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RESUMO

As limitagbes terapéuticas, o desenvolvimento de resisténcia, a toxicidade
relacionada a antifungicos, as significantes interagdes medicamentosas e a
biodisponibilidade insuficiente dos antifungicos convencionais tornam necessarios o
desenvolvimento de medicamentos para tratar as novas e emergentes infecgcbes
fungicas. O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil e foi identificado como um
dos mais distintos biomas sulamericanos, constituindo uma importante fonte de
moléculas vegetais inovadores para diversas condigbes, incluindo as doencgas
infecciosas. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial antifungico
de extratos de plantas do Cerrado utilizadas tradicionalmente para tratar infecgdes e
feridas. Dos 66 extratos testados na concentragdo de 20 mg/mL, a atividade foi
pouco expressiva sobre Candida albicans e 17 foram ativos para Trichophyton
rubrum. Os extratos diclorometéanicos da madeira do caule e da madeira da raiz de
Kielmeyera coriacea, os hexanicos da folha de Renealmia alpinia e Stryphnodendron
adstringens e o diclorometanico da madeira do caule de Tabebuia caraiba foram os
mais promissores apresentando a média geométrica dos valores da concentragéo
inibitéria minima (CIM) entre 170,39 e 23,23 pg/mL. Esse estudo mostra que
extratos de plantas do Cerrado sdo de particular interesse como fonte de novos
agentes para o tratamento de infecgdes dermatofiticas. Dessa forma, um estudo
mais profundo, com isolamento de substancias e analise sobre outras espécies de

dermatofitos, permitiria uma melhor investigacao da susceptibilidade desses fungos.

Palavras-chave: Atividade antifingica, Cerrado, Plantas medicinais, Trichophyton

rubrum, Renealmia alpinia.



ABSTRACT

Therapeutic limitations, development of fungal drug resistances, drug-related
toxicity, significant drug interactions and insufficient bioavailability of the conventional
antifungal drugs make necessary the development of drugs able to treat the new and
emerging fungal infections. The Cerrado is the second greater biome of Brazil and it
was identified as one of the most distinguished biomes of South America, becoming
an important source of innovative vegetal molecules to treat several conditions,
including infectious diseases. Thus, the objective of this study is to evaluate the
antifungal potential of Cerrado plants used to treat infections and wounds. Of the 66
extracts tested in the concentration of 20 mg/ml, none showed relevant activity
against Candida albicans and 17 were active to Trichophyton rubrum. The
dicloromethanic extracts of stem wood and root wood of Kielmeyera coriacea, the
hexanic extracts of the leaves of Renealmia alpinia and Stryphnodendron
adstringens, and the dicloromethanic extracts of stem wood of Tabebuia caraiba
were the most promising, presenting geometric means of minimal inhibitory
concentration (MIC) values between 170.39 and 23.23 pg/ml. The present study
shows that extracts of Cerrado plants are of particular interesting as source of new
agents to the treatment of dermatophytics infections. Therefore, a deeper study, with
the isolation of substances and the analysis against other dermatophytes, would

allow a better investigation of these fungi susceptibility.

Key-words: Antifungal activity, Cerrado, Medicinal plants, Trichophyton rubrum,

Renealmia alpinia.
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1. INTRODUGAO

1.1. Os fungos e sua importancia clinica

O reino Fungi, assim classificado em 1969 pelo pesquisador Whittaker
(SIDRIM; MOREIRA, 1999), € importante objeto de estudo das ciéncias médicas e
areas afins. Sua importadncia vem aumentando com a evolugédo terapéutica nas
ultimas décadas, visto o aumento consideravel na sobrevida dos pacientes,
particularmente dos imunodeprimidos que se tornou um grupo propicio para o
desenvolvimento de infecgdes fungicas (MASCHMEYER; HAAS, 2008; SABLE et al.,
2008).

Os avancos diagnosticos e terapéuticos surgidos nas ultimas décadas
favoreceram o tempo de sobrevida de pacientes transplantados, de pacientes onco-
hematoldgicos, daqueles que padecem de doengas crbnicas, dos recém-nascidos
prematuros, dos imunodeprimidos, dos queimados, de pacientes criticos,
traumatizados e cirurgicos, entre outros. Tais avangos acabaram condicionando o
aparecimento e o incremento de uma populagdo com alto risco de sofrer infecgbes
fungicas secundarias (GALVAN; MARISCAL, 2006; MELLADO et al., 2002;
VENKATESAN et al., 2005).

A analise dos registros de 6bitos do Centro Nacional de Estatisticas de Saude
dos Estados Unidos mostrou que fatalidades relacionadas a infecgbes fungicas
aumentaram em mais de trés vezes desde 1980, sobretudo a candidiase e a
aspergilose. Em 1992, essas infecgbes foram a sétima causa mais comum de
mortalidade e, em 1994, resultaram em mais de 30.000 hospitalizagdes (WARNOCK,

2007). Um estudo realizado em 2002 verificou que foram feitos mais de 600.000

-23-



transplantes por ano em todo o mundo e mais de 20% dos transplantados do pulmao
sofrem de uma infecgéo por Aspergillus ou Candida. Nao é surpreendente, portanto,
que o mercado de antifungicos tenha aumentado em 12% nos ultimos 10 anos
(MELLADO et al., 2002).

As infecgbes fungicas ou micoses abrangem algumas das doencas humanas
mais comuns como as dermatofitoses, até infec¢des sistémicas mais graves e
debilitantes. De forma geral, tais infeccbes podem ser divididas em trés grupos

principais: infec¢cdes superficiais, subcutaneas e sistémicas (Tabela 1) (HAY, 2006).

Tabela 1 - Classificagdo das micoses e exemplos de doengas.

Tipos de micoses Exemplos de doengas

Superficiais Dermatofitoses, candidiase superficial, infecgbes devido a

Malassezia, Scytalidium e Scopulariopsis.

Subcutaneas Esporotricose, micetomas, cromomicose, feo-hifomicose,

zigomicose subcuténea, lobomicose.

Sistémicas Candidiase, criptococose, aspergilose, fusariose,
zigomicose. Paracocidioidomicose, histoplasmose classica
e africana, coccidiodoimicose, blastomicose, infec¢géo

devido a Penicillium marneffei.

Fonte: HAY, 2006 (com modificagdes).

As infecgbes superficiais sao distribuidas em todo o mundo, sendo que
fatores climaticos, como calor e umidade, aumentam a susceptibilidade a essas
doencas. Elas podem alcancgar altos niveis endémicos e necessitar de intervengdes

publicas especificas (HAY, 2006).
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As micoses subcutaneas, causadas por um grupo diversificado de fungos que
atinge o homem e os animais, sobretudo nos trépicos e subtropicos (SIDRIM,;
MOREIRA, 1999), envolvem primariamente a derme e o tecido subcutineo e
raramente se disseminam (PANG et al., 2004). Elas sdo conhecidas também como
micoses de insercao, pois 0s microrganismos responsaveis sao provenientes do
ambiente externo e acometem o tecido subcutaneo e a derme ap6s uma lesédo do
tecido (HAY, 2006).

As infeccdes sistémicas sédo responsaveis por altas taxas de morbidade e
mortalidade e sao dificeis de diagnosticar, prevenir e tratar. Candida spp. é o quarto
patbgeno mais comum em infec¢cdo hospitalar nos Estados Unidos (EUA)
(WISPLINGHOFF et al., 2004) e o numero de pessoas em risco de infeccdes
fungicas continua crescendo (BUSTAMANTE, 2005; RICHARDSON, 2005).

Aléem de C. albicans e Aspergillus spp., fungos emergentes como outras
espécies de Candida, Zygomycetes, Fusarium spp. ou Scedosporium spp. tém se
tornados cada vez mais freqlentes. A susceptibilidade desses fungos aos
antifungicos disponiveis pode ser limitada e a taxa de mortalidade a muitos desses
fungos € maior que 70% em pacientes com doencas malignas hematoldgicas
(PETRIKKOS; SKIADA, 2007).

As infecgbes sistémicas podem ser divididas em infecgbes oportunisticas e
endémicas. As oportunisticas sao infecgdes debilitantes e potencialmente fatais, que
afetam pessoas com sistema imunoldgico comprometido, por exemplo, paciente com
neutropenia, HIV positivo ou em uso de implante subcutaneo. Sua incidéncia pode
flutuar de acordo com a prevaléncia de doencas subjacentes (HAY, 2006).

As endémicas, também conhecidas como micoses respiratérias, sdo mais

vistas nos trépicos, podendo apresentar manifestagbes clinicas de disseminacao
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hematogénica (HAY, 2006). Os fungos causadores dessas doencgas apresentam
viruléncia individual e inerente a cada espécie e sdo dimérficos, ou seja, passam da
condicdao de filamentoso no meio ambiente para leveduriforme no hospedeiro

(SIDRIM; MOREIRA, 1999).

1.1.1. Dermatofitoses

Dermatofitoses ou “tinhas” sdo micoses superficiais causadas pelos
dermatofitos (RUIZ; ZAITZ, 2001). A histéria da micologia médica teve inicio com o
estudo desses fungos em 1839 por Robert Remak (SIDRIM; MOREIRA, 1999). Os
dermatofitos sdo fungos filamentosos, septados e hialinos que pertencem a trés
géneros: Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton, que possuem semelhangas
taxonémicas, morfologicas, fisiolégicas e imunoldgicas (GUPTA et al., 2005).

O género Epidermophyton apresenta uma unica espécie de importancia: E.
floccosum. O género Microsporum apresenta algumas espécies importantes como:
M. canis, M. gypseum, M. audouinii, M. cookei e M. nanum. Enquanto o género
Trichophyton tem como espécies mais importantes: T. rubrum, T. mentagrophytes, T.
tonsurans, T. schoenleinii, T. violaceum e T. verrucosum (SANTOS et al., 2002).

Esses fungos necessitam de queratina para o crescimento sendo capazes de
invadir os tecidos queratinizados do homem e de animais, causando as
dermatofitoses (RUIZ; ZAITZ, 2001). Por serem queratoliticos, eles estdo restritos
aos cabelos, unhas e superficie da pele, ndo invadindo superficie de mucosas
(HAINER, 2003). As espécies queratinofilicas incapazes de produzir dermatofitoses

sdo denominadas espécies correlatas de dermatéfitos (GUPTA et al., 2005).
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Em geral, os dermatofitos vivem confinados no extrato cérneo da epiderme e
apéndices cutaneos (TANI et al., 2007), principalmente nas areas umidas do corpo,
como as regides entre os dedos do pé, virilha e abaixo dos seios (CHUANG et al.,
2007). Entretanto, em determinadas situagbes, os dermatofitos podem invadir o
extrato cérneo rumo a camadas mais profundas da pele e ocasionar dermatofitoses
subcutaneas e profundas (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

Quanto a sua ecologia, ha dermatéfitos que vivem no solo e ocasionalmente
infectam o homem (espécie geofilicas), outros que parasitam animais e raramente o
homem (espécies zoofilicas) e aqueles que parasitam preferencialmente o homem
(espécies antropofilicas) (HAINER, 2003; RUIZ; ZAITZ, 2001).

A transmissao para o homem pode acontecer de uma pessoa para a outra, a
partir de dermatéfitos do solo ou de animais e até mesmo indiretamente por meio de
material contaminado, como artigos de tapecaria, escovas de cabelo, chapéus e
outros. No entanto, os organismos antropofilicos sao responsaveis pela maioria das
infeccbes de pele e sua transmisséo ocorre por contato direto, exposicdo a células
esfoliadas ou por meio de cortes na pele em pessoas imunodeficientes (HAINER,
2003).

Os fungos entram na pele e germinam nas camadas superficiais (HAINER,
2003). As manifestagbes clinicas resultam da patogenicidade dos dermatdfitos, da
reacao dos hospedeiros (SANTOS et al.,, 2002) e, também, da espécie fungica
envolvida. Sabe-se, por exemplo, que dermatéfitos zoofilicos induzem a inflamacdes
mais graves e que a inflamagéo causada por T. mentagrophytes € mais grave do
que por T. rubrum (TANI et al., 2007). A patogenicidade dos dermatdfitos, por sua

vez, esta relacionada com a colonizagédo, multiplicacdo desses fungos na camada

-7 -



cornea da pele e consequente producédo de enzimas chamadas queratinases, como
as colagenases e elastases, que participam do processo inflamatorio.

A infecgdo dermatofitica resulta em maior proliferacéo da pele, descamacgao e
engrossamento da epiderme (TURCHIN et al., 2005). No couro cabeludo e na barba
pode causar alopecias (HARRIES; LEAR, 2004). As dermatofitoses séo classificadas
clinicamente de acordo com as localizagdes do corpo afetadas pelos fungos. A
denominacéo é feita adicionando-se 0 nome em latim que designa o local do corpo

afetado apds a palavra “tinea” (Tabela 2) (SANTOS et al., 2002).

Tabela 2 - Principais tipos de dermatofitoses e respectivas espécies

envolvidas.
Dermatofitoses Espécies envolvidas

Tinea unguium T. rubrum, T. mentagrophytes var interdigitale, E. floccosum
Tinea pedis T. mentagrophytes, T. rubrum, E. floccosum

Tinea corporis T. rubrum, T. mentagrophytes, E. floccosum, M. canis,

M. gypseum

Tinea cruris E. floccosum, T. rubrum, T. mentagrophytes
Tinea capitis T. tonsuran, M. canis, T. violaceum, M. gypseum
Tinea favus T. schoenleinii, T. verrucosum, T. violaceum, T. mentagrophytes

Tinea manuum T. rubrum, T. mentagrophytes, M. gypseum, E. floccosum

Tinea imbricata T. concentricum

Fonte: SANTOS et al., 2002.

A tinea unguium, também conhecida como onicomicose, e a tinea pedis sao
relatadas como as doencgas fungicas superficiais mais comuns (KENMA; ELLEWSKI,
1996) e, de forma geral, a maioria dessas infec¢gdes ndo ameaga a vida, mas podem

causar morbidade em pacientes imunocomprometidos e diabéticos (TURCHIN et al.,
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2005). Apesar de se tratar de infecgbes primarias, ou seja, ndo ha necessidade de
que o individuo esteja com sistema imunolégico debilitado para apresentar a
doencga, nas ultimas décadas, observou-se a emergéncia de infecgbes oportunistas
envolvendo dermatéfitos, especialmente em imunocomprometidos (OZKUTUK et al.,
2007).

A distribuicdo dos dermatdfitos varia em diferentes paises e depende de
varios fatores como estilo de vida, tipo de populagéo, condigbes socio-econbmicas,
migragdo de pessoas, idade, presengca de animais domésticos e condi¢cdes
climaticas (CHINELLI et al., 2003; DOLENC-VOLJC, 2005). A Academia Americana
de Dermatologia estima que 10-20% da populagdo € afetada por dermatofitos
(PFALLER; SUTTON, 2006).

Os primeiros estudos epidemioldgicos realizados no Brasil na década de 1930
ressaltam a grande incidéncia de tinhas por fungos antropofilicos, trazidos pelos
imigrantes europeus. T. rubrum predomina como agente da dermatofitose de couro
cabeludo nas regides Sul e Sudeste do Brasil (RUIZ; ZAITZ, 2001; SANTOS et al.,
1997), enquanto T. tonsurans € o dermatéfito mais isolado, principalmente em tinhas
do couro cabeludo, nas regides Norte e Nordeste. T. mentagrophytes aparece como
segundo agente mais isolado em tinhas do pé e da unha, em todas as regides do
pais (RUIZ; ZAITZ, 2001).

Existe uma predominancia de T. rubrum como principal agente etioldégico em
varias regides geograficas do mundo como Japao, Estados Unidos, México e em
regides do Brasil (WELSH et al., 2006). No entanto, alguns estudos mostram o
aparecimento de outros dermatéfitos como principais agentes causadores de
infecgdo, entre eles o T. mentagrophytes e o M. canis (DOLENC-VOLJC, 2005;

PANASITI et al., 2007).
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T. rubrum pode produzir praticamente todos os quadros clinicos de
dermatofitose e tem como caracteristicas principais a tendéncia para cronicidade e a
resisténcia aos tratamentos convencionais (SIQUEIRA et al., 2006). A frequéncia
desse agente aumenta com o processo de urbanizagédo levando a sua
predominancia como causador da dermatofitose em grandes centros urbanos (RUIZ;
ZAITZ, 2001).

A efetividade do tratamento topico de infec¢des fungicas continua sendo um
importante desafio em dermatologia. Apesar do amplo espectro de ag¢do dos
antifungicos topicos sobre dermatofitos e leveduras, altas taxas de recidiva e
recorréncia de sintomas continuam sendo problemas clinicos importantes
(PFALLER; SUTTON, 2006). As infecgdes nas unhas dificeis de erradicar podem
apresentar niveis de recorréncia de 25 a 40% dos casos, mesmo em uso de
antifungicos sistémicos (WOODFOLK, 2005). Em muitos casos o uso tdpico é feito
de forma inapropriada, tanto em infecgbes extensivas como em unhas e couro

cabeludo, fazendo necessaria a terapia sistémica (KARACA; KOC, 2004).

1.1.2. Candidiase

Em 1839, Langenbeck observou pela primeira vez em aftas bucais de um
paciente com tifo a mais importante levedura patogénica ao homem, hoje conhecida
como Candida albicans. Esse fungo, assim como outras espécies de Candida, é
causador da Candidiase ou Candidose (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

Os fungos do género Candida compdem parte da microbiota da pele,
apéndices cutaneos, mucosas dos tratos digestivos e genitourinarios dos seres

humanos (GALVAN; MARISCAL, 2006) e, algumas vezes, podem ser encontrados
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no ambiente, inclusive solo, bebidas e comidas, provavelmente refletindo uma
contaminagao de fonte humana ou animal (MATTHEWS; BURNIE, 1998). A maioria
das infecgdes causadas por Candida € de origem endogena, causada por leveduras
integrantes da microbiota do paciente (GALVAN; MARISCAL, 2006).

O espectro da candidiase é bastante extenso, indo desde manifestacbes mais
simples, como a colonizagdo das mucosas da boca, esb6fago e vagina, até a
candidiase disseminada, quadro sistémico com a invasao de varios érgéaos (Tabela

3) (DEVELOUX; BRETAGNE, 2005; SEGAL, 2005).

Tabela 3 - Espectro das Candidiases.

Tipo de candidiases

Candidiase cutanea

Candidiase cuténea do recém-nascido
Onicomicose por Candida

Candidiase orofaringea

Candidiase cutaneomucosa cronica (CCMC)
Candidiase genital

Candidiase digestiva

Peritonites a Candida spp.

