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ILKIU-VIDAL, Luiz Henrique. Atividade de extratos aquosos de plantas sobre
Trichophyton rubrum. 2008. 65p. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

Desde a pré-histéria os seres humanos e os microrganismos partilham uma vida em
comum. Alguns destes organismos podem ser considerados benéficos ao homem,
sendo utilizados como alimentos ou medicamentos. Entretanto, alguns outros sao
nocivos, podendo causar desde o apodrecimento de alimentos até doengas mortais.
Dentre os microrganismos nocivos, existe um grupo de fungos causadores de
doengas na pele, denominados dermatdfitos, que englobam fungos dos géneros
Trichophytom, Microsporum e Epidermophytom. Estes fungos sao os causadores de
diversas infec¢gdes conhecidas como “tinhas”, que podem se desenvolver em
diferentes partes do corpo humano e também de alguns animais. O controle destas
doengas €& bastante dificil, devido a resisténcias que estes organismos vem
adquirindo pelo uso abusivo de medicamentos, e também devido a dificuldade de
obter-se medicamentos que possam combater seu desenvolvimento, sem afetar a
saude do hospedeiro, uma vez que as células fungicas possuem caracteristicas
muito semelhantes as dos seres humanos. Pesquisas buscando uma forma mais
eficiente de controle destas infecgcdes, que ndo causem efeitos adversos aos
pacientes, apontam as plantas medicinais como uma fonte de recursos para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Este projeto teve como objetivo a
utilizacado de extratos vegetais aquosos visando o controle de fungos dermatofitos.
Foram escolhidas para fazerem parte desta pesquisa Achillea millefolium, Artemisia
absinthium, Baccharis trimera, Chenopodium ambrosioides, Cymbopogum
winterianus, Momordica charantia, Ocimum gratissimum, Plantago major,
Porophyllum ruderale, Ruta graveolens, Salvia officinalis, Symphytum officinale e
Tetradenia riparia, plantas que apresentavam na literatura especializada ou eram
citadas no conhecimento popular como contendo propriedades antifungicas ou
antimicrobianas. Os extratos aquosos foram produzidos com proporgao
planta:solvente 1:10 (p/v), os tratamentos foram realizados em placas de Petri de
80mm, com trés concentragdes de extratos (50, 100 e 200ug/ml) incorporados em
agar Sabouraud dextrose, havendo um tratamento controle, sem a adigdo de extrato.
As placas, apos inoculadas foram dispostas em estufa com temperatura constante
de 30°C e as avaliagbes foram realizadas aos 3 e 7 dias ap6s a inoculagdo. O
crescimento dos inéculos foi medido de duas formas distintas, com o uso de régua e
de uma grade, sendo que a metodologia da grade mostrou melhor desempenho por
ser mais rapida e de facil execucdo. Entre as plantas testadas destacaram-se os
extratos de Ocimum gratissimum e de Tetradenia riparia, que na maior concentragao
testada na pesquisa conseguiram inibir o desenvolvimento dos inéculos.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Dermatofitos. Tinhas.



ILKIU-VIDAL, Luiz Henrique. Activity of aquous plants extracts on Trichophyton
rubrum. 2008. 65p. Thesis (Doctor in Agronomy) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

From pre-historic humans and microorganisms share a life together. Some of these
organisms may be considered beneficial to humans and is used as food or
medicines. However, some others are harmful and can cause from the decay of food
by deadly diseases. Among the harmful microorganisms, there is a group of fungi
that cause diseases of the skin, called dermatophytes, which include fungi of the
genera Trichophytom, Microsporum and Epidermophytom. These fungi are the cause
of various infections known as "tinea", which can develop into different parts of the
human body and also of some animals. The control of these diseases is very difficult
because these bodies is acquiring resistance to the abuse of drugs, and also
because of the difficulty to get drugs that can combat their development, without
affecting the health of the host, since the fungal cells possess characteristics closely
resembling those of humans. researches seeking a more efficient way of controlling
these infections, which cause no adverse effects to patients, show the medicinal
plants as a source of resources for the development of new medicines. This project
aimed to the use of aqueous plant extracts seeking control of dermatophyte fungi.
Were chosen to be part of this research Achillea millefolium, Artemisia absinthium,
Baccharis trimera, Chenopodium ambrosioides, Cymbopogum winterianus,
Momordica charantia, Ocimum gratissimum, Plantago major, Porophyllum ruderale,
Ruta graveolens, Salvia officinalis, Symphytum officinale and Tetradenia riparia,
plants that in literature or popular knowledge were quoted in as containing
antimicrobial or antifungal properties. The aqueous extracts were produced with a
proportion plant:solvent 1:10 (w/v), the treatments were performed in Petri dishes of
80mm, with three concentrations of extracts (50, 100 and 200ug/ml) embedded in
Sabouraud dextrose agar, with a control treatment, without the addition of extract.
The plates, after inoculation were arranged in a laboratory oven with constant
temperature of 30°C and the evaluations were performed at 3 and 7 days after
inoculation. The growth of inocula was measured in two different ways, using a ruler
and a square grid, and the methodology of the grid showed better performance by
being faster and easier implementation. Among the plants tested were the extracts of
Ocimum gratissimum and Tetradenia riparia, in the highest concentration tested in
the research managed to inhibit the development of inocula.

Keywords: Medicinal plants. Dermatophytes. Tineas.
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1.INTRODUCAO

As plantas medicinais fazem parte da histéria da humanidade. Elas
sdo empregadas na alimentagado, praticas religiosas, folclore e na medicina. Ha
registros que comprovam que os chineses ja utilizavam as plantas medicinais desde
3700 a.C. e acreditavam existir uma planta apropriada para o tratamento de cada
doencga. A utilizagdo das plantas é baseada na crenga popular e apesar do emprego
empirico, muitas sdo utilizadas até hoje sem serem completamente substituidas
pelos farmacos sintéticos (COWAN, 1999; DE SOUZA et al., 2003; NIERO et al.,
2003).

E crescente a utilizagdo de plantas medicinais em todo o mundo. Os
conhecimentos acumulados pela medicina convencional ndo sao suficientes para
responder a cura de diferentes doengas. Além disso, os melhores tratamentos e os
mais especializados da medicina convencional sdo caros e podem trazer consigo
um numero maior de efeitos adversos (MENDELSOHN; BALICK, 1995; NEW ALL,;
ANDERSON; PHILLIPSON, 1996; SIMOES et al., 2003).

O desenvolvimento dos medicamentos, até alcangarem as estruturas
que conhecemos hoje em dia, ocorreu em diferentes etapas. Inicialmente os
vegetais eram utilizados da maneira como eram encontrados no ambiente, e apos
passaram a ser concentrados para melhorar a intensidade e uniformidade de sua
acdo. A medida que os avancos da tecnologia nas areas da quimica e da farmacia
se impuseram, as substancias ativas puderam ser isoladas e utilizadas também
como prototipos de moléculas sinteticamente elaboradas (TYLER, 1999).

O potencial das plantas para fins alimenticios, medicinais e
cosméticos vem sendo estudado com grande afinco em todo o mundo. Porém,
apesar do Brasil apresentar reconhecida biodiversidade e possuir uma herancga
indigena quanto a utilizagdo da flora nacional, apenas uma pequena parcela das
plantas nativas foi devidamente estudada (ALMEIDA et al., 2002).

Segundo Fetrow e Avila (1999), é dificil selecionar as espécies
vegetais a serem investigadas quanto ao seu potencial farmacolégico, levando-se
em conta a imensa quantidade de espécies a serem exploradas. Por isso, os relatos
da medicina popular demonstram-se eficazes na identificagdo de espécies vegetais

potencialmente terapéuticas, auxiliando nas pesquisas com plantas medicinais
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(MACIEL et al., 2002).

A resisténcia de patégenos frente ao uso inadequado de
antimicrobianos e o aumento na incidéncia de infeccbes microbianas tém
impulsionado a pesquisa com plantas medicinais para a descoberta de novos
agentes com atividade antimicrobiana. Desta forma, uma grande parcela da
populagao brasileira recorre a tratamentos alternativos de saude, sendo a fitoterapia
o principal deles. Entre os motivos para a escolha da fitoterapia estao: a presenca de
informagdes etnofarmacoldgicas sobre a flora, a grande aceitagéo pela populagéo da
medicina natural e o facil acesso as plantas medicinais (CALIXTO et al., 2000).

Os farmacos disponiveis estdo "perdendo" para a resisténcia que os
microrganismos adquirem frente ao wuso irracional e pouco seguro dos
medicamentos, ou devido a toxicidade que provocam. Estudos que contribuam para
a obtencdo de farmacos de origem natural, seguros, estaveis, padronizados e
eficientes poderdo servir como modelos para o desenvolvimento de moléculas
sintéticas apropriadas para a producdo de antimicrobianos efetivos e mais
especificos contra bactérias, fungos, helmintos, protozoarios, virus, ou ainda como
antitumorais. Esta especificidade também contribui para que se reduzam efeitos
colaterais e indesejaveis ao hospedeiro, o que muitas vezes, limita a terapia
medicamentosa instituida aos pacientes (SARTORI et al., 2003).

Nas ultimas décadas o uso indiscriminado de antimicrobianos levou
ao surgimento de cepas de microrganismos multirresistentes, impulsionando a
comunidade cientifica a pesquisa nas areas de quimica, farmacologia e
microbiologia para descoberta de novos agentes antimicrobianos (CECHINEL
FILHO, 2000; MACIEL et al., 2002; SOUZA et al., 2003).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda o uso de
fitoterapicos como forma de reduzir os custos dos programas de saude publica,
provendo maior facilidade de acesso para a populagdo menos favorecida, em
especial nos paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos (SILVA et al., 2002).
Linhas de pesquisas tém sido desenvolvidas com éxito por diversos pesquisadores,
baseadas em propriedades antinfecciosas e antiinflamatérias de muitas plantas de
utiizacdo consagrada pela medicina popular, as quais poderdo contribuir
inovadoramente na terapéutica antimicrobiana (YAMAMOTO; OGAWA, 2002;
HOLETZ et al., 2002; ZACCHINO et al.,, 2003). Os produtos naturais sao

responsaveis direta ou indiretamente, por cerca de 40% de todos os farmacos
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disponiveis na terapéutica moderna e, considerando-se os usados como antibioticos
e antitumorais, esta porcentagem pode chegar a aproximadamente 70%
(PHILLIPSON, 2001; YUNES; CALIXTO, 2001).

Pesquisas com o propésito de obter novos medicamentos a partir de
plantas ou de aprimorar fitoterapicos ja existentes vém reassumindo papel
importante nos ultimos anos. Colaboram para isso a grande aceitacao popular para o
uso de plantas medicinais e acima de tudo, a movimentagdo anual de enormes
quantias na economia mundial, como o comércio de fitofarmacos e a possibilidade
de desenvolver novos medicamentos a partir de moléculas naturais. Das cerca de
250.000 espécies de plantas no mundo, menos de 10% foram exaustivamente
investigadas com vistas ao descobrimento de propriedades terapéuticas. Para a
realizacédo de uma triagem preliminar podem ser pesquisadas ndo somente plantas
empregadas diretamente na terapéutica, mas também aquelas que possam
constituir matérias primas das preparagdes fitoterapicas, ou fornecer intermediarios
para a fabricagdo de farmacos sintéticos (FERREIRA et al., 1998; SIXEL,
PECINALLI, 2002).

