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RESUMO

A infeccdo por dermatdfitos € uma das causas mais comuns de doencas dermatologicas nos
habitantes dos paises tropicais e subtropicais. No Brasil, esta é a infeccdo fungica mais
frequente, e a maioria delas é causada pelas espécies T. rubrum e T. mentagrophytes (80 —
90%). A terapia medicamentosa utilizada para essas infeccbes é freqlientemente toxica, de
longa duracdo, de alto custo e de eficacia limitada. Por isso, a descoberta de novos compostos
antidermatdéfitos é uma necessidade. Uma estratégia promissora e menos dispendiosa € buscar
tais compostos por meio de produtos de origem vegetal. Desta forma, este trabalho avaliou a
atividade antidermatofitica de cinco espécies de plantas, todas com indicacdo etnoboténica de
atividade antifungica. Extratos etandlicos, metandélicos e/ou hexanicos de Cyperus rotundus
L., Piper aduncum L., Plectranthus barbatus (Andrews) e Porophyllum ruderale (Jacq.)
Cass., além dos o6leos essenciais de Achillea millefolium L., Piper aduncum e Porophyllum
ruderale foram avaliados para sua atividade antifungica contra linhagens padrédo e isolados
clinicos de T. rubrum e T. mentagrophytes por meio da determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM), de acordo com o método de microdiluicdo em caldo. Para os
extratos, determinou-se também a concentracdo fungicida minima (CFM). Todos os extratos
testados demonstraram atividade antifingica, e atingiram CIMs e CFMs que variaram de 0,31
a 5,0 mg/ml. A susceptibilidade de T. rubrum e T. mentagrophytes para cada produto vegetal
analisado foi semelhante. Os valores de CFM foram iguais aos valores de CIM, ou no
méaximo duas vezes maiores. O Gleo essencial que demonstrou maior efetividade foi o de
Achillea millefolium que chegou a atingir uma CIM de 0,78 mg/ml para T. rubrum. A melhor
atividade foi observada para os extratos etanolicos e hexanicos de Piper aduncum, com CIM
de 0,16 a 0,31 mg/ml. Esses extratos, obtidos por diferentes técnicas de extracdo (maceracao,
soxhlet, turbolise e dococgdo), mostraram resultados semelhantes, mas melhores que o
correspondente extrato etanolico preparado por sonicacdo. Finalmente, verificamos que
isolados clinicos de T. rubrum e T. mentagrophytes, resistentes ao fluconazol, tiveram a
mesma susceptibilidade ao extrato etandlico de Piper aduncum (maceracao) que os isolados
sensiveis a esse antifungico. Nossos dados substanciam a indicacdo etnobotanica de atividade
antifdngica para as cinco espécies estudadas e corroboram a importancia da pesquisa
etnofarmacologica na selecdo de plantas para triagem de bioatividade. Esses resultados
também formam uma boa base para selecdo de espécies de plantas candidatas para estudos
farmacoldgicos e toxicoldgicos adicionais.

Palavras chave: Fitoterapia. Plantas medicinais. Dermatofitoses. Trichophyton.
Concentracao inibitéria minima. Concentracdo fungicida minima.



ABSTRACT

Infection by dermatophytes is one of the most common causes of skin disease in residents of
tropical and subtropical countries. In Brazil, this is the most common fungal infection, and
most of them are caused by the species T. rubrum and T. mentagrophytes (80 — 90%). The
medication used for such infections is often toxic, long-term, of high cost and limited
effectiveness. For the said reasons, the discovery of new antidermatophytes compounds is a
need. A promising and less expensive strategy is to seek such compounds by means of
products of vegetal origin. So the discovery of new compounds antidermatophytic is a
necessity. One promising strategy is to seek less expensive and such compounds by means of
products of plant origin. Therefore, this research work evaluated the antidermatophytes
activity of five species of plants, all having ethnobotanical indication of antifungal activity.
Extracts of ethanol, methanol and / or hexane of Cyperus rotundus L. Piper aduncum L.,
Plectranthus barbatus (Andrews) and Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass., besides essential
oils of Achillea millefolium L., Piper aduncum and Porophyllum ruderale were evaluated for
their antifungal activity against standard strains and clinical isolates of T. rubrum and T.
mentagrophytes through the determination of minimum inhibitory concentration (MIC),
according to microdilution method in broth. For those extracts, the minimum fungicide
concentration was set (MFC). All tested extracts showed antifungal activity, and reached
MICs and MFCs that varied of 0.31 to 5.0 mg/ml. The susceptability of T. rubrum and T.
mentagrophytes for each tested product was similar to that. The values of MFC were equal to
the values of CIM, or at most twice as high. The essential oil that showed greater
effectiveness was the one of Achillea millefolium which even reached an MIC of 0.78 mg / ml
for T. rubrum. The best activity observed was for ethanolic and hexanic extracts of Piper
aduncum, with MIC of 0.16 to 0.31 mg/ml. The extracts, obtained through different
techniques of extraction (maceration, soxhlet, turbolise and decoction) showed similar results,
but better than the corresponding ethanolic extract prepared by bath ultrasound. Finally, we
found that clinical isolates of T. rubrum and T. mentagrophytes, resistant to fluconazole, had
the same susceptability to ethanol extract of Piper aduncum (maceration) as the isolates
sensitive to this antifungal. Our data confirm the ethnobotanical indication of antifungal
activity for the five studied species and validate the importance of ethnofarmacological
research on plant selection for the investigation of bioactivity. These results also provide a
good basis for selection of plant species samples for additional pharmacological and
toxicological studies.

Key words: Herbal medicine. Medicinal plants. Dermatophytosis. Trichophyton. Minimum
inhibitory concentration. Concentration fungicide minimal.
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1 INTRODUCAO

As dermatofitoses sdo infeccbes superficiais cutaneas produzidas por fungos
queratinofilicos denominados dermatdfitos, que compreendem os géneros Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton. Estes agentes invadem o estrato corneo da pele e de outros
tecidos queratinizados dos homens e animais produzindo as chamadas tineas ou tinhas. As
reacOes do hospedeiro a infeccdo por dermatofitos podem variar de moderada a severa como
consequéncia da viruléncia da linhagem ou espécie infectante, da localizacdo anatdmica da
infeccdo, fatores ambientais locais e sistema imune do hospedeiro (VERONESI &
FOCACCIA, 2002).

Estima-se que 10 a 15% da populacdo humana podera ser infectada por esses
microorganismos no decorrer de sua vida. No Brasil, a dermatofitose € a infeccdo fingica
mais freqiiente, e a maioria delas é causada pelas espécies T. rubrum, T. mentagrophytes, T.
tonsurans, E. floccosum e M. Canis (SANTOS et al., 1997). O espectro dos dermatéfitos na
causa das dermatofitoses sofreu mudancgas nos ultimos 70 anos. Antes da Segunda Guerra
Mundial, M. canis e E. floccosum eram os maiores causadores. A partir dos anos cinquenta, T.
rubrum passou a ser o fungo dermatofitico mais isolado de lesdes de tineas, sendo
responsavel por 80-90% dos casos, seguido por T. mentagrophytes (SEEBACHER, 2003).

A ocorréncia das dermatofitoses vem aumentando nas Ultimas décadas, sendo
fortemente influenciada por fatores tais como: idade, genética, clima, superpopulacéo,
condicBes de higiene, sudacdo, contato com animais, roupas, toalhas, piscina e solo
contaminados (JESSUP et al., 2000; BARCHIESI et al., 2001; HAINER, 2003). Embora as
infeccdes por dermatofitos sejam vistas por alguns como um simples problema cosmético,
que normalmente ndo acarretam danos maiores, como dor e desconforto, elas podem causar
consideravel morbidade, servindo inclusive como “porta de entrada” para outros
microrganismos que podem causar complicacBes como celulites e erisipela. A alta prevaléncia
da doenca é também uma causa comum de consultas médicas e, conseqiientemente de falhas
ao trabalho. Além disso, com o advento da AIDS, a ocorréncia de dermatofitoses aumentou de
forma alarmante. Esse aumento de prevaléncia foi acompanhado também pelo aumento das
complicacbes, uma vez que esses individuos imunocomprometidos podem ser acometidos por
micoses disseminadas e/ou subcutaneas causadas por dermatofitos (MEZZARI, 1998).

O controle dos dermatéfitos envolve quase sempre a administracdo oral ou topica de

drogas antifingicas, e apesar do arsenal de compostos antifingicos, os dermatofitos tém
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sobrevivido h& varias geracfes de regimes terapéuticos, permanecendo como um dos mais
constantes parasitas associados a humanidade (WEITZMAN & SUMERBELL, 1995).

Embora os dermatéfitos respondam ao tratamento com antifungicos convencionais, a
recorréncia € comum, mesmo em individuos higidos, o que evidencia a limitada eficicia
desses compostos (MEIS & VERMIJ, 2001). Além disso, a terapia é frequentemente de longa
duragdo, geralmente quatro a seis semanas, e 0 desenvolvimento de resisténcia tem sido
consideravel (GUPTA & KOHLI, 2003). Alguns dos antimicoticos disponiveis sdo
comumente toxicos, podendo causar varios efeitos colaterais em alguns pacientes, incluindo,
no caso daqueles de uso tdpico, irritacdo local e reacGes de sensibilidade. Finalmente, muitos
pesquisadores tém ressaltado o alto custo da terapia antidermatofitica, sobretudo quando a
infeccdo envolve grandes areas da superficie do corpo, como um dos mais importantes fatores
que dificultam o tratamento (KYLE & DHAL, 2004).

O declinio radical da abundancia de algumas espécies implica que outros
dermatofitos podem também sofrer declinio se ocorrer adequado avango terapéutico
(WEITZMAN & SUMERBELL, 1995). Esse avanco podera ser conseguido com a descoberta
de novos compostos antifungicos, os quais devem ser mais eficientes e de menor custo, alem
de apresentar menor toxicidade que aqueles atualmente disponiveis.

Uma estratégia promissora e menos dispendiosa para a obtencdo de novos compostos
antifangicos, é buscar tais compostos a partir de produtos de origem vegetal, por meio da
etnofarmacologia (SOUZA et al., 2003). De fato, as plantas sdo, ha séculos, utilizadas pelo
homem para fins terapéuticos (NOSTRO et al., 2000), e, de acordo com a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da populacdo mundial utiliza principalmente a
medicina tradicional, baseada em produtos de origem vegetal, para suprir as necessidades de
assisténcia médica primaria (FARNWORTH, 1985). Esse conhecimento etnofarmacoldgico
tem sido usado como ponto de partida para o delineamento experimental visando a descoberta
de novos farmacos (SOUZA et al., 2002).

Nesse contexto, identificamos previamente, a partir de estudos etnobotanicos
(LORENZI & MATOS, 2002; BRASILEIRO, et al., 2003), cinco espécies de plantas de
ocorréncia na Regido do Vale do Rio Doce e com descricdo de atividade antifungica na
medicina popular. No presente trabalho, objetivamos testar in vitro suas atividades
antidermatofiticas contra as espécies de T. rubrum e T. mentagrophytes. Avaliamos extratos
brutos de Porophyllum ruderale, Plectranthus barbatus, Piper aduncum e Cyperus rotundus,

além dos 6leos-essenciais de Achillea millefolium, Piper aduncum e Porophyllum ruderale.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, in vitro, a atividade antifungica de cinco espécies vegetais contra 0s

dermatofitos T. rubrum e T. mentagrophytes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a Concentracdo Inibitortia Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) de extratos brutos e/ou 6leos essenciais de cinco espécies vegetais
(Achillea millefolium L., Cyperus rotundus L., Piper aduncum L., Plectranthus barbatus
(Andrews) e Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass) sobre cepas padrdo (ATCC) de
dermatofitos, das espécies T. rubrum e T. mentagrophytes

Selecionar o extrato mais ativo e avaliar o efeito de diferentes técnicas de obtencéo de
extratos (Sonicacdo, Maceracdo, Turbdlize, Soxhlet e Decoccdo) sobre a atividade dos
mesmos contra linhagens padrdo de T. rubrum e T. mentagrophytes.

Selecionar o extrato mais ativo sobre as linhagens padréo, e entdo determinar suas
Concentracdo Inibitortia Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) sobre
cepas de T. rubrum e T. mentagrophytes isoladas de pacientes.

Comparar os resultados das CIMs do fluconazol, antifungico convencional, utilizado
para o tratamento de dermatofitoses, com aqueles dos extratos e 6leos mais ativos.

Relacionar os dados obtidos nesse estudo com os disponiveis na literatura cientifica.



3 JUSTIFICATIVA

O estudo das micoses reveste-se de importancia devido a grande freqliéncia com que
estas sdo diagnosticadas, podendo desencadear epidemias em alguns grupos populacionais e
por serem extremamente contagiosas (OLIVEIRA et al., 2006).

O tratamento das micoses humanas ndo é sempre efetivo, pois a recorréncia € comum,
0 que evidencia a limitada eficacia dos farmacos antifungicos disponiveis, os quais
apresentam também importante toxicidade (MEIS & VERWEIJ, 2001; WOODFOLK, 2005).
Além disso, o desenvolvimento de espécies resistentes tem sido consideravel (GUPTA &
KOHLI, 2003). Finalmente, especificamente em relacdo aos dermatofitos, muitos
pesquisadores tém ressaltado o alto custo de sua terapia, sobretudo quando a infeccdo envolve
grandes areas da superficie do corpo, como um dos mais importantes fatores que dificultam o
tratamento (WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995; HAINER, 2003; KYLE & DAHL,
2004). Por esta razdo, ha uma busca continua por compostos antifingicos mais efetivos, mas,
sobretudo, mais seguros que os existentes (FENNER et al., 2006).

Nesse contexto, o estudo de plantas medicinais € considerado uma importante
estratégia na pesquisa de novos compostos com atividade antifingica, recebendo grande
atencdo dos cientistas. Entre as principais ferramentas na busca desses compostos, estdo as
informacBes de como as plantas sdo utilizadas por diferentes grupos étnicos e 0s estudos
farmacoldgicos das preparacfes utilizadas, abordadas, respectivamente no ambito da
Etnoboténica e da Etnofarmacologia.

A busca de novos compostos antifingicos a partir de plantas da flora latino-americana,
baseada principalmente no seu uso etnofarmacoldgico, é tema frequente de pesquisa
(FENNER et al., 2006). Segundo Silva et al. (2005), a intensa pressao seletiva exercida por
fungos patogénicos sobre as plantas resultou na evolucdo de uma ampla variedade de
compostos fitoquimicos com atividade antifingica, conforme tem sido demonstrado pelas
pesquisas de isolamento de componentes antifingicos ativos provenientes dos extratos brutos
das plantas (COSTA et al., 2000; SILVA et al., 2001; PASSOS et al., 2002; SOUZA et al.,
2002). Apesar de a literatura indicar que um ndmero significativo de familias e espécies de
plantas ja tenham sido estudadas até 0 momento, se levarmos em conta a existéncia das cerca
de 300.000 espécies de plantas conhecidas, muito trabalho ainda tem de ser feito. Ainda mais
se considerarmos que para a maioria destas plantas somente uma de suas partes, como folha,

raiz ou caule, ou somente um tipo de preparacdo como Oleo essencial ou extrato foram
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estudados (DUARTE, 2006).