Pancreatite necrosante e infecgédo por Candida spp.
Infecgdes biliares por Candida spp.
Candidiase urinaria

Candidiases sistémicas:

- Candidiase do Sistema Nervoso Central - Candidiase cardiaca

- Candidiase osteoarticular - Candidiase pulmonar

- Candidiase hepatoesplénica - Candidemia do recém
nascido

Fonte: DEVELOUX; BRETAGNE, 2005 (com adaptagdes).
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Atualmente, a admissdo em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) é
reconhecida como o principal fator de risco para infec¢des causadas por Candida,
devido as formas de terapia invasiva e comprometedoras. Cateteres mantidos a
longo prazo, antibidticos de amplo espectro, nutricdo parenteral total, diabetes,
cirurgia e esteroides sao estabelecidos como fatores de risco em pacientes nao-
neutropénicos ou transplantados (BUSTAMANTE, 2005).

O género Candida engloba patdégenos oportunistas muito bem sucedidos,
causadores comuns de infec¢des sistémicas que ameagam a vida, que estao entre
os cinco isolados mais frequientes de cultura de sangue em pacientes de hospitais
dos Estados Unidos (MATTHEWS; BURNIE, 1998).

C. albicans é uma levedura dimorfica que existe como organismo comensal e,
dependendo dos métodos de coleta e dos locais do corpo, pode ser detectada em
mais de 71% de individuos saudaveis (NAGLIK et al., 2004). Porém, em individuos
com sistema imunoloégico comprometido, as espécies de Candida podem tornar-se
patogénicas (CONSOLARO et al., 2006). Esse potencial patogénico de C. albicans
ressalta a importancia do sistema de defesa do hospedeiro no controle da infecgéao
fungica (NAGLIK et al., 2004).

Para realizar a colonizagdo e invasdo nos tecidos e evitar mecanismos de
defesa do hospedeiro, C. albicans desenvolveu uma série de complexos fatores de
viruléncia (SCHALLER et al., 2005). Esses incluem a troca fenotipica com habilidade
de mudar a morfologia da célula, ou seja, de levedura para crescimento de hifas;
habilidade de adesdo a célula hospedeira; e atividade lipolitica e proteolitica

extracelular (NAGLIK et al., 2004).
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A Candida albicans € o fungo patogénico mais freqliientemente associado
com candidiase oral em individuos HIV positivo. Entretanto, nas ultimas décadas,
vem aumentando o numero de relatos implicando outras espécies de Candida
nesses pacientes e em outros grupos (BUSTAMANTE, 2005; SULLIVAN;
COLEMAN, 1997).

E grande o interesse em espécies de Candida ndo-albicans devido o aumento
e a mudanca do perfil epidemiolégico das candidiases (Tabela 4). As espécies
emergentes sao favorecidas pelo aumento de pacientes imunocomprometidos, pelo
uso de novas praticas médicas e pela pressdo medicamentosa de certos
antifungicos, por exemplo, o amplo uso de fluconazol que selecionou espécies nao
suscetiveis (C. krusei) ou menos suscetiveis (C. glabrata) (Figura 1) (DEVELOUX;
BRETAGNE, 2005; GUTIERREZ et al., 2002; SEGAL, 2005; WISPLINGHOFF et al.,

2004).

Merie per infeegde (%)

B0
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C whaany C. plabrafa £ nmmpsine C. Ircyeicmis . knpiod Todan g da Candds
[LAN. ] (VA8 (41,45 £11.1} (245 {040

Especies de Candida (% de isolados)

Figura 1 — Emergéncia de espécies de Candida nao-albicans.
Fonte: WISPLINGHOFF et al., 2004
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1.1.2.1. Candidiase bucal

Candidiase bucal é a infecgado fungica oral mais comum no homem. As
leveduras do género Candida sao isoladas da mucosa bucal em 30 a 50% dos
individuos sadios. Os picos de prevaléncia sao observados em criangas com menos
de 18 meses devido a uma imaturidade do sistema imune e em idosos devido ao
uso de proteses dentarias (DEVELOUX; BRETAGNE, 2005; SOYSA et al., 2004).

Todas as alteragbes na mucosa bucal podem culminar em uma candidiase,
por exemplo, traumatismo consecutivo ao uso de prétese, cancer, ulceragdes devido
ao uso de citotdxicos e irradiacdo. A candidiase pode manifestar-se, ainda, como
efeito adverso da terapia com corticéides, antibiéticos de amplo espectro,
imunossupressores e antidepressivos. A disfungédo das glandulas salivares, com
pouca secrecao de saliva, também & uma importante causa de candidiase bucal
(DEVELOUX; BRETAGNE, 2005; EPSTEIN; POLSKY, 1998). O aumento da
prevaléncia de outros grupos de pacientes imunocomprometidos, desordens
enddcrinas comuns como o diabetes mellitus e deficiéncias nutricionais também
contribuem para a ocorréncia da candidiase bucal como uma aflicao relativamente
comum (SOYSA et al., 2004).

A prevaléncia da candidiase bucal em pacientes com imunodeficiéncia
progressiva e AIDS pode variar de 43 a 98% (HAY, 1999). Pacientes HIV positivo
desenvolvem candidiase bucal como uma das primeiras e mais comuns
manifestagbes, sendo muitas vezes um indicador da presengca da AIDS e um
marcador da progressao da doenca (EPSTEIN; POLSKY, 1998; SOYSA et al.,
2004).

Os achados clinicos na candidiase da boca sdo bastante variaveis, desde

quadros localizados, como as estomatites, até formas graves e generalizadas.
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Todas as formas de candidiase bucal sdo consideradas oportunistas uma vez que
varios fatores predisponentes facilitam a conversdo de Candida comensal em um
patégeno (ALEVA et al., 2007; SOYSA et al., 2004).

O tratamento da candidiase orofaringea ndo-complicada é normalmente facil
de ser realizado, diferentemente dos casos mais graves, particularmente, em
pacientes com sistema imune comprometido, ou os casos refratarios. Recaidas sao
comuns e, a menos que condi¢gdes subjacentes que predispbem a infeccdo sejam
gerenciadas efetivamente, terapias longas ou intermitentes s&o necessarias

(EPSTEIN; POLSKY, 1998).

1.1.2.2. Candidiase vaginal

A maioria, se nao todas as mulheres, apresentam o fungo Candida na regiéo
vaginal em algum momento de suas vidas. Normalmente elas n&do manifestam
sintomas ou sinais de vaginite e apresentam uma baixa concentracdo do fungo
nessa regido. Mudancas no ambiente vaginal induzem os efeitos patoldgicos do
microrganismo (SOBEL, 2007).

A infeccdo causada por Candida spp. atinge 70-75% das mulheres pelo
menos uma vez durante a vida, mais freqientemente mulheres jovens na idade
reprodutiva (WATSON & CALABRETTO, 2007). Cerca de 40 a 50% das mulheres
irdo vivenciar uma recorréncia, das quais 10 a 20% na forma complicada da doenca
(BATTAGLIA et al., 2005) e 5 a 8% delas apresentardo candidiase vulvovaginal
recorrente com quatro ou mais epsodios todo ano (SOBEL, 2007).

Entre 85 e 95% das cepas isoladas da vagina sédo pertencentes a espécie C.
albicans. Das espécies nao-albicans, C. glabrata e C. tropicalis sdo as mais comuns.

Essas espécies nado-albicans sao freqientemente mais resistentes ao tratamento
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convencional (SOBEL et al., 2004) e s&o responsaveis por mais de 33% dos casos
de recorréncia da doenga (WATSON & CALABRETTO, 2007).

Sao varios os fatores que predispdéem o individuo a candidiase vulvovaginal
inclusive gravidez, uso de anticoncepcionais, infecgédo por HIV, diabetes mellitus
descontrolada, entre outros. Candida ganha acesso ao lumen vaginal e secregbes
principalmente pela area perianal adjacente e varios séo os fatores de viruléncia que
o fungo utiliza para instalar e manter a doencga, entre eles enzimas proteoliticas,
toxinas e producéo de fosfolipases (SOBEL et al., 2004).

A classificacdo de candidiase vulvovaginal universalmente aprovada aponta
para duas formas clinicas da doenga, a ndo complicada e a complicada, que séo
diferentes quanto a patogénese, sintomatologia e freqiiéncia. O espectro clinico das
vaginites sintomaticas varia de uma forma exudativa aguda com corrimento vaginal
branco abundante e grande numero de células fungicas para o outro extremo com
auséncia ou pouco corrimento, poucos organismos, mas, ainda, com prurido
(SOBEL, 2007). Dor vaginal, irritagdo, queimacéao vulvar, dor provocada pelo coito e
dor ao urinar sao sintomas comuns. O odor, se presente, é leve e inofensivo. O
prurido vulvar é o sintoma mais comum da doenca e esta presente na maioria dos
pacientes sintomaticos (SOBEL et al., 2004).

Varios agentes tépicos do tipo azdlico sao efetivos para candidiase vaginal e
estdo disponiveis em uma variedade de formulagdes. Os azdlicos orais alcangam
taxas de cura comparaveis aos agentes topicos. Diferentemente da candidiase oral,
casos com C. albicans resistente sdo raros, entretanto, as espécies nao-albicans
nao seguem esse mesmo padrdo. Cerca de metade das cepas de C. glabrata
isolada de casos de candidiase vulvovaginal recorrente mostraram reduzida

sensibilidade ao fluconazol quando comparado com C. albicans. C. krusei isoladas
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da regido vaginal, embora resistente ao fluconazol e a flucitosina, respondem bem
ao acido bodrico e outros azoéis (SOBEL, 2007).

Nos EUA, onde candidiase vulvovaginal é a segunda causa de infecgao
vaginal, logo atras da vaginose bacteriana, o diagndstico e o tratamento dessa
doenca resultam em gastos de mais de um bilhdo de dolares/ano (FOXMAN et al.,

2000).

1.1.2.3. Candidemia

Infecgcbes mais sérias causadas por Candida spp. sdo descritas com varios
termos, a maioria usada como sinénimo: profunda, invasiva, sistémica, disseminada,
entre outros. Os termos candidemia e infecgdo na corrente sanguinea causada por
espécies de Candida sdo as definicbes em uso mais precisas e implicam no
isolamento de Candida spp. do sangue (HOBSON, 2003).

Tais infecgbes s&o importantes causas de morbidade e mortalidade em
pacientes hospitalizados e estdo associadas a estadia prolongada nos hospitais,
particularmente entre pacientes expostos a antibi6ticos, terapia imunossupressora,
nutricdo parenteral e multiplos procedimentos médicos invasivos (WARNOCK,
2007). Um estudo realizado no Brasil mostra que a incidéncia de candidemia
encontrada foi superior aos dados dos Estados Unidos e Europa (COLOMBO et al.,
2006). Um estudo realizado nos Estados Unidos na década de 90 estimou que o
custo anual total com a candidemia pode chegar a 216 até 281 milhdes de
délares/ano (HOBSON, 2003).

Essas infecgdes tém se tornado um importante problema para os hospitais

terciarios de todo o mundo (COLOMBO et al., 2006). As espécies de Candida estao
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entre as causas mais frequente de infec¢cdes hospitalares (Figura 2), estando a

mortalidade atribuida a candidemia préxima de 40% (KAUFFMAN, 2006a).

']
39
o 40 1—a7
| =
= 34
S 35
oh
5
T 30
w O 2002
Q25
o % E 2003
o . 17 17
uE 16 W 2004
= 15 13
% 10 11
- 10 & 8 .
L1+
)
E 5 | —l
-2
[=]
U T T T
SCHN CANDIDA MSSA MRS A

izolados 2002 -270 2003 -353 2004 —380

Figura 2 - Porcentagem de isolados de infeccdo sanguinea de hospitais dos
Estados Unidos nos anos de 2002 a 2004 (SCN: Staphylococcus coagulase-
negativa, MSSA: Staphylococcus aureus susceptivel a meticilina, MRSA: S. aureus

resistente a meticilina). Fonte: BUSTAMANTE, 2005.

C. albicans continua sendo a principal causa de candidemia em todo o
mundo, mas a freqiéncia com a qual essa e outras espécies séo identificadas em
amostras de sangue varia com fatores geograficos e demograficos. Nos EUA, por
exemplo, C. glabrata € a segunda espécie mais encontrada, ja na América Latina, C.
tropicalis e C. parapsilosis sdo a segunda e a terceira espécies mais freqlentes
(WARNOK, 2007).

A alta incidéncia de C. glabrata deve-se, provavelmente, a profusa utilizacao

de fluconazol como profilaxia e tratamento empirico, enquanto a alta incidéncia de C.
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parapsilosis esta envolvida com a utilizacdo de cateteres intravenosos e nutricdo
parenteral (GALVAN; MARISCAL, 2006).

O fluconazol é o agente antifungico mais utilizado mundialmente no
tratamento de candidemia, tanto pela eficadcia como pelo baixo custo de aquisicao.
Entretanto, esse antifungico tem atividade limitada sobre C. glabrata e C. krusei que
sdo espécies isoladas com menos freqiéncia (KAUFFMAN, 2006a). A terapia
inapropriada com fluconazol, por exemplo, pode aumentar a mortalidade entre os
pacientes e os custos do hospital (GALVAN; MARISCAL, 2006). Desse modo, torna-
se de extrema importancia a realizag&o rotineira de testes de susceptibilidade para
determinar qual é a espécie fungica envolvida na infec¢do e, conseqientemente,

para determinar a terapia mais eficaz.
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1.2. Farmacologia dos antifungicos

O aumento do numero de infecgdes fungicas, especialmente em pacientes
imunodeprimidos e pacientes em UTI com doencas multiplas, tém criado uma
necessidade urgente por novos agentes antifungicos (KAUFFMAN, 2006b). O atraso
do inico da terapia antifungica em pacientes criticamente doentes esta associado a
piores prognosticos (EGGIMANN et al., 2003).

Por muitos anos o unico antifungico disponivel para infecgbes invasivas foi a
anfotericina B deoxicolato. Entretanto, esse medicamento esta freqientemente
associado a nefrotoxicidade e efeitos colaterais relacionados a infusdo. Além disso,
ele ndo é adequado para o tratamento fora do hospital e ndo € consistentemente
efetivo (MAERTENS; BOOGAERTS, 2005).

Com a introducéo dos triazois no inicio de 1990, o desenvolvimento de novos
farmacos acelerou. A anfotericina B foi incorporada em formulag¢des lipidicas,
enquanto a primeira geragdo dos triazois (fluconazol e itraconazol) mudou a
epidemiologia das infec¢cdes por Candida e ofereceu novas opgdes de tratamento
(PETRIKKOS; SKIADA, 2007).

Os triazbis, porém, estdo envolvidos em importantes interagbes
medicamentosas, principalmente no caso de pacientes recebendo quimioterapia, os
pacientes transplantados e os portadores do virus HIV. Além disso, o espectro
antifungico dos triazbdis permanece subdétimo, especialmente quando se consideram
patdbgenos emergentes como Fusarium spp., Scedosporium spp. € 0S zigomicetos
(Mucor spp.). Também é importante considerar o surgimento de resisténcia, inclusive

de resisténcia cruzada entre os triazois (MAERTENS; BOOGAERTS, 2005).
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Nos ultimos seis anos, novos triazéis e novas equinocandinas foram
aprovadas para uso, apresentando menor toxicidade e, em alguns casos, maior
efetividade do que a anfotericina B deoxicolato (PETRIKKOS; SKIADA, 2007). Sao
agentes com maiores espectros de atividade, excelente atividade antifungica,
favoraveis perfis farmacocinéticos e de toxicidade, mas ainda nao totalmente

explorados (Figura 3) (BUSTAMANTE, 2005).

Anfotaricina B Flucitosina Fluconazol Caspofunging
ltraconazol] Woriconazel Ravuconazal
Cetoconazol Posaconazol
Albaconazol
1 L ]’
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de anfolericina B Anidulafungina
Aminofungina

Figura 3 — Evolucao historica dos farmacos antifungicos.
Fonte: CATALAN; MONTEJO, 2006.

A toxicidade e as interacdes medicamentosas causadas pelos antifungicos
disponiveis requerem vigilancia diaria, ajuste de dose baseado em mudancas do
estado clinico, funcao renal e dados laboratoriais (BUSTAMANTE, 2005). Um agente
antifungico ideal deve apresentar atividade fungicida de amplo espectro, sem utilizar
mecanismos que causem toxicidade ao hospedeiro (CARRILLO-MUNOZ et al.,
2006). Precisam ser formulados tanto para administragéo oral quanto parenteral, ser
extremamente seguros e o mais barato possivel. Portanto, a procura por novos

agentes antifungicos deve continuar (ODDS, 2003).
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1.2.1. Anfotericina B

A anfotericina B deoxilato (Figura 4), extraida de Streptomyces nodosus em
meados de 1955, € um polieno com espectro de agdo muito amplo, incluindo quase
todas as leveduras e fungos filamentosos. O nome anfotericina deriva da
caracteristica anfotérica de sua estrutura molecular, formando tanto sais soluveis em

meio acido como em meio basico (FILIPPIN; SOUZA, 2006).
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Figura 4 — Estrutura quimica da anfotericina B. Fonte: CARRILLO-MUNOZ et al.,

2006.

Este medicamento é considerado o “Padrao Ouro”, pois € o unico agente
disponivel para tratar a maioria das infec¢des fungicas invasivas graves. No entanto,
hoje em dia, questiona-se esse roétulo visto o surgimento de novos farmacos muito
efetivos e com maior seguranca clinica (CATALAN; MONTEJO, 2006).

Esse farmaco se fixa avidamente nos esterdis das células eucariotas e néao

nos das células procariotas, sendo que sua afinidade € maior pelo ergosterol dos
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fungos do que pelo colesterol das células de mamiferos (CATALAN; MONTEJO,
2006). Dessa forma, a anfotericina B interage especificamente com o ergosterol,
esteroide constituinte exclusivo da parede celular fungica, levando a formagao de
poros através de membranas lipidicas. A alteragdo da permeabilidade celular
permite, portanto, o escape de pequenos ions e metabdlitos, principalmente ions

potassio, levando eventualmente a morte celular (Figura 5) (FILIPPIN & SOUZA,

2006).
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Figura 5 — Mecanismo de agao da anfotericina B e outros agentes antifungicos.

Fonte: MELLADO ET AL., 2002.

Os efeitos colaterais, principalmente relacionados a administracdo e a

nefrotoxicidade, ocorrem em 50 a 90% dos pacientes, sendo a nefrotoxicidade o

- 45 -




efeito adverso mais relevante e limitante para sua utilizacdo (CATALAN; MONTEJO,
2006; EGGIMANN et al., 2003). As reacbes adversas agudas tais como febre,
calafrios, tremores, nausea, voémitos e dor de cabega ocorrem freqientemente e
estdo relacionadas a infusdo (EGGIMANN et al., 2003). Alteragcbes cardiovasculares
como hipotensdo, hipertensdo e arritmia cardiaca foram observadas com menor
freqiéncia. Hipocalemia, hipernatremia, diurese aumentada, hipomagnesemia,
disfuncdo renal e efeitos téxicos sobre a medula éssea estdo associados com
administracdes repetidas (FILIPPIN & SOUZA, 2006).