Considerando a evolugdo de genes de resisténcia aos
antimicrobianos (KOLER; PECHERE; PLESIAT, 1999; LEE et al., 2003),
componentes obtidos de plantas tém se tornado objeto de atencdo e por essa
razao, a industria farmacéutica esta se movimentando para a descoberta ou triagem
de substéancias isoladas de plantas medicinais.

O uso de extratos ou compostos de plantas, ambos com conhecidas
propriedades antimicrobianas, podem ser de grande significancia em tratamentos
terapéuticos. Nos ultimos anos, um grande numero de estudos tem sido conduzido
em diferentes paises, para determinar a atividade antimicrobiana de derivados de
plantas (CVETNIC; VLADIMIR-KNEZEVIC, 2004; GHASEMI et al.,, 2004; LEE;
EVERTS; BEYNEN, 2004; SOLIS et al., 2004; VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2004;
DE BOER et al., 2005; TSHIKALANGE; MEYER; HUSSEIN, 2005).

Estima-se que aproximadamente 50% dos farmacos empregados
para o tratamento de infecgcbes tanto bacterianas, fungicas, parasitarias quanto
virais, sédo de origem natural ou semi-sintéticas modificados para tomarem-se mais
eficazes ou menos toxicos, bem como 19,4% utilizaram produtos naturais como
protétipos para medicamentos sintéticos (NEWMANN; CRAGG; SNADER, 2003).

A medicina popular e o conhecimento sobre o uso de plantas sé&o o
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resultado de influéncias culturais oriundas dos colonizadores europeus, indigenas e
africanos. Baseando-se nas informacgdes do uso popular das plantas, os cientistas
podem direcionar a escolha das plantas que serdo estudas. Através dessas
pesquisas, podem validar a utilizacido de plantas medicinais, facilitando o uso de
medicamentos equivalentes ou complementares aos existentes no mercado, com
qualidade farmacolégica comprovada (AMORIM et al., 2003; DAS DORES et al.,
2003).

1.1 OBJETIVO GERAL

Observar o efeito de extratos aquosos de diferentes espécies
vegetais sobre o crescimento e desenvolvimento in vitro de inéculos de fungos

dermatofitos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Averiguar o potencial de inibigao do crescimento e desenvolvimento
in vitro de indculos do fungo Trichophyton rubrum por extratos vegetais aquosos de
espécies vegetais em diferentes concentragdes, buscando selecionar extratos com
potencial fungicida visando a utilizagdo dos mesmos na elaboragdo de
medicamentos para o tratamento de dermatofitoses a baixo custo.

Comparar os métodos de avaliagcado do crescimento dos inéculos
utilizando a medida do didmetro das colénias obtido com uma régua, ou através da
analise morfométrica da contagem de interse¢des obtidas numa grade.

Evidenciar ao Microscopio Eletrbnico de Varredura possiveis
alteragbes no crescimento das coldnias de Trichophyton rubrum em presenga e na

auséncia dos extratos.
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1.3 HIPOTESES

Os extratos aquosos inibirdo o crescimento dos indculos;

Os extratos aquosos demonstrardo atividade fungistatica ou
fungicida;

Os meétodos de avaliagdo do crescimento das colbnias, régua ou

grade, podem diferir quanto a preciséo e a praticidade;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FUNGOS

Entende-se por micologia o estudo dos fungos, sendo as infecgdes
fungicas conhecidas como micoses. As micoses mais frequentes sdo causadas por
fungos que podem fazem parte da microbiota normal do organismo e sdo indcuos a
menos que, de alguma forma, haja comprometimento das respostas imunes do
hospedeiro (MIMS et al.,1999). Com algumas exceg¢des, os fungos implicados em
doencas humanas séo de vida livre na natureza. A maioria das micoses é adquirida
em consequéncia de contatos acidentais, por inalagdo ou penetracdo traumatica, a
partir de uma fonte exdgena (SCHAECHTER et al., 2002).

Fungos s&o organismos eucariéticos, com nucleo bem definido
circundado por membrana nuclear; membrana celular que contém lipideos,
glicoproteinas e esterdis; parede celular; mitocondrias; complexo de Golgi;
ribossomas ligados ao reticulo endoplasmatico; e um citoesqueleto constituido por
microtubulos, microfilamentos e filamentos intermediarios. Essa descricdo mostra
que os fungos sdo semelhantes as células hospedeiras, portanto é dificil elaborar
estratégias terapéuticas especificas contra o parasita e que sejam ao mesmo tempo
atoxicas para o hospedeiro (SCHAECHTER et al., 2002).

Estes microrganismos originam-se de uma unica célula ou de um
fragmento de hifa e estas unidades apresentam estruturas variadas, sendo que uma
destas, é a parede celular. A parede celular fungica é uma estrutura rigida que
protege a célula de choques osmoticos, sendo composta, de modo geral, por
glucanas, mananas, quitina, proteinas e lipideos. A quitina € o principal componente
estrutural da parede. Os lipideos estdo presentes como substancias polares e
apolares. Os principais lipideos apolares sdo os triacilglicerdis e os esterois, e os
polares sao os diacilglicerofosfocolinas e diacilgliceroetanolaminas (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008). A presenca de quitina na parede da maior parte das espécies
fungicas e a capacidade de armazenar glicogénio os assemelham as células

animais.
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O termo micose foi empregado pela primeira vez por Virchow, em
1856 (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008) e até hoje ocupam lugar de destaque na
patologia tropical. Toda micose se inicia pela implantacdo no hospedeiro, de um
fungo apto ao parasitismo. Os fungos, mecanicamente ou por meio de exoenzimas,
principalmente proteases, determinam processos infecciosos que variam em
extensdo e em tipo anatomopatolégico conforme o agente responsavel pelos
mesmos (LACAZ et al., 2002).

Nos ultimos anos houve um aumento crescente das infecgdes
fungicas sistémicas, ndo apenas por espécies conhecidas, mas também por
aquelas consideradas in6cuas (RANG; DALE, 1993; MIMS et al., 1999; MURRAY et
al., 2004).

Quando patogénicos, podem ser divididos com base na forma de
crescimento ou conforme o tipo de infeccdo produzida. De acordo com a micose
causada podem ser divididos em micose superficial ou micose profunda, de acordo
com a forma de crescimento s&o classificados em filamentosos ou leveduriformes
(MIMS et al., 1999; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Fungos patogénicos para humanos sao classificados em grupos de
acordo com os tecidos primarios que colonizam: agentes fungicos que causam
infecgcdes superficiais, infeccbes cutaneas, doencas subcutdneas e doencas
sistémicas. Os fungos que causam infecgdes superficiais tendem a crescer apenas
nas camadas mais externas da pele ou na cuticula da diafise dos pélos (MURRAY
et al., 2004).

Uma das mais promissoras fontes de pesquisa, para novos
compostos biologicos ativos sdo plantas usadas na medicina tradicional, muitas
delas ainda nao investigadas do ponto de vista da composigdo quimica ou de sua
atividade farmacologica (ZACCHINO et al., 1998; URBINA et al., 2000; ZACCHINO,
2001; SARTORI et al., 2003).

O atual interesse no desenvolvimento de novos agentes
antifungicos pode ser parcialmente explicado pelo aumento acentuado do numero
de casos de AIDS e subsequente supressdao do sistema imune em pacientes
doentes. Por exemplo, mais de 90% dos pacientes HIV-positivos adquirem uma
infeccdo fungica durante o curso da doenga. Em particular, algumas formas de
dermatoses sao causa de grande morbidade em pacientes recebendo quimioterapia

antineoplasica, transplantados e nos extremos de idade como idosos e neonatos
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(SELITRENNIKOFF et al., 1992; SCHLEMPER et al., 1998; BLOCK et al., 1998;
PHILLIPS; STEVENS; VIVIANI, 2001; LACAZ et al., 2002). Estas infecgdes séo
produzidas por um grupo de fungos que caracteristicamente infectam areas
queratinizadas do corpo e frequentemente sado de dificil erradicagcao, sendo que a
obtengcdo de novos e efetivos agentes antifungicos topicos sao necessarios
(ZACCHINO et al., 1998; ZACCHINO , 2001; PHILLIPS; STEVENS; VIVIANI,
2001).

As micoses cuténeas, também denominadas dermatofitoses sao
produzidas pelos fungos dermatéfitos, que vivem as custas da queratina da pele,
pélo, unhas e mucosas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Esses agentes podem
ser adquiridos através do contato com solos contaminados, animais ou humanos
infectados (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

2.1.1 Dermatoéfitos

A expressao dermatdfito é utilizada para designar grupo de fungos
que em vida parasitaria vivem a custa de queratina da pele, unhas e pélos. Os
dermatdfitos enquadram os géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton
(WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995).

Os dermatdfitos sao fungos que colonizam as camadas epidérmicas
queratinizadas e estabelecem uma reacdo infecciosa quando associados ao
hospedeiro. Essas infeccbes sdo geralmente cuténeas e restritas a derme. As
doengas causadas per dermatéfitos sdo as tinhas. O termo tinea deriva da palavra
latina que significa verme, e refere-se a lesdes serpiginosas que caracterizam essas
infecgcdes. Esse termo é utilizado em associacdo a parte do corpo acometida,
seguidas do nome do sitio atingido como: tinha da cabega (do couro cabeludo),
tinha da barba, tinha do corpo, tinha das maos, tinha dos pés entre outras
(WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; ZAITZ et al., 1998; SCHAECHTER et al.,
2002).

Todas as manifestagdes clinicas desta patologia estdo relacionadas
com a inflamagao da epiderme, da derme e dos foliculos pilosos. Esse processo €

desencadeado por uma reagao imunologicamente mediada pelos antigenos
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fungicos que se difundem a partir da epiderme infectada (WEITZMAN;
SUMMERBELL, 1995).

As diferentes espécies de dermatdéfitos possuem variados nichos
ecologicos (LACAZ et al., 1998). De acordo com a adaptagdo ao parasitismo, os
dermatofitos sdo classificados em antropofilicos, melhor adaptados ao homem
como Trychophyton rubrum; zoofilicos, parasitas primitivamente de animais como
Microsporum canis e geofilicos, encontrados mais frequentemente no solo,
ocasionalmente parasitas do homem e de animais, como o Microsporum gypseum
(BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

As micoses cutaneas sao doencas da pele, pélos e unhas. Em
geral, sdo restritas as camadas queratinizadas do tegumento e seus apéndices. Ao
contrario das infecgcbes superficiais, podem ser produzidas varias respostas imunes
celulares nas infecgdes cutaneas, causando alteragcdes patoldgicas no hospedeiro,
que podem manifestar-se nos tecidos mais profundos da pele. A intensidade da
resposta parece estar diretamente relacionada com o estado imunolégico do
hospedeiro e com a cepa ou espécie de fungo envolvido na infeccado (MURRAY et
al., 2004).