No Brasil ha crescente interesse e busca pela medicina tradicional e pela fitoterapia,
que ocorre devido a vigente caréncia de recursos dos 6rgdos publicos de salde e incessantes
aumentos de precos nos medicamentos alopaticos (SANTOS, 2000; MEDEIROS et al.,
2004), bem como dos efeitos colaterais apresentados por alguns destes medicamentos
(AZEVEDO & SILVA 2006; AZEVEDO & KRUEL 2007). Nosso pais estd entre os que
possuem maior diversidade genética vegetal, contando com mais de 55.000 espécies
catalogadas (AZEVEDO & SILVA 2006), e detentor de mais de 30% dos remanescentes de
florestas tropicais existentes sobre a superficie terrestre, abrigando ndo somente a maior
diversidade bioldgica do planeta, como também alta variabilidade genética (MEDEIROS et
al., 2004). Além disso, o numero de informagbes sobre plantas medicinais tem crescido
lentamente, evidenciando que em um pais biologicamente t&o rico, mas com ecossistemas t&o
ameacados, as pesquisas com plantas medicinais deveriam ser mais incentivadas (NETO &
MORAIS, 2003).



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas tem sido, desde a antiguidade, um recurso ao alcance do ser humano.
Durante milénios, 0 homem empiricamente aprofundou seus conhecimentos a fim de obter
melhorias nas suas condigdes de alimentacdo e cura de suas enfermidades, obtendo uma
estreita inter-relagdo entre o uso das plantas e sua evolugdo. E de supor que no passado o
homem quando acometido de seus males, recorria a alguma fonte de poder curativo
(MIGUEL & MIGUEL, 2000; DUARTE, 2006). Muitas sociedades tradicionais possuem
uma vasta farmacopéia natural, em boa parte proveniente dos recursos vegetais encontrados
nos ambientes naturais ocupados por estas populacbes, ou cultivados em ambientes
antropicamente alterados (AMOROZO, 2002).

Os fitoterapicos sdo tidos como produtos derivados de plantas usados com propositos
medicinais e para promover a salde, mas ndo necessariamente indcuos. S&o medicamentos
preparados exclusivamente com plantas ou partes de plantas medicinais (raizes, cascas,
folhas, flores, frutos ou sementes) (LOPEZ, 2006). O consumo de fitoterapicos ocorre ha
60.000 anos até os dias atuais, a ponto de 37% da populacdo adulta dos Estados Unidos da
América utilizarem estes produtos (DESTRO el al., 2006); e, na Africa 80% da populacéo
dependerem desses medicamentos, 0s quais representam alternativa importante frente ao alto
custo dos farmacos sintéticos (PONTES et al., 2006 ; TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).

A etnobotanica pode ser definida como o estudo das sociedades humanas, passadas e
presentes, e todos os tipos de inter-relacbes: ecoldgicas, evolucionarias e simbolicas;
reconhecendo a dindmica natural das relagfes entre o ser humano e as plantas (SOUZA &
FELFILI, 2006; AZEVEDO & KRUEL, 2007); ela é citada na literatura como sendo um dos
caminhos alternativos que mais evoluiu para a descoberta de novos produtos naturais
bioativos, pois juntamente com a etnofarmacologia, ndo consideram as plantas medicinais
como simples matérias-primas, ambas aplicam a descricdo do historico da planta como um
recurso terapéutico eficaz para o tratamento e cura de doencas de determinado grupo étnico,
aumentando as probabilidades de novas descobertas de substancias inéditas (LOPEZ, 2006).
Estudos com essa abordagem, séo especialmente importantes no Brasil, uma vez que seu

territorio abriga uma das floras mais ricas do mundo, da qual 99% sdo desconhecidas
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quimicamente (AZEVEDO & KRUEL, 2007). Assim as pesquisas etnobotanicas sdo usadas
com varios objetivos, a0 mesmo tempo em que avaliam a importancia das plantas para um
determinado grupo étnico, comparam 0s usos e/ou comunidades vegetais entre diferentes
populacBes, comparam a importancia relativa de espécies e familias de plantas medicinais,
entre outras (VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006).

O Brasil detém a maior diversidade biolégica do mundo, que representa quase um
terco da flora mundial vislumbrada em dez biomas com uma biodiversidade exuberante
(BOAS & GADELHA, 2007), que desperta interesses de comunidades cientificas
internacionais para o estudo, conservacao e utilizacdo racional destes recursos (SOUZA &
FELFILI, 2006), pois consiste em um patriménio genético capaz de render beneficios
econdmicos (LOPEZ, 2006). Mas, ironicamente, com relacdo as plantas medicinais, o Brasil
ainda carece de levantamentos mais acurados da producdo desses produtos e derivados
(MARCHESE et al., 2004). A utilizacdo de plantas medicinais no Brasil € uma pratica
comum, resultante da forte influéncia cultural dos indigenas locais, miscigenadas as tradicdes
africanas, oriundas de trés séculos de trafico escravo e da cultura europeia trazida pelos
colonizadores (DUARTE, 2006; AZEVEDO & KRUEL, 2007).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, estima-se que cerca de 80% da populacéo
mundial depende de plantas para o cuidado com a saude, relata ainda, que 85% da medicina
tradicional envolvem o uso de plantas medicinais, seus extratos vegetais e seus principios
ativos (AZEVEDO & SILVA, 2006; AZEVEDO & KRUEL 2007), isso significa que 3,5 a
4,0 bilhdes de pessoas dependem de plantas como fontes terapéuticas (AZEVEDO & SILVA,
2006).

O uso e o comércio de plantas vém sendo estimulados, nas Gltimas décadas, pela
necessidade de uma crescente populacdo que busca uma maior diversidade e quantidade de
plantas para serem utilizadas no cuidado a saide (AZEVEDO & KRUEL, 2007). Além disso,
os estudos sobre o uso de plantas medicinais devem levar em consideracdo o contexto social e
cultural do qual fazem parte (SOUZA & FELFILI, 2006).

O descaso flagrante, com a desarticulacio de politicas publicas relativas ao
atendimento das necessidades basicas de saude das populagdes periféricas vem levando a uma
crescente procura de alternativas economicamente mais vidveis, o que também gera um
aumento do consumo de plantas medicinais (AZEVEDO & SILVA, 2006). Desta forma, o
aumento do uso destas plantas estd provavelmente relacionado a deterioracdo das condicdes

econbmicas de muitos paises (AZEVEDO & SILVA, 2006), pois as praticas relacionadas ao
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uso popular de plantas medicinais sdo 0 que muitas comunidades tém como alternativa viavel
para o tratamento de doencas ou manutencdo da sadde (PINTO et al., 2006).

Atualmente, de acordo com Bbas & Gadelha (2007), os medicamentos de origem
vegetal representam claramente uma janela de oportunidade na inddstria de medicamentos
estruturada de forma global, tratando-se de um mercado poderoso a busca de novas moléculas
para assegurar a competitividade na producdo de novos medicamentos patenteados. Contudo,
0 uso tradicional de diversas plantas medicinais baseado em conhecimentos populares, aliado
a crenca de que, por ser natural ndo causa reacdes adversas, fez com que poucas plantas
medicinais fossem avaliadas através de estudos (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).
Assim, com o desconhecimento da possivel existéncia da acdo tdxica, bem como de sua
indicagdo adequada, as plantas medicinais sdo muitas vezes utilizadas de forma incorreta, ndo
produzindo o efeito desejado. Dessa forma, apesar do uso milenar das plantas medicinais ao
longo dos anos, algumas delas apresentam substancias potencialmente perigosas, agressivas e,
por essa razdo devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxologicos
(ZANCARO, 2008). Os efeitos hepatotoxicos presentes em determinadas plantas sdo
exemplos dos riscos causados por substancias como apiol, safrol, liganas e alcaloides; assim
como a reagdo toxica renal que pode ser causada por especies vegetais que contém terpenos e
saponinas, e alguns tipos de dermatites podem ser causadas por espécies ricas em lactonas
sesquiterpénicas e produtos naturais do tipo furanocumarinas. Componentes téxicos ou
antinutricionais, como o acido oxalico, nitrato e &cido erucico estdo presentes em muitas
plantas de consumo comercial. Além disso, diversas substancias com atividades citotdxicas
ou genotoxicas de diversas plantas estdo relacionadas com a incidéncia de tumores
(ZANCARO, 2008).

Recentemente, uma epidemia de hepatite na Franca foi atribuido ao uso de capsulas de
téucrio (Teucrium chamaedrys L. - Labiateae). Outro caso importante é o do confrei
(Symphytum officinale L.), que é uma planta utilizada como cicatrizante devido a presenca da
alantoina, mas que possui também alcal6ides, os quais sdo comprovadamente hepatotoxicos e
carcinogénicos (ZANCARO, 2008).

Outras plantas medicinais sdo potencialmente perigosas, podendo-se citar as espécies
do género Senecio, a jurubeba (Solanum paniculatum L.), ipeca (Cephaelis ipecacuanha
(Brot.) A. Rich.) e arnica (Arnica montana L.), que podem causar irritacdo gastro-intestinal; o
mastruco (Chenopodium ambrosioides L.) e a trombeteira (Datura suaveolens Humb. & Bopl
ex Willd.), que podem lesionar o sistema nervoso central; o0 cambara (Lantana camara L.),

conhecido por sua hepatotoxicidade; a cascara-sagrada (Rhamnus purshiana DC), que causa
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disturbios gastro-intestinais (como diarréia grave) e a arruda (Ruta graveolens), que pode
provocar aborto, fortes hemorragias, irritacdo da mucosa bucal e inflamagdes epidérmicas.
Em doses elevadas, até mesmo o jatoba (Hymenaea coubail L.), conhecido como expectorante
e fortificante, pode desencadear reacOGes alérgicas, e a suculba (Himathantus sucuuba
(Spruve) Woodson), usada no combate a amebiase, Ulcera e gastrite, pode ser abortiva. No
caso de gestantes, 0 uso de espécies vegetais deve seguir rigorosamente os mesmos cuidados
dos medicamentos alopaticos. Entre as plantas medicinais que podem causar riscos para
mulheres gravidas, por estimular a motilidade uterina e provocar aborto, encontram-se alho
(Allium sativum), aloe (Aloe ferox), angélica (Angelica archangelica), arnica (Arnica
Montana), cénfora (Cinnamomum canphora), confrei (Symphitum officinalis), eucalipto
(Eucaliptus globulus), alecrim (Rosmarinus officinalis), gengibre (Zengiber officinais) e sene
(Cassia angustifolia e Cassia acutifolia) (ZANCARO, 2008).

Alguns oOleos essenciais também devem ser evitados, como por exemplo, 0s
provenientes de bétula (Betula alba), cedro (Cedrela brasiliensis), erva-doce (Pimpinella
anisum), jasmim (Jasminum officinalis), manjericdo (Origanum basilicum), manjerona
(Majorana hortensis), tomilho (Thymus vulgaris), rosa (Rosa sp.) e lavanda (Lavanda
angustifolia). Neste Ultimo caso, deve-se evitar o consumo, especialmente nos primeiros
meses de gravidez. Em estudos recentes, realizados com ratas gravidas, foi apontado o efeito
colateral abortivo da espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), planta medicinal de comprovada
baixa toxicidade, acdo anti-ulcerogénica e anti-inflamatoria. Extratos hidroalcodlicos dessa
planta mostraram-se abortivos por atuarem no periodo pré-implantacdo dos embrides no Gtero
(ZANCARO, 2008).

E importante conhecer as interacdes entre as ervas e entre erva e droga alopatica.
Como exemplo temos a erva de Sdo Jodo pode potencilizar o efeito de drogas como a
ciclosporina, etinil-estradiol e digoxina, pois todos utilizam a mesma via de metabolizacao
hepatica. Outras ervas com efeitos anticoagulantes como a gincobiloba, ginseng e alho podem
aumentar o risco de sangramento em pacientes que utilizam warfarina ou outros inibidores da
agregacao plaguetaria. A combinacdo de efedra, guarana e Citrus aurantium que pode
aumentar o risco de hipertensdo, arritmia e acidente vascular cerebral. Dessa forma a
preocupacdo com o uso indiscriminado de produtos combinados € crescente, pois podem
resultar em risco aumentado de interacdo entre as ervas e 0s medicamentos alopaticos
(ZANCARO, 2008).

Em meio a este quadro Miguel & Miguel (2000) observam que, o incentivo ao uso de

plantas e seus derivados, pode levar muitas vezes a substituicdo por conta propria, do
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atendimento médico, e por sua vez, da terapéutica adequada. Os riscos de intoxicacdo,
contaminagdo microbioldgica e agravamento dos estados patoldgicos, se oportunizam quando
ndo ocorrem o atendimento profissional devido.

Historicamente as plantas medicinais vém sendo utilizadas com finalidades
terapéuticas ha milhares de anos. Seu uso popular foi propagado de geracdo em geracdo e
descrito nas diversas farmacopéias. Com o tempo, foram desenvolvidos novos métodos de
isolamento de substancias ativas, tornando-se possivel identificar substancias em amostras
complexas como 0s extratos vegetais, ressurgindo o interesse por compostos de origem
vegetal que pudessem ser utilizados como protétipos para o desenvolvimento de novos
farmacos. Contudo, apesar da crescente importancia dos medicamentos fitoterapicos,
relativamente poucos estudos foram realizados a fim de comprovar sua eficacia e seguranca,
sendo que muitas plantas ainda sdo utilizadas com base somente no seu uso popular bem
estabelecido. Porém, estas plantas desempenham importante papel na medicina moderna.
Primeiramente porque podem fornecer farmacos extremamente importantes, 0s quais
dificilmente seriam obtidos via sintese quimica. Em segundo lugar, as fontes naturais
fornecem compostos que podem ser levemente modificados, tornando-os mais eficazes ou
menos toxicos. Em terceiro lugar, os produtos naturais podem ser utilizados como protétipos
para obtencdo de farmacos com atividades terapéuticas semelhantes a dos compostos originais
(TUROLLA & NASCIMENTO, 2006). Assim, a producdo de novos farmacos é, portanto,
uma demanda da inddstria internacional de medicamentos (BOAS & GADELHA, 2007).
Sendo que, na medicina as plantas ja fornecem matéria-prima para a producao de analgésicos,
tranquilizantes, diuréticos, laxativos, antibidticos, antitumorais entre outros (SOUZA &
FELFILI, 2006; TUROLLA & NASCIMENTO, 2006; WESTPHAL et al., 2007). Ainda, de
acordo Lopez (2006), os trabalhos de pesquisa com plantas medicinais originam
medicamentos em menor tempo, com custos muitas vezes inferiores e, consequentemente,
mais acessiveis a populacdo, que, em geral, encontra-se sem condi¢cfes de arcar com 0s custos
elevados da aquisicdo de medicamentos que possam ser utilizados como parte do atendimento

das necessidades primarias de salde.

