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RESUMO

O panorama mundial das infec¢Bes fangicas € preocupante, uma vez que tem sido
observado um aumento do numero de infeccbes, o surgimento de cepas resistentes aos
medicamentos disponiveis e a toxicidade intrinseca desses medicamentos. Diante desse
quadro faz-se necesséario a busca de novos agentes terapéuticos. O estudo de plantas da
medicina tradicional do Cerrado representa uma fonte importante de moléculas inovadoras
para o tratamento de diversas doencas, incluindo as infeccbes fangicas. Desse modo, o
presente trabalho, a partir da ethomedicina avaliou o potencial antifingico de extratos de
plantas do Cerrado. Em uma triagem inicial foram testados 81 extratos de 14 espécies de
plantas sobre os isolados clinicos de fungos dermatdfitos Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum gypseum, Microsporum canis e sobre as leveduras Candida
albicans ATCC 10231 e Candida parapsilosis ATCC 22019, sendo encontrados 27 extratos
ativos. Foram selecionados 8 extratos com halos de inibicdo = 28 mm de diametro para a
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) sobre 10 fungos filamentosos e 8
leveduras. Sendo encontrada potente atividade antifingica, com valores de CIM entre 125 e
0,24 pg/mL. Os extratos mais ativos foram etandlico e acetato de etila da casca do caule, e
etandlico da madeira do caule e folha de Terminalia fagifolia; etanélico da madeira do caule
e da madeira da raiz de Zanthoxylum rhoifolium; acetato de etila da madeira da raiz de
Diospyrus hispida e acetato de etila da casca do caule de Vismia decipiens. O
fracionamento cromatografico biomonitorado desses extratos ativos podera permitir o
isolamento de potentes compostos antifiingicos. Esse estudo mostra a importancia da

pesquisa de extratos de plantas do Cerrado aliado a de sua preservacao.

Palavras-chave: Atividade antifungica, Cerrado, Medicina Tradicional, Terminalia fagifolia,

Zanthoxylum rhoifolium, Diospyrus hispida, Vismia decipiens.



ABSTRACT

The worldwide distribution of fungal infections is related to an increasing number of cases,
development of drug resistance, and intrinsic drug toxicity. In view of these problems, the
search for new therapeutic agents is an urgent need. Cerrado plants used in traditional
medicine are important sources of novel molecules for several diseases, including fungal
infections. This study evaluated the antifungal potential of Cerrado plant extracts obtained
from local ethno-medicine. 81 extracts from 14 plant species were screened for antifungal
activity against isolated clinical strains of Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum gypseum, Microsporum canis, Candida albicans ATCC 10231
and Candida parapsilosis ATCC 22019. 8 extracts demonstrated inhibition zones = 28 mm
and minimal inhibition concentrations between 125 and 0,24 pg/mL. The extracts which
demonstrated the most antifungal activity were: ethanolic and ethyl acetate extracts from
stem bark, ethanolic extract from the wood and leaves of Terminalia fagifolia; ethanolic
extract from the stem bark and root wood of Zanthoxylum rhoifolium; ethyl acetate extract
from the root wood of Diospyrus hispida; and acetate extract from the stem bark of Vismia
decipiens. Bioguided chromatographic fractionation of these extracts will enable the isolation
of antifungal compounds. This work shows the research importance of Cerrado molecules to

treat antifungal diseases and the need to preserve this biome.

Key words: Antifungal activity, Cerrado, Traditional Medicine, Terminalia fagifolia,

Zanthoxylum rhoifolium, Diospyrus hispida, Vismia decipiens.
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1- INTRODUCAO

1.1- IMPORTANCIA DOS FUNGOS

Os fungos desempenham papel de grande importancia no equilibrio da
natureza. Sao importantes aliados do processo de decomposicdo, em especial a
decomposicdo de vegetais (GHIZELINI et al.,2006). Tal atividade é exercida
principalmente por suas enzimas extracelulares, como as celulases e pectinases que
degradam estruturas rigidas de plantas, que ndo sdo digeridas por outros animais
(STAMFORD et al.,, 1998). Os fungos se associam a outros seres, e auxiliam o
desenvolvimento de espécies. Um exemplo € as micorrizas, simbiose entre plantas e
fungos, que auxilia a planta a absorver minerais e agua do solo (PEREIRA et
al.,1996).

Para o homem, os fungos também s&o uteis, em especial no que concerne a
alimentacdo. Os fungos sao utilizados na alimentacdo humana ha cerca de 4000
a.C., na producéo da cerveja e do pao, por meio do processo de fermentacéo e in
nature como o uso de cogumelos (CARVALHO et al., 2006). Outros alimentos como
gueijo, gorgonzola, roquefort e camembert, e o vinho também séo produzidos com a
utilizacao de fungos (SBAMPATO et al., 2000).