Existem diversos mecanismos que dificultam a penetracdo do fungo
no individuo, tais como a descamacao normal da pele que tende a eliminar os
dermatofitos, assim como os acidos graxos que tém agdo antifungica. Da mesma
forma, no soro humano héa inibidores do desenvolvimento destes agentes: a
transferrina insaturada e a macroglobulina alfa 2, os quais impedem a acédo da
queratinase do dermatofito sobre a queratina da epiderme. Com a progressédo da
infeccdo, desenvolve-se a imunidade celular, a qual pode ser evidenciada pela
reagcao a tricofitina, assim como pelo eventual aparecimento das dermatofitides.
Surgem também no sangue, anticorpos especificos, entretanto, a imunidade humoral
€ de pouco valor e a imunidade celular é a maior responsavel pela defesa do
organismo. Assim, o quadro clinico das dermatofitoses varia de acordo com a regiéo
ou anexo do corpo comprometido (SAMPAIO, 1997).

Os dermatdfitos transformam o material queratinofilico em material
nutritivo, utilizando-o também para sua implantagdo no hospedeiro. Por outro lado,
produzem elastases, dentre outras enzimas, que lhes permitem agir sobre a
elastina, o que também auxiliaria na sua instalagdo (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008).
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Na pele, os dermatdfitos causam, geralmente, lesdes descamativas,
circulares, com bordos eritematosos, microvesiculosas, de propagagao radial, com
tendéncia a cura central. Na unha, a infec¢ao inicia-se pela borda livre, podendo
atingir a superficie e area subungueal. As unhas tomam-se branco-amareladas,
porosas e quebradicas, os agentes mais comuns sao Trichophyton rubrum e
Trichophyton mentagrophytes. No pélo, os dermatéfitos atacam a camada
superficial, avancando até o foliculo piloso. O pélo perde o brilho, torna-se
quebradico. Lesdo geralmente unica, com grande capacidade inflamatoria,
representada por microabscessos, tem como agentes mais comuns Microsporum
canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton
verrucosum (MARCHISIO; PREVE; TULLIO, 1996).

Os habitos ambientais e culturais associados aos tipos de roupas e
calgados contribuem para a incidéncia de dermatofitoses. Estudos realizados em
populagdes institucionalizadas e familias mostram que as condi¢des de vida em
aglomeracgdes constituem fatores importantes na disseminagédo das infec¢des. Os
fatores imunoldgicos também contribuem para a sua incidéncia, e as evidéncias
sugerem que a resisténcia natural mediada por células a essas infecgbes €
importante (SCHAECHTER et al., 2002).

As dermatofitoses estdo entre as infecgbes mais prevalentes no
mundo. Embora possam ser persistentes e incbmodas, na maioria dos casos nao
sdo debilitantes nem potencialmente fatais, embora anualmente sejam gastos
milhdes de délares no seu tratamento (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

2.1.1.1 Trichophyton rubrum

O género Trichophyton € composto por diversas espécies, dentre as
quais destaca-se pela freqiéncia de isolamento T. rubrum, que pode produzir
praticamente todos os quadros clinicos de dermatofitoses, tendo como
caracteristicas principais a tendéncia para cronicidade e a resisténcia aos
tratamentos convencionais (LACAZ et al., 1998).

Quanto a classificagdo, T. rubrum & um fungo filamentoso que

produz coldnias brancas ou avermelhadas e reverso com pigmento avermelhado
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difundido no agar, dai seu nome. Pode apresentar macroconidios e microconidios,
estes ultimos, microscopicamente possuem a forma de lagrimas, sdo de paredes
delgadas, lisas, sdo muito abundantes e apresentam uma distribuigdo alternada nas
hifas. T. rubrum & o agente etiolégico das tinhas do corpo, da barba, inguinal, dos
pés, das maos e onicomicoses das maos e dos pés. E considerada uma espécie
antropofilica, de distribuicdo mundial, atingindo cerca de 40% dos casos de tinha.
Este fungo pode infectar os pélos e a pele. Processos inflamatérios causados por
esses agentes sdo geralmente crbnicos, algumas vezes com lesdes profundas
chamadas de granulomas tricofiticos (FISHER; COOK, 2001; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

2.2 ANTIMICROBIANOS

O homem e os microrganismos partiilham uma vida em comum que
se perde na sombra do tempo, a qual, desde a pré-historia resulta em doengas ao
homem. Entretanto as causas dessas doengas s6 comegaram a ser descobertas, a
partir de 1878, gragas aos trabalhos de Pasteur e Koch, que demonstraram a origem
infecciosa de varias enfermidades do homem e animais (MIMS et al., 1999;
TAVARES, 2001).

As primeiras descri¢des sobre o uso de antimicrobianos datam de
aproximadamente 3.000 anos atras, quando os médicos chineses utilizavam bolores
para tratar tumores e feridas infeccionadas. Os sumérios recomendavam emplastros
com a mistura de vinho, cerveja, zimbro e ameixa. A descoberta de novos agentes
antimicrobianos costumava ser uma questdo meramente casual. Durante a idade
média, substancias de origem vegetal, animal e mineral continuaram a ser utilizadas
sem o conhecimento maior de suas propriedades quimico-farmacéuticas,
confundindo-se frequientemente a medicina com a magia (TAVARES, 2001).

O uso de substancias quimicas e derivadas de plantas é tdo antigo
quanto a humanidade, mas somente com o desenvolvimento da alquimia a partir do
século XVI, as drogas medicinais passaram a ser obtidas por métodos laboratoriais.
Inicialmente, foram testados fendis, cresodis, formol e outras substancias quimicas,

as quais se comportaram de forma eficiente na destruicdo dos microrganismos,
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porém de forma nao seletiva, restringindo assim, seu uso na terapéutica
antiinfecciosa devido a toxicidade que provocavam as células hospedeiras. A
pesquisa planejada conduziu a descoberta das primeiras substancias que, utilizadas
em doses adequadas, eram capazes de destruir os microrganismos sem destruir as
células humanas (MIMS et al., 1999; TAVARES, 2001; TRABULSI; ALTERTHUM,
2008).

No inicio do século XX, surgiram os primeiros quimioterapicos de
acao sistémica. As descobertas de Ehrlich e seus contemporaneos revolucionaram a
terapéutica e provocaram o desenvolvimento da pesquisa e da industria quimico-
farmacéutica objetivando a obtencdo de novas substancias medicamentosas
sintetizadas em laboratério. Paul Ehrlich elaborou as primeiras teorias sobre
mecanismo de agao dos farmacos antimicrobianos (DE SOUZA et al., 2003).

Os primeiros agentes antiinfecciosos importantes, ndo eram
verdadeiros antibiéticos, mas sim pré-metabdlitos sintéticos. Como por exemplo o
prontosil que in vivo é metabolizado em sulfonamida. A descoberta da penicilina, o
primeiro antibiético de utilidade clinica, por Alexander Fleming em 1928, deu inicio a
era da antibidticoterapia. O resultado final desse progresso cientifico refletiu-se na
mudanga da expectativa de vida para pacientes portadores de varias doencas
infecciosas, antes de dificil tratamento e de alta mortalidade (TAVARES, 2001,
SCHAECHTER et al., 2002).

Os farmacos utilizados no tratamento de patologias infecciosas sao
agentes antibidticos, analogos dos antibiéticos ou quimioterapicos. Antibioticos sao
substancias antiinfecciosas, de origem natural, produzidas metabolicamente por
microrganismos. Os analogos dos antibidticos s&o produzidos por vegetais ou
animais. Ja os quimioterapicos sédo substancias antimicrobianas sintéticas. O agente
terapéutico deve alcancar o sitio de infeccdo em concentragao suficiente para inibir
ou eliminar o agente infeccioso, com toxicidade minima para o hospedeiro
(FONSECA, 1999; DE SOUZA et al, 2003).

Os antibidticos sdo produtos metabdlicos naturais de fungos e
bactérias, inclusive actinomicetos capazes de impedir o crescimento de
microrganismos de forma reversivel ou irreversivel. Embora muitos dos agentes
antimicrobianos sejam derivados de produtos naturais, a maioria deles s&o
modificados quimicamente a fim de aprimorar as propriedades antimicrobianas ou
farmacolégicas (MIMS et al., 1999).
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Algumas substancias quimicas com propriedades antimicrobianas,
por serem muito toxicas, sdo utilizadas apenas topicamente. Para uso interno, a
droga antimicrobiana deve possuir toxicidade seletiva, ou seja, ser toxica apenas
para 0 microrganismo e n&o para o hospedeiro. A relacéo entre a toxicidade para o
agente e para o organismo hospedeiro € chamada de indice terapéutico. Sabe-se
que muitos antifungicos séo nefro e hepatotoxicos, o que pode ser muitas vezes
mais grave do que a prépria patologia causada pelo agente microbiano, o que exige
cuidado no seu uso (BLACK, 1996; LACAZ et al., 2002; SCHAECHTER et al., 2002).

A terapéutica antiinfecciosa constitui-se num dos campos de maior
impacto dos avangos da tecnologia e da obtengcdo de solugbes para problemas da
area meédica. Novos antimicrobianos foram descobertos, e continuam a ser
procurados visando maior poténcia, menor toxicidade, melhor comportamento
farmacocinético e agao decisiva contra agentes infecciosos resistentes a drogas
anteriormente ativas (TAVARES, 2001).

A quimioterapia sulfamidica e a penicilina impulsionaram as
pesquisas e comegaram a surgir por sintese organica ou biossintese, novas
substancias ou farmacos com espectro de agéo nao so para bactérias, mas também
com atividades antifungicas que atuavam por via tépica ou sistémica em diversas
micoses (LACAZ et al., 2002).

O agente antimicrobiano ideal deve exibir toxicidade seletiva, a qual
pode ser fungdo de um receptor especifico necessario para a ligagao do farmaco, ou
pode depender da inibicdo de eventos bioquimicos essenciais para 0 microrganismo,
mas nao para o hospedeiro. Isto deve ocorrer, com maior probabilidade, nos
organismos procariotos do que nos eucariotos, em fungdo do maior grau de
diferenga com as células hospedeiras (MIMS et al., 1999).

Diferentes fatores influenciam no curso de uma determinada
infeccdo e consequentemente na terapia, dentre elas a concentracdo do agente
antimicrobiano, suas propriedades farmacoldgicas, a patologia da lesdo e seu
ambiente bioquimico, bem como o comportamento metabdlico do microrganismo.
Destes varios fatores, a susceptibilidade inerente dos microrganismos € o objeto
para a medida direta in vitro, e fornece um ponto de referéncia para selecionar a
terapia mais apropriada (DE SOUZA et al., 2003).