4.1.1 Principais classes de produtos naturais

As plantas produzem substancias destinadas ao seu crescimento a exemplo dos
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polissacarideos, aglcares e proteinas os quais sdo considerados compostos do metabolismo
primario. E também compostos especiais, também denominados de metabdlitos secundarios,
que sdo sintetizados por diferentes rotas metabdlicas produzindo uma imensa diversidade de
estruturas quimicas dentro da classe dos alcaldides, flavondides, cumarinas, terpendides, etc
(TABELA 01). Os metabolitos secundarios exercem importantes papéis de protecdo contra
microorganismos (incluindo fungos), herbivoros, intempéries ambientais, além de interferirem
em processos simbioticos e atracdo de polinizadores (BRISKIN, 2000; FEIJO et al., 2008).
Esses compostos sdo 0s responsaveis pelos efeitos medicinais, ou toxicos, das plantas (DI
STASI, 1995; LOPEZ, 2006). A separacdo dessas duas vias metabolicas ainda é obscura, e a
classificacdo dos compostos em primarios e secundarios depende muito da importancia de
determinado composto para uma determinada espécie, assim como do estagio de
desenvolvimento em que se encontra. Ha trés pontos de origem e producdo de compostos
secundarios, diferenciados mediante seus precursores: a) acido shiquimico, como precursor de
inimeros compostos aromaticos; b) aminoacidos, fonte de alcaloides e peptideos; ¢) acetato,
que através de duas rotas biossintéticas origina compostos, como poliacetilenos, terpenos,
esterdides e outros (DI STASI, 1995).

Dessa forma, as plantas medicinais contém propriedades diversas de acordo com 0s
seus principios ativos (BARBIERI, 2008). Podendo também ser fontes armazenadoras de
carbono e nitrogénio que retornam ao metabolismo priméario quando isso é requerido pela
planta. O balanco entre a atividade do metabolismo primario e secundario € dinamico e pode
ser consideravelmente afetado pelo crescimento da planta, diferenciacdo dos tecidos, fase
vegetativa e estresse ambiental (LOPEZ, 2006; PEREIRA, 2008).

E possivel listar mais de 100.000 compostos secundarios que ja foram isolados e
identificados, e a cada ano centenas de novas descobertas tem aumentado esse numero
(VERPOORTE et al., 1998). Muitos desses compostos sdo consumidos diariamente por nds
na forma de dentifricios, sabonetes, perfumes ou mesmo ingeridos de alguns alimentos,
condimentos, chas, xaropes, etc (PEREIRA, 2008). Abaixo segue uma tabela com uma
classificacdo da natureza quimica das principais classes de compostos ativos e uma breve

explanacéo sobre elas.
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TABELA 01: Classificacdo da natureza quimica das principais classes de compostos.

NATUREZA QUIMICA

CLASSES DE COMPOSTOS

Acidos Organicos

Glicidios (mel, geléia real, mana)

Poliurdnicos/gomas e mucilagens

Heterosideos

Taninos
Oleos essenciais

Alcalbides

Principios amargos

Vitaminas e sais minerais

Cianogenéticos (mandioca, améndoas amargas)
Tiocianicos (mostarda preta, couve, rabanete,
repolho)

Glicorretinicos (jalapa)

Saponinas

Antraquinonas

Cardioativos (digital ou dedaleira,
estrofanto,espirradeira, adonis)

Flavondides

Cumarinas (trevo doce)

Alcaldides nao heterociclicos
Derivados da piridina e piperidina
Tropanicos

Quinoleinicos

Inddlicos

Imidazolicos

Terpénicos e esterdides

Pseudoalcaloides / bases puricas

Fonte: Coletto, 2008.
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ACIDOS ORGANICOS

Diversos vegetais apresentam &cidos organicos, que lhes conferem sabor &cido e
propriedades farmacéuticas caracteristicas. Destaque para &cidos tartarico, malico, citrico e
silicico. Na terapéutica, possuem propriedades diuréticas, laxantes, refrescantes e hidratantes.
Séo utilizados em farmacia como corretivo de gosto, na forma de xaropes, e na fitocosmética.
A planta utiliza os acidos organicos para regular o pH das células, e produzir a partir deles,
vérias substancias (COLETTO, 2008).

CUMARINAS

As cumarinas livres, soltveis em alcool, se extraem com solventes organicos como o
éter. Seu interesse terapéutico é limitado: atua como venotbnico, protetor vascular e como
fator vitaminico P, sendo citado ainda seus efeitos antipiréticos e inibidores de carcinogénese
(DI STASI, 1995).

MUCILAGENS

As plantas mucilaginosas tém uma espécie de suco viscoso que funciona como
antiinflamatorio, cicatrizante, expectorante, laxante ou protetor das mucosas (BARBIERI,
2008).

PECTINAS

Sdo substancias encontradas em grande quantidade nos frutos maduros. Sua maior
importancia estd relacionada & producdo de geléias e a suas propriedades antidiarréicas
(BARBIERI, 2008).



27

ATIVOS POLIURONICOS

Sé&o as gomas ou também como mucilagens. Geralmente utilizadas em terapéutica pela
acdo protetora de mucosas inflamadas, das vias respiratdrias e digestivas; por impedirem a
atividade de substancias irritantes e promoverem a diminuicdo do processo inflamatério,
diminuindo a dor. Atuam indiretamente como laxativos, por absorverem grande quantidade de
agua, evitando o endurecimento das fezes. Externamente sdo utilizadas com cataplasmas, por

conservarem por mais tempo o calor tmido (COLETTO, 2008).

SAPONINAS

Sé&o assim denominadas, pois possuem a propriedade de modificar a tensdo superficial
da &gua, produzindo espuma abundante, quando agitadas com agua. As saponinas aumentam a
secrecdo salivar, gastrica e brénquica, favorecendo a expectoracdo, algumas sdo diuréticas
(BARBIERI, 2008; COLETTO, 2008).

ANTRAQUINONAS

Possuem propriedades purgativas, que ndo provocam inflamagdes secundarias,
comuns as jalapas (glicorretinicos). Atuam sobre as mucosas, aumentando o peristaltismo,
cerca de 8 a 12 horas apds a ingestdo. A presenca de antraquinonas reduzidas, podem
provocar vémitos, cdlicas, congestdo dos érgdos abdominais, aumento do fluxo sanguineo e
menstrual. O que pode ser evitado, preparando convenientemente o farmaco, de modo que
ocorra a oxidacao dos principios reduzidos, o que se consegue estocando o farmaco algum
tempo antes de comercializa-lo (COLETTO, 2008).
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FLAVONOIDES

Sdo utilizados na terapéutica da fragilidade capilar, especialmente quando esta é
acompanhada de hipertensdo. A palavra deriva do latim flavus, amarelo; estes compostos se
concentram principalmente nas flores e frutos, servindo de atrativo para insetos e animais
dispersores. Sdo responsaveis pela coloracdo das flores e frutos (COLETTO, 2008). Além
disso, sdo considerados antiinflamatdrios, fortificador capilar, antiesclerético, antidematoso,
dilatador de coronarias, espasmolitico, antihepatotdxico, colerético e antimicrobiano (LOPEZ,
2006). Sdo compostos fendlicos, pigmentos responsaveis pela coloracdo de flores e alguns
frutos. O elemento comum nesses compostos esta relacionado com um nucleo béasico: 2-fenil
cromano (DI STASI, 1995).

TANINOS

Utilizados externamente como adstringentes formando revestimentos protetores nas
leucorréias, irrigacbes vaginais, Ulceras, feridas. Possuem, internamente, propriedades
hemostaticas, nas hemorragias de origem capilar, sangramento nasal e nas hemorragias
uterinas como cicatrizantes. S&o excelentes antigenos contra alcaldides e metais pesados. Na
planta, possuem acdo de protecdo contra o ataque de microorganismos. Possuem a
propriedade tanante, ou seja, precipitam proteinas, formando compostos insoliveis que a
tornam impermeavel a agua. A sensacdo travosa da boca é causada pela precipitacdo das
proteinas da mucosa bucal (LOPEZ, 2006; BARBIERI, 2008; COLETTO, 2008).

OLEOS ESSENCIAIS

Sdo misturas de substancias organicas volateis de consisténcia semelhante ao 6dleo.
Subdividem-se conforme sua estruturagdo organica em: hidrocarbonetos, alcoois, ésteres,
lactonas, cetonas e fendis. Tem seu interesse econbémico predominante na perfumaria,

cosmética e industria de alimentos. Conferem aroma e sabor caracteristicos as plantas. Estdo
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relacionados a protecdo contra o ataque de insetos e a atracdo de polinizadores (COLETTO,
2008). Também sdo considerados bactericidas, antiviréticos, cicatrizantes, analgésico,
relaxante, expectorante e antiespasmaodicos (LOPEZ, 2006; BARBIERI, 2008).

ALCALOIDES

Em virtude da diversidade estrutural dos alcaldides, o grupo ndo apresenta
uniformidade de ac&o. Todos os alcaldides sdo, mesmo em doses fracas, venenos violentos
que influenciam uma ou mais fun¢des do organismo, agindo sobre o sistema nervoso e
muscular. Por tal motivo, quando administrados em doses inferiores a toxica, podem ser
poderosos agentes terapéuticos. Atuam modificando 0s centros nervosos, sobre 0S nervos
periféricos, as fungbes vegetativas e também sobre a musculatura lisa. Como regra geral séo
compostos que possuem nitrogénio, em sua molécula, sua funcdo no vegetal esta associada a
protecdo contra o ataque de herbivoros e também como fatores de crescimento das plantas
(COLETTO, 2008). Entre os alcaloides com acdo farmacologica destacam-se, entre outros, 0s
alcaloides com nucleo propano, com compostos como a atropina, obtida através da Atropa
belladona, a escopolamina, da Scopolia carniolica, e a hiosciamina, do Hiosciamus niger. Na
subclasse com nucleo inddlico, cita-se substancias como a reserpina, estricnina, ioimbina, e
fisostigmina. Ja& os alcaloides pirrolizidinicos tém acdo de protecdo da planta contra
predadores, sendo substancias muito tdxicas, agindo de maneira deletéria principalmente
sobre os hepatdcitos (DI STASI, 1995). Sdo tambem considerados calmante, sedativo,
estimulante, anestésico, analgésico, broncodilatadores, além de alguns serem considerados
antitumorais e antimicrobianos (DUARTE, 2006; LOPEZ, 2006; BARBIERI, 2008).

VITAMINAS E SAIS MINERAIS

As vitaminas sdo substancias de varios grupos quimicos. A partir da sua solubilidade
em agua, dividem-se em: Vitaminas A, D, E, e K, solaveis em 6leo, e as vitaminas do grupo
B, vitamina C, que sdo soltveis em agua (COLETTO, 2008).

Os componentes minerais sdo encontrados em quase todos 0s vegetais e sdo
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indispensaveis aos processos vitais do organismo. Sais de potéssio desempenham uma acao
diurética especialmente se acompanhados de glicosideos, flavondides e saponinas. Sais de
calcio vao formar o tecido 6sseo e regular a excitabilidade neuromuscular e 0 mecanismo de
coagulacdo do sangue; j& os sais de ferro se destacam na atividade antianémica. Ainda dos
componentes minerais temos um grupo cuja importancia estd no bom desempenho do
metabolismo orgéanico e é constituido de oligoelementos como o cobalto, 0 magnésio, o zinco,
0 cobre, 0 boro, o arsénio, o aluminio, o silicio, o titénio, o vanadio, o mobilénio, o estanho e

0 iodo, que sdo indispensaveis para a atividade enzimética (BARBIERI, 2008).

4.1.2 Aspectos etnobotanicos e farmaco-boténicos das espécies de plantas do estudo

O nosso trabalho se propds a avaliar a eficacia de cinco espécies de plantas contra 0s
dermatofitos Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes. A seguir, descreveremos
algumas caracteristicas dessas plantas, bem como seus aspectos etnofarmacologicos
(TABELA 02).

4.1.2.1 Achillea millefolium

Achillea millefolium L. - Mil Folhas: Espécie pertencente a Familia Asteraceae,
originaria da Europa e amplamente cultivada em todo o Brasil. Planta perene, herbacea,
rizomatosa, empregada na medicina caseira como antiinflamatoria, cicatrizante, e
internamente contra infeccdo das vias respiratorias, diarréias e febre (SENS, 2002; VIANA,
2003; DUARTE, 2006; NUNES, 2007) (FIGURA 01). Ao extrato e 6leo essencial ja foram
atribuidos atividade fungicida, antiespermatogénicos e repelente; além disso o unguento desta
planta é bactericida no tratamento de feridas e queimaduras (SENS, 2002). O extrato desta
planta apresentou potencial atimicético, quando testado sobre fungos de diferentes espécies
(Colletotrichum gloeosporiodes, Colletotrichum lindemuthianum, Glomerella cingulata)

reduzindo também o crescimento micelial dos fungos em 70% (VIANA, 2003).
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FIGURA 01: Achillea millefolium L.

Fonte: www.heilpflanzefotos.de, 2008.

4.1.2.2 Cyperus rotundus

Cyperus rotundus L. — Tiririca: O C. Rotundus é uma planta perene, herbacea
com porte entre 15-50 cm (FIGURA 02). A origem do nome “rotundus” vem do adjetivo
latino que significa redondo, alusivo aos tubérculos arredondados que se formam no solo. E
provavel que o local de origem da tiririca seja a India. Ela é considerada uma das espécies
vegetais com maior amplitude de distribuicdo no mundo. Esta presente em todos os paises de
clima tropical e subtropical e em muitos de clima temperado. No Brasil, ocorre praticamente
em toda extensdo territorial. Acredita-se que a introducdo no Brasil tenha se dado atraves dos
navios mercantes portugueses, em tempos coloniais (PASTRE, 2006). Essa espécie €
considerada uma erva daninha, por ser invasora em potencial de hortas, jardins, pomares e
lavouras. Desenvolvendo-se em uma grande variedade de ambientes, causando prejuizos a
agricultura em geral por possuir elevado potencial alelopatico e fitotoxico (MELLO, 2003;
ARANTES, 2005; JUNIOR et al., 2006). Apesar disso, esta planta apresenta utilidade
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medicinal, sendo usada como remineralizante e por possuir acdo citoprotetora contra Ulcera
géstrica. Além disso, foi sugerido que o composto isocurcumenol, extraido dos rizomas desta
espécie, pode ser um agonista benzodiazepinico e modulador alostérico gabaérgico, indicando
uma possivel acdo ansiolitica, e ainda importante atividade anticariogénica de extratos desta
planta (ARANTES, 2005; YU et al, 2007). Os resultados de sua prospec¢do fitoquimica

demostraram a presenca significativa de antraquinonas (ARANTES, 2005).

FIGURA 02: Cyperus rotundus L.

Fonte: www.gardensseker.com, 2008.

4.1.2.3 Piper aduncum

Piper aduncum L. — Falso Jaborandi: Piper aduncum L. (Pimenta de macaco) é uma
planta aromatica da familia Piperaceae, nativa da regido Amazoénica, cuja distribuicdo
geografica ocorre entre os tropicos, com poucas espécies extratropicais. E uma planta de

ocorréncia espontanea em pastagens e beira de matas do Sudeste brasileiro, onde é
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considerada “planta daninha”. E representada por plantas herbéaceas, trepadeiras, arbustos e,
raramente arvores (MORANDIM et al, 2008; NUNES, 2004) (FIGURA 03).
Ocasionalmente é cultivada com fins ornamentais. Contudo, é na medicina natural que sua
popularidade é maior, embora as indicacdes terapéuticas registradas na literatura ainda nao
tenham amparo cientifico, no trabalho de avaliagdo da eficacia e da seguranca das preparacdes
indicadas. Assim, o ché ou a infusdo alcodlica de suas folhas, raizes e frutos sdo empregados
como ténico, carminativo, antiespasmodico, contra blenorragia e para afeccGes no figado,
vesicula e do baco. As folhas sdo atribuidas propriedades antiinflamatorias, analgésicas,
tonicas, estomaquica e antiespasmddica, além de ser eficaz contra fitopatdgenos e outros
fungos e, as raizes, acdo eficaz contra picada de cobra; externamente é usada contra a erisipela
(ORJALA et al, 1994; BASTOS, 1997; LORENZI & MATTOS, 2002; DUARTE, 2006).