Alguns fungos habitam o ser humano de forma pacifica, compondo a
microbiota residente da epiderme e de mucosas, mas podem gerar infec¢cdes no
homem (ASSIS et al., 1984; ROCHA et al., 1987). Ao longo dos ultimos anos tem se
observado um aumento no numero de infec¢cdes ocasionadas por fungos. Tais
infeccbes acometem principalmente pessoas que apresentam 0 Sseu sistema
imunoldgico deprimido ou debilitado, em especial portadores da Sindrome da Imuno
Deficiéncia Adquirida (SIDA), ou transplantados (VAZQUEZ, 2000; PAYA, 2000).
Nestes pacientes, a infeccéo é categorizada oportunista, e pode levar a morbidade e
mortalidade (TORTORA et al.,, 2002). Além do aumento no numero de infeccoes,
tem-se 0 incremento das cepas resistentes aos recursos farmacoterapéuticos
existentes no mercado, o que agrava o quadro existente (CANUTO; RODERO,
2002; MATTA et al., 2007).
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1.2- CARACTERISTICAS DOS FUNGOS E CLASSIFICACAO ESTRUTURAL

Os fungos sdo seres eucaridticos, ou seja, 0 seu material genético é envolto
por uma membrana, assim como as células humanas. Outra similaridade é o seu
metabolismo, sendo seres, em sua maioria, quimio-heterotréficos. Apresentam
parede celular rica em glicanas, mananas e quitina. Os fungos desenvolvem-se
formando colonias e em termos estruturais sao divididos em filamentosos e
leveduras (TORTORA et al., 2002).

1.2.1- Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos sdo formados a partir de estruturas de frutificacdo que
germinam dando origem a tubo germinativo que crescem, formando as hifas ou
filamentos. (TORTORA et al., 2002).

As hifas podem ser septadas ou ndo, sendo essa Ultima denominada hifa
cenocitica. O septo serve para promover a individualizagdo das células que
compdem as hifas. Desse modo no segmento intermediario de dois septos tém-se
uma célula e consequentemente um nudcleo. Apesar da presenca do septo a
individualizagcdo n&o ocorre completamente, pois 0S septos apresentam poros
interligando o citoplasma de uma célula com outra. Em se tratando de hifas
cenociticas, essas sdo visualizadas como uma estrutura continua composta de
varios nucleos. O crescimento da hifa ocorre por alongamento de suas
extremidades. Em condic¢des ideais as hifas proliferam formando uma massa fibrosa
denominada micélio (TORTORA et al., 2002).

A organizacdo em hifas apresenta fungdes importantes para o crescimento da
colénia. A hifa denominada vegetativa desempenha o papel de obtencdo de
nutrientes, enquanto que os esporos denominados reprodutivos. O estudo dos
esporos assexuais e sexuais produzidos pelos fungos filamentosos € necessario
para a sua correta identificacdo. Devido a complexidade da organizacao estrutural
dos fungos filamentosos eles se desenvolvem mais devagar quando comparado com

as leveduras (TORTORA et al., 2002).
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1.2.2- Leveduras

As leveduras sao seres unicelulares, esféricos ou ovais. A maioria se prolifera
por divisdo celular binaria ou por brotamento. Devido a simples organizagcédo
estrutural, a velocidade de crescimento das leveduras € maior, quando comparado
com os fungos filamentosos. As leveduras também se proliferam através de esporos
assexuais do tipo blastésporo. O blastésporo € um broto desenvolvido a partir de
uma ceélula parental. Esses esporos sdo produzidos por espécies de Candida e
Cryptococcus ssp. C. albicans também pode desenvolver esporos do tipo
clamidésporo, que é um esporo com paredes espessas. As leveduras também
desenvolvem pseudo-hifas, a partir de brotamentos em cadeia que ndo se
desprendem da célula parental, que auxiliam na aderéncia as superficies. C.
albicans utiliza esse recurso para atingir e se fixar a tecidos abaixo da epiderme
(CATE et al., 2009).

As leveduras sdo seres capazes de ser anaerébio facultativo. Utilizando a via
anaerobica, ocorre o processo de fermentacdo dos hidratos de carbono, o que
resulta na formagdo do etanol de dioxido de carbono, utilizados na obtencdo de
bebidas e crescimento de pdes (TORTORA et al., 2002).

1.3- CLASSIFICACAO DOS FUNGOS SEGUNDO O FILO

Os fungos sao classificados em quatro filos: fungos imperfeitos, Zigomicota,
Ascomicota e Basiodiomicota. Essa classificacdo € dada pela presenca de
reproducao sexual e o tipo de estrutura que gera os esporos sexuais (TORTORA et
al., 2002).

1.3.1- Fungos imperfeitos

Os fungos pertencentes ao filo Deuteromicota correspondem aos fungos cuja
proliferagdo ocorre por meio de esporos assexuais. Estes fungos, normalmente
apresentam a sua hifa septada (TORTORA et al., 2002).
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Figura 1 — Aspergillus flavus, fungo imperfeito.
Fonte: http://www.clt.astate.edu/mhuss/Aspergillus%20flavus%20pict.jpg (em:
19/05/2009)

1.3.2- Zigomicota

O filo Zigomicota abriga os fungos que se reproduzem através da fusdo dos
ndacleos de duas células similares, originando a formacdo do zigdsporo. Outra
caracteristica comum é a estrutura de hifas cenociticas. Neste filo sdo encontrados

principalmente fungos filamentosos saprofiticos (TORTORA et al., 2002).