A atividade de substancias antimicrobianas pode ser dividida em trés

etapas: as substancias precisam associar-se aos microrganismos e penetrar nas
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suas células; precisam ser transportadas para um sitio alvo intracelular, e por ultimo,
ligam-se a seus sitios alvos bioquimicos especificos. A resisténcia a essas
substancias pode ocorrer em cada uma dessas etapas. Os mecanismos de
resisténcia clinicamente relevantes, incluem a sintese de enzimas que inativam a
droga, prevencdo do acesso ao sitio alvo (inibicdo da absor¢do ou aumento da
excrecao), ou modificagcao do sitio alvo (SCHAECHTER et al., 2002).

Durante a elaboragdo de novos agentes antimicrobianos deve-se
levar em consideragao tanto a atividade antimicrobiana, quanto as propriedades
farmacoloégicas do agente antimicrobiano frente ao hospedeiro. Dentre as
propriedades desejadas para um novo agente antimicrobiano podem ser citadas:
seletividade para o alvo, atoxico para o hospedeiro, meia vida longa no plasma,
baixa ligagdo as proteinas plasmaticas, auséncia de interferéncia com outros
farmacos, entre outras (MIMS et al., 1999; LACAZ et al., 2002; ZACCHINO et al.,
2003).

O uso desenfreado de agentes antimicrobianos pode ter contribuido
para a resisténcia dos microrganismos a estes agentes. Associado a esse uso
inadequado e a resisténcia, ocorreu um aumento dramatico de infecgoes,
principalmente fungicas, como resultado das imunodeficiéncias associadas a AIDS,
quimioterapia anticancerigena, transplantes, idosos e neonatos (ZACCHINO, et al.,
2003).

O problema da resisténcia microbiana & crescente, e a perspectiva
para o uso de drogas antimicrobianas no futuro é incerta. Entretanto, podem ser
tomadas acgdes para reduzir este problema, por exemplo, controlar o uso de
antimicrobianos, desenvolver pesquisas para melhor entender os mecanismos
genéticos de resisténcia, e continuar estudos para desenvolver novas drogas,
sintéticas ou naturais (NASCIMENTO et al., 2000).

Atualmente, a pesquisa, a descoberta e a producido de novos
agentes antimicrobianos revelam-se crescentes e necessarias. O risco do
surgimento de microrganismos resistentes pode acontecer facilmente e representa
um risco clinico importante. Processos genéticos de seletividade podem conduzir ao
aparecimento de "super microrganismos". As medidas defensivas a serem tomadas
incluem a busca por novos agentes antimicrobianos (MIMS et al., 1999; LIMA, 2001;
TAVARES, 2001; SCHAECHTER et al., 2002).
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2.2.1 Agentes Antifungicos

Os antifungicos existentes no mercado atualmente possuem
limitacoes terapéuticas, principalmente quando se leva em consideracao os efeitos
colaterais como a nefro e a hepatotoxicidade. Entre alguns exemplos de antifungicos
que apresentam efeitos téxicos cita-se a anfotericina B e o cetoconazol. O fato de
alguns antifungicos apresentarem acdo fungistatica e nado fungicida, podem
contribuir para o surgimento de cepas resistentes. (RANG; DALE; RITTER, 1997;
ZACCHINO et al., 2003).

Os agentes antifungicos podem ser divididos em trés categorias:

a) Farmacos que afetam a membrana celular (inibidores dos
esterdéides da membrana fungica)( DE SOUZA et al., 2003);

b) Farmacos que atuam intracelularmente, interrompendo processos
celulares vitais: como sintese de DNA, RNA ou proteinas (SCHAECHTER et al.,
2002);

c) Farmacos que inibem a sintese da parede celular fungica
(ZACCHINO et al., 2003).

Os fungos possuem paredes celulares, sendo esta 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 fungica se transformem em alvo util para o descobrimento e
desenvolvimento de novos farmacos antifingicos com maior especificidade (LOPEZ
et al., 2001; ZACCHINO, 2001; SELITRENNIKOFF, 2001). Infelizmente, as células
fungicas e humanas apresentam muitas semelhangas. 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 sé&o os inibidores da biossintese do ergosterol, a inibicdo das
topoisomerases fungicas e a inibicao da parede celular fungica (URBINA et al., 2000;
ZACCHINO, 2001; LACAZ et al., 2002).

A técnica de se utilizar a parede celular fungica como alvo é
extremarnente util para detectar antifungicos seletivos e, portanto néo téxicos para o

hospedeiro, surgiu recentemente. Ja que a parede celular fungica € uma barreira
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protetora, evita a ruptura osmoética e confere forma aos fungos, sendo também
essencial para seu crescimento e viabilidade. A parede celular € 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 ligagdes cruzadas,
ramificacdes e outras fungdes. Trés atividades enzimaticas tém demonstrado serem
essenciais para a formacgéo da parede celular fungica: 1,3 B-glicano sintetase; 1,6 [3-
glicano sintetase e quitina sintetase as quais catalisam a formacéo de 1,3 e 1,6-3-
glicanos e quitina respectivamente, sendo portanto, alvos atrativos para o
descobrimento de novos farmacos antifungicos (ZACCHINO et al., 2003).

Antifungicos podem atuar inibindo a biossintese do ergosterol. Em
uma via metabdlica de sintese que inicia com a acetilcoenzima A, sdo envolvidas
varias enzimas até a formacgao do ergosterol para fungos e o colesterol para animais.
Os antifungicos que atuam nessa via metabdlica, infelizmente inibem enzimas que
sdo comuns para a formagao tanto do ergosterol quanto colesterol. Devido a essa
nao 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).

Como exemplos de drogas que atuam na membrana celular podem
ser citados os derivados poliénicos e imidazdlicos. Estas substancias combinam-se
com esterdis da membrana, rompendo a mesma ou tomando-a incapaz de efetuar
suas fungdes normalmente (permeabilidade e transporte). A droga forma um poro na
membrana e o centro hidréfilo da molécula cria um canal ibnico transmembrana.
Podem ocorrer alteracbes na permeabilidade celular e causar a perda de
constituintes essenciais das células como K, acgucares, proteinas, fosfatos
organicos, acidos carboxilicos e ésteres de fosfato (RANG; DALE; RITTER, 1997;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Entre os numerosos fatores que afetam a atividade antimicrobiana in
vitro, € necessario considerar os seguintes aspectos: pH e composicdo do meio,
estabilidade do farmaco, tamanho do in6culo, tempo de incubacgado e atividade
metabdlica dos microrganismos, uma vez que eles influenciam significativamente no
resultado dos testes (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

Com o aumento do numero de pacientes imunodeprimidos e

imunocomprometidos que se tornaram mais suscetiveis a infecgdo, ocorreu um
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aumento da utilizagdo de agentes antimicéticos. Sabe-se que seu uso é limitado,
tendo em vista a sua toxicidade e seu tempo de tratamento prolongado. A toxicidade
dos agentes antifungicos existentes atualmente é decorrente da semelhanga entre
as células do hospedeiro e dos fungos. Por isso, a maioria dos agentes antifungicos
atuam também no funcionamento da célula do hospedeiro, ou seja, possuem baixa
seletividade. Estes fatores levam a uma busca por antimicéticos mais efetivos,
menos téxicos e preferencialmente mais baratos (GALGIANI, 1987; RAHALISON;
HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991; RAHALISON et al., 1994; GIORDANI et al.,
1999, ZACCHINO et al., 1999; HADACEK; GREGER, 2000; ZACCHINO et al.,
2003).

Existe um consenso geral de que sdo necessarios novos agentes
antifangicos mais potentes, porém mais seguros. Para uso humano, existem
limitadas opgdes terapéuticas. Primeiramente, deve-se lembrar de que a célula
fungica € uma célula eucaridtica, entdo o composto pode ser téxico tanto para o
microrganismo patogénico quanto para o paciente (GUNJI; ARIMA; BEPPU, 1983;
FROST et al., 1995; ZACCHINO et al., 1998; ZACCHINO et al., 2003 ).

2.3 PLANTAS MEDICINAIS

Informacgdes iniciais relacionadas a utilizacdo empirica de plantas
medicinais para fins terapéuticos sdo encontradas no Cédigo de Hamurabi (2000
a.C.), no papiro de Ebers (1500 a.C.) e na obra Universo Medicina de Penadio
Dioscorides (40-90 d.C). Entretanto, a pesquisa sistematica, envolvendo o
isolamento dos principios ativos vegetais iniciou-se no século XIX, quando o
farmacéutico alemao Fridiech Wilheim Setlrner procurava no épio, a substancia
responsavel por sua agao hipnética (SIANI, 2003).

As plantas sao fontes importantes de substancias biologicamente
ativas, muitas das quais se constituem em modelos para a sintese de um grande
numero de medicamentos. Para a obtencdo de novos farmacos, dois aspectos
distinguem os produtos de origem natural dos sintéticos: a diversidade molecular e
a fungao bioldgica. A diversidade molecular dos produtos naturais € muito superior

aquela derivada dos processos de sintese, que apesar dos avangos tecnoldgicos
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atuais, ainda é restrita. Isso possibilita entender que os compostos quimicos
presentes nas plantas possam vir a se tomar farmacos com potencial para as mais
diferentes moléstias (NODARI; GUERRA, 2003).

Apesar do uso de plantas para fins medicinais ter sido praticado por
séculos em muitas partes do mundo, a sua validacao e de seus beneficios pelos
economistas tem chamado atencdo apenas nas duas Uultimas décadas,
possivelmente devido a alarmante razao de espécies em extingdo. A avaliagao pode
também ajudar no planejamento de uma politica publica propria para a conservagao
e uso sustentavel dos recursos naturais (KUMAR, 2004).

A quantidade de plantas existentes no planeta, reconhecida sob o
ponto de vista cientifico, situa-se entre 250 a 500 mil espécies, sendo que somente
cerca de 5% tém sido estudadas quanto as caracteristicas fitoquimicas e uma
porcentagem menor avaliadas sob os aspectos biolégicos (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998; YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001). O valor da
biodiversidade, principalmente nas florestas tropicais, tem sido muito discutido pela
industria farmacéutica, devendo-se considerar ainda que os tratamentos baseados
em produtos naturais sdo de uso corrente por 80% da populagédo mundial (JOYCE,
1994; BIAVATTI, 2001; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003). A pesquisa de novos
agentes farmacologicamente ativos obtidos de plantas tem permitido descobrir
muitos farmacos clinicamente uteis no tratamento de muitas doengas. No Brasil
apenas 8% das espécies vegetais nativas foram estudadas em busca de moléculas
bioativas (AMORIM et al., 2003).

O grande incremento do uso de plantas para fins medicinais tem
provocado renovado interesse pelo conhecimento das caracteristicas das
substancias delas originadas, bem como sua morfologia, composi¢ao quimica,
propriedades farmacolégicas e controle de qualidade, especialmente quando se trata
de plantas brasileiras, considerando a extensa e diversificada flora do pais (YUNES;
PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

No Brasil, o uso de plantas medicinais € tradicional e amplo, e a
cada dia vem se tornando mais comum devido a disseminagdao da moda naturalista,
bem como ao alto custo dos produtos farmacéuticos industrializados (SILVA et al.,
2002).