FIGURA 03: Piper aduncum L.

Fonte: www.geocities.com, 2008.

4.1.2.4 Plectranthus barbatus

Plectranthus barbatus (Andrews) — Falso Boldo: Espécie pertencente a Familia
Lamiaceae, originaria da India e difundida em todo o Brasil. Trata-se de uma planta perene;
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de aroma caracteristico; com ramos de sec¢do quadrangular, folhas opostas, oblongas, pilosas;
flores pentdmeras, azuis e violaceas, reunidas em racimos. (FIGURA 04). Constitui uma das
plantas mais citadas em levantamentos etnoboténicos de plantas medicinais no Brasil. E
atribuido a espécie a utilizacdo como ténico, digestivo, hipossecretor gastrico (para azia e
dispepsia), carminativo, para afeccbes do figado e ressaca alcodlica. E citada também a
propriedade anti-dispéptica, além de ser um eficiente analgésico, anti-hipertensivo, anti-
diarréico, antimicrobiana (antiviral e antifingica), sendo também verificada atividade
antioxidante (SENS, 2002; VIANA, 2003; OLIVEIRA, 2005; DUARTE, 2006; PONTES et
al., 2006; BRAGA et al., 2007; BRANDOLT et al., 2007; SOUSA et al., 2007). Constitui a
Unica fonte conhecida de forskolin, uma importante substancia utilizada no tratamento de
glaucomas, cardiopatias e asma (BRANDOLT et al., 2007). Em ensaios procurando
identificar e quantificar a atividade anti-micética, verificou-se que o extrato etanolico de P.
barbatus apresentou a capacidade de inibir o crescimento de varios fungos de espécies
diferentes como Colletotrichum gloeosporiodes, Colletotrichum lindemuthianum, Glomerella
cingulata. Por outro lado o efeito mais pronunciado foi encontrado sobre o fungo
Colletotrichum musae, que teve seu desenvolvimento micelial inibido em 90% (VIANA,
2003; SILVA, 2004).

FIGURA 04: Plectranthus barbatus Andrews

Fonte: www.rimbundahan.org, 2008.

4.1.2.5 Porophyllum ruderale

Porophyllum ruderale (Jacg.) Cass. - Couve Cravinho: Espécie pertencente a Familia
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Asteracea, popularmente conhecida como couve-cravinho. E uma planta anual, herbacea,
ereta, glabra, de caule ramificado na parte superior, com 60-120cm de altura, nativa do
sudeste do Brasil (FIGURA 05). Na medicina caseira é empregada como calmante, no
combate a hipertensdo arterial, no tratamento de ferimentos e chagas, como cicatrizante e
antiinflamatdrio, além de ser efetivo contra microorganismos, apresentando atividade
antifingica, antibacteriana e no tratamento de leishmaniose. A atividade cicatrizante tem sido
relacionada a presenca de compostos fendlicos do tipo taninos. (SILVEIRA et al., 1998;
SENS, 2002; VIANA, 2003).

FIGURA 05: Porophylum ruderale (Jacq.) Cass.

Fonte: www.freshcutherbs.com, 2008.
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TABELA 02: Relacdo das espécies de plantas medicinais, seus usos populares e citacbes

cientificas.
PLANTAS ESPECIE USO POPULAR REFERENCIAS
(Nome popular) CITACOES CIENTIFICAS
Mil Folhas Achillea Antiinflamatdria, cicatrizante, contra (SENS, 2002;
millefolium L. infeccBes das vias respiratorias, VIANA, 2003;

Tiririca Cyperus

rotundus L.

Falso Jaborandi  Piper aduncum
L.

Falso Boldo

barbatus

Andrews

Plectranthus

diarréias e febre. Atividade fungicida,
antiespermatogénicos e repelente.

Remineralizante, protetor gastrico,
ansiolitico, anticariogénico,
antiinflamatério, antibacteriano,

antifungico, anti-helmintico, etc.

Tdnico, carminativo,
antiespasmaodico, contra blenorragia e
para afec¢des no figado, vesicula e do
baco. Antiinflamatdrias,
analgésicas, tonicas, estomaquica e
antiespasmaodica, além de ser eficaz
contra fitopatdgenos e outros fungos.
Acao eficaz contra picada de cobra e
externamente é usada contra a

erisipela.

Toénico, digestivo, hipossecretor
gastrico (para azia e dispepsia),
carminativo, para afeccdes do figado
e ressaca alcoodlica. Anti-dispéptica,
analgésico, anti-hipertensivo, anti-
diarréico, antimicrobiana (antiviral e

antifangica)

DUARTE, 2006;
NUNES, 2007)

(ARANTES, 2005;
YU et al, 2007;
LORENZI &
MATQOS, 2002)

(ORJALA et al,
1994; BASTOS,
1997; LORENZI
& MATTOS,
2002; BRAGA et
al., 2007;
DUARTE, 2006).

(SENS, 2002;
VIANA, 2003;
OLIVEIRA, 2005;
DUARTE, 2006;
PONTES et al.,
2006;
BRANDOLT et
al., 2007; SOUSA
et al., 2007)
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PLANTAS ESPECIE USO POPULAR REFERENCIAS
(Nome popular) CITACOES CIENTIFICAS
Couve Cravinho Porophyllum  Na medicina caseira é empregada (SILVEIRA et al.,
ruderale como calmante, no combate a 1998; SENS, 2002;

(Jacqg.) Cass.  hipertenséo arterial, no tratamento de VIANA, 2003).
ferimentos e chagas, como
cicatrizante e antiinflamatério, além
de ser efetivo contra
microorganismos, apresentando
atividade antifungica, antibacteriana e

no tratamento de leishmaniose.

4.2 MICOSES HUMANAS

As micoses humanas podem ser causadas por fungos patogénicos primarios ou
oportunistas. Os primeiros tém capacidade de invadir os tecidos de um hospedeiro normal; os
altimos somente sdo invasores de individuos com alteragdes graves do sistema imune. Os
fungos patogénicos penetram no organismo por via inalatéria ou por implantacdo
transtegumentar. Ha, porém, um grupo de fungos queratinofilicos — dermatofitos — que podem
ser transmitidos por contato com homens ou animais infectados (VERONESI & FOCACCIA,
2002). As doencas por fungos patogénicos primarios podem ser classificadas em quatro
grupos naturais: micoses superficiais, cutaneas, subcutaneas e sistémicas. As micoses por
fungos oportunistas se agrupam sob a denominacdo de micoses oportunisticas (VERONESI &
FOCACCIA, 2002; BERGOLD & GEORDIADIS, 2004) (TABELA 03).

O atual interesse por novos agentes antifungicos pode ser parcialmente explicado pelo
aumento acentuado no namero de casos de individuos imunocomprometidos, especialmente
os portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Mais de 90% desses
individuos adquirem uma infec¢do fungica durante o curso da doenca. Em particular, as
infeccOes produzidas por dermatofitos tém tido especial atencdo em funcéo de serem causa de
grande morbidade, além de ocorrerem com certa frequéncia (SCHLEMPER et al., 1998;
BLOCK et al., 1998; PHILLIPS et al., 2001; LACAZ et al., 2002). Este grupo de fungos
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caracteristicamente infectam areas queratinizadas do corpo e frequentemente sdo de dificil

erradicacdo, sendo que novos e efetivos agentes antifingicos sdo necessarios (ZACCHINO et

al., 1998; 2001; PHILLIPS et al., 2001).

TABELA 03: Classificagdo das micoses.

MICOSES MICOSES
PROFUNDAS OPORTUNISTAS

MICOSES
SUBCUTANEAS

MICOSES
SUPERFICIAIS

Blastomicoses

Coccidioidomicoses Aspergilioses
Criptococoses Candidiases
Histoplasmoses Geotricoses

Paracoccidioidomicoses
(blastomicose

sulamericana)

Cromomicoses

Maduromicoses

Esporotricoses

Dermatomicoses
Tinea capitis
Tinea corporis
Tinea cruris
Tinea pedis

Tinea versicolor

Fonte: Adaptado de Koneman, 2001.

4.2.1 Dermatofitoses

As micoses cutaneas, também denominadas dermatofitoses ou dermatomicoses,

resultam do comprometimento dos tecidos queratinizados da pele, pélo e unha. Séo

produzidas pelos fungos dermatofitos, que compreendem os géneros Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton (FIGURA 06) (TRABULSI et al., 2002; VERONESI &
FOCACCIA, 2002; COSTA et al., 2002; BERGOLD & GEORDIADIS, 2004; SILVEIRA et

al., 2006). Conforme seu habitat, os dermatofitos podem ser divididos em 3 grandes grupos:
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(1) antropofilicos, bem-adaptados ao homem, com pouca ou nenhuma reacdo inflamatoria,
raramente infectam outros animais; (2) zoofilicos, com predilecdo por animais, e, quando
acometem o homem, apresentam reacdo inflamatéria de média intensidade; e (3) geofilicos,
podem causar infeccbes em seres humanos e outros animais, mas, pela exuberancia da
inflamacg&o que produzem no homem, tém tendéncia a cura espontanea. Estdo primariamente
associados a materiais queratinosos (cabelo, casco, pena, chifre) em processo de
decomposicdo (COSTA et al., 2002; PERON et al., 2005). Os dermatofitos transformam o
material queratinofilico em material nutritivo, utilizando-o também para sua implantagcdo no
hospedeiro (MORAES et al., 1984; TRABULSI et al., 2002; VERONESI & FOCACCIA,
2002; OLIVEIRA et al., 2006; BALDA et al, 2006). Como relatam Veronesi & Focaccia
(2002), embora a lesdo esteja geralmente confinada a camada da pele e anexos mortos,
cornificados, a destruicdo dos tecidos pode ser extensa e a reacdo imunoldgica do hospedeiro
severa. Assim, as lesdes por eles produzidas tém por sede, salvo raras excecoes, 0s pontos do
organismo onde ha queratina (MORAES et al., 1984; OLIVEIRA et al., 2006; BALDA et al,
2006).
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FIGURA 06: Hifas e artroconidios tipicos de dermatofitos.

Fonte: www.mycology.adelaide.edu.au, 2008.

As manifestacBes clinicas decorrentes das dermatofitoses resultam tanto da
colonizacdo e multiplicacdo dos dermatéfitos na camada cérnea da pele, quanto pela
consequente reacdo toxica e alérgica do hospedeiro a presenca do fungo e de seus metabolitos
(SANTOS et al., 2002; VERONESI & FOCACCIA, 2002). A palavra Tinha (do latim Tinea

= verme ou traca) foi usada no passado para designar as lesdes fungicas do couro cabeludo,
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unhas e pele glabra, provocadas por dermatéfitos (LACAZ & PORTO, 2002). Dessa maneira,
tradicionalmente as dermatofitoses sdo classificadas de acordo com as localizacGes
anatomicas afetadas por estes fungos (COELHO et al., 2005; SANTOS et al., 2002). A
denominacdo de cada tipo de dermatofitose é feita adicionando-se um nome latino que
designa o local do corpo afetado a palavra tinea. Por exemplo: tinea pedis (pés); tinea capitis
(couro cabeludo); tinea unguium (unhas) (FIGURAS: 07, 08 e 09) (RANG et al., 2001;
SANTOS et al., 2002; BRAGA et al., 2007).

FIGURA 07: Tinea pedis

Fonte: www.mycology.adelaide.edu.au, 2008.

FIGURA 08: Tinea capitis e corporis

Fonte: www.mycology.adelaide.edu.au, 2008.
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FIGURA 09: Tinea unguium

Fonte: www.mycology.adelaide.edu.au, 2008.

De acordo com Balda et al. (2006) a dermatofitose ¢ uma infeccdo fungica
relativamente comum. Em paises tropicais, diariamente sdo observados casos de Tinha, com
aspectos clinicos bastante caracteristicos. Varios fatores condicionam a maior incidéncia das
Tinhas nestes paises, a saber: condi¢des bioclimaticas favoraveis ao desenvolvimento dos
fungos em vida saprofitica; promiscuidade; sudacdo; contato prolongado com pequenos
animais, como gatos e cées, reservatorios em potencial de alguns dermatéfitos ou com agua
contaminada de piscinas e “areas de risco” (LACAZ & PORTO, 2002; AQUINO et al.,
2007).

Nas Ultimas décadas, pelo emprego abusivo de drogas imunossupressoras,
principalmente corticéides, surgiram casos de dermatofitoses generalizadas, com extenso
comprometimento cutaneo (LACAZ & PORTO, 2002; AQUINO et al., 2007). Foi verificado
também, que os dermatofitos sdo grandes responsaveis por lesdes cutdneas em diabéticos
(FOSS et al., 2005; AQUINO et al., 2007), além dessa condicdo existem outras situacdes que
contribuem para o aparecimento de dermatofitoses, como em pacientes com AIDS, Sindrome
de Down e pacientes transplantados (SOARES & CURY, 2001; AQUINO et al., 2007).

Estudos epidemioldgicos indicam que as dermatofitoses estdo entre as doencas de
maior incidéncia no mundo, constituindo as micoses mais frequentes do homem (PERON et

al., 2005). A prevaléncia das dermatofitoses varia com a idade e o0 sexo. As dermatofitoses do
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couro cabeludo s&o mais frequentes em individuos impuberes e sem diferenca de sexo. Os
demais tipos sdo mais frequentes em adultos do sexo masculino (VERONESI & FOCACCIA,
2002).

A distribuicdo e a frequéncia das dermatofitoses e seus agentes etiolégicos variam
ainda segundo a regido geografica e o nivel socio econdmico da populagdo (PERON et al.,
2005). Quanto a distribuicdo geogréafica, os dermatéfitos sdo cosmopolitas, observando-se,
porém, distribuicbes regionais mais frequentes, sob influéncia de faixa etéria, fatores
genéticos, condicOes climaticas, migracdo, contato com animais e exposi¢do a locais publicos
como academias, piscinas e areas fechadas que favorecem a penetracdo do dermatéfito no
extrato corneo (COSTA et al., 2002; VERONESI & FOCACCIA, 2002; AQUINO et al.,
2007). Denomina-se espectro dos dermatofitos ao conjunto de espécies que ocorrem em uma
regido. O espectro varia de regido a regido e é dindmico no tempo, essas variagcdes sdo devidas
a atividade das populagbes (COSTA et al., 2002; VERONESI & FOCACCIA, 2002;
DAMAZIO et al., 2007).

Os dermatofitos produzem micoses que afetam aproximadamente 40% da populacéo
mundial (PERON et al., 2005; AQUINO et al., 2007) e representa 30% de todas as infec¢cdes
micoéticas cutaneas, sendo as mais comuns aquelas que comprometem pele e mucosas
(PERON et al., 2005). Estima-se que 10 a 15% da populagdo humana podera ser infectada por
estes microorganismos no decorrer de sua vida (COSTA et al., 2002).

As espécies de dermatofitos mais frequentemente isoladas sdo Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton rubrum (COELHO et al., 2005), sendo a Gltima o agente mais
comum isolado na Europa, América do Sul e América do Norte, sendo responsavel por 80-
90% dos casos de dermatofitoses (SEEBACHER, 2003; COELHO et al., 2005; AQUINO et
al., 2007; DAMAZIO et al., 2007).