Figura 2 — Zig6sporo

Fonte: http://bicimage.csusb.edu/phylum_zygomycota.htm (em: 20/05/2009).
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1.3.3- Ascomicota

Os fungos pertencentes ao filo Ascomicota se reproduzem através da
formacdo do ascésporo. O ascosporo é formado através da fusdo de nucleos de
células similares ou diferentes, originando a formacdo de um bolsdo em forma de
saco denominado asco, contendo em seu interior os ascosporos. No filo Ascomicota
se encontram fungos filamentosos com hifa septada e algumas leveduras
(TORTORA et al., 2002)..

Figura 3 — Asco com oito ascésporos.
Fonte: JUNIOR; PFENNING, 2006.

1.3.4- Basiodiomicota

Os basididsporos sdo os esporos sexuais que sdo produzidos pelos fungos
incluidos no filo Basiodiomicota. Os basididsporos sao produzidos na extremidade
de uma estrutura denominada basidio. Os fungos do filo Basiodiomicota apresentam

hifas septadas assim como os do filo Ascomicota (TORTORA et al., 2002).
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Figura 4 — Estrutura de frutificacao.

Fonte: http://esteticadental.files.wordpress.com/2008/01/cogumelos.jpg (em:
19/05/2009)

1.4- INFECCOES CAUSADAS POR FUNGOS

As infecgbes causadas por fungos sdo conhecidas genericamente como
micoses. As micoses didaticamente sdo divididas em superficiais, subcutaneas,
sistémicas e oportunisticas. (TORTORA et al., 2002).

1.4.1- Micoses superficiais

As micoses cutaneas sédo infec¢cdes de ocorréncia na epiderme, no cabelo e
nas unhas. Essas micoses sao popularmente conhecidas “tinhas”, que recebem
denominacbes especiais de acordo com o local onde se localiza a lesdo. Tinha
captis € a tinha que ocorre no couro cabeludo, adquirida através de animais
domésticos ou de pessoas infectadas, e em casos mais graves pode gerar placas de
alopecia no couro cabeludo. Tinha cruris ocorre no tecido cutaneo das regides
inguinais. Tinha pedis ocorre nos pés, e é conhecida popularmente como pé de
atleta (PROENCA; ASSUMPCAO, 1989; PEREA et al., 2000; HAVLICKOVA, 2008).
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Os fungos causadores dessas infeccbes sado denominados dermatofitos.
Esses fungos secretam queratinases que degradam a queratina presente na pele,
unha e pélos. Tais infec¢cdes sao causadas principalmente por fungos filamentosos
dos géneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton. (WEITZMAN,;
SUMMERBELL, 1995).

1.4.2- Micoses subcutaneas

As micoses subcutaneas correspondem as infec¢des fungicas da camada
subcutédnea da pele, sendo mais graves que as cutaneas. Normalmente essas
infec¢des sdo causadas por fungos saprofiticos que habitam o solo e a vegetacéao,
que penetram no organismo animal através de microtraumatismo (ALMEIDA et al.,
2009).

1.4.3- Micoses sistémicas

Quando os fungos atingem tecidos mais profundos do corpo humano séo
denominadas infec¢des sistémicas. Os fungos normalmente habitam o solo; e os
esporos penetram o corpo humano principalmente por inalagdo. Desse modo a
micose, normalmente se inicia no pulméo e deste se espalha para outros 6rgaos.
Estas micoses ndo sao transmitidas de individuo para individuo (TORTORA et al.,
2002).

Os esporos dos fungos se disseminam principalmente através do ar, sendo
assim capazes de atingir a via respiratoria. O fungo dimorfico Hystoplasma
capsulatum, que se desenvolve principalmente nas fezes de aves, causa a
histoplasmose (FERREIRA; BORGES, 2009; KAUFFMAN, 2009).

7

Outro fungo dimodrfico, Coccidioides immitis é o0 agente etioldgico da
coccidioidomicose. Dor toracica, perda ponderal, tosse e febre sdo sintomas que
podem ocorrer na coccidioidomicose, o que pode resultar no confundimento das
doencgas, como a tuberculose que apresenta sintomas semelhantes (CADENA et al.,
2009). O fungo é encontrado em solos secos e alcalinos na sua forma filamentosa,

produzindo esporos que sdo carreados pelo ar e podem adentrar o corpo humano
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por inalacdo. A doenga blastomicose norte-americana € causada pelo fungo
Blastomyces dermatitidis, que é um fungo dimérfico que atinge principalmente os
pulmbes. A infeccdo pulmonar pode se disseminar ocasionando ulceracdes
cutaneas, formacdo de abscessos e destruicdo tecidual (MCKINNELL; PAPAS,
2009).