No estudo de uma planta quanto as suas caracteristicas

fitoquimicas, deve-se considerar a existéncia de dois grupos distintos de
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metabdlitos, que sdo importantes para o seu desenvolvimento: os produtos dos
metabolismos primario e os do secundario. Os metabdlitos primarios sao
encontrados em todos os sistemas vivos, essenciais ao crescimento e a vida, como
0s aminoacidos, monossacarideos, acidos carboxilicos, lipideos, entre outros. Os
metabdlitos secundarios sao produtos de metabolismo especifico, gerados das vias
acetato-malonato e do acetato-mevalonato, relacionados aos processos
adaptativos. Sao sintetizados a partir de metabdlitos primarios, em distribuicdo
restrita a certas plantas e microrganismos (as vezes caracteristico de um dado
género ou espécie); e caracterizados por uma enorme diversidade quimica,
incluindo as drogas antibacterianas originais, como Penicilina e Estreptomicina
(NIERO et al., 2003).

Os metabdlitos secundarios foram originalmente considerados como
paralelos ao metabolismo essencial da célula, e freqientemente como produtos
meramente residuais do metabolismo. Acredita-se agora que eles desempenham
muitas fungdes importantes na planta, embora a total fungdo da maioria n&o seja
completamente entendida. (RON; WILLS; MORGAN, 2000; SIMOES et al., 2003).

Muitas "curas" de doencas sao atribuidas aos metabdlitos
secundarios presentes nas plantas. Estes sdo constituidos por uma variedade de
substancias bioativas, e nos dias atuais o interesse cientifico por essas substancias
tem aumentado devido a busca por novos medicamentos oriundos de plantas para
repor as drogas em desuso por resisténcia (BASILE et al., 1999, 2000; SATO et al.,
2003; PAIVA et al., 2003).

Embora a presenga de substancias antimicrobianas nos vegetais
superiores nao seja fato recente, somente a partir da descoberta da penicilina é que
esta busca teve grande impulso (TAVARES, 2001; COELHO et al.,, 2004). As
plantas possuem varias vias metabdlicas secundarias que dao origem a diversos
compostos como alcaldides, flavondides, isoflavondides, taninos, cumarinas,
glicosideos, terpenos e poliacetilenos, que sao especificos de determinadas
familias, géneros ou espécies e cujas fungbes até pouco tempo eram
desconhecidas (COWAN, 1999; CLARKE et al., 2001; SIMOES et al., 2003; SOUZA
et al., 2003).

Entre os principais grupos de metabdlitos secundarios produzidos
pelos vegetais, Cowan (1999) realizou uma grande revisao bibliografica e destacou

que os principios ativos fendlicos (fendis simples, acidos fendlicos, quinonas,
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flavondides, flavonas, flavondis, taninos e cumarinas), terpendides, O6leos
essenciais, alcaldides, lectinas, polipeptideos e poliacetilenos como os produtos de
maior agao antimicrobial produzidos e armazenados nos tecidos vegetais. Estes
metabdlitos agem de maneira a evitar a penetracdo e o estabelecimento de
patdgenos, atuando de diversas formas, como inativando enzimas, formando
complexos com as paredes celulares, promovendo a ruptura de membranas,
complexando ions metalicos, interagindo com o DNA dos microrganismos, entre
outras acoes.

Com o avango das pesquisas foram atribuidas as referidas
substancias, importancias relevantes nos mecanismos de defesa das plantas contra
seus predadores, sejam fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos, moluscos ou
animais superiores (LIMA, 2001; NIERO et al., 2003). Além disso, em determinadas
circunstancias, algumas plantas superiores podem formar substancias de natureza
antimicrobiana, denominadas fitoalexinas. Estas sdo produzidas como resposta
imediata a agressdes por fungos, bactérias, virus ou nematdides, ou em fungao de
determinados estimulos como radiagdes, agentes quimicos e outras injurias. As
plantas podem produzir e estocar um grande numero de metabdlitos secundarios
em diferentes 6rgaos vegetais como folhas, caules, raizes, flores e sementes,
variando de espécie para espécie (GNANAMANICKAM, 1981; LIMA, 1996; YUNES;
CALIXTO, 2001).

A pesquisa sistematica para a obtencdo de novas substancias com
finalidade terapéutica pode ser executada por diferentes processos. Os mais
utilizados sdo a sintese de novas moléculas, a modificagdo molecular de
substancias naturais e/ou sintéticas com propriedades farmacologicas definidas,
bem como a extragado, isolamento e purificagdo de novos compostos de fontes
naturais, especialmente de origem vegetal, a qual se caracteriza como uma fonte
inesgotavel de substancias potencialmente ativas como medicamento. Os trabalhos
de pesquisa com plantas medicinais, via de regra, originaram medicamentos em
menor tempo, com custos muitas vezes inferiores e consequentemente mais
acessiveis a populacao (BRITO; BRITO, 1993; UGAZ, 1994).

Pesquisas tém comprovado a utilizacdo de diferentes espécies de
plantas medicinais no tratamento de infecgées (SAVI et al., 1997; COWAN, 1999;
LIMA, 2001; SCHLEMPER et al., 2001; NADINIC et al., 2002; ZACCHINO et al.,
2003; COELHO DE SOUZA et al., 2004). O uso de plantas medicinais no mundo,
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principalmente na América do Sul, contribui significativamente com cuidados para
com a saude. Muitas plantas sao utilizadas no Brasil na forma de extrato bruto,
infusbes ou emplastros no tratamento de infeccbes comuns, sem qualquer
evidéncia cientifica (HOLETZ et al., 2002; COELHO DE SOUZA et al., 2004), por
isso a necessidade de validar cientificamente o uso das mesmas.

Dados da OMS demonstram que cerca de 80% da populagéao
mundial utiliza algum tipo de vegetal na busca de alivio de alguma sintomatologia
dolorosa ou desagradavel. Desse total, pelo menos 30% da-se por indicagao
médica. Por outro lado, é preocupante o uso indiscriminado de plantas sem
qualquer conhecimento fitoquimico, farmacolégico e toxicolégico. Sao varias as
publicagbes que registram o uso medicinal das plantas, sem apresentar dados
comprobatérios de suas propriedades terapéuticas (SIMOES, 2003).

Embora vérias plantas sejam utilizadas ou comercializadas com
finalidades terapéuticas, a grande maioria ndo possui dados cientificos que
comprovem a sua eficacia e seu espectro toxicolégico no homem, assim como a
garantia da qualidade do produto ou de sua produgédo (FERREIRA et al.,1998).

Diante da enorme variedade de espécies da flora que sao
consideradas popularmente medicinais, e da possibilidade de inumeras outras com
igual potencial e nunca pesquisadas, é importante estabelecer critérios de selegéo
que atendam aos objetivos da investigacdo. Uma triagem preliminar pode a
principio, separar plantas que efetivamente sejam ativas (SIXEL; PECINALLI, 2002).

Alguns principios podem ser utilizados para planejar a sele¢cao das
plantas que seréo objeto de estudo, como por exemplo (MAGISTRETTI, 1980):

1- Reestudo da planta de acordo com algumas propriedades
farmacoldgicas ja descritas na literatura. Constitui uma forma pratica pela selecéao
de espécies existentes e ja reconhecidas pelas suas propriedades medicinais.

2- Levantamento ecoldgico, ou selegdo da planta num habitat
particular, ou por intermédio de indicagado sugestiva de efeitos em animais.

3- Selecédo aleatéria ou randbmica seguida de bioensaios. Esta
selecao é conduzida por coleta arbitraria de espécies representativas dos diversos
grupos taxonémicos de uma regido. Do material obtido sdo preparados extratos,
que sao analisados in vivo ou in situ, com a finalidade de encontrar amostras com
efeitos farmacoldgicos significativos.

4- Selecao por critérios quimiotaxondmicos. O reconhecimento da
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estrutura quimica de um principio ativo encontrado em um vegetal, como sendo o
fator responsavel pelos seus efeitos farmacolégicos pode estabelecer uma
importante referéncia na procura deste composto ou compostos semelhantes.
Diversas plantas aparentadas fitogeneticamente, e que podem se assemelhar do
ponto de vista quimico, pela presenca de tais metabdlitos secundarios embora em
concentragdes variadas, podem ser pesquisadas.

5- Selecado através de investigagdes etnofarmacoldgicas. O fato de
um expressivo numero de individuos em uma populacao utilizar determinada planta
na medicina tradicional pode ser considerado uma boa sugestdo para uma
investigacao farmacoldgica. Parte do que se busca entender cientificamente sobre
plantas medicinais foi legado pela medicina popular, através de conhecimentos
adquiridos e preservados.

A validagdo da utilizagcdo de plantas medicinais depende da
investigacado sistematica realizada sob varios aspectos. Dentre esses aspectos
podemos citar os aspectos quimicos, farmacoldgicos, microbiolégicos e citotoxicos
que somados a outros irdo resultar no medicamento fitoterapico (ROJAS et al., 1992;
NIERO et al., 2003).

Varias plantas da flora brasileira sdo usadas na medicina natural, no
tratamento de doengas tropicais, incluindo infecgdes fungicas. Muitas s&o utilizadas
com finalidade antisséptica, ou no tratamento de doengas infecciosas e estudos tém
demonstrado que muitas vezes ocorre a confirmagdo da atividade antimicrobiana
(ALVES et al., 2000; HOLETZ et al., 2002; SARTORI et al., 2003). Por outro lado,
devido ao desenvolvimento da possivel existéncia da acéo toxica, bem como de sua
indicagdo adequada, as plantas medicinais sdo muitas vezes usadas de forma
incorreta, ndo produzindo o efeito desejado. Visado evitar problemas relativos a
toxicidade potencial de determinados extratos, uma série de exames laboratoriais
envolvendo desde testes em cultura de tecidos especificos, em citocromos como o
P450 e testes em animais, sao realizados frequentemente em pesquisas que
buscam novas substancias oriundas de plantas, para a certificagdo de que a
eficiéncia no controle de microrganismos nao ponha em risco a saude de quem opte
por este tipo de tratamento (PEREIRA et al., 2004). Faltam trabalhos cientificos que
comprovem a eficacia no tratamento das enfermidades e recursos para o
isolamento de substancias ativas das plantas estudadas e para transforma-las em
medicamentos (SILVA et al., 2002).
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A medicina popular é rica em exemplos de plantas utilizadas para
os mais diversos fins, que substituem, muitas vezes, a prescricdio médica
(MITSCHER et al. 1972). Isto é justificado, em parte, pelo alto grau de aceitabilidade
das plantas medicinais, bem como, a grande disponibilidade destes recursos,
diferente do que ocorre com os medicamentos industrializados, que na maioria,
dependem de tecnologia e matéria-prima externas (AMORIM et al., 2003).

Grande parte das matérias-primas de origem natural que suprem a
nossa industria farmacéutica provém de paises com as mesmas condicdes
climaticas encontradas no Brasil. O Brasil € um grande importador de produtos
farmacéuticos sintéticos, semi-sintéticos e naturais (CECHINEL FILHO; YUNES,
2001).