Os dermatofitos podem apresentar transmissao direta pessoa a pessoa ou indiretamente
através de roupas de cama e banho, vestuarios e calgcados, utensilios e méveis contaminados
com elementos fungicos encontrados no solo ou liberados juntos com pélo e material de
descamacdo da pele. Dessa forma as dermatofitoses representam um problema de salde
publica e refletem o baixo nivel de educacdo sanitaria (PINHEIRO et al., 1997; PERON et al.,
2005). As medidas para prevenir das dermatofitoses dependem da fonte de infeccéo: zoofilica,
afastar-se ou tratar de animais infectados; antropofilica e geofilica, uso de roupa e calcados na
tentativa de diminuir a exposi¢do. N&o compartilhar o mesmo pente para cabelo e desinfetar o
piso do banheiro previne a propagacdo de tinha da cabeca e dos pés respectivamente
(VERONESI & FOCACCIA, 2002).
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4.3 AGENTES ANTIFUNGICOS

O controle dos dermatofitos envolve quase sempre a administracdo oral ou tépica de
drogas antifungicas (TABELA 04). A terapia topica, no entanto, € usada para a maioria dos
casos. Esses agentes farmacoldgicos sdo aplicados na superficie da pele na forma de cremes,
logBes ou sprays, e penetram prontamente no estrato corneo promovendo a morte (agentes
fungicidas) ou, pelo menos, a inibicdo do crescimento dos fungos (agentes fungistaticos)
(KYLE & DAHL, 2004; JULIATTI, 2008). Os fungicidas (alilaminas e benzilaminas como:
terbinafina, naftifina, butenafina) apresentam uma taxa de cura maior, além de um menor
tempo de tratamento, que os fungistaticos (azdis, como: miconazol, clotrimazol, cetoconazol,
fluconazol) (HAINER, 2003). Apesar desse arsenal de compostos antifingicos, 0s
dermatofitos tém sobrevivido ha varias geracoes de regimes terapéuticos e permanecem como
um dos mais constantes parasitas associados a humanidade (WEITZMAN &
SUMMERBELL, 1995).

TABELA 04: Tratamento oral para infeccdes flngicas cutaneas.

INFECCAO RECOMENDADO ALTERNATIVA

Tinea unguium  Terbinafina 250 mg/dia.  Itraconazol 200 mg/dia/3-5 meses ou 400 mg/dia
6 semanas para dedose  por uma semana por més por 3-4 meses
unhas. consecutivos.
12 semanas para unhas  Fluconazol 150-300 mg/ semana até a cura (6-12
dos pés. meses).
Griseofulvina 500-1000 mg/dia até a cura (12-18

meses).

Tinea capitis Griseofulvina 500mg/dia Terbinafina 250 mg/dia/4 semanas.
(ndo menos que 10 Itraconazol 100 mg/dia/4 semanas.
mg/kg/dia). Fluconazol 100 mg/dia/4 semanas.

Até a cura (6-8 semanas).

Tinea corporis  Griseofulvina 500 mg/dia Terbinafina 250 mg/dia por 2-4 semanas.

até a cura (4-6 semanas), Itraconazol 100 mg/dia por 15 dias ou 200
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INFECCAO RECOMENDADO ALTERNATIVA

frequentemente mg/dia por 1 semana.
combinado com Imidazol Fluconazol 150-300 mg/semana por 4 semanas.
topico.
Tinea cruris Griseofulvina 500 mg/dia Terbinafina 250 mg/dia por 2-4 semanas.
até a cura (4-6 semanas). Itraconazol 100 mg/dia por 15 dias ou 200
mg/dia por 1 semana.

Fluconazol 150-300 mg/semana por 4 semanas.

Tinea pedis Griseofulvina 500mg/dia Terbinafina 250 mg/dia por 2-4 semanas.
até a cura (4-6 semanas). Itraconazol 100 mg/dia por 15 dias ou 200
mg/dia por 1 semana.

Fluconazol 150-300 mg/semana por 4 semanas.

Tinea cronica Terbinafina 250 mg/dia  Itraconazol 200 mg/dia por 4-6 semanas.
e/ou sistémica  por 4-6 semanas. Griseofulvina 500-1000 mg/dia até a cura (3-6

meses).

Fonte: www.mycology.adelaide.edu.au, 2008.

Em geral, as infe¢bes fungicas exigem tratamento prolongado (CRAIG & STITZEL,
2005). Os agentes antifungicos azois sdo compostos sintéticos com atividade fungistatica de
amplo espectro, que podem ser divididos em dois grupos: os agentes imidazdlicos mais
antigos e os compostos triazélicos mais recentes como o fluconazol, que apresenta
disponibilidade para uso oral e endovenoso (CRAIG & STITZEL, 2005; WINGETER et al.,
2007). Os agentes azolicos sistémicos sdo considerados efetivos no tratamento das micoses
superficiais (FUCHS & WANNMACHER, 1998). Os triazois tendem a apresentar menos
efeitos colaterais, melhor absorcdo, melhor distribuicdo do farmaco pelos tecidos e menos
interacdes farmacologicas (CRAIG & STITZEL, 2005). Sendo que, apesar de o Fluconazol
ser bem tolerado, foi relatada a ocorréncia de efeitos adversos como nausea, vomitos, dor
abdominal, diarréia, erupcbes cutaneas (Sindrome de Stevens-johnson), necrose hepética
(Hepatite) e alopécia atribuidos a utilizacdo desse farmaco (RANG et al., 2001; CRAIG &
STITZEL, 2005). Além disso, 0 uso excessivo dos azdis levou ao aparecimento de resisténcia
em espécies suscetiveis e ainda a resisténcia cruzada (BERGOLD & GEORDIADIS, 2004).
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Os antifungicos existentes no mercado atualmente possuem limitagdes terapéuticas,
principalmente quando se levam em consideragdo os efeitos colaterias como nefro e
hepatotoxicidade. Entre alguns exemplos de antifingicos que apresentam tais efeitos toxicos
cita-se a anfotericina-B, e o cetoconazol. O fato de alguns antifingico apresentarem acédo
fungistatica e ndo fungicida (azois), podem contribuir para o surgimento de cepas resistentes
(RANG et al., 1997; ZACCHINO et al., 2003).

Muitos dos farmacos atualmente disponiveis apresentam efeitos colaterais
indesejaveis, eficacia duvidosa contra fungos reemergentes, ou desenvolvem uma réapida
resisténcia sendo necessario urgentemente uma nova geracdo de agentes antifingicos. As
pesquisas estdo orientadas na investigacdo de farmacos antiflngicos, que possam atuar
seletivamente na célula fangica sem inibir nenhum sistema bioquimico do hospedeiro. Os
fungos possuem paredes celulares, sendo uma estrutura essencial para eles, diferentemente
das células dos mamiferos, e este fato faz com que todos os sistemas enzimaticos que fazem
parte da sintese e montagem da parede celular fangica se transformem em alvo util para o
descobrimento e desenvolvimento de novos farmacos antifungicos com maior especificidade
(LOPEZ et al., 2001; SELINTRENNIKOFF et al., 2001; ZACCHINO, 2001;).

Infelizmente, as células fungicas e humanas apresentam muitas semelhancas.
Compartilham a maioria das vias de metabolismo intermediario, utilizando enzimas muito
similares ndo sendo facil encontrar alvos que oferecam a seletividade requerida para obter-se
um antifangico seguro. Os alvos que apresentam maior possibilidade de levar a antifungicos
seletivos sdo os inibidores da biossintese do ergosterol, a inibicdo das topoisomerases
fungicas e a inibicdo da parede celular fungica (URBINA et al., 2000; LACAZ et al., 2002;
ZACCHINO, 2001).

A parede celular fungica pode funcionar como alvo extremamente util. J& que a ela é
uma barreira protetora, evita sua ruptura osmotica e Ihe confere forma, é essencial para seu
crescimento e viabilidade. Ela é constituida por muitos componentes macromoleculares, entre
eles glicanos, quitina, manoproteinas e outras proteinas. Uma vez sintetizados, eles interagem
entre si, via uma série de enzimas associadas a parede, realizando-se ligacbes cruzadas,
ramificacGes e outras funcBes, que sdo alvos para o descobrimento de novos farmacos
antifangicos (FIGURA 10) (ZACCHINO et al, 2003).
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FIGURA 10: Representacdo da estrutura da parede fungica

Fonte: Sartori (2005).

Apesar dos inibidores da biossintese do ergosterol terem demonstrado relativa
seletividade, eles podem inibir vias comuns de biossintese de esterdides humanos, o0 que 0s
tornam potencialmente toxicos. Os antifingicos que atuam nessa rota, infelizmente inibem
enzimas que sdo comuns para a formacao tanto do ergosterol quanto do colesterol. Devido a
essa ndo seletividade desses agentes, a sintese do colesterol em mamiferos acaba sendo
interrompida, provocando efeitos colaterais como inibicdo de sintese hormonal (URBINA et
al., 2000; ZACCHINO et al., 2003).

A investigacdo de antifingicos seletivos € direcionada para a inibicdo da etapa de
adicdo de um grupo metil no C-24 da cadeia lateral dos esterdides. O mecanismo de agédo do
doador do grupo metil é a S-adenosil metionina. A etapa da biossintese do ergosterol, como a
24 metilacdo, no C-24 da cadeia lateral dos esterdides é uma das areas mais promissoras da
investigacdo de antifingicos seletivos, jA& que ndo ocorre nas células dos mamiferos,
reduzindo as chances de toxicidade (SARTORI, 2005).

As topoisomerase | fungica sdo suficientemente diferentes das humanas, logo também
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podem ser alvos promissores para novos antifingicos. Estudos demonstraram que Vérias
topoisomerases | extraidas de fungos seriam alvos promissores para novos agentes
antifungicos mais seletivos (ZACCHINO et al., 2003).

Os agente antifungicos também podem ser classificados em duas categorias: os que
afetam a membrana celular e os que atuam intracelularmente, interrompendo processos
celulares vitais, como sintese de DNA, RNA ou proteinas Como exemplos de drogas que
afetam a membrana celular podemos citar os derivados poliénicos, e derivados imidazdlicos.
Estas substancias combinam-se com esterdis da membrana, rompendo a mesma ou tornando-a
incapaz de efetuar suas fungdes normalmente (permeabilidade e transporte). A droga forma
um poro na membrana e o centro hidrofilo da molécula cria um canal i6nico transmembrana.
Podem ocorer alteracbes na permeabilidade celular e causar a perda de constituintes
essenciais das células com K+, agucares, proteinas, fosfatos inorganicos, acidos carboxilicos e
ésteres de fosfato (RANG et al., 1997; TRABULSI et al., 1999).

Diante do aumento dos fungos resistentes aos farmacos, novas opg¢des na terapéutica
devem ser cuidadosamente avaliadas de modo a reduzir o uso indiscriminado de antifingicos.
Principalmente no que se refere a toxicidade, qualidade de vida e saude. Uma das mais
promissoras fontes de pesquisa, para hovos compostos bioldgicos ativos sdo plantas usadas na
medicina tradicional, muitas delas ainda ndo investigadas do ponto de vista da composicado
quimica ou de sua atividade farmacologica (ZACCHINO 2001; URBINA et al., 2000;
SARTORI et al., 2003).



5 METODOLOGIA

5.1 OBTENCAO DAS ESPECIES VEGETAIS A SEREM ESTUDADAS

O material vegetal (Achillea millefolium — folhas e caule, Cyperus rotundus — parte
aérea, Piper aduncum - folhas, Plectranthus barbatus - folhas e Porophyllum ruderale — parte
aérea) foi coletado no horto de plantas medicinais e em areas proximas ao Campus Il da
UNIVALE. As amostras foram secas sobre telas em ambiente com desumidificador. Apés a
secagem completa, o material foi triturado para ser submetido a extracdo. Foram utilizados
como solventes o etanol 99%, o metanol e o hexano 95%. Os extratos foram obtidos através
de 05 métodos diferentes (sonicagdo, decoccdo, soxhlet, turbolize e maceracdo); os 0Oleos
essenciais pela destilacdo por arraste a vapor (TABELA 05 e FIGURA 11). Exemplares das
espécies utilizadas foram herborizados e as exsicatas depositadas no Herbario do Laboratorio
de Boténica da Faculdade de Ciéncias Agrarias.

A escolha das espécies foi realizada a partir de informagdes etnoboténicas
(BRASILEIRO, et al., 2003; LORENZI &MATOS, 2002).

TABELA 05: Métodos de obtencdo dos diversos extratos e 6leos essenciais utilizados no

trabalho, para cada espécie de planta e respectivos solventes.

Espécie de Planta A.m. Cr. P. a. P. b. P.r.

Métodologia de Extracédo

Sonicacgédo E.e E.e E.e E.e.
E. h. E.m. E. m.
E. h.
Decoccéo E.e
E. h.
Soxhlet E.e
E. h.
Turbolise E.e
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Espécie de Planta A.m. Cr. P.a. P.b. P.r.
Maceracéao E.e

E. h.
D.AV* O.e. O.e. O.e.

*Destilagdo por arraste a vapor.
Legendas: A.m. (.Achillea millefolium); C.r.(Cyperus rotundus); P.a. (Piper aduncum); P.b. (Plectranthus barbatus); P.r.(Porophyllum

ruderale); E.e. (Extrato etandlico); E.h. (Extrato hexanico); E.m. (Extrato metandlico); O.e. (Oleo essencial).

PLANTA

COLETA _
IDENTIFICACAQ

OLEO

DAV ESSENCIAL

SECAGEM
MOAGEM

EXTRACAO

SONICACAO|  MACERACAQ  |DECOCCAO SOXHLET TURBOLISE

FIGURA 11: Esquema geral para obtencdo de extratos e 6leos essenciais.



50

5.2 METODOS DE EXTRACAO — PREPARO DOS EXTRATOS DE PLANTAS

5.2.1 Sonicacao (ultra-som)

Inicialmente foram obtidos através deste método de extragcdo os extratos brutos de
Cyperus rotundus (etandlico), Piper aduncum (etanélico e hexanico), Plectranthus barbatus
(etandlico e metandlico) e Porophyllum ruderale (etandlico, metandlico e hexanico).

O material vegetal foi submetido a secagem, moagem e adicionados ao solvente. Em
seguida, os tecidos vegetais foram extraidos sob um banho de ultra-som. Para tando, foram
adicionados cerca de 15 g do material vegetal triturado em um Becker (600 ml) onde se verteu
150 ml do solvente extrator. Tampou-se 0 Becker e este permaneceu em um banho de ultra-
som Q IMIS® durante 4 horas, sendo que em intervalos de 1 hora uma aliquota era retirada e
filtrada, para ser avaliada em espectrofotometro FENTO® a 664 nm.

A solucdo obtida foi entdo filtrada em algodédo, e novamente vertida em outro baldo de
fundo redondo, para entdo ser levada ao rotavapor FISATOM® com pressdo reduzida, &
temperatura de 40°C e 80 rpm, onde foi lavado com o proprio solvente. Em seguida, essa
solucéo foi depositada em um novo Bécker (250 ml), o qual foi selado com um filme de PVC
perfurado, e conduzido a uma estufa de fluxo de ar a 40°C, onde permaneceu até a completa
secagem do extrato. Por fim, o Becker (250 ml) contendo o extrato foi selado, identificado e
armazenado em freezer a -18°C até ser requisitado nos bio-ensaios de suscetibilidade, quando

este foi pesado e solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO).