Quando administrada com farmacos potencialmente nefrotdxicos, podem
aumentar a nefrotoxicidade e quando administrada com corticosterdides e
corticotropina podem potencializar a hipocalemia (CATALAN; MONTEJO, 2006). A
hipopotassemia induzida por anfotericina B aumenta a toxicidade de farmacos como
os digitalicos, os relaxantes musculares e os antiarritmicos. Seu uso concomitante
com flucitosina pode aumentar a toxicidade induzida pela fluorocitosina e a terapia
combinada com azdis pode induzir a resisténcia a anfotericina B por antagonismo de
suas fungbes. Por fim, a combinacdo com o antiretroviral zidovudina pode
potencializar mielotoxicidade e nefrotoxicidade (CATALAN; MONTEJO, 2006).

Apesar de toda a toxicidde, a anfotericina B continua sendo o medicamento
de escolha para o tratamento de infecgbes fungicas sistémicas incluindo aquelas
causadas por novos patdbgenos e por patdogenos resistentes aos azodis (PAUW,

2000).

1.2.1.1. Outras formulagoes
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Para circundar as limitagdes do uso de anfotericina B, desenvolveram-se
formulagbes menos tdxicas e novos métodos para veiculagao do farmaco (FILIPPIN
& SOUZA, 2006). Complexos lipidicos, dispersao coloidal em sulfato de colesterila e
formas lipossomais sdo menos tdxicas, pois apresentam menor afinidade pelas
células de mamiferos (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). Além disso, algumas formas
podem ser administradas mais rapidamente e em doses maiores do que a
formulagéo convencional (EGGIMANN et al., 2003).

No entanto, as formulagdes lipidicas sdo 10 a 100 vezes mais caras do que a
convencional e, dessa forma, a maioria das instituicdes restringe o seu uso. Estudos
mostram que essas novas formulagdes reduziram a toxicidade, porém tém pouco
impacto na sobrevida do paciente (MELLADO et al., 2002). Geralmente
recomendam-se essas novas formulagdes de forma restrita para pacientes
refratarios ao tratamento, intolerantes a outras formas ou pacientes de grande risco

(EGGIMANN et al., 2003).

1.2.2. Nistatina

A nistatina (Figura 6) é obtida a partir de Streptomyces noursei e pertence a
classe dos antifungicos polienos. Esse medicamento liga-se ao ergosterol da
membrana flingica, resultando em extravazamento de eletrélitos intracelulares e
morte celular (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).

A nistatina € um agente antifungico restrito a aplicagdo tépica devido a sua
grande toxicidade sistémica, ndo sendo recomendada para a profilaxia e o
tratamento de infecgbes graves causadas por Candida (EGGIMANN et al., 2003;

ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2000).
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Figura 6 — Estrutura quimica da nistatina. Fonte: HAC-WYDRO et al., 2007.

1.2.3. Flucitosina

Esse composto (Figura 7)  foi inicialmente desenvolvido como um
medicamento anticancerigeno (ODDS, 2003). Seu uso clinico € limitado devido as
falhas terapéuticas relacionadas a rapida emergéncia de resisténcia, particularmente
quando usado sozinho. Dessa forma, o tratamento combinado com outro antifungico

€ o0 mais recomendado (EGGIMANN et al., 2003; PAUW, 2000).
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Figura 7 — Estrutura quimica da flucitosina. Fonte: CATALAN; MONTEJO, 2006.

O mecanismo de acao esta relacionado com a conversao da flucitosina em 5-
fluorouracil por enzimas presentes nas células fungicas e ndo em humanas. O 5-
fluorouracil compete com o uracil pela incorporagdo no RNA fungico apéds

fosforilacao e, assim, bloqueia a sintese de proteinas (EGGIMANN et al., 2003).

- 48 -



O tempo de meia-vida desse farmaco é de apenas 4 a 6 horas, sendo,
portanto, necessaria a administracdo em quatro doses diarias (EGGIMANN et al.,
2003). Visto que a flucitosina € analoga do agente quimioterapico 5-fluorouracil, a
reacao adversa mais grave é a leucopenia e a trombocitopenia que aparecem a
partir da segunda semana de tratamento (PAUW, 2000).

Também podem aparecer toxicidade hepatica, eosinofilia e exantema
(CATALAN; MONTEJO, 2006). A maioria dos estudos recomenda monitoramento da
concentracdo sangilinea pelo menos uma vez por semana e ajuste de dose para

disturbios da fungao renal (EGGIMANN et al., 2003).

1.2.4. Derivados imidazélicos

A introdugdo dos derivados imidazélicos resultou em uma nova era no
tratamento das infecgbes fungicas e, mais do que qualquer outra classe de
antifungicos, os azdis vém sendo refinados e melhorados ao longo dos anos (ODDS,
2003). Estes sao os antifungicos mais usados na pratica clinica (CHEN; SORRELL,
2007) e sdo um grupo de farmacos fungistaticos sintéticos cuja natureza dos grupos
anilos modifica as propriedades fisico-quimicas, terapéuticas, toxicas, entre outras
(AZANZA et al., 2007; CATALAN; MONTEJO, 2006).

Em fungdo do numero de nitrogénios no anilo imidazdlico, eles se dividem
em imidazéis (miconazol, cetoconazol) e triazéis (fluconazol, itraconazol,

voriconazol) (Figura 8) (AZANZA et al., 2007; CATALAN; MONTEJO, 2006).
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Figura 8 — Estrutura quimica dos imidazois e triazois (a) anel imidazélico em roxo,

(b) anel triazdlico em roxo, GS (grupo de substituicdo). Fonte: ODDS, 2003.

O miconazol foi o primeiro medicamento introduzido, no entanto, ndo é mais
utilizado devido a falhas no tratamento. O cetoconazol, que pode ser administrado
por via oral, tem um perfil de toxicidade muito baixo e € util para varias desordens.
Entretanto, sua biodisponibilidade é erratica e depende do pH estomacal, o que
contribuiu para falhas na clinica (EGGIMANN et al., 2003). Embora ndo seja o
farmaco de escolha, este pode ser utilizado para o tratamento de micoses sistémicas

cbo a paracoccidioidomicose.

1.2.4.1. Triazoéis de primeira geragao

A primeira geragédo dos azdis inibe seletivamente a enzima lanosterol C-14-
demetilase associada ao citocromo P450 (CYP3A4 e CYP2C9) dos fungos
bloqueando a conversdo de lanosterol em ergosterol, resultando na diminuicdo da
sintese do ergosterol e, consequientemente, inibicdo da formacao da parede celular

(Figura 9). Além disso, os triazéis produzem uma acumulagéo de perdxido de
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hidrogénio capaz de lesionar a estrutura das organelas intracelulares dos fungos

(ANDRIOLE, 2000; CATALAN; MONTEJO, 2006).
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Figura 9 — Mecanismo de ac¢ao dos derivados imidazdlicos. Fonte: ODDS, 2003.

Devido ao local de metabolizagdo desses antifungicos, as interagcdes
farmacolégicas sao bastante relevantes na pratica clinica. Os inibidores ou indutores
dessas enzimas podem aumentar ou diminuir, respectivamente, as concentragbes
plasmaticas desses farmacos (CHEN; SORRELL, 2007). Eles ndo sé&o
recomendados durante a gravidez e a lactacdo devido aos possiveis efeitos
teratogénicos, embriotoxicos e passagem para o leite materno (CATALAN;

MONTEJO, 2006). A acao fungicida requer concentragdes muito elevadas, por esse
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motivo, se a dose fungistatica ndo € administrada por tempo suficiente, podem
ocorrer recaidas (CATALAN; MONTEJO, 2006). A atividade antifingica dos triazdis
€ mais restrita do que os polienos. De modo geral, esses medicamentos sao
disponiveis para uso oral e a incidéncia de efeitos colaterais é escassa, sendo esses

medicamentos bem tolerados (EGGIMANN et al., 2003).

1.2.4.1.1. Itraconazol

O itraconazol (Figura 10) tem atividade sobre leveduras e alguns fungos
filamentosos, inclusive Aspergillus. As desvantagens desse medicamento sdo a
variavel biodisponibilidade, havendo uma grande variagdo do pico plasmatico entre
diferentes pessoas, e o gosto desagradavel (CHEN; SORRELL, 2007).

Esse farmaco é insoluvel em agua e muito soluvel em lipideos. Assim, a
absorcao oral das capsulas de itraconazol necessita de um meio acido para otimizar
a absorgcdo. Recomenda-se, pois, a administracdo conjunta com sucos de frutas,
refrigerantes e comida (CATALAN; MONTEJO, 2006).

A metabolizagdo hepatica do itraconazol é elevada e apenas 1% é eliminado
pela urina. Assim, € necessario ajustar a dose para insuficiéncia hepatica. O
itraconazol é metabolizado principalmente pelo citocromo CYP3A4 (WINGARD;
LEATHER, 2004).

O wuso prolongado e altas doses de itraconazol podem provocar
hipopotassemia, hipertensdo moderadas (CATALAN; MONTEJO, 2006) e faléncia

cardiaca, necessitando de acompanhamento estrito (EGGIMANN et al., 2003).
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Figura 10 - Estrutura quimica do itraconazol. Fonte: CATALAN; MONTEJO, 2006.
1.2.4.1.2. Fluconazol

Esse medicamento (Figura 11) esta disponivel na formulagcdo oral e
intravenosa. Tem boa atividade sobre espécies de Candida e Cryptococcus
neoformans, porém com casos de resisténcia em certas espécies de Candida n&o-
albicans (CHEN; SORRELL, 2007).

Apresenta elevada biodisponibilidade oral independente da acidez gastrica e
também esta disponivel para administracéo intravenosa. E distribuido até mesmo
nos tecidos corpéreos, incluindo o sistema nervoso central (EGGIMANN et al.,
2003). O fluconazol é eliminado por via renal, sendo 80% recuperado inalterado na
urina. A meio-vida de eliminacao é de 30 horas, fazendo-se necessario ajuste de
dose no caso de insuficiéncia renal. O fluconazol inibe as isoenzimas CYP3A4 e
CYP2C9 (WINGARD & LEATHER, 2004).

E normalmente bem tolerado, mas pode, excepcionalmente, desencadear a
sindrome de Stevens-Johnson principalmente em populagdes com alto risco de

AIDS e pacientes oncologicos (CATALAN; MONTEJO, 2006). Sua excelente
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tolerabilidade e o limitado numero de interagbes medicamentosas tornam-no agente
de primeira escolha para quase todos os casos de candidiase em pacientes

imunodeprimidos (EGGIMANN et al., 2003).
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Figura 11 - Estrutura quimica do fluconazol. Fonte: CATALAN; MONTEJO, 2006.
1.2.4.2. Triazdis de segunda geragao
Nos ultimos seis anos, dois novos triazbis foram aprovados: voriconazol e

posaconazol. Existem ainda os triazbis ravuconazol e albaconazol que estdo em

fase Il de pesquisa clinica (Figura 12) (PETRIKKOS; SKIADA, 2007).

CN
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Figura 12 - Triaz6is de segunda geracdo: (a) voriconazol, (b) ravuconazol, (c)

posaconazol e (d) albaconazol. Fonte: CARRILLO-MUNOZ et al., 2006.

1.2.4.2.1. Voriconazol

O voriconazol entrou no mercado em 2002 e é um derivado do fluconazol
com maior atividade sobre cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol, bem
como isolados de Aspergillus resistente a anfotericina B, e outros fungos menos
comuns (PETRIKKOS; SKIADA, 2007).

O voriconazol é disponivel tanto na forma oral quanto intravenosa e tem
excelente biodisponibilidade (90%). Seu tempo de meia vida é de seis horas, é
metabolizado no figado e sua excregdo ndo é afetada por faléncia renal (CATALAN;
MONTEJO, 2006).

Diferente do fluconazol, o voriconazol também inibe a enzima 24-metileno
dihidrolanosterol demetilase de certos fungos filamentosos e de leveduras (Figura
13). Tal mecanismo explica sua efetividade sobre micoses que ndo respondem ao

fluconazol (CANUTO; RODERO, 2002).
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Figura 13 - Mecanismo de acéo do voriconazol. Fonte: CANUTO; RODERO, 2002.

Esse medicamento apresenta poucos efeitos colaterais e todos reversiveis,
0s mais comuns sendo moderada alteracdo das transaminases, disturbios visuais,
rash cutaneo e disturbios gastrointestinais (KAUFFMAN, 2006b). Pacientes com
disfuncao hepatica leve a moderada devem ter a dose do medicamento reduzida em
50%, ndo sendo recomendado em caso de disfungéo hepética grave (CATALAN;
MONTEJO, 2006).

Assim como os outros azdis, o voriconazol interage com medicamentos que
sao substratos para as enzimas do citocromo P450 3A4, aumentando seus niveis
séricos. Seu uso deve ser evitado em pacientes fazendo uso de ciclosporina,
rifampicina, fenitoina, carbamazepina, ritonavir e barbitiricos de longa acéo

(PETRIKKOS; SKIADA, 2007).
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1.2.4.2.2. Posaconazol

O posaconazol é um analogo hidroxilado do itraconazol. Foi aprovado
primeiramente na Europa em 2005 e depois pelo FDA em 2006 para profilaxia contra
infeccdo invasiva por Aspergillus e Candida. A maior diferenga entre este e o
voriconazol € que o posaconazol é ativo contra zigomicetos, sendo o unico agente,
além da anfotericina B, ativo contra esse fungo (PETRIKKOS; SKIADA, 2007).

Sua biodisponibilidade é de 8 a 47% em individuos com estbmago vazio,
aumentando para 400% apds a ingestdo de refeicdes ricas em gordura. E
metabolizado principalmente no figado e aproximadamente 77% do medicamento &
encontrado inalterado nas fezes. Uma pequena quantidade é também excretada na
urina (PETRIKKOS; SKIADA, 2007).

A principal limitacédo do posaconazol € a indisponibilidade de uma formulagéo
intravenosa e, consequentemente, sua nao utilizagdo em pacientes severamente
doentes. Apresenta poucos efeitos colaterais, sendo os mais comuns, nauseas,
vémito, dor de cabeca, dor abdominal e diarréia. A elevagcédo das enzimas hepaticas
pode ocorrer. Interage com outros medicamentos de forma similar ao voriconazol,
mas o posaconazol parece ter um perfil menor de interacdo quando comparado com

os outros triazois (KAUFFMAN, 2006b).

1.2.5. Equinocandinas

Sao lipopeptideos anfifilicos, produtos da ciclopentamina, formados durante a
fermentacao de alguns fungos como Zalerion arboricola ou Aspergillus nidulans var.

echinulatus. As trés equinocandinas atualmente usadas sao: caspofungina,
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aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) em 2001; micafungina,

disponivel em 2005; e anidulafungina, aprovada em 2006 (Figura 14) (PETRIKKOS;
SKIADA, 2007).
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(c)
Figura 14 — Equinocandinas (a) caspofungina, (b) micafungina e (c) anidulafungina.

Fonte: CARRILLO-MUNOZ et al., 2006.

Essa classe de antifungicos apresenta um mecanismo de acéo diferente de
todos os outros, consistindo na inibigdo da (1,3)-B-d-glucana sintase que produz um
importante componente da parede celular de muitos fungos patogénicos como
Candida spp. e Aspergillus spp. A inibicdo da (1,3)-p-d-glucana sintase desorganiza
a estrutura da parede celular em crescimento resultando em instabilidade osmética e
morte das células fungicas susceptiveis. Como a parede celular de C. neoformans
consiste basicamente de a-(1,3) ou a-(1,6) glucana, este fungo é resistente a
equinocandinas. O alvo dessa classe nao existe em células de mamiferos, portanto,

a toxicidade é minima (Figura 15) (ODDS, 2003).
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Figura 15 — Mecanismos de acgéo dos diferentes agentes antifungicos.

Fonte: CATALAN & MONTEJO, 2006.

As equinocandinas sdo extremamente seguras e eficazes comparando-a com

outras classes de agentes antifungicos. Assim, a escolha do agente €& determinada

pelo custo (KAUFFMAN, 2006b). Essa classe apresenta algumas poucas interacdes

significantes uma vez que n&do é substrato nem inibidor do citocromo P450

(PETRIKKOS; SKIADA, 2007).

1.3. Mecanismos de resisténcia aos antifungicos

A resisténcia antimicrobiana é um grande problema que diz respeito aos

patdbgenos humanos, inclusive os fungos. Programas de vigilancia a resisténcia

antifungica vém sendo conduzidos por diferentes grupos em todo o mundo,
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sugerindo que a emergéncia de infecgbes invasivas devido a Candida nao-albicans
resistentes ao fluconazol podem ser um problema cada vez mais crescente em
varios centros médicos (CANUTO; RODERO, 2002; MATTA et al., 2007).

As taxas de resisténcia de isolados sanguineos de Candida glabrata ao
fluconazol alcangam niveis de 7 a 14% em hospitais dos Estados Unidos e 3,7 a
40% em hospitais europeus (MATTA et al., 2007). Infelizmente, a resisténcia das
espécies de Candida parece nao se restringir aos azois, pois existe relato da
resisténcia desses microrganismos a caspofungina (BAIXENCH et al., 2007).

A resisténcia ndo é exclusiva das leveduras. Varios estudos indicam a
emergéncia de menor susceptibilidade desses agentes as espécies de Aspergillus
(CHAMILOS; KONTOYIANNIS, 2005; HOWARD et al., 2006;). Varios fungos
filamentosos como Pseudallescheria boydii, Scopulariopsis, Fusarium e leveduras
como Candida lusitaniae e C. guilliermondii apresentam resisténcia primaria a
anfotericina B (CANUTO; RODERO, 2002; WHITE et al., 1998).

Existem varios mecanismos propostos para explicar a resisténcia de varios
fungos aos antifungicos disponiveis (Figura 16). Sabe-se, inclusive, que muitos
desses mecanismos podem coexistir dentro de uma mesma célula

(KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002).
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4. Polienos
Mudangas qualitativas ou quantitativas no ergosterol

1. Azois
Diminuigao da
permeabilidade Ergosterol
da membrana Membrana
¥ ""'\--*
Lanosterol 14-alfa-demetilase }‘ L
- Ponto de mutagao
- Expressao exarcebada !
3. Azois
Reducgao de

acimulo pelo
aumento do
2 ﬂlzﬁis sistema de efluxo

Interferéncia com a lanosterol
14-alfa-demetilase

Figura 16 — Principais mecanismos de resisténcia dos azéis e polienos.

Fonte: CANUTO; RODERO, 2002.

A incapacidade do farmaco para alcangar as enzimas dentro da célula pode
ser devido a existéncia de barreiras de permeabilidade ou ao sistema de
bombeamento ativo do composto para o exterior. Em leveduras, por exemplo, tém-
se relacionado a resisténcia secundaria dos azdis com o aumento da expressao de
transportadores. Entre eles, podem-se citar os transportadores ABC (CDR1 e CDR2)
responsaveis pela resisténcia a quase todos os azéis e os transportadores MSF
(MDR1) que seriam os responsaveis pela resisténcia ao fluconazol (MELLADO et al.,

2002; WHITE et al., 1998).
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Em fungos filamentosos também se tem descrito transportadores homologos
aos das leveduras. Os genes dos fungos Aspergillus fumigatus (MDR1 e MDR?2), A.
flavus (MDR1), A. nidulans (atrA, atrB e atrC) e Penicillium digitatum (PMR1, PMRS)
pertencem a familia dos transportadores ABC. O aumento de sua expressao
relaciona-se com a resisténcia a diversos compostos com atividade antifungica, mas
nao diretamente aos azéis (MELLADO et al., 2002).