Baseados no conhecimento empirico sobre as propriedades
terapéuticas de algumas plantas, desenvolvem-se alguns dos mais valiosos
medicamentos utilizados na medicina cientifica, como os digitalicos, quinina,

morfina, atropina, aspirina, entre outros (SIMOES et al., 2003).
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3. ARTIGO: ATIVIDADE DE EXTRATOS AQUOSOS DE PLANTAS SOBRE
Trichophyton rubrum

3.1 RESUMO

Infeccbes em seres humanos, principalmente aquelas envolvendo a superficie da
pele e das mucosas, vem constituindo um problema bastante sério, especialmente
em paises tropicais e sub-tropicais em desenvolvimento. Entre os microrganismos
infectantes, existe um grupo de fungos causadores de doengas na pele,
denominados dermatofitos, que englobam fungos dos géneros Trichophytom,
Microsporum e Epidermophytom. Estes fungos sdo os causadores de diversas
infecgdes conhecidas como “tinhas”, que podem se desenvolver em diferentes
partes do corpo humano e também de alguns animais. O controle destas doengas é
bastante dificil, devido a resisténcia que estes organismos vem adquirindo pelo uso
inadequado de medicamentos, e também devido a dificuldade de obter-se
medicamentos que possam combater seu desenvolvimento, sem afetar a saude do
hospedeiro, uma vez que as células fungicas possuem caracteristicas muito
semelhantes as dos seres humanos. Pesquisas buscando uma forma mais eficiente
de controle destas infeccbes, que nao causem efeitos adversos aos pacientes,
apontam as plantas medicinais como fonte de recursos para o desenvolvimento de
novos medicamentos. Entre os dermatdfitos, a espécie Trichophyton rubrum se
destaca, por ser relatado em varios artigos como sendo o maior causador de
dermatofitoses, chegando em algumas localidades a ser responsavel por cerca de
80% dos casos clinicos. Esta pesquisa teve como objetivo a utilizagdo de extratos
vegetais aquosos visando inibir o crescimento e desenvolvimento de inoculos de T.
rubrum. Foram escolhidas para este estudo algumas plantas mencionadas na
literatura especializada ou citadas no conhecimento popular como contendo
propriedades antifungicas ou antimicrobianas. Os extratos aquosos foram
produzidos com propor¢cao planta:solvente 1:10 (p/v), os tratamentos foram
realizados em placas de Petri de 80mm, com trés concentragdes de extratos (50,
100 e 200ug/ml) incorporados em agar Sabouraud dextrose, e um controle, sem a
adicdo de extrato. As placas, apds inoculadas foram incubadas em temperatura
constante de 30°C e as avaliagbes foram realizadas aos 3 e 7 dias apds a
inoculagédo. O crescimento dos inéculos foi medido de duas formas distintas, com o
uso de régua e de uma grade, sendo que a metodologia da grade mostrou melhor
desempenho por ser mais rapida e de facil execugcdo. Entre as plantas testadas
destacaram-se os extratos de Ocimum gratissimum e de Tetradenia riparia, que na
maior concentracéo testada conseguiram inibir o desenvolvimento dos in6culos.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Dermatophytes, Tinhas.
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3.1 ABSTRACT: Activity of aquous plants extracts on Trichophyton rubrum

Infections in humans, especially those involving the surface of the skin and mucous
membranes, has constituted a very serious problem, especially in tropical countries
and sub-tropical developing countries. Among infectious microorganisms, there is a
group of fungi that cause diseases of the skin, called dermatophytes, which include
fungi of the genera Trichophytom, Microsporum and Epidermophytom. These fungi
are the cause of various infections known as "tinea" that may develop in different
parts of the human body and also of some animals. The control of these diseases is
very difficult because of the resistance that these bodies is acquiring the
inappropriate use of medicines, and also because of the difficulty to get drugs that
can combat their development, without affecting the health of the host, since the
fungal cells possess characteristics closely resembling those of humans. Researches
seeking a more efficient way of controlling these infections, which cause no adverse
effects to patients, show the medicinal plants as a source of resources for the
development of new medicines. Among the dermatophytes, the species Trichophyton
rubrum stands out, being reported in several articles as being the greatest cause of
dermatophytosis, reaching in some districts to be responsible for about 80% of
cases. This study aimed to the use of aqueous plant extracts inhibit targeting the
growth and development of inocula of T. rubrum. Were chosen for this study some
plants mentioned in literature or popular as cited in the note containing antimicrobial
or antifungal properties. The aqueous extracts were produced with a proportion
plant:solvent 1:10 (w/v), the treatments were performed in Petri dishes of 80mm, with
three concentrations of extracts (50, 100 and 200ug/ml) embedded in Sabouraud
dextrose agar, and a control without the addition of extract. The plates, after
inoculation were incubated at constant temperature of 30 ° C and the evaluations
were performed at 3 and 7 days after inoculation. The growth of inocula was
measured in two different ways, using a ruler and square grid, and the methodology
of the grid showed better performance by being faster and easier implementation.
Among the plants tested were the extracts of Ocimum gratissimum and Tetradenia
riparia, in the highest concentration tested successfully inhibit the development of
inocula.

Keywords: Medicinal plants, Dermatophytes, Tineas.
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3.2 INTRODUCAO

Infecgdes em seres humanos, principalmente aquelas envolvendo a
superficie da pele e das mucosas, vem constituindo um problema bastante sério,
especialmente em paises tropicais e sub-tropicais em desenvolvimento, devido ao
fato de que dermatofitos, fungos que compreendem os géneros Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton, aparecem como os patdégenos mais frequentes
(GURGEL et al., 2005).

Estes microrganismos invadem os extratos cérneos da pele e outros
tecidos queratinizados de humanos e animais produzindo as micoses denominadas
“tineas” ou “tinhas”. Estima-se que 10 a 15% da populagdo humana podera ser
infectada por estes microrganismos no decorrer de sua vida (MAZON et al., 1997;
RUBIO et al.,, 1999; SIDRIM; MOREIRA, 1999). As micoses causadas pelos
dermatofitos s&o de dificil erradicagédo, e resultam em um dos maiores problemas
para os sistemas publicos de saude (MEYERS, 1990; YOUNG; NAQVI; RICHARDS,
2005).

Dentre todos os dermatofitos, o fungo Trichophyton rubrum é o maior
causador de dermatofitoses no Brasil, representando cerca de 80% dos casos
clinicos destas micoses, registrados pelos orgdos de saude (CHAN, 2002). Em
estudos realizados em diferentes cidades brasileiras sobre a incidéncia de
dermatofitoses, o predominio de T. rubrum entre os dermatdfitos, principalmente nas
onicomicoses e tinha pedis foi observado por Terrarigni; Lasagni e Oriani (1993) e
Mezzari (1998), confirmando que este fungo € o mais cosmopolita de todos.

Embora exista um conjunto de medicamentos para o tratamento de
micoses tanto sistémicas quanto superficiais, nenhum deles é ideal em termos de
eficacia, seguranga ou espectro antifungico (DIDOMENICO, 1999; ABLORDEPPEY
et al., 1999). Muitos destes medicamentos possuem efeitos indesejaveis ou séo
muito toxicos (anfotericina B), permitem re-emergéncia, mostram interagdo com
outros medicamentos (azoéis) ou demonstram indicios do desenvolvimento de
resisténcia por parte dos microrganismos (fluconazol) (WHITE; MARR; BOWDEN,
1998). Existe a necessidade urgente de se descobrir novos antifungicos, com
diferentes estruturas quimicas, novos modos de ag¢do, maior agdo do espectro

fungicida e menores efeitos colaterais (ROJAS et al., 2003).
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O uso de plantas medicinais no tratamento de doencas de pele,
incluindo infecgdes micéticas, € uma pratica antiga em algumas partes do mundo
(IROBI; DARAMOLA, 1993). Este uso vem sendo feito através do isolamento de
compostos antifungicos de extratos vegetais. Estes compostos sdo metabdlitos
secundarios e servem como agentes contra a invasdo de microrganismos (FABRY;
OKEMO; ANSORG, 1996). As plantas superiores produzem milhares de compostos
quimicos com diferentes atividades biologicas (HAMBURGER; HOSTETTMANN,
1991). Sabe-se que estes compostos possuem uma grande importancia ecolégica,
pois podem agir como atrativos para polinizadores, até apresentarem defesas
quimicas contra insetos, herbivoros e microrganismos (HARBONE, 1990).

As plantas sdo capazes de detectar a presenca de potenciais
fitopatégenos (fungos, bactérias e virus) e podem produzir compostos antifungicos
para se proteger contra ataques bidticos, 0 que pode ser essencial para uma
resisténcia as infec¢des fungicas (WOJTASZEK, 1997).

Apesar de sua contribuicdo significante para a sociedade, a
medicina tradicional vem recebendo pouquissima atencdo no desenvolvimento de
pesquisas modernas, assim como poucos incentivos tem sido destinados para a
renovacao de praticas de saude tradicionais em muitos paises (TADEG et al., 2005).
Embora haja muitas espécies de plantas utilizadas atualmente no Brasil para o
tratamento de infecgdes mais corriqueiras, poucas pesquisas cientificas tem sido
realizadas tendo em vista o uso de plantas medicinais pelas comunidades que
habitam as diferentes regides do pais, com diferentes floras (DUARTE et al., 2005).

Esta investigacao cientifica teve como objetivo avaliar extratos de
vegetais com propriedades medicinais, visando encontrar um composto natural
como alternativa para o tratamento de dermatofitoses causadas pelo fungo T.

rubrum, a um baixo custo e de facil preparo.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Local

Esta pesquisa foi realizada no Servigo Microbiolégico de Controle de
Infeccdo Hospitalar (SMCIH) do Laboratério de Microbiologia Clinica (LMC), do
Hospital Universitario (HU), da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

3.3.2 Fungos Dermatofitos

As cepas dos fungos utilizados neste experimento foram adquiridas
junto ao banco de microrganismos do LMC-HU, gentiimente cedidas pela Prof?
Regina Quesada. Tais fungos foram previamente identificados na rotina micologica
do setor e estocados na micoteca do laboratério para posterior uso cientifico, sem
que para isso tenham sido envolvidos pacientes especificos.

Desta forma, T.rubrum foi a cepa de fungo dermatéfito selecionada
para participar da presente pesquisa, em razdo ndo s6 da grande frequéncia no
isolamento deste agente em diversos materiais bioldégicos enviados para
investigacao, mas também, pela dificuldade encontrada para a erradicagao definitiva
desta cepa nas diversas dermatofitoses observadas.

As colonias de T. rubrum foram cultivadas em tubos de ensaio
contendo agar Sabouraud Dextrose, incubados por até 15 dias em temperatura de
30°C (+ 1°C), para obtengdo de maxima esporulagdo. O inéculo utilizado foi obtido
através da agitacao dos tubos contendo as colbnias de T. rubrum, cobertos por
solucao fisioldgica e agitados manualmente. A suspensdo resultante foi separada e
o valor de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) obtido através da contagem dos
microconidios em camara de Neubauer. O indculo utilizado no experimento estava

constituido de 7,7 x 10° UFC/mL da suspensao.