1.4.4- Micoses orportunisticas

As candidiases sdo causadas por leveduras do género Candida, que atingem
principalmente as mucosas (PALACIO et al., 2009). Normalmente a microbiota
bacteriana presente nas mucosas € capaz de inibir o crescimento de fungos. O
desenvolvimento de leveduras pode ser promovido pelo desequilibrio dessa
microbiota, causado pelo: uso de antibacterianos, alteracdes no pH de mucosas,
distarbios imunolégicos, uso de contraceptivos orais, ou em caso de gestacao, uso
de quimioterapicos e diabetes descompensado (KRUTMANN, 2009).

As candidiases atingem principalmente recém-nascidos e pessoas portadores
de SIDA (EQUSA et al., 2008; MARODI; JOHNSTON, 2007). Candida albicans é a
principal espécie responsavel pelas candidiases. A candidiase bucal, e a

vulvovaginal séo as infecgdes mais comuns (TORTORA et al., 2002).

Cryptococcus neoformans var. neoformans e Cryptococcus neoformans var.
gattii sdo agentes etioldgicos da criptococose (FERNANDES et al., 2000). O fungo
C. neoformans é uma levedura encapsulada que se divide por brotamento. A
criptococose, pode causar meningite que acomete principalmente pessoas
portadoras de SIDA e pessoas imunossuprimidas. Trata-se de uma infeccao
tipicamente urbana, onde fezes secas de pombos aspiradas pelo homem, s&o os
grandes responsaveis pelos casos de criptococose. (TORTORA et al., 2002; SLOAN
et al.,, 2008; TANEJA et al., 2008). A incidéncia de criptococose em pacientes HIV
positivos € de 6 a 13% (AZULAY et al., 1989).

O fungo Pneumocystis carinii, um dos agentes causadores da pneumonia &
encontrado em todos 0s continentes e se concentra principalmente em ambientes
hospitalares. Em pacientes com sistema imunoldgico deprimido, como pessoas com

SIDA, transplantados ou em tratamento de cancer, os cistos normalmente presentes
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em pessoas saudaveis podem se reativar gerando pneumonias (COLE et al., 2006;
SCHMOLDT et al., 2008). Os fungos filamentos do género Aspergillus também séo
causadores de doencas respiratérias conhecidas como aspergiloses, em especial
Aspergillus fumigatus (SEGAL, 2009). Os géneros Rhizopus e Mucor também
podem infectar o sistema respiratério. Esses fungos desenvolvem-se principalmente
na decomposicao de vegetais (TORTORA et al., 2002).

1.4.5- Micotoxinas

Alguns fungos produzem toxinas denominadas micotoxinas, que podem gerar
maleficios a saude humana e levar a ébito (TANIWAKI et al., 2009). A principal fonte
de exposicao € a sua ingestdo. Um exemplo € a ingestdo de cereias contaminados
por micotoxinas produzidas pelo fungo Claviceps purpurea (SCHARDL et al., 2006);
ou de amendoim contaminados com aflatoxina produzida pelo fungo Aspergillus
flavus, que pode promover cirrose hepatica e predispor a cancer de figado
(OLIVEIRA; GERMANO, 1997).

1.5- AGENTES ANTIFUNGICOS

Para o tratamento das diversas infec¢cdes flungicas sdo utilizados os
compostos azélicos, como os derivados imidazdlicos e triazdlicos. Além dos
farmacos como anfotericina B, flucitosina, caspofungina, dentre outros (GILMAN,
2003; ODDS et al., 2003). Alguns farmacos podem ser de uso sistémico enquanto

outros sdo usados por via topica.

1.5.1- Farmacos de uso sistémico
1.5.1.1- Anfotericina B

A anfotericina B € um antifungico macrolidico poliénico, derivado do
ascomiceto Streptomyces nodosus (DISMUKES, 2006). O medicamento age se
ligando ao ergosterol presente na membrana dos fungos, danificando a integridade

da membrana e promovendo o extravasamento de ions, ocorrendo morte celular. A
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anfotericina B é utilizada por infusdes intravenosas. Este farmaco pode causar
efeitos colaterais como: febre, calafrios, hiperpnéia, hipotensdo e broncoespasmo
(HANG et al., 2001; GILMAN, 2003; FILIPPIN; SOUZA, 2006).
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1.5.1.2- Flucitosina

A flucitosina € uma pirimidina fluorada utilizada principalmente para o
tratamento de infecgcbes por Candida spp. e Cryptococcus neoformans. Para agir a
flucitosina necessita de enzimas dos fungos. Primeiramente o composto é
desaminado formando o composto 5-fluorouracil, a qual é convertido em acido 5-
fluorouridilico, que pode ser incorporado no RNA prejudicando a sintese de
proteinas ou pode ser metabolizado a &cido 5-fluorodesoxiuridilico, que inibe a
enzima timidilato sintetase prejudicando a sintese de DNA do fungo (HANG et al.,
2001). Os seres humanos nao sédo capazes de metabolizar flucitosina em 5-
fluorouracil. A flucitosina € bem absorvida por via oral e se distribui por véarios
tecidos, podendo ocorrer efeitos adversos como leucopenia, trombocitopenia,
exantema, nauseas, hepatotoxicidade, vémitos e diarréia (GILMAN, 2003; SONG,;
DERESINSKI, 2005).
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1.5.1.3- Compostos azélicos