O aumento do numero de cépias da enzima ou modificacdes devido a
mutacdes impede a interagdo farmaco-enzima. Por exemplo, a mutagcéo da enzima
C-5,6 esterol desaturase (produto do gene ERG3) envolvida na sintese do ergosterol
confere resisténcia moderada a anfotericina B. Esta mutacdo sempre vem
acompanhada de mutagbes do gene ERG11 que codifica a enzima 14a-lanosterol-
desmetilase, o que implica na existéncia de resisténcia cruzada da anfotericina B e
dos azéis (CANUTO; RODERO, 2002; KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002; MELLADO et
al., 2002).

O aumento do numero de cépias do gene ERG171 ou de sua expressao pode
originar resisténcia aos azoéis. Por exemplo, sabe-se que em A. fumigatus a
transformacao com um plasmideo que contém o gene ERG11 confere resisténcia ao
itraconazol. Sugere-se que este aumento se deve a resposta da célula a diminuigéao
de ergosterol e acumulo de esterdis téxicos (MELLADO et al., 2002).

Modificacdes nas enzimas das vias metabdlicas ou alteragbes no
processamento intracelular do farmaco sao outros mecanismos de resisténcia. Por
exemplo, alteragbes no conteudo de ergosterol da membrana dos fungos
secundarias a mutagbes nas vias de biossintese do ergosterol parece ser o
mecanismo mais caracteristico da resisténcia de Candida e Saccharomyces

cerevisiae aos polienos (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002).
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1.4. Produtos naturais e o desenvolvimento de novos medicamentos

Os produtos naturais séo utilizados para tratar e prevenir doengas desde a
origem do homem. Esses produtos sao provenientes de plantas, microrganismos,
organismos marinhos e vertebrados e invertebrados terrestres (CHIN et al., 2006;
KOEHN; CARTER, 2005). Além do isolamento de produtos naturais, outros métodos
sao utilizados na busca de novos medicamentos, incluindo a sintese quimica, a
quimica combinatéria e a modelagem molecular. Apesar do grande interesse das
industrias farmacéuticas nesses Uultimos métodos, uma vez que sao menos
complexos, ndo ha como desconsiderar a importancia dos produtos naturais na
busca por moléculas inovadoras e potenciais medicamentos (Figuras 17 a 19)

(BALUNAS; KINGHORN, 2005; CHIN et al., 2006).

(a) Micafungina

(b) Tigeciclina
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Figura 17 - Novos medicamentos originados de microrganismos terrestres. (a) e (e)
antifungicos, (b) antibiotico, (c) imunossupressor, (d) inibidores da redutase da HMG-

CoA, (f) antiinflamatério. Fonte: CHIN et al., 2006.
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Figura 18 - Novo medicamento, (a) analgésico n&o-opidide, e candidatos a
medicamento (b), (c) e (d) atividade antitumoral, originados de organismos marinhos.

Fonte: CHIN et al., 2006.
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(a) Exenatida
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0-Phe-LPro-L-Arg-L-Pro-Gly-Gly-Gly-Gly-L-Asn-Gly-L-Asp-L-Phe--Glu-L-Glu-L - le-L-Pro-L-Glu-L-Glu-
L-Tyr-L-Leu

(b) Bivaliridina

Figura 19 - Novos medicamentos derivados de vertebrados e invertebrados

terrestres. (a) hipoglicemiante e (b) antiplaquetario. Fonte: CHIN et al., 2006.

Os produtos naturais sdo uma das principais fontes de agentes terapéuticos
inovadores para diversas condi¢des, incluindo as doencgas infecciosas (COS et al.,
2006). Véarias moléculas naturais ou sintetizadas a partir do modelo natural servem
como estruturas medicamentosas lideres (Figura 20) (GURIB-FAKIM, 2006;

VUORELA et al., 2004).

CO,H

e

Acido salicilico de Salix sp.

l Morfina da Papaver somniferum
CO,H l
O\"/ CH;
o
Aspirina
EtO,C N- CH,
Petidina

Figura 20 - Medicamentos desenvolvidos a partir de estruturas naturais lideres.

Fonte: GURIB-FAKIM, 2006.
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Produtos naturais e medicamentos derivados sao usados para tratar 87% das
categorias de doengas humanas, incluindo os antibacterianos, antineoplasicos,
anticoagulantes, antiparasitarios, imunossupressores, entre outros. Esses abrangem
33% de todas as novas entidades quimicas langadas no mercado, sendo 16%
sintetizados a partir do grupo farmacoférico de produtos naturais (Figura 21)

(NEWMAN et al., 2003).

S
1%

Figura 21 - Entidades quimicas disponiveis (1981 a 2002) por fonte (N - produto
natural, ND - derivado de produto natural, S - sintético, S* - sintese total a partir de

grupos farmacoforicos de produtos naturais). Fonte: NEWMAN et al., 2003.

Combinando essas categorias, a pesquisa de produtos naturais contribui com
49% das entidades no mercado (NEWMAN et al., 2003). No futuro, os produtos
naturais continuardo a desempenhar um papel fundamental como substancias ativas
e modelos moleculares para a descoberta e validacédo de farmacos (VUORELA et

al., 2004).
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1.4.1. A importancia das plantas na busca de moléculas ativas

As informacgdes sobre a planta a ser utilizada para determinada enfermidade e
a forma empregada (inicialmente as tinturas, cataplasmas, chas) foram passadas de
geracdo em geracao ao longo da histéria da humanidade (BALUNAS; KINGHORN,
2005; GURIB-FAKIM, 2006). De acordo com a Organizagcdo Mundial da Saude
(OMS), 80% da populagcao mundial, principalmente em paises em desenvolvimento,
dependem de plantas e seus derivados para cuidar da saude (BALUNAS;
KINGHORN, 2005; GURIB-FAKIM, 2006).

Na histéria mais recente, o uso das plantas envolveu o isolamento de
compostos ativos, comecando com o isolamento da morfina no inicio do século 19 e
posteriormente da cocaina, codeina, digoxina, quinina e outros usados até hoje na
pratica médica. Esta grande diversidade de estruturas quimicas das plantas
corresponde aos metabdlitos secundarios especializados, envolvidos na relacéo do
organismo com o0 meio ambiente, atuando, por exemplo, como produtos de
sinalizacado, substancia de defesa contra predadores e parasitas, ou na resisténcia
contra pragas e doencas (DIXON, 2001; PIETERS; VLIETINCK, 2005).

Estima-se que as plantas produzam uma notavel diversidade de mais de
100.000 metabdlitos secundarios. Eles s&o distintos dos componentes do
metabolismo primario por ndo serem componentes essenciais para O pProcesso
metabodlico da planta (DIXON, 2001). Muitos autores apontam que os metabdlitos
secundarios apresentam caracteristicas de grande diversidade quimica,
especificidade bioquimica e propriedades comuns aos produtos naturais como
multiplos estereocentros, centros quirais, anéis aromaticos, sistemas complexos de

anéis, diferentes niveis de saturacdo da molécula e diferentes numeros e taxas de
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heteroatomos. Todas essas caracteristicas mostram ser extremamente relevantes
na descoberta de novos medicamentos e servem para diferencia-los dos compostos
sintéticos (KOEHN; CARTER, 2005; PATERSON; ANDERSON, 2005).

Varios medicamentos ja foram introduzidos no mercado e sao derivados de
planta, entre eles: o artéter (Artemotil®), potente antimalarico derivado da
artemisinina, uma lactona sesquiterpénica isolada da Artemisia annua L.
(Asteraceae). A galantamina (Reminil®), aprovada para o tratamento da doenca de
Alzheimer, é um produto natural isolado da Galanthus woronowii Losinsk
(Amarilidaceae) (Figura 22) (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

A nitisinona (Orfadin®), um derivado de planta utilizado para o tratamento de
uma doenca rara e hereditaria, a tirosinemia, foi obtida a partir de modificacées da
mesotriona, herbicida baseado no produto natural leptospermona isolado de
Callistemon citrinus Stapf. (Myrtaceae). Por fim, pode-se mencionar o tiotropio
(Spririva®), para o tratamento da Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica, derivado do
ipratrépio, que é derivado de atropina isolada de Atropa belladona L. (Solanaceae)
(Figura 22) (BALUNAS; KINGHORN, 2005; CHIN et al., 2006).

Varios outros compostos estdo em fase Ill de pesquisa clinica ou em fase de
registro e sdo uma sutil modificacdo de medicamentos ja em uso. Pode-se citar a
morfina-6-glucuronida com menos efeitos colaterais que a morfina; vinflunina mais
eficaz que a vinblastina e o exatecana que € um analogo da camptotecina (Figura
22) (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

A calanolida A, produto isolado de Calophyllum lanigerum, esta em fase Il de
estudo e apresenta um mecanismo de acédo inovador no tratamento da AIDS,
atuando como um inibidor ndo-nucleosideo da trascriptase reversa (Figura 22).

Outras substancias em fase Il sdo a combrestatina A4 fosfato e o composto AVE-
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8062 capazes de causar disrup¢do da vasculatura de tumores. Ambos derivados da
combrestatina A4 isolada da arvore africana Combretum caffrum (Figura 22)

(BALUNAS; KINGHORN, 2005).
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Figura 22 - Exemplos de medicamentos originados de plantas que estdo no
mercado ou em fases de pesquisa clinica: (a) artéter, (b) galantamina, (c) nitisinona,

(d) tiotrépio, (e) morfina-6-glucuronida, (f) vinflunina, (g) exatecana e (h) calanolida

A. Fonte: BALUNAS; KINGHORN, 2005.
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1.4.2. Antimicrobianos de origem vegetal

As tabelas abaixo mostram alguns metabdlitos secundarios isolados de
plantas com atividade antifungica e antibacteriana. Ainda n&do existe no mercado
uma molécula vegetal ou derivado contra fungos e bactérias. Entretanto, as plantas
produzem e utilizam antimicrobianos que apresentam espectro de acao
relativamente amplo para combater fitopatogenos. Muitas plantas e seus compostos
ja foram testados sobre patégenos humanos com bons resultados (DIXON, 2001;

THEVISSEN et al., 2007).
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1.5. O bioma Cerrado

O Cerrado constitui o segundo maior bioma brasileiro ocupando uma area de
aproximadamente dois milhdes de km? o que corresponde a cerca de 24% do
territério nacional (Figura 23) (KLINK; MACHADO, 2005). Essa area inclui grande
parte do Brasil central com adjacéncias a Floresta Amazdnica, Caatinga, Floresta
Atlantica, Pantanal e Floresta de Pinheiros no sul do Brasil, bem como as partes do
nordeste do Paraguai e leste da Bolivia (BRASIL, 1999; OLIVEIRA; MARQUIS,

2002).

-----
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Figura 23 - Distribuicdo da vegetagéo do Cerrado no Brasil.

Fonte: RATTER et al., 1997.
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O Cerrado sempre foi identificado como um dos mais distintos biomas
sulamericanos. As espécies endémicas deste bioma testemunham uma longa e
dindmica historia evolutiva (BRASIL, 1999). Existem cerca de 10.000 espécies de
plantas lenhosas (44% endémicas) (Figura 24), 837 espécies de aves (3,4%
endémicas), 161 de mamiferos (19 ou 11% endémicas), 120 de répteis (24 ou 20%
endémicas) e 150 espécies de anfibios (45 ou 30% endémicas). Porém, sua
diversidade biolégica é ainda pouco conhecida e estudada, principalmente quando
comparada ao que se dispde sobre a Amazodnia e a Mata Atlantica (BRASIL, 1999;

MAURY, 2002).

Figura 24 — Espécies vegetais simbolos do Cerrado (a) araticum, (b) caliandra e (c)

arvore de pequi. Fonte: www.google.com.br.
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O clima do Cerrado é sazonal com invernos secos e verbes chuvosos. Os
solos sdo geralmente profundos, bem drenados e com uma baixa disponibilidade de
nutrientes (OLIVEIRA; MARQUIS, 2002).

Em portugués, Cerrado significa “fechado”, “denso” e provavelmente foi
aplicada a essa regiao devido a dificuldade de atravessa-la a cavalo (OLIVEIRA,;
MARQUIS, 2002). E constituido por um mosaico de vegetagdo, descritos em onze
tipos principais, enquadrados em formacdes florestais (Mata Ciliar, Mata de Galeria,
Mata Seca e Cerradado), savanicas (Cerrado sentido restrito, Parque de Cerrado,
Palmeiral e Vereda) e campestres (Campo Sujo, Campo Limpo e Campo Rupestre).
Considerando também os subtipos neste sistema s&o reconhecidos 25 tipos de

vegetagao, algumas séo dispostas na figura 25 (RIBEIRO; WALTER, 1998).

~10m

_.‘:'5 by B

Campo limpo==Campo sujo=>>Campo cemado>»Cemado sensu siricto>>Ceraddo

Figura 25 — Gradiente estrutural da vegetacao do Cerrado. Fonte: MYSTRI, 1998.

Campo Limpo € a fisionomia com mais alta cobertura de graminea e baixa
concentragéo de arbustos. Cerrado sentido restrito apresenta menor cobertura de
graminea e maior cobertura arbustivo-arbérea. Cerraddo apresenta auséncia de
gramineas e a maior cobertura arbérea. As Matas de Galeria e as Matas Ciliares,

com mais de 30% das espécies de plantas vasculares do bioma, tém extrema
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importancia para alimentacdo, reproducdo e nidificacdo da fauna do bioma e
abrigam 80% das espécies de mamiferos comuns do Cerrado. Ademais, o Cerrado é
considerado o “ber¢co das aguas”, pois abriga nascentes de importantes bacias
hidrograficas da América do Sul (BRASIL, 1999). Portanto, o Cerrado ndo € um
bioma simples, apresentando desde uma formacdo vegetal aberta com poucas
arvores até uma formacgédo fechada onde as copas das arvores quase se tocam
(PINTO, 1994).

Apesar da riqueza, com 6.429 espécies vegetais catalogadas, o bioma esta
sendo rapidamente convertido em pastagem e cultivo agricola. Por isso, foi
identificado como um dos mais ricos e ameagados biomas mundiais. A excepcional
concentragdo de espécies endémicas esta vivenciando grande perda de habitat,
situagao conhecida como hotspots (Figura 26) (MYERS et al., 2000; RATTER et al.,

1997).

Ghyls me \\

| Sl Lamia

Figura 26 — As 25 areas conhecidas como hotspots. Fonte: MYERS et al., 2000.
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O Cerrado vem sendo ocupado de forma rapida e intensiva para o
desenvolvimento do setor agricola. Entre 1970 e 1975, a velocidade média anual de
desmatamento no Cerrado era de 40.600 km? por ano, cerca de 1,8 vezes mais do
que o desflorestamento da Amazénia (OLIVEIRA; MARQUIS, 2002; SANO et al.,
2002). A inducéo ao desenvolvimento e o incentivo agricola desprovidos de paralela
protecdo ambiental, resultam em processo acelerado de destruicdo e substituicdo

(Figura 27) (OLIVEIRA-FILHO; LIMA, 2002; RATTER et al., 1997).

Figura 27 — Representacao da estimativa de cobertura vegetal nativa do Cerrado

Fonte: MAURY, 2002.

Além de ser visto como o “celeiro do mundo” ou “area de expansado da
fronteira agricola” (EMBRAPA CERRADOS, 1999), apenas 1,5% de seu territorio é

protegido nas diversas categorias de unidade de conservacdo (BRASIL, 1999;

MAURY, 2002).
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1.5.1. Importancia das plantas nativas do Cerrado

O uso de espécies nativas pode ser uma alternativa econémica para o
aproveitamento sustentado da regido. Frutos como o araticum, buriti, cagaita e
pequi, apresentam importantes teores de vitaminas do complexo B e s&o fontes
potenciais de carotendides proé-vitamina A. Além do elevado valor nutricional, os
atrativos sensoriais como cor, sabor e aroma peculiares e intensos, podem ser
explorados comercialmente (ALMEIDA et al., 1998; RODRIGUEZ-AMAYA, 1996).

Também deve ser mencionado o potencial madeireiro, ornamental e
medicinal de muitas espécies. Muitas plantas do Cerrado sdo usadas pelas pessoas
que vivem nessa area para tratar diversas doengas tropicais, incluindo
esquistossomose, leishmaniose, malaria, infeccbes fungicas e bacterianas, entre
outras (DUARTE et al., 2005). No entanto, as plantas utilizadas na medicina
tradicional do Cerrado n&o tém ainda despertado de forma significativa os interesses
da comunidade cientifica (IORIS, 1999). Portanto, estudos quimicos e bioldgicos,
com o isolamento e comprovacéo da atividade de principios ativos, sdo ag¢des que
devem ser feitas a fim de explorar o potencial medicamentoso da diversidade

quimica do Cerrado e lutar contra o desmatamento agressivo dessa regiéo.

1.5.2. Estudos bioldgicos de algumas plantas do Cerrado

A atividade inseticida de vinte e quatro plantas do Cerrado foi avaliada pelo
nosso grupo sobre Rhodnius milesi, inseto vetor da Doenca de Chagas. Nesse
estudo, 50 ug dos extratos hexanicos e etandlicos de diferentes partes das plantas

Simarouba versicolor (Simaroubaceae), Guarea kunthiana, Guarea gquidonia

-89 -



(Meliaceae) e Talauma ovata (Magnoliaceae) causaram mortalidade entre 20% e
95% em comparacgao com os controles (COELHO et al., 2006).

Nosso grupo avaliou ainda o potencial antiinflamatério de quatorze extratos de
trés plantas do Cerrado quanto a inibicdo de 6xido nitrico. Os extratos etandlicos da
casca do caule e das folhas de Serjania lethalis e Cupania vernalis (Sapindaceae),
respectivamente, inibiram praticamente toda a produgdo desse mediador pro-
inflamatorio, coincidindo com o uso tradicional dessas plantas (NAPOLITANO et al.,
2005).

Extratos hexanicos e metanodlicos das folhas de Austroplenckia populnea
(Celastraceae), outra planta do Cerrado, apresentaram significativa atividade
antiulcerogénica e analgésica reduzindo Ilesdes induzidas por etanol e
indometacina/betanecol (SEITO et al.,, 2002). A investigacdo dos parametros
reprodutivos de camundongos machos mostrou que o extrato metandlico das folhas
de A. populnea afeta o comportamento sexual e a concentragdo de esperma
(MAZARO et al., 2002).