5.2.2 Decoccao (refluxo)

Foram obtidos através deste método de extracdo os extratos brutos de Piper aduncum
(etandlico e hexanico). Depois de separadas, as folhas foram secas, moidas e, posteriormente,
submetidas a decoc¢do para obtencdo de um extrato aquoso semelhante ao cha utilizado na
medicina popular.

O material vegetal triturado (15 g) foi acondicionado em um baldo de fundo redondo



51

(500 ml) onde também adicionou-se 150 ml do respectivo solvente. O baldo foi colocado em
uma manta de aquecimento NALGON® & temperatura de 100 °C, onde permaneceu por 4
horas, sendo que em intervalos de 1 hora uma aliquota era retirada e filtrada, para ser avaliada
em espectrofotdmetro FENTO® a 664 nm.

A solugéo obtida foi ento filtrada em algod&o, e novamente vertida em outro baldo de
fundo redondo, para entdo ser levada ao rotavapor FISATOM® com presséo reduzida, a
temperatura de 40°C e 80 rpm, onde foi lavado levemente com o proprio solvente. Em
seguida, essa solucdo foi depositada em um novo Bécker (250 ml), o qual foi selado com um
filme perfurado, e conduzido a uma estufa de fluxo de ar a 40°C, onde permaneceu até a
completa secagem do extrato. Por fim, o Becker (250 ml) contendo o extrato foi selado,
identificado e armazenado em freezer a -18°C até ser requisitado nos bio-ensaios de

suscetibilidade, quando este foi pesado e solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO).

5.2.3 Maceragéo

Através deste método de extracdo foram obtidos os extratos brutos de Piper aduncum
(etandlico e hexanico).

Foram adicionados cerca de 15 g do material vegetal triturado em um Becker (600
ml) onde se verteu 150 ml do solvente extrator. Tampou-se 0 Becker e este foi mantido em
um agitador magnético NOVA TECNICA® durante 4 horas, onde da mesma maneira em
intervalos de 1 hora uma aliquota era retirada e filtrada, para ser avaliada em
espectrofotometro FENTO® a 664 nm. Apos isso a solucéo foi armazenada durante 7 dias em
condicBes ambientais.

Apos esse periodo, a solucao foi filtrada em algoddo, e novamente vertida em outro
baldo de fundo redondo, para entdo ser levada ao rotavapor FISATOM® com pressdo
reduzida, a temperatura de 40°C e 80 rpm, onde foi lavado levemente com o préprio solvente.
Essa solucdo foi, em seguida, depositada em um novo Bécker (250 ml), o qual foi selado com
um filme perfurado, e conduzido a uma estufa de fluxo de ar a 40°C, onde permaneceu até a
completa secagem do extrato. Por fim, o Becker (250 ml) contendo o extrato foi selado,
identificado e armazenado em freezer a -18°C até ser requisitado nos bio-ensaios de

suscetibilidade, quando este foi pesado e solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO).
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5.2.4 Soxhlet

Através deste método de extracdo foram obtidos os extratos brutos de Piper aduncum
(etandlico e hexanico).

Os extratos foram preparados em extrator tipo Soxhlet com os solventes etanol e
hexano. Foram adicionados de 15 g do material vegetal triturado envolvido em papel filtro
WHATMAN®, e entdo acondicionado no interior da parte extratora do aparelho de Soxhlet,
que foi acoplado a um baldo de fundo redondo (500 ml) contendo 150 ml do respectivo
solvente. O sistema foi deixado em uma manta de aquecimento NALGON® a 100°C, por 4
horas. Em intervalos de 1 hora, uma aliquota era retirada e filtrada, para ser avaliada em
espectrofotdmetro FENTO® a 664 nm.

A solucéo obtida foi entdo filtrada em algod&o, e vertida em outro baldo de fundo
redondo, para entdo ser levada ao rotavapor FISATOM® com presséo reduzida, & temperatura
de 40°C e 80 rpm, onde foi lavado levemente com o préprio solvente. Essa solucdo foi, em
seguida, depositada em um novo Bécker (250 ml), o qual foi selado com um filme perfurado,
e conduzido a uma estufa de fluxo de ar a 40°C, onde permaneceu até a completa secagem do
extrato. Por fim, o Becker (250 ml) contendo o extrato foi selado, identificado e armazenado
em freezer a -18°C até ser requisitado nos bio-ensaios de suscetibilidade, quando este foi

pesado e solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO).

5.2.5 Turbdlise

Com este método de extracdo foram obtidos os extratos brutos de Piper aduncum
(etandlico).

Adicionaram-se exatamente cerca de 15 g do material vegetal triturado em um copo de
liquidificador (1000 ml) juntamente com 150 ml de solvente extrator. O aparelho de
liquidificador foi submetido a realizar 1000 rpm durante 5 minutos, e isso foi repetido durante
6 vezes, sendo que ao término de cada sessdo uma aliquota foi retirada e filtrada, para ser
avaliada em espectrofotdmetro FENTO® a 664 nm.

A solucdo obtida foi entéo filtrada em algodédo, e novamente vertida em outro baldo de
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fundo redondo, para entdo ser levada ao rotavapor FISATOM® com pressdo reduzida, &
temperatura de 40°C e 80 rpm, onde foi lavado levemente com o proprio solvente. Em
seguida, essa solucdo foi depositada em um novo Bécker (250 ml), o qual foi selado com um
filme perfurado, e conduzido a uma estufa de fluxo de ar a 40°C, onde permaneceu até a
completa secagem do extrato. Por fim, o Becker (250 ml) contendo o extrato foi selado,
identificado e armazenado em freezer a -18°C até ser requisitado nos bio-ensaios de
suscetibilidade, quando este foi pesado e solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO).

5.3 PREPARO DOS OLEQS ESSENCIAIS (D.A.V.)

Em nosso trabalho utilizamos a destilagdo por arraste a vapor para obter o Gleo
essencial de trés espécies de plantas: Achillea millefolium, Piper aduncum e Porophyllum

ruderale.

5.3.1 Destilacao por arraste a vapor

Foram acondicionados em em um baldo de trés pontas (250 ml) 15 g do material
vegetal ja triturado. Uma das pontas deste baldo estava conectada a um outro baldo de fundo
redondo (500ml), que continha 400 ml de agua, e estava envolvido por uma manta de
aquecimento NALGON® a 100°C. Apés a &gua entrar em ebulicdo, o vapor gerado pela
vaporizacdo da dgua na caldeira arrasta a esséncia através de um condutor, que passa por uma
serpentina de resfriamento, condensando uma mistura de éleo-agua, que foi progressivamente
depositada em um Erlenmeyer (250 ml).

O Erlenmeyer (250 ml) com a emulsdo (6leo-agua) produzida foi armazenada durante
24 hs em ambiente fechado a 5°C. A esta solucdo sdo vertidas 15 ml de diclorometano
(99,5%), para entdo ser levada ao funil de separacdo. Com a ativacdo da valvula o 6leo da
emulsdo € depositado em outro Erlenmeyer (250 ml), agora contendo cerca de 20g de sulfato
de sddio anidro (P.A.). Com esta manobra, neste momento a solucdo ja pode ser filtrada em
algodao e acondicionada em outro Becker (250 ml).

A solucdo obtida foi entédo filtrada em algodédo, e novamente vertida em outro baldo de
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fundo redondo, para entdo ser levada ao rotavapor FISATOM® com pressdo reduzida, &
temperatura de 40°C e 80 rpm. Em seguida, essa solucdo foi depositada em um novo Bécker
(250 ml), o qual foi selado, identificado e armazenado em freezer a -18°C até ser requisitado
nos bio-ensaios de suscetibilidade.

5.4 FUNGOS

Neste estudo foram utilizadas linhagens de referéncia ATCC (American Type Culture
Collection) das espécies de dermatdfitos T. rubrum (ATCC 40051) e T. mentagrophytes
(ATCC 40004).

Foram também utilizados isolados clinicos de T. rubrum e T. mentagrophytes,
fornecidos pelo laboratério de Micologia, ICB, UFMG, e identificados por procedimentos
padrdo (LACAZ, 2002).

5.5 ENSAIO DE SUSCEPTIBILIDADE

A susceptibilidade dos isolados aos diferentes compostos foi realizada nas capelas do
laboratdrio de microbiologia da Univale, e de acordo com teste padréo aprovado pelo NCCLS
(2002) para fungos filamentosos (M38-A), modificado. Foi utilizado o meio padrdo RPMI
1640 (pH 7,0) tamponado com 0,165 M de MOPS (34,54q por litro).

5.6 PREPARO DO INOCULO

Os isolados foram transferidos da salina estéril (0,9%) para o agar batata dextrose
(BDA) a 28°C por 7 dias, para a producdo de conidias. As colénias de fungos foram cobertas
com 5 ml de salina estéril (0,9%). Em seguida, foram raspadas e a suspensdo coletada com o
auxilio de uma pipeta Pasteur. A mistura de microconidias e fragmentos de hifas foi filtrada

em gaze e a densidade da suspensdo resultante foi ajustada em espectrofotdmetro FENTO®,
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ao comprimento de onda de 520 nm para uma transmiténcia de 70 a 72%. Este procedimento
gera um indculo que varia de 2 x 10° a 4 x 10° UFC/ml, sendo esse valor confirmado pelo
plaqueamento de 0,01 ml da suspensdo em BDA e posterior contagem das colonias de fungo
apos incubagdo das placas por 7 a 10 dias a 28°C. A suspensao do indculo foi diluida (1:50)
em meio RPMI para se obter um niimero de células variando de 2 x 10* a 4 x 10* UFC/ml.

5.7 ENSAIO DE CIM

Placas de microdiluicdo de fundo chato (96 pocos) foram preparadas de acordo com 0 método
de referéncia NCCLS (M38-A, 2002). Resumidamente, foram adicionados 100 ul de meio em
cada um dos 96 pocos da placa. Em seguida, 100 pul dos extratos foram adicionados em
triplicata nos primeiros pogos de cada linha, a partir dos quais foram realizadas diluigdes
seriadas na razdo de dois, por meio da transferéncia de 100 pl da solucdo para 0 pogo
sequinte. Esse procedimento foi feito até o ultimo poco, quando 100 ul da solucdo foram
descartados. Por fim, foram adicionados 100 ul da suspensdo do inoculo diluida (1:50) aos
pocos contendo os extratos. Dessa forma, na maioria dos casos, foram obtidas solucdes de
extratos nas concentracdes finais variando de 10,0 a 0,005 mg/ml. Ao passo que para o0s 6leos
essenciais das espécies Achillea millefolium, Piper aduncum e Porophyllum ruderale, foram
testados nas concentrac@es variando 25,0 — 0,01 mg/ml. Para cada placa teste, foram incluidos
ainda trés controles: um apenas com 200 pl de meio (controle de esterilidade); outro com 100
pl de meio e 100 pl da suspensdo do indculo (controle de crescimento); e o ultimo com 100 pl
de meio acrescido de DMSO nas mesmas concentracGes daguelas presentes nos extratos,
variando de 4 a 0,0015% (v/v), mais 100 pl da suspenséo do inoculo (controle do solvente).
As placas de microdiluicdo foram incubadas a 28°C e lidas visualmente ap6s 7 dias de
incubacdo. Todos os testes foram repetidos pelo menos duas vezes em experimentos

independentes.
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5.8 DETERMINACAO DA CIM DO ANTIFUNGICO PADRAO

O Fluconazol foi utilizado como medicamento referéncia tanto nos testes com o0s
fungos padrdo quanto nos testes com os isolados clinicos, sendo avaliado na faixa de

concentragdo de 250,0 — 0,12 pg/ml.

5.9 LEITURA E INTERPRETACAO DAS CIMs

O ponto final de determinacdo das leituras foi realizado visualmente baseado na
comparagdo do crescimento nos pogos contendo 0s compostos com aqueles do controle de
crescimento. Para o0s extratos e compostos vegetais, a CIM foi definida como a menor
concentracdo que inibiu completamente o crescimento visivel dos fungos, ap6s 7 dias de
incubacéo. Diferentemente, a CIM para o Fluconazol foi definida como a menor concentragédo
gque causou uma proeminente queda no crescimento dos fungos, correspondente a

aproximadamente 80% do controle do crescimento, também apos 7 dias de incubacéo.

5.10 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

A CFM de alguns dos extratos foi determinada por meio do sub-cultivo, em agar
batata dextrose, de 25 pul do conteudo dos pogos onde ndo houve crescimento dos fungos. A
leitura foi feita apds 7 dias de incubacdo a 25°C e a CFM foi definida como a menor

concentracdo de extrato que inibiu qualquer crescimento fungico nas sub-culturas.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS GERAIS

A diminuigdo da susceptibilidade de dermatéfitos aos farmacos atualmente
disponiveis, bem como ao aparecimento de efeitos indesejaveis a certos agentes antiflngicos,
tem impulsionado a pesquisa de novos agentes antidermatofiticos (SILVA et al., 2005). Com
0 objetivo de encontrar plantas muito ativas que sejam candidatas a estudos posteriores
visando a descoberta de novos compostos com acdo antidermatofitica, ou mesmo o
desenvolvimento de fitoterdpicos, nds avaliamos a atividade antifingica de cinco plantas
medicinais contra Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes, as duas mais
comuns espécies causadoras de dermatofitoses em seres humanos.

Trabalhos anteriores tém sugerido que produtos derivados de plantas mostram
importante atividade antifingica e possuem, portanto, potencial terapéutico principalmente
em doencas de fungos envolvendo as mucosas, as superficies da pele e as infec¢des do trato
respiratorio. Especificamente em relacdo aos dermatofitos, diversos estudos tém comprovado
a eficacia da utilizacdo de preparados de plantas medicinais no combate a esses fungos
(GUPTA et al., 1976; YAMADA & AZUMA, 1977; FUJITA et al., 1978; ALADE & IROBI,
1993; CARCERES et al., 1993; IROBI & DARAMOLA, 1993; IBRAIM & OSMAN, 1995;
ALI-SHTAYEH et al., 1999; SHAHI et al., 2000; GADH et al., 2001; FLACH et al., 2002;
SOUZA et al., 2003; FERESIN et al., 2003; SARTORI et al., 2003; LOIZZO et al., 2004;
ALJABRE et al., 2005; MUSCHIETTI et al., 2005; SILVA et al., 2005; NGONO et al.,
2006; CANALES et al., 2007; CRUZ et al., 2007; DURAIPANDIYAN & IGNACIMUTHU,
2007; HERNANDEZ et. al., 2007; KAROISHI et al., 2008; MANN et al., 2008;
TRANKRANRUNGSIE et al., 2008).

Uma forma de avaliar a eficicia da acdo antimicrobiana de produtos de plantas é
comparar a atividade desses com aquela de antimicrobianos padrdo. Todos 0s extratos e 6leos
essenciais testados por ndés demonstraram algum grau de atividade antifangica (TABELAS
06, 07, 08 e 11), embora nenhuma das CIMs obtidas para esses produtos vegetais tenha sido
comparavel aquela encontrada para o Fluconazol, antimic6tico padrdo (TABELAS 09 e 10).
Contudo, ndo ha entendimento sobre o nivel de inibicdo antimicrobiana aceitvel para

considerar um material vegetal promissor. Alguns autores consideram somente a atividade
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comparédvel aquela de antimicrobianos, enquanto outros consideram até valores muito
maiores. O critério proposto por Aligiannis et al. (2001) para classificar poténcia de produtos
vegetais, baseado em valores de CIM tem sido adotado por outros pesquisadores (Duarte et
al., 2005) e consiste nos seguintes parametros: inibidor forte - CIM até 0,5 mg/ml; inibidor
moderado - CIM entre 0,6 e 1,5 mg/ml; inibidor fraco - CIM acima de 1,6 mg/ml. Nesse

trabalho, adotaremos também esse critério para analise dos dados.