Os compostos azolicos sao divididos em duas classes que possuem 0 mesmo
espectro de acgdo: imidazdlicos e triazdlicos. Porém os compostos triazélicos sao
metabolizados mais lentamente e causam menos efeitos na sintese de esterois
humanos do que os imidazolicos. O mecanismo de acdo desses compostos é
através da inibicdo da enzima esterol 14-a-desmetilase, enzima que age sobre o
lanosterol que é precursor do ergosterol, principal constituinte da membrana celular
do fungo (ZONIOS; BENNETT, 2008). Por conseguinte desestabiliza a producdo do
ergosterol da membrana citoplasmética do fungo, e promove o acumulo de 14-a-
metilester6is que compromete enzimas do sistema de transporte de elétrons,
inibindo assim o crescimento de fungos. Os compostos imidazdlicos comercializados
sdo: clotrimazol, miconazol, cetoconazol, econazol, butoconazol, oxiconazol e
sulconazol, e os triazolicos séo: terconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e
fluconazol (GILMAN, 2003; GALLAGHER, 2003; HAMDAN; HAHN, 2006)
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Devido a similaridade da via de biossintese de ester6ides humanos com a de
fungos, o uso de compostos azélicos comprometem a producdo de esterdides
humano. Desse modo sdo observadas anormalidades enddcrinas, dentre elas
irregularidades menstruais, ginecomastia, diminuicdo da libido e azoospermia
transitéria. Outros efeitos adversos como hepatotoxicidade, nausea, émese,
hipertrigliceridemia e hipopotassemia também sao encontrados. Outro fator que
deve ser levado em consideracdo na administracdo de compostos azolicos € que
alguns, em especial o itraconazol, interagem com varios farmacos das mais diversas
classes farmacoldgicas (GILMAN, 2003; HANG et al., 2001; KOKIL; BHATIA , 2009).
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1.5.1.4- Caspofungina

A caspofungina é um lipopeptideo semi-sintético hidrossoluvel, derivado da
pneumocandina B,. Os farmacos dessa classe sdo conhecidos como
pneumocandinas e equinocandinas. Agem inibindo a formacdo da parede celular
dos fungos, através da inibicdo da enzima (1,3)B-glucano sintetase, resultando na
diminuicdo da produgédo dos B(1,3)-glucanos, que sdo componentes fundamentais
da parece celular de fungos (GILMAN, 2003; HANG et al., 2001; LAMARIS et al.,
2008).
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1.5.1.5- Griseofulvina

A griseofulvina € um farmaco que possui atividade contra os dermatofitos. A
griseofulvina age se ligando a proteinas dos microtubulos do fuso mitético,
desestabilizando-as e promovendo a inibicdo da mitose do fungo (PANDA et al.,
2005). Desse modo tal farmaco é fungistatico, pois ndo gera a morte direta do fungo,
apenas o impede de proliferar. Dentre os efeitos colaterais da griseofulvina estao
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hepatotoxicidade, cefaléia, vertigem, nauseas, vomitos, confusdo mental, leucopenia
e albumindria (GILMAN, 2003; HANG et al., 2001).
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1.5.1.6- Terbinafina

O farmaco terbinafina € uma alilamina sintética com acéo principalmente
sobre micoses de unhas causadas por dermatéfitos. O mecanismo de agéo provavel
€ a inibicdo da esqualeno epoxidase fungica, 0 que acarreta o blogueio da sintese
de ergosterol. O uso de terbinafina pode levar a hepatotoxicidade e neutropenia
grave (HANG et al., 2001; GILMAN, 2003; NEWLAND; ABDEL-RAHMAN, 2009).

1.5.2- Tratamento topico

Para o tratamento topico, das infeccBes superficiais ha um grande numero de
compostos. Dentre esses, os derivados azdlicos: clotrimazol, econazol, miconazol,
terconazol, butoconazol, tioconazol, oxiconazol e sulconazol e outros compostos
como: ciclopirox olamina, haloprogina, tolnaftato, naftifina, terbinafina, butenafina,
nistatina, acido undecilénico, acido benzadico, acido salicilico, &cido propibnico, acido
caprilico e iodeto de potassio (GILMAN, 2003; CHEN, SORRELL, 2007).
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1.6- PANORAMA DAS INFECCOES POR CANDIDA, CRYPTOCOCCUS E
DERMATOFITOS

As dermatofitoses apresentam uma prevaléncia conforme a idade e o sexo.
Um estudo envolvendo 6068 pessoas suspeitas de infeccdo fungica revelou que
1345 apresentavam dermatofitoses. Houve uma preponderancia de casos de tinha
dos pés (30%). A tinha de couro cabelo teve ocorréncia maior em criangas,

enquanto as da unhas da méo em adultos (COSTA et al., 1999).

Outro estudo revelou que as onicomicoses sdo mais freqientes nas unhas da
mao de mulheres, sendo que em cerca de 90% dos casos, 0 agente etiolégico sao
espécies do género Candida. O mesmo estudo também revelou que nos homens as
onicomicoses ocorrem em maior nimero nos pés e por dermatdfitos (ARAUJO et al.,
2004).