Isolados de Lychnophora ericoides (Asteraceae), conhecida como arnica da
serra, mostraram atividade analgésica quando avaliados in vivo por meio do modelo
de contor¢do abdominal induzida por acido acético em camundongos (SANTOS et
al., 2005). Também o velutinol A, isolado do rizoma de Mandevilla velutina
(Apocynaceae), apresentou acédo antinociceptiva em alguns modelos de dor
inflamatoria aguda e persistente (MATTOS et al., 2006).

Qualea grandiflora  (Vochysiaceae), espécie do Cerrado usada
tradicionalmente para o tratamento de feridas e doencgas inflamatérias, teve seu
extrato hidroalcodlico da casca do caule avaliado quanto a capacidade de prevenir e

curar lesbes da mucosa gastrica por meio de testes in vivo, mostrando ser um
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importante agente antiulcerogénico (HIRUMA-LIMA et al., 2006a). Também o extrato
hidroalcoodlico e fragdes das folhas dessa planta mostraram efeito depressivo e
analgésico no sistema nervoso central, além de se comportar como um potencial
anticonvulsivante (GASPI et al., 2006).

O extrato hidroalcodlico e fragdes flavonosidicas das folhas de Alchornea
castaneaefolia (Euphorbiaceae), espécie do Cerrado utilizada tradicionalmente para
o tratamento da ulcera, reduziram danos gastricos em animais (HIRUMA-LIMA et al.,
2006b). Outra planta também com potencial antiulcerogénico é a Byrsonima crassa
(Malpighiaceae), cujos extratos hidroalcodlico, metandlico e cloroférmico mostraram
reducao de formacdo de lesdo associada a administragdo de HCI/ etanol em
camundongos (SANNOMIYA et al., 2007a).

O extrato etanodlico das folhas de Hancornia speciosa (Apocynaceae), planta
do Cerrado, exerceu efeitos cardiovasculares, sendo capaz de inibir a enzima
conversora de angiotensina | (ECA) (SERRA et al., 2005) e exercer efeito
vasodilatador em anéis adrticos de camundongo via producédo de oxido nitrico
(FERREIRA et al., 2007). Outras plantas do Cerrado com atividade de inibicdo da
ECA maior que 50% sé&o Calophyllum brasiliense (Clusiaceae), extrato etandlico do
caule, e Combretum fruticosum (Combretaceae), extrato etandlico das folhas
(BRAGA et al., 2007a).

Acido kaurenoico e acido pimaradienoico, isolados de Vigueira robusta e V.
arenaria (Asteraceae), inibiram a musculatura lisa de camundongos ao bloquear o
influxo de Ca* (AMBROSIO et al., 2006; TIRAPELLI et al., 2002) e guaianolideos,
isolados de Viguiera gardneri, apresentaram atividade antiinflamatéria por meio da

inibicao do fator de transcrigdo NF-kB (SCHORR et al., 2002).
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O extrato etandlico e fracbes das folhas de Byrsonima crassifolia
(Malpighiaceae) mostraram moderada atividade sobre Trypanosoma cruzi quando
comparados com os controles positivos (BERGER et al., 1998) e extratos
metanolicos e de acetato de etila da raiz e do caule, testados a 2,5 mg/ml, formaram
halos de até 20 mm quando avaliados sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (MARTINEZ-VASQUEZ et al., 1999).

Um estudo realizado pelo nosso grupo investigou trinta e um extratos de
plantas do Cerrado sobre as formas promastigotas de Leishmania donovani e
amastigotas de Trypanosoma cruzi. Quinze extratos foram ativos sobre L. donovani,
apresentando valores de Clsy entre 0,1-10 yg/mL. Entre as plantas encontram-se
Annona crassiflora (Annonaceae), Himatanthus obovatus (Apocynaceae), Guarea
kunthiana, Cupania vernalis e Serjania lethalis. No que diz respeito aos testes com
T. cruzi, extratos de A. crassiflora, Duguetia furfuracea (Annonaceae) e Casearia
sylvestris var. lingua (Flacourtiaceae) foram os mais ativos com Clsg entre 0,3-10
pug/mL (MESQUITA et al., 2005a).

Fracbes alcaloidicas das folhas de nove plantas, sete delas endémicas do
Cerrado, foram testadas sobre cepas cloroquina-resistentes e cloroquina-
susceptiveis de Plasmodium falciparum. As fragbes alcaloidicas das plantas
Guatteria australis (Annonaceae), Cissampelos ovalifolia (Menispermaceae) e
Duguetia lanceolata (Annonaceae), todas do Cerrado, foram as mais ativas,
apresentando Clsp <5 ug/mL (FISCHER et al., 2004).

Outra investigacao do nosso grupo foi feita avaliando duzentos e quatro
extratos de plantas do Cerrado sobre uma cepa cloroquina-resistente de P.
falciparum. O extrato hexadnico da madeira da raiz de Matayba gquianensis

(Sapindaceae) mostrou atividade com Clsy = 6,1 ug/mL para P. falciparum e indice
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de seletividade igual a 16,4 sobre células fetais humanas de fibroblastos do pulmao,
MRC-5 (MESQUITA et al, 2007). Apdés uma série de fracionamentos
biomonitorados, foi possivel isolar quatro éteres diglicosideo inéditos ativos com
valores de Clsg entre 2,5 e 8,9 uyg/mL (MESQUITA et al., 2005b). Testes in vivo com
camundongos infectados com P. berghei mostraram boa atividade antimalarica do
extrato etanolico do caule de Remijia ferruginea (Rubiaceae) (ANDRADE-NETO et
al., 2003).

Um estudo analisou a atividade moluscicida de extratos de seis plantas do
Cerrado sobre o hospedeiro intermediario da esquistossomose, o molusco
Biomphalaria glabrata. Stryphnodendron adstringens, S. polyphyllum (Mimosaceae),
Caryocar brasiliensis (Caryocaraceae) e Eugenia dysenterica (Myrtaceae) foram
altamente téxicos ao molusco na concentracdo de 100 ppm e de 20 ppm, apenas S.
polyphyllum produziu mortalidade de 40% (BEZERRA et al., 2002).

Em outro estudo, sessenta plantas do Cerrado foram avaliadas e os extratos
metanolico/diclorometanico das folhas de Byrsonima verbascifolia, metanélico das
folhas de B. intermedia (Malpighiaceae) e metandlico/diclorometénico do caule de
Hymenaea stigonocarpa (Leguminosae) apresentaram CL4o0/72 h < 40 ppm para o
molusco B. glabrata (ALVES et al., 2000). O extrato metandlico dos galhos de
Kielmeyera variabilis (Clusiaceae) também apresentou atividade moluscicida na
concentragéo de 12,5 ppm (PINHEIRO; CORTEZ, 2003).

O extrato etandlico das sementes de sucupira do Cerrado, Pterodon
pubescens (Leguminosae), apresentou atividade sobre uma linhagem celular de
cancer resistente aos medicamentos disponiveis e possibilitou o isolamento do

diterpeno furano 1, com atividade antiproliferativa (VIEIRA et al., 2007).
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Um estudo conduzido com extratos hidroalcodlico da casca do caule de
Vatairea macrocarpa (Leguminosae), utilizou camundongos normais e diabéticos e
analisou os niveis de glicose sérica e urinaria, resisténcia a insulina e tolerancia oral
a glicose, mostrando melhora significativa (OLIVEIRA et al., 2008).

Efeitos mutagénicos foram verificados para extratos e fragdes de Strychnos
pseudoquina (Loganiaceae), tendo o extrato metandlico das folhas o maior potencial
mutagénico (SANTOS et al., 2006), assim como os extratos das folhas de Byrsonima
crassa (CARDOSO et al., 2006) e metandlico das folhas de B. intermedia
(SANNOMIYA et al., 2007b). O extrato aquoso da raiz de Cochlospermum regium
(Cochlospermaceae) também apresentou atividade citotdxica sobre células de
mamiferos n&o-tumorais (CESCHINI et al., 2006).

A atividade antioxidante de varias plantas do Cerrado foi detectada, inclusive,
em Annona crassiflora, cujos componentes polares da casca do caule e da semente
mostraram excelente atividade (ROESLER et al., 2007a). O mesmo foi verificado
para cinco flavondides de Lychnophora passerina (Asteraceae), triterpenos de
Cheiloclinium cognatum (Celastraceae) (CHICARO et al., 2004; JELLER et al., 2004)
e frutos de Eugenia dysenterica, Caryocar brasilensis e A. crassiflora (ROESLER et
al., 2007b).

Véarias plantas do Cerrado mostraram atividade antimicrobiana sobre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas: Bauhinia curvula (Leguminosae),
Byrsonima verbascifolia, Hymenaea stigonocarpa, Lafoensia pacari (Lythraceae),
Lantana camara (Verbenaceae), Plathymenia foliolosa (Leguminosae), Pouteria torta
(Sapotaceae), Roupala montana (Proteaceae), Stryphnodendron adstringens, Styrax

camporum (Styracaceae) (ALVES et al., 2000).
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A tabela 8 mostra algumas plantas nativas ou invasoras do Cerrado
estudadas quanto a suas propriedades antifungicas. A tabela 9 mostra essa
atividade em plantas de outras regides do Brasil. Para identificar quais espécies
pertenciam ao Cerrado foi utilizado um levantamento feito pelo IBGE sobre a flora

vascular do bioma Cerrado (MENDONCA et al., 1998).
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Figura 28 - Plantas do bioma Cerrado relatadas em estudos cientificos (a)
Stryphnodendron adstringens, (b) Byrsonima verbascifolia, (c) Qualea grandiflora, (d)
Hymenaea stigonocarpa, (e) Himatanthus obovatus, (f) Casearia sylvestris. Fonte:

www.google.com.br.
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1.6. Ensaios antimicrobianos

A atividade antimicrobiana dos produtos naturais de origem vegetal, tanto
extratos de plantas como substancias puras, pode ser detectada quando se coloca
essas amostras em contato com varios microrganismos e observa-se a resposta do
crescimento microbiano (COS et al., 2006).

Existe uma grande variedade de métodos para detectar atividade antimicrobiana.
Dependendo do método os resultados podem ser grandemente influenciados uma vez
que eles ndo sao igualmente sensitivos ou ndo se baseiam nos mesmos principios
(COS et al.,, 2006). Dessa forma, familiarizar-se com os principios dos métodos
atualmente disponiveis, suas limitagcbes e as modificagbes propostas na literatura é de
extrema importancia.

Normalmente, esses métodos sao classificados em trés grandes grupos:
métodos de difusado, diluicdo e bioautografia. Estes sdo os mais comumente utilizados
pelos grupos de pesquisa de antimicrobianos de origem vegetal e serdo descritos

abaixo.

1.6.1. Método de difusdo em Agar

Conhecido como teste de Kirby-Bauer, esse método foi padronizado por Bauer et
al. em 1996. Este € o ensaio mais utilizado na triagem de plantas com atividade
antimicrobiana bem como na pratica clinica e € recomendado pelo Clinical and

Laboratory Institute (CLSI). Basicamente consiste em colocar um reservatoério
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impregnado com a amostra em contato com um meio de cultura inoculado e, ao final do
periodo de incubagcdo, medir o didametro da zona clara (zona de inibicdo de
crescimento) ao redor do reservatorio. A medida do diametro € um bom indicador da
atividade antimicrobiana (PAIVA et al., 2003).

O microrganismo pode ser inoculado de diferentes formas. Normalmente eles
sdo inoculados na superficie do agar sélido, mas eles também podem ser misturados
no agar a 45 a 50 °C (AL-FATIMI et al., 2007; OWEN; PALOMBO, 2007). Alguns
autores utilizam placas de Petri contendo duas camadas de meio. A primeira camada é
colocada na placa e, logo apos sua solidificagcao, outro tipo de agar misturado com
microrganismos é colocado por cima do primeiro (ARIAS et al., 2004; FYHRQUIST et
al., 2002).

Existem diferentes tipos de reservatérios, como discos de papéis, cilindros de
aco inoxidavel e cavidades perfuradas no agar. Alguns autores consideram as
cavidades o unico reservatério apropriado para extratos aquosos, pois a interferéncia
das particulas € muito menor (COS et al., 2006). Muitas vezes, antes de impregnar a
amostra nos reservatorios, estas sao esterilizadas por meio de filtragdo com filtros
Millipore de 0,45 um. Tal procedimento é feito principalmente quando se trata de
extratos aquosos (GULLUCE et al., 2007; TURKOGLU et al., 2007).

Antes de incubar o sistema inoculado, ele pode ser mantido em temperaturas
mais baixas por algumas horas com o objetivo de facilitar a difusdo da amostra e,
consequentemente, aumentar o didametro de inibicdo melhorando o limite de deteccéo.
Alguns estudos consideram suficiente manter as placas a 4 °C por 1 a 2 horas (FAZELI

et al., 2007; YU et al.,, 2007). Outros consideram suficiente deixar as placas a
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temperatura ambiente por 30 minutos (OWEN; PALOMBO, 2007). Ainda utilizam filme
plastico para selar as placas de Petri com o intuito de evitar eventual evaporagao das
amostras (CIMANGA et al., 2002).

Os diametros das zonas de inibigdo sdo normalmente medidas com um
paquimetro. O didmetro também pode ser medido automaticamente com o auxilio de
softwares (PROESTOS et al., 2006; RADULOVIC et al., 2007). Com o objetivo de
facilitar a medida do halo, as placas de Petri podem ser borrifadas ap6s o periodo de
incubacao com indicadores redox do tipo sais de tetrazolium (GERTSCH et al., 2004).

Nao existe nenhum valor padrdo que determina que a amostra & ativa ou n&o. E
freqliente expressar os resultados como um critério para determinar a suscetibilidade,
suscetibilidade intermediaria e resisténcia. Nesses casos, sdo criadas escalas
baseadas no tamanho das zonas de inibicdo. Quanto maior o halo, mais sensivel o
microrganismo (DORDEVIC et al., 2007; KUCUK et al., 2007). Também & possivel
comparar os halos das amostras com os halos formados pelos controles (antibi6tico ou
antifungico) (KELMANSON et al., 2000). Alguns autores s6 consideram uma amostra
ativa se a razdo do halo da amostra pelo halo do controle for maior que zero, ou seja, o
halo da amostra é igual ou maior que a do controle (FENNELL et al., 2004).

Existe uma variagcdo do método de difusdo em agar utilizado tanto para 6leos
essenciais como para extratos brutos. Nessa técnica, os microrganismos séao
inoculados na superficie do agar e, apdés 10 minutos, uma gota de 10 uL da amostra &
colocada no centro da placa. Apds o periodo de incubacéo, o didmetro da zona de

inibigéo & medido (CRUZ et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007).
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Alguns estudos avaliam a atividade antimicrobiana ativada por luz utilizando a
técnica de difusdo em agar. Nesses casos, uma placa é exposta a luz ultravioleta (UV)
por 2 horas, enquanto outras placas sdo mantidas no escuro. Apdés o periodo de
incubacao, os didmetros sdo medidos e verifica-se se a exposicdo a UV foi capaz de
aumentar esse halo, sugerindo a presenca de substancias ativadas por fluorescéncia
(LOPEZ et al., 2001; OMAR et al., 2000). Para alguns autores, a atividade da luz UV é
considerada positiva se ambas as placas, aquela deixada no escuro e a deixada no UV,
mostrar zonas de inibigdo. Se apenas a placa exposta ao UV apresentar os halos, a luz
é considerada fototoxica (JOVEL et al., 1996).

O método de difusdo em agar nao é apropriado para investigar a atividade de
amostras ndo polares ou aquelas que nio se difundem facilmente no agar (RIOS;
RECIO, 2005). Entretanto, essa técnica € extremamente utilizada até para amostras
apolares. Em geral, as diferengas nas propriedades quimicas, como solubilidade,
volatilidade e difusdo podem afetar a poténcia de diferentes amostras (COS et al.,
2006).

Esse método, simples e ndo-oneroso, é geralmente usado para a triagem de
varios extratos. O extrato que apresentar atividade tera sua Concentragéo Inibitéria
Minima (CIM) calculada posteriormente pelos métodos de diluicdo. E importante
enfatizar que o método de difusdo em agar é utilizado para determinacao qualitativa da
atividade antimicrobiana. Normalmente, essa técnica verifica quais extratos apresentam

potencial atividade e quais organismos sao suscetiveis.

1.6.2. Método de diluigcao
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Este teste é uma avaliacdo quantitativa da atividade antimicrobiana e se baseia
no valor da CIM, diferente dos métodos de difusdo e bioautografia que séo utilizados
para uma avaliagao qualitativa. A CIM é definida como a menor concentracdo de uma
amostra capaz de inibir qualquer crescimento visivel do microrganismo e, apesar disso,
ndo é um valor absoluto (NCCLS, 2003).

O valor “real” da CIM é encontrado entre a menor concentragdo capaz de inibir
qualquer crescimento visivel (isto é, a leitura da CIM) e a préxima concentragdo mais
baixa. Até mesmo em condi¢cdes controladas, o teste de diluicdo pode fornecer
diferentes pontos finais de leitura toda vez que é realizado. Esse valor é importante uma
vez que mostra a concentragdo necessaria do agente antimicrobiano no local da
infeccao e que seja capaz de inibir o microrganismo infectante (NCCLS, 2003).

O método de diluicdo pode ser executado em méio sélido (diluigdo em agar) ou
em meio liquido (diluicdo em caldo). A metodologia da diluicdo em agar esta bem
estabelecida e consiste em adicionar a amostra no agar a 45 - 50 °C, mistura-la e
coloca-la em placas de Petri. Cada placa recebe o meio com a amostra em
concentracao seriada. A suspensdo do microrganismo € entdo espalhada na superficie
do agar e, ao final do periodo de incubacao, as placas sao avaliadas pela presenca ou
auséncia de crescimento. O valor da CIM é determinado pela placa com menor
concentracao capaz de inibir qualquer crescimento (KUETE et al., 2006).

Existem algumas variagbes dessa técnica. Alguns autores preparam a diluicdo
seriada da amostra, mas em vez de misturar com o agar, adicionam cada concentragcéo

em um reservatério. A menor concentragcdo que ainda forma zona de inibicdo é
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considerada CIM. Outros estudos misturam a amostra no agar e, em vez de espalhar o
microrganismo na superficie, fazem cavidades para adiciona-los (PAIVA et al., 2003).

Em relagdo ao método de diluicdo em caldo, ele pode ser executado pela
microdiluicdo ou pela macrodiluicdo. Ambos s&o similares, exceto pelo volume do caldo.
A macrodiluicdo € conduzida em tubos, enquanto a microdiluigcdo é feita em placas de
96 pocos. Alguns autores sugerem a microdiluicdo em vez da macro uma vez que esta
ultima requer grandes quantidades do extrato ou das fragdes cromatograficas, o que &
uma séria limitacdo no isolamento de produtos naturais visto que o rendimento, em
geral, é baixo (ELOFF, 1998).