6.2 ATIVIDADE ANTIDERMATOFITICA

6.2.1 Sensibilidade dos fungos padrédo (Trichophyton Mentagrophytes e Trichophyton
rubrum) AOS PRODUTOS VEGETAIS

Avaliamos a atividade, in vitro, de extratos e/ou Gleos essenciais de Cyperus rotundus,
Piper aduncum, Plectranthus barbatus, Porophyllum ruderale e Achillea millefolium contra
Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes, por meio da determinacdo dos valores
de CIM e CFM, empregando-se a técnica de microdiluicdo em caldo.

De acordo com os dados das TABELA 06, observamos que a sensibilidade de T.
rubrum e T. mentagrophytes aos mesmos extratos foi semelhante, encontrando-se valores de
CIM e CFM idénticos, ou com diferenca de no maximo duas vezes de uma espécie para a
outra (ou seja, apenas uma dilui¢do). Os valores de CFM para os diferentes extratos também
foram idénticos aos correspondentes valores de CIM, ou no maximo duas vezes maiores.

Os resultados de CIM e CFM de diferentes extratos brutos, obtidos pela técnica de
sonicacdo de Cyperus rotundus, Piper aduncum, Plectranthus barbatus e Porophyllum
ruderale sdo mostrados na TABELA 06. Os extratos de todas as plantas testadas
demonstraram atividade antifungica para ambas as espécies de Trichophyton avaliadas, e
atingiram CIMs e CFMs que variaram na faixa de 0,31 — 5,0 mg/ml. Com exce¢do da espécie
Piper aduncum, os extratos brutos foram preparados com diferentes solventes, sendo que para
todas as espécies foram produzidos extratos etandlicos. Dentre esses, 0 menos ativo foi o de
Porophyllum ruderale com valores de CIM variando de 2,5 a 5 mg/ml e CFM de 5 mg/ml.
Por outro lado, os extratos de Cyperus rotundus, Piper aduncum e Plectranthus barbatus

apresentaram valores de CIM equiparaveis, variando de 0,62 a 1,25 mg/ml. J4 o CFM do
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extrato de Plectranthus barbatus apresentou uma variagdo maior que aquelas verificadas para
0s extratos de Cyperus rotundus e Piper aduncum (0,62 a 2,5 mg/ml contra 0,62 a 1,25
mg/ml, respectivamente).

Foram preparados também extratos metandlicos para Plectranthus barbatus e
Porophyllum ruderale. A CIM do extrato metandlico de Plectranthus barbatus para os dois
fungos foi duas a quatro vezes maior que aquela encontrada para o extrato etanélico (0,62-
1,25 mg/ml e 2,5 mg/ml, respectivamente). J& o extrato metandlico de Porophyllum ruderale
teve atividade semelhante ao seu correspondente extrato etandlico (CIM e CFM de 2,5 a 5
mg/ml). Extratos hexanicos foram preparados para Cyperus rotundus e Porophyllum ruderale.
O extrato hexanico de Cyperus rotundus mostrou-se levemente melhor que o seu
correspondente etandlico (CIM e CFM variando de 0,31 a 0,62 mg/ml). Embora essa
diferenca ndo seja grande, apenas uma diluigdo, ela foi consistente. O extrato hexanico de
Porophyllum ruderale, por sua vez, demonstrou valores de CIM e CFM cerca de quatro a oito
vezes menores que 0s seus correspondentes etandlico e metandlico (TABELA 06). Em
relacdo a isso Adekunle & lkumapayi (2006), sustentam que diferencas no potencial de
inibicdo verificada entre os extratos, podem ser consequéncia, muito provavelmente, da
presenca de diferentes compostos bem como de suas concentrages variadas em cada
preparado de determinada planta. Para isso, corrobora o estudo de Pohongpaichit et al. (2008),
por terem atentado para o fato de que em seus resultados, 0os compostos com atividade
antifngica encontrados nas plantas seriam muito provavelmente de natureza apolar. Ainda,
segundo Bresciani et al. (2000), bem como Carvalho et al. (2001), solventes apolares como
éter e hexano possibilitam a extracdo de grupos esterdides (estimagmasterol e sistosterol),
cumarinicos, ésteres do acido olendico, lactonas sesquiterpénicas, terpendides (acidos
cauranicos), que por possuirem carater lipossollvel, pode favorecer a passagem desses
compostos através das membranas celulares, as quais tém natureza protéica e lipidica; e esta
passagem é grandemente determinada pela sua maior ou menor lipossolubilidade (JOHANN
et al., 2007). Assim, substancias com estas caracteristicas podem atravessar mais rapidamente
as barreiras da membrana por um processo de difusdo passiva, sendo este transporte
diretamente proporcional ao gradiente de concentracdo e ao coeficiente de particdo
lipidio/agua das mesmas (RANG et al., 1997). Isto p6de ser verificado em um estudo in vitro
sobre a atividade antimicrobiana de fracGes de extratos e compostos obtidos das folhas de
Piper regnelli contra fungos de dermatofitos padrdo (Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton rubrum, Microsporum canis e Microsporum gypseum), onde foi evidenciada a

supremacia dos compostos obtidos com solventes apolares frente aos obtidos com solventes
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polares, com destaque para o extrato bruto hexanico (CIM = 6,2 pg/ml) frente ao metanolico
(CIM > 100 pg/ml) (KOROISHI et al., 2008). Em um outro estudo, Hernandez e
colaboradores (2007), avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos metandlico,
cloroférmico e hexanico de Cordia curassavica (Boraginaceae) contra cinco espécies de
fungos, dentre as quais o Trichophyton mentagrophytes. Eles observaram que somente 0s
extratos cloroférmico e hexanico apresentaram atividade antifungica contra trés das linhagens
analisadas, sendo que o extrato hexadnico foi o mais ativo contra o Trichophyton
mentagrophytes (MIC = 0,23 mg/ml). A atividade promissora de extratos hexanicos contra
dermatéfitos foi verificada também para as folhas de Cupressus lusitanica Mill., uma planta
comum em muitos paises e introduzida na Africa durante o periodo colonial. Demonstrou-se
que seu extrato quando testado in vitro sobre dermatofitos, atingiu uma CIM de 750 ug/ml
sobre T. rubrum (mesmo resultado conseguido sobre Microsporum audouinii, Microsporum
langeronii, Microsporum canis; e de 800 pg/ml para Trichophyton tonsurans), estes
resultados explicam porque o suco desta planta é utilizado no tratamento das dermatofitoses
(Kuiate et al. 2006). Da mesma forma, Canales et al. (2007) em um outro estudo comparativo
in vitro sobre as atividades toxicas e antimicrobianas da Gymnosperma glutinosum, uma
planta importante na medicina tradicional mexicana, apds serem retiradas de duas localidades
diferentes do México: San Rafael e Tepeji del Rio, tiveram seus preparados testados tanto
contra fungos quanto bactérias. Nos ensaios da atividade antifingica, realizados através da
macrodiluicdo em &gar, demonstraram a efetividade do extrato hexanico contra todas as
espécies avaliadas, isso considerando as plantas oriundas de ambas as localidades. Em
especial, com relagdo ao fungo T. mentagrophytes, este demonstrou ser um dos mais
suscetiveis ao extrato hexanico dessa planta (CFso= 90,3 pug/ml para a de San Rafael e CFso=
169,6 png/ml para a de Tapeji del Rio).

Todas as espécies vegetais analisadas por nos sao amplamente utilizadas na medicina
popular brasileira para diferentes finalidades e ja tiveram sua atividade antimicrobiana testada
em trabalhos anteriores, incluindo testes para avaliacdo da atividade antifingica. No entanto,
essas plantas ndo foram completamente estudadas ainda contra Trichophyton. Na realidade,
das cinco espécies investigadas nesse trabalho, somente o Piper aduncum, pelo menos no
levantamento bibliografico feito por nos, ja foi avaliado contra Trichophyton. Em um estudo
que avaliou a atividade antimicrobiana de 92 plantas medicinais Hondurenhas, o P. aduncum
mostrou o mais amplo espectro de atividade antifingica, com inibi¢do observada contra cinco

das seis espécies de fungos testadas, incluindo o T. mentagrophytes, além de trés leveduras
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(C. neoformans, C. albicans e S. cerevisiae) e de mais um fungo filamentoso (Aspergillus
flavus). Apenas o A. fumigatus ndo foi susceptivel ao extrato do P. aduncum (LENTZ et al.,
1998). No entanto, como nesse trabalho foi utilizado o método de disco-difusdo, a CIM do
extrato de P. aduncum n&o foi determinada.

O 6leo essencial de plantas € uma importante fonte de compostos com atividade
antimicrobiana (DUARTE et al., 2005; HERNANDEZ et al.,2007). Por isso, avaliamos
também a CIM de 0Oleos essenciais de Achillea millefolium, Piper aduncum e Porophyllum
ruderale contra os dois dermatofitos (TABELA 07). Os 6leos essenciais de Piper aduncum e
Porophyllum ruderale tiveram a mesma atividade contra Trichophyton rubrum e
Trichophyton mentagrophytes (CIM de 3,12 e 6,25 mg/ml, respectivamente). O 6leo essencial
que demonstrou maior efetividade foi o de Achillea millefolium que chegou a atingir uma
CIM de 0,78 mg/ml para T. rubrum. A espécie T. mentagrophytes apresentou susceptibilidade
ligeiramente menor que a T. rubrum, sendo que os valores de CIM da primeira foram sempre
duas vezes maiores que o0 a Ultima, para os trés dleos testados.

A susceptibilidade de uma determinada espécie de microrganismo a produtos vegetais
oriundos de uma mesma espécie vegetal podem apresentar resultados muito diferentes quando
avaliada por diferentes pesquisadores. Por exemplo, Duarte et al., 2005 estudaram a atividade,
contra Candida albicans, dos extratos etandlicos e dos Oleos essenciais de 35 plantas
medicinais utilizadas comumente no Brasil; dentre as quais quatro espécies avaliadas por nés
nesse trabalho: Achillea millefolium, Cyperus rotundus, Piper aduncum e Plectranthus
barbatus. Interessantemente, os extratos etandlicos de nenhuma das plantas foi efetivo até a
maior concentracdo testada (2,0 mg/ml); ja os Oleos essenciais de 13 espécies vegetais
demonstraram atividade antifingica, dentre os quais Achillea millefolium (CIM 0,25 mg/ml),
Cyperus rotundus (0,6 mg/ml), Piper aduncum (2,0 mg/ml) e Plectranthus barbatus (2,0
mg/ml). Esses dados sdo amplamente divergentes dos nossos, pois nossos melhores resultados
foram obtidos com os extratos e ndo com os 6leos essenciais. Em relacdo ao Piper aduncum,
BRAGA et al. (2007) encontraram, diferentemente do resultado de DUARTE et al. (2005),
que o extrato metandlico dessa planta apresentou uma atividade moderada contra Candida
albicans (CIM de 1,25mg/ml). Desse modo, fica claro que analise de atividade de materiais de
origem vegetal esta sujeita a discrepancias, as quais podem ser atribuidas a varios fatores,
incluindo diferencas na parte da planta utilizada, os solventes de extracdo, o periodo em que
as amostras vegetais foram coletadas, a localizacdo geogréfica das plantas e o metodo
utilizado para realizar o bioensaio (RUNYORO et al., 2006).

Portanto, considerando que as divergéncias nos resultados dos estudos de
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susceptibilidade de fungos a produtos naturais podem ser parcialmente atribuidas as diferentes
metodologias empregadas (KOC et al., 2005), conduzimos nosso estudo empregando-se o
método de microdiluicBes seriadas, de acordo com o documento aprovado pelo NCCLS
(M38-A), 2002, atualmente Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Acreditamos
que a utilizacdo de protocolos bem padronizados por parte dos pesquisadores contribuiré para
uniformizar os estudos de susceptibilidade de microrganismos a produtos naturais.

A atividade bioldgica de espécies do género Piper é muito diversificada, o que
justifica sua ampla utilizacdo na medicina popular para o tratamento de inimeras doengas. A
espécie Piper hispidum Sw, possui amidas de acdo anti-flngica e é utilizada popularmente no
combate a infeccdes de pele e cabelos (ALBIERO et al., 2006). A familia Piperaceae esta
entre as mais testadas e com o maior nimero de resultados positivos para atividade
antifingica em um programa de ‘“screening”, de plantas medicinais latinoamericanas
(FENNER et al., 2006). Extratos de folhas e o 0leo essencial de P. aduncum s&o efetivos
sobre a germinacdo de basididésporos e o crescimento micelial de Crinipellis perniciosa
(Stahel) Singer e, sobre o crescimento de outros fitopatégenos (SILVA & BASTOS, 2007).

A especie Plectranthus barbatus, que demonstrou atividade moderada para T. rubrum
e T. mentagrophytes (CIM de 0,62 a 1,25 mg/ml) (TABELA 06), até recentemente ndo havia
sido ainda avaliada contra fungos, mas RUNYORO et al., (2006) demonstraram a atividade
antifngica dessa espécie contra a Candida albicans. Por outro lado, a espécie Plectranthus
cylindraceus, freqlentemente usada em infeccbes da pele, ja teve sua atividade
antidermatdfita demonstrada. Seu dleo essencial inibiu completamente o crescimento micelial
dos dermatéfitos M. canis, M. gypseum e T. rubrum apds 7 dias de incubacdo, e 70% em 15
dias, numa concentracdo de 250 pg/ml. Nessa mesma concentracdo, inibiu 70% o crescimento
do T. mentagrophytes em 7 dias (MARWAH et al., 2007).

Extratos metandlicos e hexanicos das folhas da espécie Hyptis ovalifolia,: pertencente
a mesma familia de P. barbatus, ja tiveram sua atividade antidermatéfita demonstrada contra
os fungos T. mentagrophytes, T. rubrum. M. canis e M. gypseum (SOUZA et al., 2003).

Os extratos etandlico e hexanico de Cyperus rotundus tiveram uma atividade variando
de forte a moderada contra as espécies testadas (TABELA 06). O extrato de C. rotundus
apresentou atividade antimicrobiana quando testado contra Candida albicans, sendo a CIM de
0,6 mg/ml (DUARTE et al., 2005). MAHMOUD (1999) mostrou a atividade desse extrato
contra Aspergillus flavus, quando este inibiu a producéo de aflatoxinas por meio da inibicéo
do crescimento do fungo.

Nossos dados mostram que Gleo essencial de Achillea millefolium apresenta atividade
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moderada contra os dermatofitos (CIM 0,78 mg/ml e 1,56 mg/ml para as espécies T. rubrum e

T. mentagrophytes, respectivamente) (TABELA 06). Como ja citado anteriormente,

DUARTE e colaboradores (2005) demonstraram forte atividade desse éleo contra a levedura

Candida albicans através do método de microdiluicdo (CIM 0,25 mg/ml). Por outro lado,

Candan et al., (2003) concluiram que o 6leo essencial de Achillea millefolium apresenta baixa

atividade antimicrobiana in vitro, demonstrando valores de CIM para Candida albicans e

Candida krusei de 4,5 mg/ml e 18 mg/ml, respectivamente. Em um outro estudo com extrato

de A. millefolium, testado contra o fungo filamentoso Didymella bryoniae, observou-se uma

atividade baixa da inibicdo do crescimento micelial desse fungo (FIORI et al., 2000).