A sepse é a principal causa de morte em unidade de terapia intensiva (UTI)
em todo o mundo, caracterizada por manifestacdes clinicas decorrente da invasao
de organismos patogénicos ao homem, disseminado para a corrente sanguinea a
partir de um sitio infeccioso. Em um estudo realizado em UTI de 75 hospitais de
todas as regides do Brasil, observou-se que 5,2% das sepse foram flungica (JUNIOR
et al., 2006). No ambiente hospitalar as lesdes causadas por Candida correspondem
a 80% dos casos de infec¢cdo por fungo. Na corrente sanguinea essas infeccées sdo
denominadas candidemias, alcancando uma taxa de mortalidade de 40 a 60% dos
casos 0 que representa elevada importancia clinica (COLOMBO; GUIMARAES,
2003).

A candidiase oral promovida por espécies de Candida esta presente em cerca
de 90% da populagdo HIV positivo. A candidiase esofagica é diagndstico de AIDS
em pacientes HIV positivos (PORRO; YOSHIOKA, 2000; SOUZA et al., 2000). As
infec¢cdes por dermatofitos também séo freqlientemente encontradas em pessoas
HIV positivo. Um estudo com 108 pessoas HIV positivo, revelou que 22%
apresentavam micoses, sendo 33% localizadas nas unhas dos pés. Um total de
35,5% correspondia a Trichophyton mentagrophytes, seguido de 32,2% Candida sp.
(n&o albicans) (YAMADA et al., 2000).
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Grande parte dos agentes antifungicos interagem com os antiretrovirais,
necessitando um controle mais profundo da farmacoterapia (PORRO; YOSHIOKA,
2000). Dentre as manifestacdes cutaneas em transplantados renais as infeccdes
fungicas correspondem a 40 até 85% das manifestacdes (VETTORATO et al., 20083;
MAMERI et al., 1989). Nos transplantados cardiacos a infeccdo fungica € a terceira
maior causa de morte (COUTO et al., 2001). Os antineoplasicos favorecem o
surgimento de infec¢bes principalmente em mucosas, em especial as da boca
(MARTINS et al., 2002).

Associada a potencialidade de fungos gerarem danos ao homem, temos o
fenbmeno de resisténcia fungica aos agentes terapéuticos. Desse modo ocorre o
comprometimento do tratamento associado a elevacdo da mortalidade. Tal
fendmeno é de ocorréncia mundial (CANUTO; RODERO, 2002; MATTA et al., 2007).
No género Candida tem se encontrado espécies resistentes ao fluconazol e ao
miconazol, em especial a espécie Candida krusei (ZARDO; MEZZARI, 2004;
NOGUEIRA et al.,, 2008). Também existem relatos de resisténcia de isolados da
levedura Cryptococcus neoformans sobre os agentes antifungicos itraconazol e
anfotericina B (SILVA et al., 2008). A resisténcia também ocorre em fungos
filamentosos como espécies do género Aspergillus (CHAMILOS; KONTOYIANNIS,
2005; HOWARD et al., 2006) e outros géneros como Pseudallescheria,
Scopulariopsis e Fusarium (WHITE et al., 1998; CANUTO; RODERO, 2002).

1.7- IMPORTANCIA DA PESQUISA COM PLANTAS

Cerca de 50% das entidades quimicas utilizadas na terapéutica sao
compostos nhaturais, semi-sintetizados ou sintetizados a partir de grupos
farmacoforicos naturais (NEWMAN et al.,, 2003). A literatura relata inUmeros
trabalhos que descobriram ou confirmaram propriedades farmacoldgicas de extratos
e compostos de plantas, entre elas a atividade antifungica. Diante do exposto o
estudo de plantas do Cerrado apresenta potencialidade na busca de novos agentes

terapéuticos.
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1.8- CERRADO

Dentre os cinco biomas ocorrentes no Brasil, o Bioma Cerrado constitui o
segundo maior bioma brasileiro ocupando uma area de aproximadamente 2 milhdes
de km?, o que corresponde a cerca de 24% do territério nacional (Figura 5) (KLINK;
MACHADO, 2005). Sua distribuicdo ocorre em varias regides do Brasil, com
preponderancia de ocupagdo na regidao central (BRASIL, 1999; OLIVEIRA;
MARQUIS, 2002).

Figura 5 — Distribuicdo do Cerrado no Brasil.
Fonte: RATTER et al., 1997.