37

3.3.3 Plantas Medicinais

As plantas utilizadas na pesquisa foram coletadas no Horto de
Plantas Medicinais do Centro Universitario Filadélfia (UniFil), no Horto de Plantas
Medicinais e nas areas proximas ao viveiro de mudas do Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA) da UEL, nos meses de janeiro e fevereiro de 2008.

As plantas com caracteristicas medicinais foram escolhidas por
possuirem acdo anti-microbiana e ou anti-fungica descritas na literatura, como
também em relatos populares de utilizacdo destas espécies para estes fins.

As plantas selecionadas, seus nomes populares, estagio de
desenvolvimento e partes que foram utilizadas para a confeccdo dos estratos estao

descritas na Tabela 3.1.

TABELA 3.1. Espécies, nomes populares, estagios de desenvolvimento e
partes utilizadas. Londrina-PR, 2008.

Espécie Nome popular  Estagio Partes utilizadas

Achillea millefolium Mil-folhas Vegetativo Folhas

Artemisia absinthium Losna Vegetativo Ramos jovens

Baccharis trimera Carqueja Vegetativo Parte aérea

Chenopodium ambrosioides =rva de Santa Reprodutivo Folhas e infloresc.
Maria

Cymbopogum winterianus  Citronela Vegetativo Folhas

Momordica charantia Melao de Sao Reprodutivo Folhas, flores e frutos
Caetano

Ocimum gratissimum Alfavaca Vegetativo Folhas

Plantago major Tanchagem Vegetativo Folhas

Porophyllum ruderale Couvinha Reprodutivo Folhas e infloresc.

Ruta graveolens Arruda Vegetativo Ramos jovens

Salvia officinalis Salvia Vegetativo Folhas

Symphytum officinale Confrei Vegetativo Folhas

Tetradenia riparia Mirra Vegetativo Folhas
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3.3.4 Preparacéo dos Extratos

Os extratos foram preparados nos laboratérios de Quimica de
Produtos Naturais e de Ciéncia dos Alimentos na UEL.

Apods colhidas, foram separadas as partes de interesse das plantas
para a realizacdo da pesquisa. As partes escolhidas foram desidratadas em estufa
de circulagdo de ar forgada até atingirem peso constante, em temperaturas sempre
menores ou iguais a 45°C.

Apos a desidratacdo as plantas foram rasuradas e os pedagos
resultantes de cada planta foram pesados. Em seguida foi adicionada uma
quantidade de agua destilada aquecida a temperatura de 80°C, a uma quantidade
de matéria seca de plantas de forma a obter uma concentragdo de 25% (m/v). A
infusdo preparada foi deixada em repouso durante 10 minutos, seguida de turbdlise,
com o auxilio de um liquidificador industrial. O mosto resultante da turbdlise foi
fitrado em gaze para retirada das particulas maiores de planta restantes. Os
extratos obtidos de cada uma das espécies selecionadas, foram armazenados em
alicotas em frascos de vidro ambar e mantidos congelados (- 4°C) até o momento da
utilizagcdo. O tempo de armazenamento dos extratos congelados foi menor que 65

dias.

3.3.5 Montagem dos tratamentos

Os tratamentos foram constituidos de trés concentracoes de extratos
vegetais (50, 100 e 200ug de extrato) de cada espécie vegetal, diluidos no Agar
Sabouraud, e aplicados em placas de Petri de 80mm. Todos os tratamentos foram
realizados em ftriplicata com uma testemunha, também em ftriplicata, sem a adicéo
de nenhum extrato vegetal.

A mistura dos extratos ao meio de cultura foi realizada em agar
aquecido em banho maria (80°C) para que houvesse maior homogeneizagédo. Apos
solidificagdo da mistura agar-extrato, trés locais para inoculagdo da amostra foram
pré-estabelecidos por marcas na placa de Petri e as cepas de T. rubrum foram

inoculadas com o auxilio de uma alga plastica descartavel, calibrada com 10uL de
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inéculo.
Ao finalizar a inoculagao de todas as placas, estas foram colocadas
em uma estufa a temperatura de 30°C até o momento da realizacdo da avaliagao

dos tratamentos.

3.3.6 Avaliagdo do Crescimento das Colbnias

As leituras das placas foram realizadas a 3 e a 7 dias apds a

inoculacao das placas com a avaliagao do crescimento das col6nias.

3.3.7 Coleta e Anélise dos Resultados

As avaliacdes obtidas do desenvolvimento ou ndo das colbnias de T.
rubrum em meios de cultura contendo diferentes concentracbes e espécies dos
extratos vegetais foram realizadas de duas formas:

12 - A coldnia resultante do crescimento do inéculo teve sua area
calculada através da obtencéo do didametro médio da colbénia. Apés retirada de duas
medidas de diametro perpendiculares com a utilizagado de uma régua graduada em
milimetros foi possivel calcular a area da circunferéncia;

22 - A medida do crescimento do inoculo foi feita utilizando o
principio morfométrico de contagem de pontos com a utilizagdo de uma grade
quadriculada com distancias entre as linhas de 0,5cm. Contou-se o0 numero de
pontos de interseccdo das linhas da grade com a area ocupada pela colbnia, e em
seguida calculou-se o desenvolvimento da colénia segundo Bahmer e Lorenz
(2000).

Os resultados obtidos foram avaliados pelo programa Estatistica 6.0.
Como os dados coletados n&o apresentaram homogeneidade segundo o teste de
Levene (a= 0,05), eles foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
(a=0,05).
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3.3.8 Microscopia Eletrénica

Amostras das colbnias fungicas dos tratamentos que demonstraram
algum potencial de inibicdo do desenvolvimento dos indculos foram submetidas a
microscopia eletrénica de varredura, no Laboratério de Microscopia eletrdnica e
Micro-analise, da Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao (PROPPG) da UEL.

Um fragmento da col6nia de cada tratamento foi cortado com um
tubo cilindrico de vidro e fixado com 6% de glutaraldeido em uma solugao tampéo de
cacodilato de sédio 0.1M, pH 6.8 por 15h a 4°C, e lavado com a solugédo tampéao,
pés-fixado overnight com tetroxido de ésmio 1%. Em seguida foi lavado novamente
com tampé&o e desidratado em uma série alcodlica de etanol crescente de 70 a
100%. A desidratagao foi finalizada no aparelho BAL-TEC CPD 030, Critical Point
Dryer. Apds a desidratagdo as amostras foram metalizadas no aparelho BAL-TEC
SCD 050, Sputter Coater, para serem observadas no microscépio de varredura FEI
Quanta 200.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos pré-testes realizados para certificacdo da eficiéncia dos
extratos, as espécies Achillea millefolium, Artemisia absinthium, Baccharis trimera,
Chenopodium ambrosioides, Momordica charantia, Plantago major, Ruta graveolens
e Salvia officinalis ndo demonstraram efeitos fungicidas ou fungistaticos significativos
sobre o in6culo de T. rubrum em nenhuma das concentracdes testadas nesta
pesquisa (dados nao publicados).

O tamanho das colonias de T. rubrum avaliado, aos 3 e 7 dias, frente

aos diferentes extratos vegetais, apds a inoculagdo sdo apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Médias do crescimento das coldnias de T. rubrum, 3 e 7 dias ap6s
a inoculacdo, em diferentes tratamentos e concentragdes, medidas com
régua (R) e grade quadriculada (G). Londrina-PR, 2008.

Tamanho das colénias de T. rubrum (cm?) aos 3 dias

Tratamentos 50ug/mL 100pg/mL 200pg/mL
R G R G R G
Controle 0,67 1,50 0,67 1,50 0,67 1,50
C. winterianus 0,18 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00
O. gratissimum 0,18 0,56 0,05 0,17 0,00 0,00
P. ruderale 0,30 0,83 0,28 0,50 0,14 0,38
S. officinale 1,13 1,72 0,82 1,36 0,00 0,00
T. riparia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Tamanho das colénias de T. rubrum (cm?) aos 7 dias

Controle 3,48 3,70 3,48 3,70 3,48 3,70
C. winterianus 1,77 2,06 1,52 1,75 0,50 0,88
O. gratissimum 0,76 1,00 0,75 0,94 0,00 0,00
P. ruderale 3,18 3,44 1,40 1,72 0,80 1,17
S. officinale 3,45 3,92 3,26 3,89 154 2,03

T. riparia 0,76 1,19 0,52 1,08 0,00 0,00
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Os efeitos antifungicos dos extratos aquosos de algumas espécies
testadas nesta pesquisa indicam a importancia de muitas espécies vegetais como
fontes de substancias antimicoticas.

Os resultados obtidos apresentaram apenas diferengas numéricas
entre os crescimentos dos inoculos quando comparam-se os valores obtidos com o
método da régua e da grade, pois os dois métodos apresentaram os mesmos
resultados.

Segundo Bhamer e Lorenz (2000), o principio morfométrico da
contagem de pontos, utilizando a grade quadriculada, € um método simples, barato
e que pode ser utilizado em qualquer laboratorio para realizar a medida de colbnias,
gastando menos tempo que a técnica de medida do didmetro das colbnias
realizados com a régua. Estudos realizados por Weilbel (1979) e também por
Gundersen e Jensen (1987), mostram que a estimativa de areas através deste
método ja € ha muito tempo aplicada em materias cientificos e bioldgicos, ao
contrario do que possa parecer, a contagem de pontos € matematicamente correta e
precisa.

As diferencas com respeito as técnicas empregadas para
investigacdo da acédo de extratos de plantas e a grande variagdo encontrada na
composi¢cado quimica de algumas preparagdes vegetais podem resultar em dados de
dificil comparagdo entre as pesquisas. Nao existe ainda um consenso sobre os
niveis de inibicdo aceitaveis para extratos de plantas, quando comparados com
antibidticos padrées (SIVROUPOULOU et al., 1995). Alguns autores consideram
somente resultados similares aos de antibiéticos, enquanto outros consideram com
bom potencial aqueles com niveis de inibicdes superiores. Propuseram uma
classificagdo para materiais vegetais com base nos resultados de inibicdo do
desenvolvimento de col6nias, considerando como: forte inibicdo - até 500 pyg/mL;
inibicdo moderada - entre 600 e 1500 pg/mL e como fraca inibi¢do - acima de 1600
pMg/mL (ALIGIANIS et al.,2001).
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A comparacao direta das avaliagcbes realizadas pelos dois métodos

empregados nesta pesquisa € apresentada na figura 3.1.
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Figura 3.1 Comparacao dos resultados obtidos com a régua e com a grade,
nos diferentes tratamentos aos 3 e 7 dias ap0s a inoculagcdo. R= Régua, G=
Grade, T= Controle, Alf= 0. gratissimum, Cit= C. winterianus, Con= S.
officinale, Couv= P. ruderale e Mir=T. riparia. Londrina-PR, 2008.
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Devido a praticidade para obtengao dos dados e a confiabilidade dos
mesmos, empregou-se como padrao para a discussdo dos resultados os valores
obtidos pelo principio morfométrico de contagem dos pontos (grade), figura 3.2.
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Figura 3.2 Crescimento das colbnias de T. rubrum medidos com grade, nos
diferentes tratamentos aos 3 e 7 dias apds a inoculacdo. T= Controle, Alf= O.
gratissimum, Cit= C. winterianus, Con= S. officinale, Couv= P. ruderale e Mir=
T.riparia. Londrina-PR, 2008.
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De acordo com esta proposta de classificacdo, os extratos que
apresentaram resultados positivos para a inibicdo do desenvolvimento dos inoculos
de T. rubrum foram O. gratissimum e T. riparia, pois como pode ser observado na
figura 3.2, foram as uUnicas espécies que conseguiram evitar o desenvolvimento dos
inéculos, quando empregadas na maior concentragao testada (200ug/mL), passados
sete dias da inoculagdo, demonstrando um potencial fungicida de forte inibicao,
enquanto as demais espécies testadas apenas proporcionaram uma diminuicdo do
crescimento das col6nias, mostrando desta maneira um potencial fungistatico,
quando comparadas com o desenvolvimento do inéculo no tratamento controle.

