A) e Extrato Aquoso (B)
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Figura 3: Recuperagiao das UFCs apds 8h de incubagdo com o controle negativo -
Agua (A) e Extrato Aquoso (B)

4. DISCUSSAO

Véarios trabalhos na literatura

mostram o efeito do extrato de

C.  brasiliense  sobre  diferentes
microrganismos (16,17,18,19, 20,21).

de
resultados positivos referentes ao seu uso
(16, 17,18,19,20), no presente trabalho o

C. brasiliense estimulou o crescimento

Apesar estudos  citarem

da C. albicans quando comparado aos
seus respectivos controles negativos
(Quadro 1, Graficos 1 e 2).

Resultado semelhante foi
encontrado no trabalho de Marques
et al. (2002) (33), em que ¢é relatado
o efeito estimulante do C. brasiliense
sobre fungos parasitas de plantas.
Paula-Junior (2006) (16) investigou a
atividade antimicrobiana de extratos
das folhas e do

mesocarpo interno de C. brasiliense

hidroetandlico

de Candida

albicans e teve como resultado um

no desenvolvimento
aumento do numero de conideos
apos os periodos de incubacdo. Neste
mesmo trabalho o autor também
investigou a influéncia desse extrato no
desenvolvimento do fungo Cryptococcus
neoformans e Paracoccidiodes
desenvolvimento in

de

e também

brasiliensis;

vitro de formas promastigotas
Leishmania amazonensis
contra as bactérias  Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus. Em
todos os demais experimentos, exceto
com a C. albicans, os resultados foram
satisfatorios, ocorrendo a inibi¢do dos
microrganismos (16).

Uma hipotese que contribui para os
resultados encontrados neste trabalho é
a possivel dificuldade que alguns autores

encontram em trabalhar com a Candida.
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Apesar de ndo ser um fungo patogénico
e viver como comensal no organismo
humano, alguns trabalhos experimentais
com extratos vegetais mostram como
resultados  pouca até

ou mesmo

nenhuma inibicdo ao crescimento
desse microrganismo. Batista (2011)
(34) avaliou extratos e substancias dos
frutos de Buchenavia tomentosa Eichler
(Tarumarana) e Ouratea spectabilis Aubl.
(Folha-de-serra) testando uma possivel
atividade antibacteriana, antiftingica e
anti-radicalar. Os testes foram realizados
com cinco cepas fungicas, sendo quatro
espécies de Candida, entre elas a espécie
C. albicans, e uma de Cryptococcus.
Em seu trabalho os autores relatam a
dificuldade de se encontrar substincia
com atividade contra este agente
infeccioso (34).

Como era de se esperar, houve
das UFCs

hidroalcodlico  quando

inibi¢ao pelo extrato
comparado
ao extrato aquoso (Quadro 1). Esse
resultado foi possivel através da inibigdo
causada pela a¢do do dlcool. Porém, fato
curioso é que foi encontrado um ndmero
maior de UFCs no extrato hidroalcoolico
quando comparado ao seu controle
negativo, o dlcool (Quadrol).

Fatores ambientais variaveis podem
influenciar no potencial de extratos
fertilidade do

solo, umidade, radiagdo solar, vento,

vegetais, tais como:

temperatura, herbivoria, polui¢cdes

atmosférica e do solo, a idade da arvore

e das folhas utilizadas, bem como a
época de coleta. Além disso, a parte da
planta utilizada no preparo do extrato,
as concentragdes testadas e a cepa
fungica também podem influenciar os
resultados (3).

5.CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente
trabalho rejeitam a hipdtese de que
os extratos aquoso e hidroalcodlico
obtidos das folhas de C. brasiliense
apresentam atividade antimicrobiana
contra o crescimento de C. albicans. Tais
resultados demonstraram ainda que o
crescimento de C. albicans é estimulado
pela presenca dos extratos, e que quanto
maior o periodo de incubag¢ao, maior o
numero de UFCs encontradas.

Os fatores que levaram a estes
resultados ainda nao estdo claros, por
isso sdo necessdrias novas pesquisas
comparando diferentes concentragdes
dos extratos e também fazendo uma
caracterizagdo quimica dos compostos

extraidos em cada metodologia utilizada.
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