Em sua composicao existem cerca de 10.000 espécies de plantas lenhosas,
837 espécies de aves, 161 de mamiferos, 120 de répteis e 150 de anfibios, sendo
algumas das espécies endémicas. Em termos comparativos com Amazodnia e Mata
Atlantica, a diversidade biologica do Cerrado € pouco conhecida (BRASIL, 1999;
MAURY, 2002).
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O Bioma Cerrado é composto por varios ecossistemas (Figura 6), como Mata
Ciliar, Cerraddo, Cerrado senso stricto, Vereda e Campo Rupestre (RIBEIRO;
WALTER, 1998). Os gradientes do ecosistema Cerrado senso stricto sdo: campo
fechado de Cerrado, campo aberto de Cerrado, campo sujo de Cerrado e campo
limpo de Cerrado. Os solos sao geralmente profundos, bem drenados e com baixa
disponibilidade de nutrientes e ricos em minerais como aluminio. O clima é sazonal
com dois periodos bem definidos, os invernos secos e verdes chuvosos (OLIVEIRA;
MARQUIS, 2002).

Figura 6a — Gradiente campo aberto do Cerrado.

6b- Gradiente campo sujo do Cerrado.

O Cerrado é considerado atualmente um dos biomas mais ameacados de

extingdo no mundo, devido o crescente avanco do seguimento agropecuario
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(EMBRAPA CERRADOS, 1999). Além da rica diversidade biolégica, o Cerradoabriga
as nascentes de importantes rios de bacias hidrograficas da América do Sul
(BRASIL, 1999).

A excepcional concentracdo de espécies endémicas esta vivenciando grande
perda de habitat, situacdo conhecida como hotspots, areas de grande importancia
para a biodiversidade no mundo (Figura 7) (RATTER et al., 1997; MYERS et al.,
2000).

Polynesia/
Micronesia ,

Brazil's

Chocd! Rty W. African -

i Darién/ Forests
- Polynesia/ - Western

Ghats and . *
Sri Lanka .
~  Micronesia Ecuador : Sundaland Wsllacea
M o New
) : Brazil's " Caledonia

Western

Atlantic Succulent__—
Forest Karoo
Southwest
Madagascar Australia

Cape Floristic -
Province New' Zealand

Figura 7 — As 25 areas conhecidas como hotspots.
Fonte: MYERS et al., 2000.

1.9- REVISAO SOBRE AS FAMILIAS E ESPECIES ESTUDADAS

Foi conduzida uma revisdo sobre as atividades antifiUngicas das familias de
plantas que serdo abordadas, assim como estudos conduzidos com as proprias
plantas avaliadas.



41
1.9.1- Familia Celastraceae

A familia Celastraceae apresenta cerca de 1260 espécies principalmente de
regides tropicais, sendo agrupadas em 98 géneros distintos (SIMMONS et al.,
2008).

1.9.1.1- Espécies da familia Celastraceae com atividade antifingica

Inimeras espécies do género Maytenus foram investigadas quanto a
atividade antifungica. O extrato etandlico da folha de Maytenus heterophylla
demonstrou atividade sobre Candida albicans e Cryptococcus neoformans (ORABI
et al., 2001). O extrato hexanico da raiz de Maytenus blepharodes apresentou
atividade sobre Candida albicans (DE LEON; MOUJIR, 2007), enquanto o extrato
hexanico da casca da raiz no foi ativo (RODRIGUEZ et al., 2005; GONZALEZ et al.,
2001). O extrato da casca do caule de Gyptopetalum sclerocarpum apresentou acéo
antifingica (SOTANAPHUM et al., 1999).

1.9.1.2- Compostos isolados de espécies da familia Celastraceae com atividade

antifingica

Do extrato etandlico da folha de M. heterophylla foi isolado o &cido 3a-
hydroxy-2-oxofriedelane-20a-carboxylic e acido maytenfolic ativos sobre Candida
albicans e Cryptococcus neoformans (ORABI et al., 2001). Do extrato hexanico da
raiz de M. blepharodes foi isolado o terpeno zeylasterone ativo sobre Candida
albicans (DE LEON; MOUJIR, 2007). Da casca do caule de Gyptopetalum
sclerocarpum foi isolado o sesquiterpeno &acido sclerocarpic ,que apresentou acao
antifangica (SOTANAPHUM et al., 1999).

1.9.1.3- Espécie da familia Celastraceae que é tratada nesse estudo

- Austroplenckia populnea (Reissek) Lundell
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Figura 8 — Fotos de Austroplenckia populnea (Reissek) Lundell

Nome popular de Austroplenckia populnea (Reissek) Lundell

A espécie Austroplenckia populnea €é conhecida popularmente como

marmelinho do campo, mangabeira brava, marmelo do campo ou mangabarana.
Usos na medicina tradicional

Na medicina tradicional a planta é utilizada como antitumoral, antidisentérica,

antireumatica, antiulcerogénica, analgésica e antiinflamatéria (CORREA, 1984).
Descricdo morfolégica de Austroplenckia populnea

A planta A. populnea caracteriza-se por ser arvore de até 10 m de altura com
folhas alternas, serreadas, oblongas, longo-pecioladas. Suas flores sdo esverdeadas
ou amarelas, dispostas em cimeiras axilares ou subterminais e seu fruto é samara
grande pendente (CORREA, 1984).