TABELA 06: Concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima

(CFM) de extratos vegetais (obtidos por sonicagdo) contra Trichophyton rubrum (Tr) e

Trichophyton mentagrophytes (Tm).

Nome Solvente de CIM (mg/ml) CFM (mg/ml)
Espécie vegetal
popular extracao Tr Tm Tr Tm
Cyperus rotundus Tiririca etanol 0,62 0,62-1,25  0,62-1,25 1,25
hexano 0,31 0,31-0,62 0,31-0,62 0,31-0,62
Piper aduncum Falso Jaborandi etanol 0,62 0,62 0,62-1,25 1,25
Plectranthus Falso Boldo etanol 0,62-1,25 0,62-1,25 0,62-2,5 1,25-2,5
barbatus metanol 2,5 2,5 NR NR
Porophyllum Couve Cravinho etanol 2,5-5 2,5-5 5 5
ruderale metanol 5 2,5 5 2,5-5
hexano 0,31-1,25 0,31-1,25 0,62-1,25 0,62-1,25

NR: Nao realizado.

Resultados representativos de pelo menos trés experimentos independentes, cada um realizado em triplicata.
Inibidor forte - CIM até 0,5 mg/ml; inibidor moderado - CIM entre 0,6 e 1,5 mg/ml; inibidor fraco - CIM acima de 1,6 mg/ml, ALIGIANNIS

etal. (2001).
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TABELA 07: Concentracdo inibitoria minima (CIM) de 6leos essenciais contra Trichophyton

rubrum (Tr) e Trichophyton mentagrophytes (Tm).

.~ CIM (mg/ml
Espécie vegetal Nome popular o (g Tr)n
Achillea millefolium Mil Folhas 0,78 1,56
Piper aduncum Falso-Jaborandi 3,12 6,25
Porophyllum ruderale Couve Cravinho 3,12 6,25

Resultados representativos de pelo menos dois experimentos independentes, cada um realizado em triplicata.
Inibidor forte - CIM até 0,5 mg/ml; inibidor moderado - CIM entre 0,6 e 1,5 mg/ml; inibidor fraco - CIM acima de 1,6 mg/ml, ALIGIANNIS
etal. (2001).

6.2.2 Sensibilidade dos fungos padrao (Trichophyton Mentagrophytes e Trichophyton
rubrum) frente a extratos obtidos de diferentes métodos

Um dos nossos objetivos era selecionar o extrato mais ativo obtido pela técnica de
ultra-som, a qual era a nossa técnica de rotina utilizada na confeccdo dos extratos vegetais, e
avaliar o efeito de diferentes métodos de obtencdo de extratos (Sonicacdo, Maceracdo,
Turbolize, Soxhlet e Decoccao) sobre a atividade dos mesmos contra linhagens padrdo de T.
rubrum e T. mentagrophytes. Contudo, conforme analisado anteriormente (TABELA 06), ndo
tivemos um extrato que claramente se destacasse dos demais em relacéo a sua atividade anti-
Trichophyton. Considerando que a familia Piperaceae esta entre as mais testadas e com o
maior numero de resultados positivos para atividade antifungica (FENNER et al., 2006),
selecionamos a espécie Piper aduncum para realizar essa analise (TABELA 8). Preparamos
extratos etandlicos e hexanicos empregando os métodos relacionados acima. Confirmando os
dados vistos anteriormente, ndo encontramos diferencas de susceptibilidade entre as espécies
T. rubrum e T. mentagrophytes frente aos mesmos extratos. Geralmente, tanto os valores de
CIM quanto os de CFM ficaram na mesma faixa de atividade. Ndo observamos também
diferencas consideraveis entre as atividades dos extratos etandlicos e hexanicos preparados
com os diferentes métodos de extracdo. Em todos os casos, os valores de CIM variaram de
0,16 a 0,31 mg/ml. Ja os valores de CFM ficaram na faixa de 0,31 a 0,62 mg/ml, exceto para
0 extrato etandlico obtido por decoccdo que, contra o T. mentagrophytes, teve CIM variando
de 0,16 a 0,31 mg/ml.
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Quando se compara o extrato etandlico de Piper aduncum obtido por ultrasom
(TABELA 06) com aqueles obtidos por decoccdo, soxhlet, maceracdo ou turbolise
(TABELA 8), notamos que o extrato obtido pela técnica de ultrasom foi menos ativo que 0s
demais. Enquanto o extrato preparado por ultrasom teve CIM de 0,62 mg/ml e CFM variando
de 0,62 a 1,25 mg/ml (TABELA 06), os demais extratos tiveram valores de CIM variando de
0,16 a 0,31 mg/ml e CFM de 0,31 a 0,62 mg/ml (TABELA 08).

N&o encontramos na literatura estudos comparativos semelhantes ao nosso, ou seja,
estudos visando estabelecer a eficiéncia de diferentes métodos de extracdo sobre a atividade
antimicrobiana de extratos brutos. No entanto, ha estudos que avaliam a interferéncia de
métodos de extracdo na obtencdo de determinados compostos presentes em extratos vegetais.
Schenkel et al. (2007) realizaram um estudo comparativo sobre a eficiéncia de extracdo de
cafeina e teobromina em sete métodos extrativos, onde foi avaliada a influéncia de alguns
parametros, dentre eles: o pré-tratamento, o tipo de solvente e a temperatura sobre a extracéo
dessas metilxantinas. E assim foi verificado que a eficiéncia na extragdo depende da
solubilidade destes compostos nos solventes empregados, e a extracdo por decoc¢do mostrou-
se a mais eficiente, sobretudo em pH mais baixo.

Paiva et al., (2004) compararam a eficiéncia de diferentes técnicas (maceragéo,
ultrassom e soxhlet) para a extracdo de plumbagina, uma naftoquinona que demonstra varias
atividades bioldgicas e que pode ser obtida de raizes de Plumbago scandens L. Concluiram
que a extracao por Soxhlet foi a técnica mais eficiente, sendo que sua eficiéncia foi atribuida
ao emprego de pequeno volume de solvente, o qual é continuamente renovado em contato
com o material da planta, promovendo mais interacdes entre eles.

Song et al. (2002) também verificaram significativa diferenca no que diz respeito a
eficacia de mecanismos de extracdo, quando realizaram um estudo comparativo entre métodos
de extracdo utilizados para determinar a presenca de hidrocarbonos aromaticos policiclicos,
cuja presenca € diretamente relacionada a poluicdo das amostras de solos e sedimentos
contaminados. Os resultados mostraram que foi verificada diferenca entre os métodos de
extragdo, com destaque para os exemplares com alto teor desse composto. A extragdo por
ultrassom demonstrou melhor efetividade por consumir menos tempo, menos solvente e ser

efetivo tanto em amostras Uimidas ou secas.
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TABELA 08: Efeito de diferentes métodos de obtencdo do extrato de Piper aduncum sobre
T. rubrum (Tr) e T. mentagrophytes (Tm).

CIM (CFM) mg/ml

Espécie Extrato etandlico Extrato hexanico
Decoccéo Soxhlet Turbolize Maceracéo Soxhlet Maceracéo Decoccéo
Tr 0,16-0,31 0,16-0,31 0,16 (0,31) 0,16-0,31 0,31 (0,62) 0,16 (0,31) 0,16-0,31
(0,31-0,62) (0,31) (0,31-0,62) (0,31-0,62)
Tm 0,16 (0,16- 0,16-0,31 0,16 (0,31- 0,31 (0,31- 0,16-0,31 0,16-0,31 0,16 (0,31)
0,31) (0,31-0,62) 0,62) 0,62) (0,62) (0,62)

Resultados representativos de pelo menos dois experimentos independentes, cada um realizado em triplicata.
Inibidor forte - CIM até 0,5 mg/ml; inibidor moderado - CIM entre 0,6 e 1,5 mg/ml; inibidor fraco - CIM acima de 1,6 mg/ml, ALIGIANNIS
etal. (2001).

6.2.3 Sensibilidade dos fungos (Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum) ao

fluconazol

Como controle foram obtidas as concentracdes inibitérias minimas do fluconazol
contra os fungos padrédo T. rubrum e T. mentagrophytes (TABELA 09). A sensibilidade de
ambas as espécies foi semelhante (CIM de 62,5 pg/ml), confirmando os resultados observados
por outros pesquisadores (SANTOS et al., 2006). A sensibilidade dos isolados clinicos foi
também avaliada (TABELA 10). Os valores de CIM para as espécies de T. mentagrophytes e
T. rubrum tiveram a mesma variagdo (31,25 a 125 pg/ml) (TABELA 10). Barros et al.,
(2007), avaliaram a susceptibilidade de 50 isolados clinicos de T. rubrum e T. mentagrophytes
ao fluconazol e ndo encontraram diferencas significativas de susceptibilidade entre essas duas
espécies, o que corrobora os nossos dados. O fluconazol € conhecido por apresentar 0s
maiores valores de CIM em comparacdo com outros agentes antifingicos, como terbinafina,
griseofulvina e itraconazol. (BARROS et al.,, 2007). SANTOS & HAMDAN (2007),
consideraram Trichophyton resistente ao fluconazol aquele com valor de CIM > 64 ug/ml. De
acordo com esse critério, os isolados clinicos VII de T. rubrum e | de T. mentagrophytes sdo

resistentes a esse antifangico.
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TABELA 09: Concentragdo inibitéria minima (CIM) do fluconazol contra Trichophyton
rubrum (Tr) e Trichophyton mentagrophytes (Tm).

CIM(ng/ml
Antiflngico (ug/mb)
Tr Tm
Fluconazol 62,5 62,5

Resultados representativos de dois experimentos independentes, cada um realizado em triplicata.

TABELA 10: Sensibilidade dos isolados clinicos de T. rubrum e T. mentagrophytes ao

Fluconazol.
Espécie de fungo  Isolado clinico CIM (ung/ml)
T. rubrum | 62,5
11 31,25-62,5
VIl 62,5-125
T. I 125
mentagrophytes I 62.5
grophy v 62.5
VIl 62.5
IX 31,25

Resultados representativos de dois experimentos independentes, cada um realizado em triplicata.

6.2.4 Sensibilidade dos isolados clinicos de trichophyton mentagrophytes e trichophyton

rubrum ao extrato etandlico de piper aduncum

Um dos nossos objetivos era selecionar o extrato mais ativo sobre as linhagens padréo,
e entdo determinar suas Concentracdo Inibitértia Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) sobre cepas de T. rubrum e T. mentagrophytes isoladas de pacientes. Como
todos os extratos de Piper aduncum avaliados na TABELA 8 tiveram forte atividade contra
os fungos, selecionamos o extrato etandlico, obtido por maceragdo, para cumprir esse
objetivo.

O extrato foi entdo testado para sua atividade antifingica contra trés isolados clinicos
de T. rubrum (II/11I/VV11) e cinco de T. mentagrophytes (I/H/1IV/VII/IX). A inclusdo desses

isolados é de fundamental importancia, pois, diferentemente das linhagens de referéncia, que
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permitem a reprodutibilidade dos resultados por outros pesquisadores; os isolados clinicos
fornecerdo dados contemporaneos acerca da susceptibilidade desses microorganismos aos
extratos avaliados.

Em todos os testes os fungos demonstraram sensibilidade ao extrato, sendo que o
resultado de CIM oscilou na faixa de 0,31 — 0,62 mg/ml; e o de CFM entre 0,31 — 1,25 mg/ml
(TABELA 11). A atividade desse extrato sobre as linhagens de referéncia foi levemente
maior, visto que a CIM variou de 0,16 a 0,31 mg/ml e a CFM de 0,31 a 0,62 (TABELA 08).
Os isolados VII de T. rubrum e | de T. mentagrophytes, considerados resistentes ao fluconazol
(TABELA 10), foram téo sensiveis ao extratos de Piper aduncum quanto os demais isolados
clinicos. O isolado VII de T. rubrum foi, inclusive, o fungo mais sensivel, visto que foi o
unico a apresentar valor de CFM de 0,31 mg/ml, coincidente com o seu respectivo valor de
CIM.

Esses resultados levantam a possibilidade de tratamento alternativo, com extratos de
Piper aduncum, de infec¢bes dermatofiticas causadas por Trichophyton resistentes ao
fluconazol. Uma outra abordagem, que merece ser avaliada, € testar o potencial sinergistico
desse extrato com o fluconazol, pensando na possibilidade de administra-los em associacdo,
nos pacientes com micoses cutaneas. No trabalho de Shin & Lim (2004), eles concluiram que
o efeito antifungico do cetoconazol contra os fungos Trichophyton spp. (T. rubrum, T.
mentagrophytes, T. erinacei, T. schoenleinii, T. soudanense e T. tonsurans), seriam realcados
significativamente quando administrados em combinacdo com o Oleo essencial de

Pelargonium graveolens.

TABELA 11: Efeito de extrato etandlico de Piper aduncum (Maceracdo) sobre isolados

clinicos de T. rubrum e T. mentagrophytes.

Espécie de fungo Isolado clinico CIM (mg/ml) CFM (mg/ml)
T. rubrum I 0,31 0,62
Il 0,31-0,62 0,62
Vi 0,31 0,31
T. mentagrophytes I 0,31 0,62
I 0.62 1.25
v 0.31 0.62
il 0.31-0.62 0.62-1.25
IX 0,31 0,62

ResUTtad0s representativos ae Pefo Menos QoIS experimentos INGependentes, cada Um realizaqo em triplicata Tnipidor forte - CIM até 0,5
mg/ml; inibidor moderado - CIM entre 0,6 e 1,5 mg/ml; inibidor fraco - CIM acima de 1,6 mg/m,I ALIGIANNIS et al. (2001).



7 CONCLUSOES

As espécies vegetais Achillea millefolium, Cyperus rotundus, Plectranthus barbatus,
Porophyllum ruderale e Piper aduncum possuem atividade antifingica contra as duas
principais espécies causadoras de dermatofitoses em seres humanos (Trichophyton rubrum e
Trichophyton mentagrophytes), o que sugere que elas podem ser Uteis para o desenvolvimento
de novos compostos antidermatofiticos.

Os extratos etanolicos e hexanicos de Piper aduncum obtidos pelas técnicas de
turbllise, maceracdo, Soxhlet e decoccdo tiveram forte atividade sobre as espécies de
Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes, e demonstraram-se mais ativos que 0
correspondente extrato etanolico obtido por sonicacao.

As espécies de Trichophyton resistentes ao fluconazol foram fortemente inibidas pelo
extrato etanolico (maceracdo) de Piper aduncum e demonstraram a mesma susceptibilidade
que as especies sensiveis a esse antifungico.

Em suma, nossos dados substanciam a indicacdo etnobotanica de atividade antifungica
para as cinco especies estudadas e corroboram a importancia da pesquisa etnofarmacolédgica
na selecdo de plantas para triagem de bioatividade. Esses resultados também formam uma boa
base para selecdo de espécies de plantas candidatas para estudos farmacoldgicos e

toxicologicos adicionais.
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