As porcentagens de inibicdo do crescimento dos indéculos de T.
rubrum variaram tanto entre as concentragdes como entre as épocas de avaliagao,
quando comparadas com o controle (Tabela 3.2). O extrato de O. gratissimum variou
de 37,3% para 100% de inibigdo nas concentragdes de 50 e 200ug/mL aos trés dias
apos a inoculagao, e de 73% para 100% nas mesmas concentragbes aos sete dias
apods a inoculagdo. Ja o extato de T. riparia apresentou 100% de inibicdo aos trés
dias e variou de 67,8% para 100% nas mesmas concentracdes, aos sete dias apds a
inoculacéo.

Estes resultados demonstraram que extratos aquosos de diferentes
plantas variam significativamente quanto ao seu potencial antifungico. Estas
diferengcas podem ser atribuidas a diferengas na natureza e ou concentragdo de
inibidores em diferentes espécies de plantas e na sua solubilidade relativa em agua
(QUASEM; ABU-BLAN, 1995).

Silva et al (2005), estudando a atividade antifungica de O.
gratissimum contra dermatofitos, entre eles, Microsporum canis, M. gypseum, T.
rubrum e T. mentagrophytes, relataram que 100% dos dermatdfitos foram inibidos
pelo extrato desta planta extraido com o solvente hexano, na concentragdo de
125ug/ml, pelo dleo essencial em 250ug/ml e pelo extrato obtido com cloroformio em
500ug/ml. Estes autores também observaram que o eugenol, o maior constituinte do
Oleo essencial de O. gratissimum, inibiu o crescimento de 80% dos indculos
testados, na concentracdo de 125ug/ml, enquanto 60% destes indculos foram
inibidos pelo fungicida sintético itraconazol, na mesma concentracdo. Estes
resultados demonstram a alta atividade antifungica dos extratos desta planta.

Nas pesquisas realizadas com Oleos essenciais das espécies O.

gratissimum e T. riparia foram observadas atividades repelentes contra insetos.
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Ogendo et al. (2008), evidenciaram a acgao do 6leo de O. gratissimum em repelir
pragas de grdos armazenados, e uma pesquisa realizada por Omolo et al. (2004),
mostra que fragdes do Oleo de T. riparia sdo eficazes na repeléncia do mosquito
Anopheles gambiae, um possivel vetor da malaria.

Oleos essenciais de canela chinesa, Cinnamomum cassia, assim
como a substancia cinnamaldeido, isolada desta espécie, mostraram resultados
similares ao do farmaco griseofulvin, inibindo o desenvolvimento de colénias de T.
rubrum em dosagens entre 18,8 e 31,2 ug/ml (OOl et al, 2006).

Os extratos aquosos da espécie C. winterianus apresentaram um
bom resultado de inibicdo dos in6culos aos trés dias apds a inoculagéo, sendo as
inibicdes proporcionais a 69,3%, 100% e 100% para as concentragdes de 50, 100 e
200ug/mL, respectivamente, entretanto estas porcentagens cairam para 44,3%,
52,7% e 76,2% aos sete dias apds a inoculagao, para as mesmas concentragdes. O
mesmo ocorreu com os extratos de P. ruderale aos trés dias apds a inoculagda na
concentragdo de 200ug/ml inibindo 100% dos in6culos, porém aos sete dias apos a
inoculacéo apresentou uma inibicdo de 68,4%.

Diferindo dos extratos anteriormente citados, S. officinale
demonstrou inicialmente, na menor concentragdo (50ug/ml), valores de
desenvolvimento das colbnias superiores aos do tratamento controle, tanto aos trés
quanto aos sete dias apds a inoculacéo (figura 3.2). O seu potencial inibitério pode
ser observado na maior concentragdo (200ug/ml), onde aos trés dias apos a
inoculagdo houve inibicado de 100% do in6culo, porém aos sete dias esta
porcentagem caiu significativamente para 45,1%. Estes dados revelaram que os
extratos aquosos das espécies S. officinale, P. ruderale e C. winterianus né&o
possuem propriedades fungicidas, mas sim fungistaticas, sobre in6culos de T.
rubrum, nas concentracdes testadas nesta pesquisa.

Outras substancias, testadas in vivo, também demonstraram efeitos
positivos na inibicdo do desenvolvimento das colbnias e da esporulagédo de fungos
dermatdofitos, incluindo o T. rubrum. Sokovic et al. (2006) rasparam areas definidas
nas costas de ratos Winstar e inocularam fungos dermatoéfitos. Apods a infecgdo dos
fungos ser evidente, iniciaram tratamento com 6leo essencial de Mentha piperita 1%
(v/v) em vaselina de petréleo, aplicada de forma tépica diariamente sobre as lesdes
induzidas, e verificaram que apds ftrinta dias de tratamento os ratos néo

apresentavam mais sinas de infecgao fungica. Etuk et al. (2008) também relataram a
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inibicdo da producao de esporos fungicos em lesdes induzidas nas costas de ratos,
com a utilizacdo de extratos aquosos de Pterocarpus erinaceus na concentragao de
40mg/mL.

Além de extratos de plantas e Oleos essenciais vegetais, outros
organismos também ja foram testados na busca por propriedades inibidoras do
crescimento e desenvolvimento de dermatéfitos. Testando extratos aquosos e
metanolicos de Holoturia polii, uma espécie de pepino do mar, Ismail et al. (2008)
nao conseguiram inibir o desenvolvimento de indéculos de T. rubrum in vitro.
Entretanto, nas pesquisas realizadas com a alga vermelha, Odonthalia corymbifera,
Oh et al. (2008), utilizando bromofendis isolados do extrato da alga, determinaram in
vitro a inibicdo do desenvolvimento de indculos de T. rubrum com concentragdes de
apenas 1,56ug/mL.

A utilizacdo de recursos tecnoldgicos, como por exemplo o
microscopio eletrénico de varredura (MEV), sdo ferramentas que podem auxiliar na
compreensao dos efeitos desencadeados pelos extratos vegetais aquosos sobre os
in6culos de T. rubrum utilizados na pesquisa. Os extratos que demonstraram
potencial de inibicdo ao desenvolvimento dos inéculos testados foram submetidos ao
MEV para a observacao de efeitos desencadeados pelos extratos nos indculos.

Observaram-se diferengas morfolégicas e de formagdo de
microconidios das colénias de T. rubrum no tratamento controle (figura 3.3 a) e no
tratamento com o extrato de T. riparia (figura 3.3 b) na concentragdo de 100ug/mL

aos 7 dias apos a inoculagao.
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Figura 3.3 Eletromicroscopia de varredura do tratamento controle (a) e do
extrato de T. riparia na concentracao de 100ug/mL (b) aos 7 dias apés a
inoculagao. Londrina-PR, 2008.
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A microscopia eletrénica de varredura oferece uma contribuicao
valiosa para a investigagao bioldgica, cobrindo um intervalo de informagdes que se
situam entre a microscopia de luz e a microscopia de transmissio. As aplicagcées da
microscopia eletrbnica de varredura incluem desde o estudo de objetos
macroscopicos (organismos inteiros, partes de vegetais, 6rgaos isolados, células em
cultura) até o estudo de macromoléculas orgéanicas, bactérias, fracdes celulares,
entre outras coisas (SOUZA, 2007).

O MEV produz uma imagem da superficie da amostra com uma
profundidade de foco aproximadamente 500 vezes maior que 0 microscopio optico.
Esta grande profundidade de foco produz uma imagem onde toda, ou a maioria, da
amostra esta em foco, proporcionando desta maneira uma imagem com uma grande
profundidade tridimensional (LEE, 1993).

Observando as diferencas quanto ao desenvolvimento do micélio e a
produgao de microconidios entre o tratamento controle e o tratamento realizado com
o extrato aquoso de T. riparia demonstrados na figura 3.3, notam-se claramente
sinais do potencial inibitério deste extrato vegetal sobre o desenvolvimento do
in6culo do fungo dermatoéfito T. rubrum.

Depois de se conhecer o potencial antimicotico de algumas
substancias presentes em diversos organismos, deve-se dar continuidade a
programas de desenvolvimento de medicamentos, que a meédio/longo prazo,
poderao contribuir para aumentar o numero de antimicoticos disponiveis no mercado
(ARANGO; SANCHES; GALVIS, 2004).
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3.5 CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que algumas das plantas testadas sao
importantes produtoras de compostos antifungicos, podendo ser fontes renovaveis e
uteis de antimicéticos contra infecgdes dermatofiticas em seres humanos e animais.
Entre as espécies testadas destacaram-se os extratos aquosos de O. gratissimum e
de T. riparia na concentragdo de 200ug/mL, devido a sua capacidade fungicida,
frente ao indculo do fungo dermatdfito T. rubrum utilizado nas pesquisas.

Os extratos aquosos de C. winterianus, P. ruderale e S. officinale
demonstraram efeitos fungistaticos, nas concentragdes testadas neste estudo, n&o
inibiram totalmente o desenvolvimento do inéculo de T. rubrum.

Entre as técnicas utilizadas para a avaliacdo do crescimento das
colonias fungicas, o método morfométrico da contagem de pontos, utilizando uma
grade quadriculada demonstrou ser mais eficiente, preciso e rapido que o método de
medida do didmetro, com o uso de régua.

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) é uma ferramenta
muito util cuja aplicacao permite verificar os efeitos dos extratos vegetais sobre o

crescimento de fungos dermatofitos.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Produtos de origem natural, como os extratos vegetais testados
neste experimento podem conter substincias uteis para o desenvolvimento de
farmacos que visem combater o desenvolvimento de fungos dermatdfitos.

Sendo uma fonte natural e renovavel, plantas com propriedades
medicinais tem grandes chances de tornarem-se alternativas mais baratas e com
menores efeitos adversos aos pacientes afligidos por diversas patologias.

Novos estudos devem ser conduzidos com as plantas que
demonstraram potenciais antifungicos, visando observar-se a toxicidade destas
substancias para as células humanas e também quais fracdes ou compostos

presentes nestes vegetais possuem tal atividade.
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