Resumidamente, a diluicdo seriada das amostras é distribuida em tubos ou
placas com o meio apropriado. Inéculos ajustados sao adicionados também. A CIM é
definida como a menor concentragdo com nenhum crescimento visivel apés o periodo
de incubagédo. Quando a amostra € um Oleo essencial, alguns solventes podem ser
adicionados no meio para aumentar a solubilidade do o6leo: Tween 20 ou 80,
dimetilsulfoxido (DMSO), 2,5 a 6% de etanol, polietilenoglicol (PEG) 4000 na
concentracao de 1% ou monolaurato de sorbitano (GACHKAR et al., 2007; SAIDANA et
al., 2007)

Para visualizar o crescimento microbiano no método de diluicdo em caldo, a
turbidez e indicadores redox s&o os mais frequentemente utilizados. A turbidez pode ser
estimada visualmente ou mais acuradamente pela medida da densidade Optica.
Entretanto, amostras ndo totalmente sollveis podem interferir com a leitura, sendo,

entao, necessarios os controles (COS et al., 2006).
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Os sais de tetrazolium sao freqlentemente usados para indicar atividade
biolégica. O composto incolor age como um aceptor de elétrons e é reduzido em
produtos coloridos nos organismos biologicamente ativos (ELOFF, 1998). Atualmente,
os indicadores redox MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) e resazurina
sdo os mais utilizados para quantificar o crescimento microbiano que é denotado pela
coloragdo azul para MTT e rosa para resazurina. A menor concentracdo na qual
nenhuma cor azul ou rosa € observada é dada como CIM (ELOFF, 1998; RAHMAN &
GRAY, 2005). A resazurina tem ainda a vantagem de nao precipitar sob reducao,
permitindo leituras diretas (COS et al., 2006).

O violeta de p-iodonitrotetrazolium (p-INT) também € usado como um indicador
redox. Na presenca desse corante, os pogos com crescimento microbiano apresentam
coloracdao vermelha (LANGFIELD et al., 2004). Alguns estudos mostram que o p-INT
fornece resultados melhores do que o MTT (ELOFF, 1998). O vermelho fenol € outra
substancia que pode agir como corante. Nesse caso, a CIM é definida quando a cor no
poco ainda é vermelha (THOUVENEL et al., 2003).

Além dos indicadores citados, ainda existe o diacetato de fluoresceina que mede
a intensidade de fluorescéncia. A menor concentracdo da amostra na qual nenhuma
intensidade de fluorescéncia é observada é registrada como CIM (LIU et al., 2006).
Entretanto, essa técnica requer um significativo investimento em equipamentos e a
validagdo nao é facil. Além disso, alguns meios podem absorver fluorescéncia e os

constituintes fluorescentes da amostra podem interferir (COS et al., 2006).

O método de diluigdo também pode ser empregado para distinguir entre a agéo

bactericida ou fungicida e bacteriostatica ou fungistatica. A concentragcao bactericida ou
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fungicida mimina (CBM ou CFM) é a menor concentra¢ao capaz de causar a morte dos
microrganismos e pode ser determinada ao inocular em placas de Petri as
concentragdes que inibiram completamente o crescimento no método de diluicdo. Apos
incubar essas placas verifica-se se houve crescimento posterior (bacteriostatico) ou nao

(bactericida) (YADEGARINIA et al., 2006).

Quando as amostras s&o solubilizadas em DMSO, a determinagéo da CIM pelo
método de diluicdo em caldo pode nao ser factivel visto que o DMSO tem atividade
toxica dependente da concentragcdo e, assim, pode interferir na interpretacdo dos
resultados. No entanto, o DMSO é o solvente mais utilizado, porém em concentragdes

mais baixas (AL-BAKRI & AFIFI, 2007).

Apesar do fato da maioria dos estudos utilizarem ensaios de difusdo para
determinar atividade antimicrobiana dos extratos e substancias puras, alguns autores
sugerem que essa técnica pode apresentar muitas limitagdes e consideram o método
de diluicdo a melhor alternativa (ELOFF, 1998; LANGFIELD et al., 2004). Portanto, o
registro final da atividade do extrato ou da substancia pura deve ser feito pelo método

de diluicdo em caldo sempre que possivel (COS et al., 2006).

1.6.3. Método de bioautografia

Esse teste € uma variagdo da metodologia de difusdo em agar e localiza a
atividade antimicrobiana em placas de Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
(COS et al., 2006; PAIVA et al., 2003). O método da bioautografia combina CCD com
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um ensaio in situ facilitando a localizagdo e o isolamento direcionado dos
constituintes ativos de uma mistura. Portanto, € amplamente utilizada para ensaios

biomonitorados (FENNELL et al., 2004; SHAHVERDI et al., 2007).

Esse método pode ser executado de diferentes formas. Na bioautografia direta,
por exemplo, os microrganismos s&o borrifados na placa de CCD e crescem
diretamente sobre ela. Na bioautografia de contato, as amostras séo transferidas da
placa de CCD para um agar inoculado por meio do contato direto. Na bioautografia
de revestimento, as placas de CCD sao colocadas em placas de Petri e um agar
semeado é adicionado nas placas (COS et al., 2006). Essa ultima técnica pode sofrer
variagao, primeiro o agar é dispensado sobre a placa de CCD e, apoés solidificagao,

0s microrganismos sao inoculados na superficie.

Indicadores de cor podem ser utilizados para visualizar as bandas no
cromatograma contendo substéncias ativas. Os sais de tetrazolium sdo os mais
empregados. Zonas claras sem nenhum crescimento sao visualizadas no
cromatograma e causadas por sais de tetrazolium como o p-INT (ELOFF et al., 2005), o
cloridrato de 2,3,5-trifeniltetrazolium (TZC) (RABE et al., 2002; SILVA et al., 1996) e o
MTT que indicam a inibicdo do crescimento.

A fim de remover residuos de solvente que podem interferir com o crescimento
microbiano, as placas de CCD eluidas sao colocadas para secar sob uma corrente
de ar de um dia para o outro (ELOFF et al., 2005). Alguns autores ainda sugerem
que as placas de CCD revestidas com agar sejam incubadas de um dia para o outro
antes da inoculagédo do microrganismo a fim de facilitar a difusdo das substancias,

aumentando a zona de detecgéo.
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O método da bioautografia auxilia na busca rapida por novos agentes
antimicrobianos por meio do isolamento biomonitorado. Entretanto, alguns compostos
que mostram baixa difusdo no agar podem n&o ser detectados. Em tais casos,

recomendam-se os métodos de diluicado em caldo (FENNELL et al., 2004).

1.6.4. Recomendacgoées especificas

A maioria dos testes antimicrobianos padronizados esta associada a
falhas (RIOS; RECIO, 2005). Trabalhos de revisdes citam uma variedade de fatores que
pode causar variagao nos testes feitos com extratos de plantas. Esses fatores incluem o
tipo do teste escolhido, o meio de cultura, a temperatura de incubacgéo, a cepa do
microrganismo usado, a fonte da planta, a presenca de proteinas, amido ou lipideos
que podem se complexar ou neutralizar o agente antimicrobiano, entre outros
(FENNELL et al., 2004).

O tamanho do in6culo pode afetar o resultado tanto em meio sélido quanto em
meio liquido e diferentes resultados podem ser obtidos para a mesma concentragdo do
agente antimicrobiano. Um inéculo muito pequeno pode criar falsos positivos enquanto
um in6culo muito grande pode aumentar as chances de falso negativo (COS et al.,
2006). A padronizagao do tamanho do in6culo pode minimizar esse problema. O CLSI
determina que a turbidez da suspensdo seja comparada com a escala 0,5 de
McFarland, resultando em uma suspensao contendo 1 a 2 x 10® unidades formadoras

de colénia (UFC)/mL (NCCLS, 2003).
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A consisténcia do agar também pode afetar os resultados interferindo
diretamente com a difusdo do composto. Além da concentracao de cations divalentes, o
pH e o volume do agar podem alterar os resultados. Como meio sélido recomenda-se
Mueller-Hinton para bactérias e Saboraud para fungos. Como meio liquido recomenda-
se caldo Mueller-Hinton para bactérias e RPMI 1640 para fungos (NCCLS, 2003).

A polaridade de substancias antimicrobianas € outro fator importante,
especialmente quando se testa substancias apolares pelo método de difusdo em agar.
Esse método néo é tdo aceitavel uma vez que a substancia ndo poderia se difundir
apropriadamente através do agar polar e, como resultado, o didmetro da zona de
inibicdo pode ser restrito.

A escolha do microrganismo depende da proposta da pesquisa. Isolados clinicos
podem ser utilizados desde que a susceptibilidade a uma substancia de referéncia seja
relatada. No entanto, as cepas da American Type Culture Collection (ATCC) sao
preferiveis uma vez que sdo bem caracterizadas e amplamente utilizadas.

A cor da amostra testada também pode interferir com o resultado, especialmente
quando o teste de diluigdo € utilizado. Em adi¢cdo a cor, que pode interferir com a
absorbancia, o extrato pode precipitar e fazer as medidas espectrofotométricas nao

factiveis. A inclusdo do controle apropriado em cada replicata do teste é necessaria.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar o potencial antifungico de extratos de plantas medicinais do bioma

Cerrado sobre fungos patogénicos aos seres humanos.

2.2. Especificos

» Realizar uma triagem inicial para determinar os extratos vegetais potencialmente

ativos sobre a levedura Candida albicans e o dermatéfito Trichophyton rubrum.

» Selecionar os extratos mais promissores e avaliar a atividade desses extratos em

menores concentragdes até determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos para os testes biolégicos

- Autoclave - Estufa microbiologica
- Balanga semi-analitica - Freezer-20°C

- Balancga analitica - Microondas

- Banho-maria - Pipetador automatico
- Bico de Bunsen - Potenciémetro

- Bomba a vacuo - Régua milimetrada

- Cabine de fluxo laminar - Vortex

- Deonizador de agua Milli-Q

3.2. Vidrarias para os testes bioldgicos

- Béquer - Pipeta Pasteur

- Erlenmeyer - Proveta

- Pipeta graduada 10 mL - Sistema para filtragdo a vacuo
- Placas de Petri média - Tubos de rosca chato

3.3. Materiais nao descartaveis para os testes biologicos

- Caneta Pilot - Garfo de platina

- Colheres de pesagem - Microtubo tipo eppendorf
- Espatula de aco inoxidavel - Ponteiras azuis

- Estante para tubos - Ponteiras amarelas
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Recipientes de pesagem - Solugéao padrao de Mc Farland 0,5

3.4. Materiais descartaveis para os testes bioldgicos

Fita adesiva - Membrana de filtragdo 0, 22 ym
Filme de PVC - Microplacas estéreis com 96
Gaze pocos, fundo em U, com tampa
Luvas - Swabs

Mascaras

3.5. Reagentes para os testes biologicos

Agar batata, Potato Dextrose Agar HIMEDIA®

Agua deionizada

Agua destilada

Alcool 70 °GL

Anfotericina B, Sigma Chemical Co.

Caldo BHI, Brain Heart Infusion Broth DIFCO®

DMSO, Dimetilsulféxido VETEC®

Itraconazol, Sigma Chemical Co.

Cloreto de sddio VETEC®

MOPS, 3-[N-morpholino] propanesulfonic acid Sigma-AIdrich®

RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato de sodio GIBCO®
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3.6. Identificagcao e Coleta

As plantas foram coletadas no bioma Cerrado, no entorno de Brasilia/ Distrito
Federal (Tabelas 10 e 11), juntamente com o botanico Prof. Dr. José Elias de Paula
(Departamento de Boténica/UnB) responsavel pela identificacdo das espécies e
confecgdo das exsicatas. Estas foram depositadas no Herbario da Universidade de

Brasilia (UB) devidamente identificadas.

Tabela 10 — Espécies vegetais do Cerrado testadas em fungos patogénicos.

Familia Droga vegetal® Numero de

Nome cientifico (Solvente)® Herbario

Anacardiaceae
Schinus terebinthifolius Raddi F (h, d, sh), C (sh), CR (h), (UB) 3753

CC (h, d, sh), MR (sh), MC (d)

Annonaceae

Annona crassiflora Mart. F (h, e) (UB) 3700
Apocynaceae

Himatanthus obovatus (M. Arg.) Woodson F (h, e) (UB) 3678

Bignoniaceae

Arrabidaea florida DC. F (h, e) (UB) 3714
Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart. F (h,e) (UB) 3696
Tabebuia caraiba Bureau CC (h,e), MC (h, d, e) (uB) 3701
Clusiaceae

Calophyllum brasiliense Camb. F (sh), MC (sh), R (sh), (UB) 3754
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CC (h, sh), CR (h, d, sh)
Kielmeyera coriacea Mart. F (sh), CC (d, sh), CR (h, d), (UB) 3745
MC (h, d), MR (d), Fr (h, sh)
Flacourtiaceae
Casearia sylvestris var. lingua (Camb.) Eichl F (h, e) (UB) 3693
Malphighiaceae
Byrsonima crassa Nied CC (h, d, sh), CR (h) (UB) 3743
Mimosaceae
Stryphnodendron adstringens Coville CC (d, sh), CR (h), MC (sh), (UB) 3740
F (h, d, sh)

Sapindaceae

Serjania lethalis St. Hil. F (h, e) (UB) 3716
Sapotaceae

Pouteria gardneri (Mart. & Miq.) Baehni Rz (h) (UB) 3672
Pouteria ramiflora (Mart.) Radek. MC (h) (UB) 3671
Pouteria torta (Mart.) Radek. F (d), MC (e), MR (h) (UB) 3674

Zingiberaceae

Renealmia alpinia (Rottb.) Maas. Rz (h, d, sh), F (h, e) (UB) 3719

? Droga vegetal - F: Folha; C: Caule (Madeira + Casca); CR: Casca da raiz; CC: Casca do caule; MR:
Madeira da raiz; MC: Madeira do caule; R: Raiz (Madeira + Casca); Fr: Fruto; Rz: Rizoma.

® Solvente - h: hexano; d: diclorometano; e: etanol; sh: solugao hidroalcodlica 90%.
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3.7. Obtencao dos extratos brutos

As diferentes espécies coletadas tiveram seus 6rgéos vegetais separados e
colocados para dessecar e estabilizar a temperatura ambiente, em local ventilado e
protegido da luz solar. Em seguida, foram pulverizados em moinho de facas e
submetidos a processo de extracdo por maceragao por contatos multiplos (4 x 1
semana). Os solventes utilizados para a maceragéo foram hexano, diclorometano e
etanol ou solucdo hidroalcodlica 90% (4 x 2L). As solugbes extrativas foram
recuperadas por filtracdo e concentradas em rota-evaporador sob presséo reduzida
a 40 °C. O solvente remanescente foi dessecado com auxilio de um soprador. Ao
final desse processo, os extratos brutos foram mantidos em freezer a — 20 °C até

serem utilizados (Figura 29).
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Figura 29 - SequUéncia de produgao dos extratos (a) ldentificagdo e coleta, (b)
Separacao dos 6rgaos, dessecacao e estabilizacao, (c) Pulverizacao, (d) Maceracgéo,

(e) Filtracao, (f) Concentracgéo, (g) Dessecacéo, (h) Extrato bruto.
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3.8. Testes de susceptibilidade a agao antimicrobiana dos extratos vegetais

3.8.1. Teste de difusao em agar

3.8.1.1. Microrganismos e periodo de crescimento para o teste

Para o teste de difusdo em agar foram utilizados uma cepa de Candida
albicans da American Type Culture Collection (ATCC 14053) e um isolado clinico de
Trichophyton rubrum (CEMM 01-4-021) fornecidos pelo CEMM (Centro
Especializado em Micologia Médica) da Universidade Federal do Ceara. Os
microrganismos foram mantidos em Agar Batata Dextrose inclinado a temperatura
ambiente.

No periodo do teste foi realizada uma subcultura (repique) dos organismos
para novo meio até alcancarem o periodo ideal para a realizagdo dos testes (Tabela
12), ou seja, para obter estruturas jovens e em fase de crescimento consistindo de
micélios e conideos. Estes tubos foram mantidos a temperatura ambiente e
identificados com data, nome do meio de cultura, nome do microrganismo € numero

da cepa.

Tabela 12 - Tempo aproximado de crescimento dos fungos para

preparo do inoculo no teste de difusao em agar.

Cepas Tempo estimado de crescimento
Candida albicans ATCC 14053 48 horas
Trichophyton rubrum CEMM 01-4-021 10 dias

3.8.1.2. Diluigao dos extratos
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Foram pesados 40 mg de cada extrato em microtubos do tipo eppendorfs
estéreis, diluidos em 2 mL de DMSO estéril para alcangar a concentracao teste de
20 mg/mL na triagem inicial. Os extratos diluidos foram homogeneizados em voértex
até dissolugdo completa. Os extratos que ndo se dissolveram por agitagdo foram
mantidos por alguns minutos em banho-maria (temperatura de 40 °C) e colocados
novamente no vértex. Depois de selecionados os extratos mais promissores, foram

testadas as concentragéo de 20, 10 e 5 mg/mL.

3.8.1.3. Preparo dos controles

O controle positivo empregado no teste foi o antifungico Itraconazol utilizando
uma solucéo estoque preparada a partir do farmaco diluido em DMSO, filtrado com
filtro Millipore de 0,22 ym e mantida em freezer a - 20 °C (concentracdo de 20
Mg/mL). No teste foi utilizada uma concentracdo de 10 pg/mL dessa solugdo. Como

controle negativo foi utilizado DMSO 100% e estéril.

3.8.1.4. Preparo do meio de cultura e das cavidades

O meio de cultura utilizado no teste foi o agar batata dextrose preparado a
partir da base desidratada disponivel comercialmente (11,7 g do meio para 300 mL
de agua destilada). O meio recém-preparado foi autoclavado (121 °C por 15
minutos) junto com o restante do material usado no teste. Apds autoclavagem, o
material foi deixado secando em estufa a 40 °C.

Apds secagem das placas de Petri, o0 meio foi aquecido em microondas
(poténcia média de 2 em 2 minutos), esperou-se o meio resfriar até 45-50 °C e, sob

condicdes de assepsia, foi despejado 20 mL em placas de 100 x 10 mm.
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Apos solidificacdo do meio, foram feitas cavidades de 6 mm de didmetro no
agar com auxilio de bico de Bunsen e uma pipeta Pasteur limpa em alcool e
flambada na chama. As placas foram revestidas em filme de PVC e colocadas na

geladeira até a realizacdo do teste (Figura 30).

Figura 30 - Cavidades feitas no Agar Batata-Dextrose.

3.8.1.5. Preparo do inéculo

Solugao salina (0,9 g de NaCl para 100 mL de agua destilada) esterilizada em
autoclave foi utilizada para preparar os inéculos. No caso da levedura, o inéculo foi
feito raspando-se a superficie da massa fungica com uma alga de platina. Uma
porcao dessa massa celular foi transferida para um tubo com solugédo salina até a
turbidez coincidir com a da solugéo padrédo de Mc Farland 0,5.

No caso do fungo filamentoso, a solucdo salina foi vertida para o tubo

contendo o meio inoculado e uma suspenséo, cuja turbidez coincide com a solugao
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padrao de McFarland 0,5, foi preparada mexendo delicadamente o micélio com uma

alga de platina (Figura 31).

Figura 31 - Preparo do in6culo para fungos filamentosos.

3.8.1.6. Teste

Cada placa foi identificada com o nome do microrganismo e das amostras
correspondentes as cavidades.

Mergulhou-se um swab estéril no indculo recém preparado que foi esfregado
cuidadosamente em toda a superficie da placa com agar. Esse procedimento foi
repetido mais duas vezes, girando a placa a 60 ° cada vez, a fim de assegurar

uniformidade (Figura 32).
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Figura 32 - Inoculagdo do microrganismo na placa de Petri.

Com auxilio de um pipetador automatico, adicionou-se 50 pL da amostra
diluida em uma cavidade (Figura 33). Ao final, as placas foram revestidas
individualmente em filme de PVC e colocadas em superficie plana sem

movimentagé&o e deixadas a temperatura ambiente.

Figura 33 - Adigdo dos extratos na cavidade.
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3.8.1.7. Leitura das placas e interpretagcao dos resultados

A leitura foi feita verificando a presenca de uma zona de inibicao de
crescimento. A leitura ocorreu apds 48 horas para a levedura e apés cinco dias, para
o fungo filamentoso. Os halos foram medidos em milimetros usando uma régua
milimetrada. Os halos de inibicdo correspondem a area sem crescimento detectavel
a olho nu. No caso de crescimento discreto de coldnias dentro do halo de inibicao
evidente, o teste foi repetido e para as pequenas colbnias que continuaram
crescendo, apenas o halo livre de colbnias foi medido.

O teste de difusdo em agar foi feito pelo menos duas vezes em duplicata e os

resultados foram apresentados como a média da medida dos halos.

3.8.2. Teste de microdiluigao
Adotou-se a metodologia utilizada pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) para teste de diluicdo em caldo para fungos filamentosos (CLSI,

M38-A) e para leveduras (CLSI, M27-A2).

3.8.2.1. Microrganismos e periodo de crescimento para o teste

Para o teste de microdilui¢cdo foi utilizada uma cepa de Candida parapsilosis
da American Type Culture Collection (ATCC 22019) e oito isolados clinicos de
Trichophyton rubrum (CEMM 01-1-010, 02-6-066, 01-1-085, 01-5-020, 01-1-016, 02-
6-032, 01-5-030, 01-2-101) fornecidos pelo CEMM (Centro Especializado em
Micologia Médica) da Universidade Federal do Ceara. Os microrganismos foram
mantidos em agar batata dextrose inclinado a temperatura ambiente.

No periodo do teste foram realizadas subculturas (repique), mantidas em

temperatura ambiente, dos organismos para novo meio até alcangarem o periodo
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ideal para a realizagao dos testes (Tabela 13), ou seja, para obter estruturas jovens
e em fase de crescimento consistindo de micélios e conideos. Estes tubos foram
mantidos a temperatura ambiente e identificados com o nome do responsavel, data

e nome do meio de cultura, nome do microrganismo e numero da cepa.

Tabela 13 - Tempo aproximado de crescimento dos fungos para

preparo do inéculo no teste de microdiluigao

Cepas Tempo estimado de crescimento
Candida parapsilosis ATCC 22019 48 horas
Trichophyton rubrum 7 dias

3.8.2.2. Diluigao dos extratos

Os extratos foram diluidos em DMSO e homogeneizados em voértex até
dissolugdo completa. Os extratos que nao se dissolveram por agitacdo foram
mantidos por alguns minutos em banho-maria (temperatura de 40 °C) e colocados
novamente no voértex. Em seguida, esses extratos foram novamente diluidos em

meio RPMI até alcangarem uma concentragéo de 4000 pg/mL e DMSO < 5%.

3.8.2.3. Preparo dos controles

O controle positivo empregado no teste foi o antifungico Itraconazol utilizando
uma solucao estoque preparada a partir de Itraconazol dissolvido em DMSO, filtrado
em Millipore de 0,22 um e mantida em freezer — 20 °C (concentragdo de 1600
Mg/mL). A solucdo estoque foi, entdo, diluida em meio RPMI para alcangar uma

concentracéo de 64 pg/mL.
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Foi utilizada também a anfotericina B como controle positivo de Candida
parapsilosis. Utilizou-se uma solugcédo estoque preparada a partir de Anfotericina B
diluida em agua, filtrada com filtro Millipore de 0,22 um e mantida em freezer — 20 °C
(concentragdo de 1600 pg/mL). A solugéo estoque foi, entdo, diluida em meio RPMI
para alcangar uma concentracdo de 64 ug/mL.. Como controle negativo foi utilizado

DMSO diluido em RPMI em concentragao menor que 5%.

3.8.2.4. Preparo do meio de cultura
O meio de cultura utilizado no teste foi o meio RPMI 1640, preparado a partir
da base desidratada disponivel comercialmente (4,16 g para 400 mL de agua

deionizada)

Figura 34 - Filtracdo do meio RPMI 1640 tamponado com MOPS.

Com auxilio de um potencibmetro previamente calibrado, o meio foi
tamponado com acido 3-[N-morfolino]-propoanossulfénico (MOPS) 0,165 M (6,9 g

em 200 mL de agua deionizada) até alcangar pH 7,0. O meio de cultura ajustado foi
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esterilizado em cabine de fluxo laminar com auxilio de um sistema de filtragdo a
vacuo com membrana em ester de celulose e 0,22 ym de poro. O meio foi mantido a
4 °C até o momento do uso (Figura 34).

Para controle de esterilidade do meio RPMI, foram retiradas duas aliquotas
de aproximadamente 100 yL do meio recém-preparado, transferidas para tubo de
ensaio contendo caldo BHI. Os tubos foram colocados em estufa a 35 °C por 48h.
Apds esse periodo, caso ndo se verificasse crescimento de microrganismo, 0 meio

era liberado para uso.

3.8.2.5. Preparo do in6culo

Solugéo salina (0,9 mg de NaCl para 100 mL de agua destilada) esterilizada
em autoclave foi utilizada para preparar os in6culos. No caso da levedura, o indculo
foi feito raspando-se a superficie da massa fungica com uma alga de platina. Uma
porcdo dessa massa celular foi transferida para tubo com solucdo salina até a
turbidez coincidir com a da solucdo padrao de McFarland 0,5. Em seguida esse
in6culo foi diluido em meio RPMI em uma diluicao 1:100, seguida de outra diluigdo
de 1:20, resultando em uma concentracio de 5,0 x 10%a 2,5 x 10° células/mL..

No caso dos fungos filamentosos, a solu¢ao salina foi vertida para o tubo
contendo o meio inoculado, a superficie fungica foi raspada até a turbidez coincidir
com a solu¢do padrdo de McFarland 0,5 e o in6culo foi transferido para o tubo
original. Esse in6culo é diluido em meio RPMI em uma diluigdo de 1:5, resultando

em uma concentracgdo de 1,0 x 10°a 5,0 x 10° células/mL.
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3.8.2.6. Teste

Em cabine de fluxo laminar, foram distribuidos 100 yL do meio RPMI em
todos os pogos de uma microplaca de 96-pocos e fundo redondo. Em seguida, foram
distribuidos 100 yL das amostras (extratos e controle positivo) apenas nos primeiros
pocos da placa. Foram feitas diluicdes seriadas com auxilio de uma pipeta

multicanal em escala 1:2 até o antepenultimo pogo de cada coluna. Os 100 uL

residuais foram descartados (Figura 35).
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Figura 35 - Diluicao seriada das amostras.

Por fim, 100 pL da suspenséo fungica foram distribuidos em todos os pogos,
com excegdo do ultimo pogo que continha apenas meio de cultura e foi destinado
para o controle de esterilidade do meio RPMI. O antepenultimo po¢o apenas com
meio e microrganismo foi destinado para controle de crescimento fungico. As placas

foram tampadas, seladas com filme PVC e incubadas em estufa a 37 °C.
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3.8.2.7. Leitura das placas e interpretagcao dos resultados

A leitura foi feita verificando a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
visualmente, ou seja, verificando a olho nu a menor concentragdo das amostras
capaz de inibir o crescimento do microrganismo.

Essa leitura é feita ap6s 48h para as leveduras e apos 5 dias para os fungos
filamentosos. No caso dos controles positivos azoélicos, verificou-se a concentragéo
do farmaco capaz de inibir 80% do crescimento fungico. Ja para a anfotericina B e
para os extratos, verificou-se a menor concentracdo capaz de inibir 100% do
crescimento fungico. Os testes foram realizados pelo menos duas vezes em
duplicata. Calculou-se, entao, a média geométrica dos valores de CIM e determinou-

se a CIM modal.

3.9. Andlise estatistica

Para comparar os didmetros dos halos de cada concentracdo (20, 10 e 5
mg/mL) do extrato e ainda para comparar os didmetros do halo formado por todos os
extratos considerando cada concentracdo individualmente, foi utilizado ANOVA nao
paramétrica (Teste H de Kruskal-Wallis), pois as pressuposi¢cdes da ANOVA néao
foram assumidas (Teste de Normalidade de Shapirowilk com p < 0,05). O post hoc
teste escolhido foi o teste de Dunn. As analises foram feitas no programa SPSS

versao 14.0.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 66 extratos obtidos a partir de 16 espécies, pertencentes a 11 familias
diferentes, 4 apresentaram atividade para C. albicans e 17 para T. rubrum na
concentracédo de 20 mg/mL no teste de difusdo em agar. O controle negativo, DMSO
100%, nao interferiu no teste visto que ndao formou nenhum halo quando testado
puro. E o controle positivo Itraconazol, na concentragédo de 10 pg/mL, formou halos
de 17 e de 25 mm para C. albicans e T. rubrum respectivamente. Os extratos
testados de oito plantas ndo apresentaram qualquer atividade sobre os dois fungos.
Sao elas: Annona crassiflora, Arrabidaea florida, Cybistax antisyphilitica,
Himatanthus obovatus, Pouteria gardneri, Pouteria ramiflora, Pouteria torta e
Serjania lethalis (Tabela 14).

Dos quatro extratos ativos sobre C. albicans, apenas o extrato etandlico da
casca do caule de Tabebuia caraiba nao foi ativo também para T. rubrum. Os
extratos hidroalcodlico da raiz de Calophyllum brasiliense, diclorometanico da
madeira da raiz de Kielmeyera coriacea e hexanico da folha de Renealmia alpinia
foram os uUnicos que apresentaram alguma atividade para ambos os fungos. Além
disso, é possivel perceber que os halos formados para C. albicans foram pequenos
e bem menores do que aqueles formados para T. rubrum.

Alguns estudos ja mostraram resultados semelhantes, pois extratos que
apresentam atividade para dermatéfitos mostram-se inativos ou com menor
atividade para espécies de Candida. Inclusive, sugere-se que compostos
antidermatéfitos tenham mecanismo de acgéo diferente dos compostos anticandida

(ALI-SHTAYEH; GHDEIB, 1999; FONTENELLE et al., 2007).
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Tabela 14 - Resultados do teste de difusao em cavidade para os 66 extratos.

Extratos (20 mg/mL)

rubrum

Diametro dos halos de inibigdo (mm)

Candida albicans Trichophyton

Annona crassiflora
F2, h°
F,e
Arrabidaea florida
F,h
F,e
Byrsonima crassa
CC, sh
CC,d
CC,h
CR, h
Calophyllum brasiliense
F, sh
CC,h
CC, sh
CR, h
CR, d
CR, sh
MC, sh
R, sh
Casearia sylvestris var. lingua
F,h
F,e
Cybistax antisyphilitica
F,h
F,e
Himatanthus obovatus
F,h
F,e
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Kielmeyera coriacea
F, sh
Fr, h
Fr, sh
CC,d
CC, sh
CR, h
CR, d
MC, h
MC, d
MR, d
Pouteria gardneri
Rz, h
Pouteria ramiflora
MC, h
Pouteria torta
F,d
MC, e
MR, h
Renealmia alpinia
F, h
F,e
Rz, h
Rz, d
Rz, sh
Schinus terebinthifolius
F, h
F,d
F, sh
C, sh
CR, h
CC, h
CC,d
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CC, sh - 10
MC, d - -
MR, sh - -
Serjania lethalis

F,h - -

F,e - -

Stryphnodendron adstringens

F,h - 30

F,d - -

F, sh - -
CC,d - -
CC, sh - 8
CR, h - -
MC, sh - -

Tabebuia caraiba

CC,E 8 -
CC, h - -
MC, h - 10
MC, D - 33
MC, e - -
ltraconazol 17 25
DMSO - -

® F: Folha; CC: Casca do caule; CR: Casca da raiz; MC: Madeira do caule; R: Raiz (Madeira +
Casca); Fr: Fruto; MR: Madeira da raiz; Rz: rizoma; C: Caule (Madeira + Casca). ® h: hexano; d:
diclorometano e: etanol; sh: solugdo hidroalcodlica 90%. © IT: Inibicdo total. ¢ -: nZo inibiu o
crescimento fungico (halo de 0 mm).

Dos 17 extratos ativos sobre T. rubrum, 5 apresentaram excelente atividade,
mostrando halos préximos ou até maiores aos do controle positivo. Inclusive, o
extrato hexanico das folhas de Renealmia alpinia foi capaz de inibir o crescimento do

fungo na placa toda (Figura 36). Sendo assim, esses 5 extratos foram escolhidos

para dar prosseguimento ao estudo com o T. rubrum.
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(e)

Figura 36 - Zonas de inibicdo de crescimento sobre T. rubrum (CEMM 01-4-021)
formadas pelos extratos a 20 mg/mL (a) Kielmeyera coriacea MC, d; (b) Kielmeyera
coriacea MR, d; (c) Renealmia alpinia F, h; (d) Stryphnodendron adstringens F, h; (e)
Tabebuia caraiba MC, d (MC: madeira do caule, MR: madeira da raiz, F: folha, d:

diclorometano, h: hexano).

Primeiramente, foi feita a diluigdo seriada em agar a partir das concentragbes
de 20, 10 e 5 mg/mL dos extratos diclorometanicos da madeira do caule e da
madeira da raiz de Kielmeyera coriacea, hexanico da folha de Renealmia alpinia,
hexénico da folha de Stryphnodendron adstringens e diclorometanico da madeira do
caule de Tabebuia caraiba. Em todas as concentragbes avaliadas, houve a formagéo
da zona de inibicdo de crescimento para todos os extratos testados, mostrando uma
relacdo diretamente proporcional entre concentragdo e tamanho do halo, ou seja,

quanto maior a concentragdo, maior o didmetro do halo (Figura 37).
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Concentracdo
e B 5 mgml
B 10 ma'mL
O 20 mg/mL

80-

Diametro do halo (mm)

KC MC KC MR RA SA TC
EXTRATOS

Figura 37 - Diédmetros dos halos formados pelos diferentes extratos nas
concentragcdes de 5, 10 e 20 mg/mL sobre T. rubrum (CEMM 01-4-021) (KC MC:
Kielmeyera coriacea madeira do caule diclorometano. KC MR: Kielmeyera coriacea
madeira da raiz diclorometano. RA: Renealmia alpinia folha hexano. SA:
Stryphnodendron adstringens folha hexano. TC: Tabebuia caraiba madeira do caule

diclorometano).

Considerando cada extrato individualmente, as andlises estatisticas (Tabela
15) mostram que, exceto as concentragbes de 20 e 10 mg/mL de R. alpinia que
foram iguais, inibindo completamente o crescimento fungico, todas as concentragbes

foram estatisticamente diferentes entre si.
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Em cada concentracdo testada, o extrato de Renealmia alpinia apresentou
atividade significativamente superior aos demais extratos (Tabela 15). Nas
concentracbes de 20 e 10 mg/mL, os extratos de T. caraiba, S. adstringens e
madeira da raiz de K. coriacea apresentaram o mesmo potencial de acgao
antifungico, formando halos com didmetros estatisticamente iguais. Apenas na
concentracdo de 5 mg/mL que os halos formados por esses trés extratos foram
estatisticamente diferentes. Com o extrato de T. caraiba apresentando o maior halo

e o de S. adstringens o menor (Tabela 15).

Tabela 15 - Diluicdo seriada de extratos ativos sobre Trichophyton rubrum
(CEMM 01-4-021) pelo método de difusdo em cavidade.

Halos de inibigao (mm) * desvio padrao

Concentracao dos extratos (mg/mL)

Extratos 5 10 20
Kielmeyera coriacea 7,25+0,5% 18 + 0,82°4 23,25 +0,5%
MC', d?
Kielmeyera coriacea 1525+1,26% 25,75+0,5% 33+2,45%
MR, d
Renealmia alpinia 27,25 + 1,26 2 T3 IT °c
F,h

Stryphnodendron adstringens 8,75+ 0,5, 23,25+1,26%  30,5+0,58%

F,h
Tabebuia caraiba 21+1,41% 27,75+2,06% 32,25+287%

MC, d

" MC: madeira do caule, MR: madeira da raiz, F: folha. ? d: diclorometano, h: hexano.® IT:
inibicdo total. Letras maiusculas representam a diferenca estatistica entre os diferentes
extratos em cada concentragéo testada (p < 0,05). Letras minusculas representam diferenca

estatistica de um mesmo extrato nas diferentes concentragdes testadas (p < 0,05).
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Em seguida esses mesmos extratos tiveram a CIM calculada por
microdiluicdo partindo-se da concentragdo de 1 mg/mL no primeiro pogo (Tabela 16).
O controle de qualidade feito com a cepa ATCC de C. parapsilosis mostrou CIM de
0,5 pg/mL para anfotericina B em todas as repeti¢cbes do teste, valor dentro da faixa

recomendada pelo CLSI M27-A2 (1-0,25 ug/mL).

Tabela 16 - Concentragao inibitéria minima (CIM) dos 5 extratos ativos sobre

diferentes isolados clinicos de T. rubrum pelo método da microdiluigao.

CIM (pg/mL)
Isolados clinicos Extratos
Trichophyton rubrum KC MC KC MR RA SA TC Itraconazol
CEMM 01-1-010 156,25 78,12 19,53 78,12 78,12 0,25
CEMM 02-6-066 156,25 78,12 19,53 78,12 78,12 0,25

CEMM 01-1-085 156,25 78,12 19,63 78,12 78,12 0,125
CEMM 01-5-020 78,12 39,06 19,63 78,12 78,12 0,125
CEMM 01-1-016 156,25 78,12 19,63 78,12 156,25 0,25
CEMM 02-6-032 156,25 156,25 19,53 78,12 78,12 0,125
CEMM 01-5-030 312,5 156,25 39,06 156,25 156,25 0,031
CEMM 01-2-101 312,5 78,12 39,06 156,25 156,25 0,50
Média Geométrica 170,39 85,19 23,23 92,90 101,31 0,16

CIM modal 156,25 78,12 19,53 78,12 78,12 0,25e0,125

KC MC: Kielmeyera coriacea madeira do caule diclorometano. KC MR: Kielmeyera coriacea madeira
da raiz diclorometano. RA: Renealmia alpinia folha hexano. SA: Stryphnodendron adstringens folha

hexano. TC: Tabebuia caraiba madeira do caule diclorometano.
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Considerando os didmetros dos halos na concentragcdo de 5 mg/mL, os
valores de CIM e o didmetro dos halos ndo mostraram uma relagéo inversamente
proporcional, visto que o0s extratos que apresentaram maior halo nessa
concentracédo nao tiveram o menor CIM. O extrato de T. caraiba, por exemplo,
apresentou o segundo maior halo, entretanto, sua média geométrica foi maior do
que os extratos de S. adstringens e K. coriacea madeira da raiz. Tal fato pode ser
explicado pela diferenca na sensibilidade dos isolados de T. rubrum e ainda pela
diferenca na sensibilidade dos métodos de susceptibilidade antimicrobiana. Em
geral, o teste de microdiluicdo € mais sensivel do que o teste de difusdo em
cavidade (HADACEK; GREGER, 2000).

A Kielmeyera coriacea € uma planta bastante utilizada na medicina tradicional
brasileira, inclusive para o tratamento de doencas infecciosas e oportunistas (AUDI
et al., 2002). Diferentes estudos ja foram feitos com a raiz dessa planta, um deles
demonstrou sua atividade anti-ulcerogénica e muitos outros indicaram atividade
antidepressiva e ansiolitica, semelhante a outra planta da mesma familia o
Hypericum perforatum, comercializada para este fim. Além disso, uma analise in vivo
feita com o extrato diclorometanico da raiz da planta, o mesmo extrato testado no
presente trabalho, verificou que ela ndo apresenta toxicidade em doses agudas e
administracao continua (GOULART et al., 2007; OBICI et al., 2008).

Analises fitoquimicas de extratos de Kielmeyera coriacea resultaram no
isolamento de uma grande variedade de xantonas, além de triterpenos e compostos
bifenilicos (CORTEZ et al., 1999; OBICI et al., 2008). Inclusive, varias xantonas e
compostos bifenilicos isoladas de extratos diclorometanicos de folhas e raiz (Figura
43) apresentaram atividade antifungica sobre Cladosporium cucumerinum e Candida

albicans pelo método da bioautografia (10 ug), e antimicrobiana Bacillus subtilis e
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Staphylococcus aureus (CORTEZ et al., 1998; CORTEZ et al., 2002). Outro estudo
verificou que o extrato hidroalcodlico da raiz da planta é capaz de agir no
metabolismo energético de camundongos por meio de alteragcbes na funcgéo
mitocondrial. Essa agéo poderia explicar a acao antiprotozoaria e antifungica da

planta (ZAGOTO et al., 2006).

OCH,3
H
OH H o
|
OCH; OH
OCH, O
(1) Aucuparina (2) 2-hidroxi-1-metoxixantona
H
OCH, HO o
OH o
| OH
OCHs HO Q
H o (

(3) 3-hidroxi-2,4-dimetoxixantona  ( 4) 1,3,7-trihidroxi-2-(3-metilbutut-2-enil)xantona

OH
0 0 OH

HO 0
(5) Jacareubina

Figura 38 — Xantonas (2 a 5) e composto bifenilico (1) isolados dos extratos
diclorometanicos de folhas e raiz de Kielmeyera coriacea com atividade antifungica.

Fonte: Cortez et al., 1998.
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No estudo presente o extrato diclorometanico da madeira da raiz dessa planta,
assim como indicado na literatura, apresentou atividade antifungica sobre Candida
albicans e também sobre o dermatdfito 7. rubrum. O halo formado para a levedura
na maior concentracéo testada foi muito pequeno, de apenas 10 mm, diferente do
halo formado para o fungo filamentoso, de 33 mm, maior até que o halo de 25 mm
do controle positivo, o Itraconazol (Tabela 14). Além desse, o0 extrato
diclorometanico da madeira do caule e o hidroalcodlico da casca do caule de
Kielmeyera coriacea também apresentaram atividade sobre T. rubrum, mas nao
sobre C. albicans. Este apresentou uma atividade moderada, formando um halo de
16 mm. Aquele apresentou um halo maior de 23,25 mm, proximo ao tamanho do
halo formado pelo Itraconazol (Tabelas 14 e 15).

Dessa forma, calculou-se a CIM para os dois extratos diclorometanicos
citados acima. A média geométrica da CIM para o extrato da madeira raiz foi de
85,19 pg/mL, sendo a CIM modal de 78,12 pg/mL. Como era esperado, tendo em
vista o resultado do teste de difusdo, a média geométrica do extrato de madeira do
caule foi maior do que a do extrato da madeira da raiz, com valor de 170,39 ug/mL e
CIM modal de 156,25 ug/mL. Dos cinco extratos que tiveram a CIM calculada, o
extrato diclorometanico da madeira do caule de Kielmeyera coriacea foi o menos
ativo.

O género Tabebuia é utilizado pela medicina tradicional no Brasil, inclusive
para o tratamento de sinais e sintomas relacionados a infec¢des fungicas, bem como
para outras enfermidades como laxativos, diuréticos, antiinflamatérios e
antibacterianos (FENNER et al., 2006; PARK et al., 2003). Varias plantas do género

Tabebuia ja demonstraram atividade citotoxica e antitumoral, importante atividade
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antioxidante, atividade inibitéria na producdo de 6xido nitrico e atividade moluscicida
(AWALE et al., 2005; PARK et al., 2003; SILVA et al., 2007).

A Tabebuia impetiginosa e T. avellanedae sdo conhecidas pela atividade
antibacteriana (MACHADO et al.,, 2003; CORDEIRO et al., 2006). Algumas
naftoquinonas e derivados ja foram isoladas dessas espécies e apresentaram
atividade sobre Helicobacter pylori e bactérias resistentes aos antibidticos
convencionais (PARK et al., 2006; PEREIRA et al., 2006). Do extrato da casca do
caule de T. aurea foram identificados: p-sistosterol, metilcinamato, etil p-hidroxi-
cinamato, acido betulinico, acido veratrico, 3,4°,5-trihidroxi-7-metoxi flavona, que,
com excegéao do acido betulinico, mostraram-se ativos sobre S. aureus e E. faecalis.
Além disso, o composto etil p-hidroxi-cinamato foi ativo para a Gram-negativa E. coli
e o fungo C. albicans (BARBOSA FILHO et al., 2004).

Outros estudos avaliando a atividade antifungica mostraram que extratos de
T. ochracea, T. obtusifolia, T. serratifolia e da propria T. caraiba ndo foram ativos nas
condi¢des estudadas (AGRIPINO et al., 2004, ALVES et al., 2000). No entanto, o
estudo feito com a T. caraiba foi realizado por meio da bioautografia com o fungo C.
sphaerospermum e os extratos ndo foram especificados.

A familia Bignoniaceae, na qual a T. caraiba se encontra, € muito conhecida
pela variedade de flavondéides que apresenta, com predominancia de flavonas em
relacdo aos flavondis. A T. caraiba, ao contrario, apresenta predominancia de
flavondis (BLATT et al., 1996; BLATT et al., 1998). Analises fitoquimicas do género
Tabebuia ja identificaram também, principalmente no caule da planta, a presenca de
naftoquinonas, furanonaftoquinonas, quinonas, derivados benzaldeidos e
ciclopenteno dialdeidos (PARK et al., 2003). Além disso, triterpenos e iridbides ja

foram isolados da casca do caule de Tabebuia caraiba (SOARES et al., 2006).
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No presente estudo, trés extratos de Tabebuia caraiba apresentaram alguma
atividade. O extrato etandlico da casca do caule apresentou um halo de 8 mm sobre
C. albicans. Enquanto os extratos diclorometanico e hexanico da madeira do caule
foram ativos sobre T. rubrum. O primeiro apresentou um halo de 32, 25 mm, maior
até que o halo do Itraconazol (25 mm), e o segundo um halo menor de 10 mm
(Tabelas 14 e 15). O extrato diclorometénico da madeira do caule foi avaliado pelo
método da microdiluicdo e apresentou como média geométrica da CIM sobre os
diferentes isolados clinicos de T. rubrum 101,31 ug/mL e CIM modal de 78,12
pg/mL. (Tabela 16).

Membros da familia Zingiberaceae sdo muito utilizados tradicionalmente no
tratamento de infec¢des fungicas, inclusive a Renealmia alpinia (FENNER et al.,
2006, FICKER et al., 2003). As plantas Alpinia galanga, Curcuma zedoaria e
Zingiber purpureum, pertencentes a essa familia ja foram avaliadas quanto ao seu
potencial antifungico e extratos etandlicos do rizoma dessas plantas mostraram
pronunciada atividade sobre fungos filamentosos e leveduriformes, incluindo fungos
resistentes (FICKER et al., 2003).

A Renealmia alpinia € bastante estudada quanto aos seus constituintes
quimicos. Do oOleo essencial das folhas dessa planta foram identificados 35
componentes, entre eles B-cariofileno, B-pineno e espatulenol (MAIA et al., 2007). Ja
foram também identificados terpenos da oleoresina das sementes, entre eles
monoterpenos e diterpenos labdanos (LOGNAY et al., 1991). Nao s6 da semente,
mas também do extrato de acetato de etila das folhas foram isolados varios
diterpenos labdanos (YANG et al., 1999, ZHOU et al., 1997).

Dos cinco extratos testados de Renealmia alpinia apenas o extrato etandlico

da folha ndo apresentou nenhuma atividade. Os extratos hexanico, diclorometanico

- 180 -



e hidroalcodlico do rizoma formaram halos de 17, 16 e 11 mm, respectivamente,
sobre T. rubrum e nao foram ativos para C. albicans.

O extrato mais ativo sobre T. rubrum, inclusive quando comparado com todos
os outros extratos testados, foi o hexanico da folha, que inibiu completamente o
crescimento desse fungo tanto na concentragcéo e 20 como na de 10 mg/mL (Tabela
15). Sua atividade para C. albicans foi incipiente, pois formou um pequeno halo de 9
mm (Tabela 14). A CIM desse extrato foi a menor de todos os outros testados,
sendo capaz de inibir o crescimento do fungo filamentoso a uma concentracéo de
19,53 pg/mL (Tabela 16).

O Stryphnondendron adstringens, conhecido como barbatimdo, é utilizado
como planta medicinal no Brasil para o tratamento de feridas, diarréia e hemorragia.
Existem também relatos na medicina tradicional de seu potencial antifungico e
antiviral (FENNER et al., 2006; MUKHTAR et al., 2008; YOKOSUKA et al., 2008).
Existem estudos mostrando que extratos da casca do caule dessa planta possuem
atividade antibacteriana, anti-ulcerogénica e antiinflamatéria (AUDI et al., 2004,
FALCAO et al., 2008; LIMA et al., 1998).

O Stryphnondendron adstringens é conhecido pela variedade de taninos que
possui (YOKOSUKA et al., 2008), abrangendo prodelfinidinas, prorobinetidinas e
outras proantocianidinas (MELLO et al., 1996; MELLO et al., 1999). Do extrato
acetona/agua (7:3) da casca do caule dessa planta, foi feita uma particdo com
acetato de etila e agua para obter uma fracdo aquosa na qual se verificou a
presenca de taninos e acido galico. Essa fracdo apresentou uma importante
atividade sobre Candida albicans, com média geométrica da CIM de 4,07 pg/mL.
Esse estudo também mostrou que essa fragdo foi capaz de provocar alteragdes

morfolégicas nas células fungicas, aumentar a capacidade de internalizacéo dessas
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células por macrofagos e também diminuir sua capacidade de aderéncia (ISHIDA et
al., 2006).

Entretanto, o mesmo extrato acetona/agua (7:3) da casca do caule de
Stryphnondendron adstringens apresentou toxicidade em camundongos quando
administrado por um periodo prolongado (REBECCA et al., 2002). O extrato
metandlico das partes aéreas dessa planta, por sua vez, ndo foi ativo para
Cladosporium sphaerospermum 100 ug em bioautografia (ALVES et al., 2000).

Diferentemente do encontrado na literatura, os extratos da casca do caule de
Stryphnondendron adstringens nao foram ativos para Candida albicans e apenas o
extrato hidroalcodlico formou um halo muito pequeno, de 8 mm, sobre T. rubrum
(Tabela 14). Certamente, a atividade relatada na literatura relaciona-se aos
compostos extremamente polares, presentes em extratos aquosos da casca do
caule de S. adstringens. Nesse estudo, foi o extrato hexanico da folha que foi
bastante ativo para o dermatéfito. A CIM foi de 92,90 ug/mL, com CIM modal de
78,12 ug/mL (Tabela 16). Esse extrato foi o terceiro mais ativo dos cinco testados.

O extrato hidroalcodlico da raiz de Calophyllum brasiliense apresentou
também uma boa atividade antifungica, formando halos de 10 e 17 mm para C.
albicans e T. rubrum respectivamente ( Tabela 14). Essa planta € a mais estudada
do género e varias substancias ja foram isoladas, mostrando que a composi¢cao
quimica é distinta para cada parte da planta. Entre as substancias isoladas incluem-
se compostos aromaticos, flavonoides, taninos, xantonas e cumarinas (NOLDIN et
al., 2006). O C. brasiliense, assim como outras espécies desse género, ja foi
estudado quanto a atividade bacteriana (DHARMARATNE et al., 1999; SAKAGAMI
et al., 2002). Seu extrato hexanico da folha, e metanol/ acetona da madeira do caule

mostram atividade sobre E. coli e S. aureus, e a partir desses dois extratos foram
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isoladas uma cumarina, um triterpenos e algumas xantonas que apresentaram
excelente atividade sobre S. aureus resistente a meticilina (YASUNAKA et al., 2005).

As plantas Schinus terebinthifolius e Annona crassiflora apresentam relatos
na literatura de atividade antifungica. No presente trabalho, entretanto, a atividade,
quando houve, foi muito baixa. No caso da Annona crassiflora, um estudo com o
extrato etandlico de suas folhas mostrou valores de CIM de 64 pg/mL para 90% das
cepas de C. albicans testadas (SILVA et al., 2001b). Um estudo feito com o extrato
etandlico das folhas de Schinus terebinthifolius foi ativo sobre Candida glabrata e
Sporothrix schenckii (JOHANN et al., 2007) e outro, com esse mesmo extrato,
verificou atividade sobre C. albicans e C. neoformans (BRAGA et al., 2007b). O éleo
essencial das partes aéreas desta planta exibiu atividade fungicida sobre
Trichophyton longifusus (MOUSTAFA, 2007).

A maioria dos extratos testados apresenta uso popular sobre algum tipo de
infecgdo fungica, portanto, era esperado que um maior numero de extratos fosse
ativo e, principalmente, um maior numero de extratos polares. Algumas explicagdes
para essa variagdo podem ser mencionadas como a concentragdo dos extratos
utilizada nos testes, os solventes empregados na extracéo, a idade da planta, o local
de coleta, entre outros. Um estudo feito avaliando o potencial antifungico da cera
epicuticular da folha da planta Caryocar brasiliensis mostrou que a coleta da planta
no més de margo gerava resultados diferentes quando comparado com a coleta no
més de outubro (PASSOS et al., 2002). No presente estudo, como nao foram feitos
extratos de todas as partes das plantas, nem utilizando todas as polaridades de
solventes, um resultado negativo ndo significa necessariamente auséncia de

atividade antifungica das espécies estudadas. Além disso, assim como alguns

- 183 -



medicamentos, as plantas medicinais podem ter atividade mais potente in vivo do
que in vitro (NDIP et al., 2007).

Os melhores resultados encontrados nesse trabalho referem-se a extratos
diclorometanico e hexanico. Apesar desses solventes ndao serem utilizados no
preparo de “remédios” tradicionais, varias substancias antifungicas potentes ja foram
isoladas de extratos apolares (RAHMAN et al., 2005; THOUVENEL et al., 2003).
Dessa forma, ndo se limita apenas a uma parte das substancias quimicas que a
planta possui e explora-se toda a variedade de metabdlitos secundarios produzidos
por ela.

Neste estudo, a triagem dos extratos foi feita na concentragdo de 20 mg/mL
utiizando o método de difusdo em &agar. Existem autores que questionam a
utilizacdo de concentracbes altas (RIOS; RECIO, 2005). Entretanto, os resultados
aqui citados e outros trabalhos mostram que extratos triados pelo método de difuséo
em agar em altas concentragdes, podem sim apresentar valores de CIM baixos.
Esse fato pode ser explicado pela natureza apolar de muitos extratos que quando
testados pelo método de difusdo ndo se difundem bem no agar polar, limitando a

formacao do halo (BRAGA et al., 2007b; FONTENELLE et al., 2007).
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CONCLUSAO
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5. CONCLUSAO

A triagem realizada com extratos do Banco de Extratos de Plantas do Bioma
Cerrado (Laboratério de Farmacognosia/UnB) sobre os fungos patogénicos Candida
albicans e Trichophyton rubrum permitiu selecionar os extratos diclorometanicos da
madeira do caule e da madeira da raiz de Kielmeyera coriacea, hexanico da folha de
Renealmia alpinia, hexanico da folha de Stryphnodendron adstringens e
diclorometanico da madeira do caule de Tabebuia caraiba. Esses extratos nao
apresentaram atividade importante sobre C. albicans, entretanto, revelaram
importante atividade sobre o dermatdfito, sendo capaz de inibir esse fungo com
concentragbes que variam entre 170,39 e 23,23 ug/mL. Atividade essa considerada
importante, visto que se trata de extratos ainda brutos, contendo inumeras moléculas
e, assim, provavelmente ap6s o isolamento da substancia ativa, a CIM sera ainda
menor. Esses resultados confirmam a importancia dos metabdlitos secundarios de
plantas terrestres na busca de moléculas ativas e abrem perspectivas para encontrar
medicamentos de origem vegetal para o tratamento de infec¢des fungicas.

Extratos de plantas do Cerrado, especialmente o extrato hexanico da folha de
Renealmia alpinia, sao de particular interesse como fonte de novos agentes para o
tratamento de infec¢cdes dermatofiticas. Dessa forma, uma investigacdo mais
profunda, com isolamento de substancias e analise sobre outras espécies fungicas,

permitiria uma melhor investigagdo da susceptibilidade dos dermatofitos.
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6. PERSPECTIVAS

Isolar e elucidar a estrutura quimica das substancias dos extratos ativos sobre
T. rubrum.

Avaliar a atividade dos extratos ativos e das substancias isoladas sobre
outras espécies de dermatofitos.

A partir da metodologia aprendida, verificar atividade antifungica de
substancias isoladas de plantas do Nordeste fornecidas pelo Departamento
de Quimica Orgéanica da Universidade Federal do Ceara.

Aperfeicoar o trabalho com fungos no laboratério de Farmacognosia da
Universidade de Brasilia.

Firmar novas colaboragdes.
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