Estudos biolégicos com Austroplenckia populnea

Foram conduzidos estudos com ratos machos utilizando extratos de A.
populnea revelando que os extratos hidrometanélico (MAZARO et al.,, 2002) e
hexanico das folhas (MAZARO et al., 2000) promovem a reducdo na quantidade de

espermatozoides no epididimo. Outro estudo foi realizado com com o extrato
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hidroalcoolico da casca do caule de A. populnea, que demonstrou atividade

antiinflamatdria, com reducao de formacédo de edema (ANDRADE et al., 2007).

O extrato hidroalcoolico da madeira do caule de A. populnea foi investigado
qguanto a atividade antifingica, antibacteriana, antimalarica e antileishmania. Foi
encontrada acao sobre Candida glabrata e Candida albicans (ANDRADE et al.,
2008). Extratos metandlicos e hexanicos das folhas de A. populnea foram
investigados quanto a presenca de atividade antiulcerogénica e analgésica em
camundongos. Ambos os extratos tiveram a capacidade de reduzir a leséo existente,
porém foram incapazes de evitar a formacdo de Ulceras induzidas pela

administracé@o de alcool e de promover analgesia (SEITO et al., 2002).
Compostos isolados de Austroplenckia populnea

Foi isolado do cerne de A. populnea o triterpeno lactonico 3a-hidroxiolean-12-
en-29,22a-olideo (SILVA et al., 1998). Do extrato cloroférmico da madeira da raiz de
A. populnea variedade ovata foi isolado lapachol e dehydro-B-lapachone. E do
extrato metandlico os compostos euonine, wilfordine, 2-O-deacetyleuonine, 7-O-
deacetyleuonine e austronine (SOUSA et al., 2006). Do extrato hidroalcéolico da
madeira do caule de A. populnea foram isolados trés compostos: methyl populnoate,
acido populnoic e stigmast-5-en-3-O-beta-(D-glucopyranoside) (ANDRADE et al.,
2008) e do extrato hexanico da folha foi isolado o composto 3 beta-
(stearyloxy)olean-12-ene (VIEIRA et al., 2003).

1.9.2- Familia Guttiferae

A familia Guttiferae presente, sobretudo em regides tropicais, possui cerca de
40 géneros abrigando mais de 1200 espécies, principalmente de porte arbéreo. A
caracteristica comum de muitas espécies € a producdo de exsudato em varios tipos
de tecidos (OLIVEIRA et al., 1996).
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1.9.2.1- Espécies da familia Guttiferae e compostos isolados com atividade

antifingica

Do extrato diclorometanico das folhas de Calophyllum caledonicum foram
isoladas caledonixantonas E e F ativas sobre Aspergillus fumigatus e Candida
albicans (NOLDIN et al., 2006), e as xantonas caledol e dicaledol ativas sobre A.
fumigatus (OGER et al., 2003). A espécie Garcinia mangostana é utilizada como
suplemento alimentar nos Estados Unidos, sendo rica em xantonas que apresentam
atividades antifangica, antioxidante, antiinflamatéria, antibacteriana, citotoxica e
antiplasmodial (CHIN; KINGHORN, 2008)

O extrato metandlico das folhas de Psorospermum androsaemifolium foi
relatado pela atividade sobre Candida albicans, porém o0s compostos isolados,
vismiaquinone, a e B-amyrine apresentaram fraca atividade sobre Candida albicans
(POUMALE et al, 2008).

O presente trabalho estudou uma espécie pertencente ao género Clusia.
Clusia minor e/ou Clusia rosea sao relatadas como possiveis responsaveis pela
atividade antifungica existente na prépolis cubano, por serem as espécies
predominantes no pais. Do extrato etandlico da prépolis isolou-se o composto
propolone A, ativo sobre Candida albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis (RUBIO et
al., 1999).

1.9.2.2- Espécies da familia Guttiferae que séo tratadas nesse trabalho
- Clusia pernambucensis G. Mariz

- Vismia decipiens Cham. & Schlydl.

Nome popular de Clusia pernambucensis G. Mariz

A espécie Clusia pernambucensis € conhecida popularmente como cebolinha

da mata.

Descricao morfoldgica de Clusia pernambucensis G. Mariz



45

Trata-se de um arbusto de 4 m de altura, com latex amarelo, folha simples
obovada, glabra, 10 a 15 cm de comprimento, 6 a 8 cm de largura, alterna, rigida
cartilaginosa; flor branca, aromatica; fruto pequeno, globoso. Ocorre em vereda e

inicio de mata ciliar com suprimento d’agua.
Estudos biolégicos e compostos isolados de Clusia pernambucensis

O género Clusia abriga cerca de 250 espécies oferecendo principalmente
resinas que sao utilizadas por abelhas na construcdo das estruturas da colméia
(OLIVEIRA et al., 1996). O estudo do latex fresco do caule de Clusia
pernambucensis demonstrou que 0 mesmo € rico em lanosterol e em
polissacarideos (OLIVEIRA et al., 1996). Da resina floral de C. pernambucensis
foram isolados compostos polyisoprenylated benzophenones como: dimethyl
weddellianone A e B, dimethyl lanceolatone, dimethyl lanceolatone, methyl spiritone
e methyl clusianone (PORTO et al., 2000). Nenhum estudo biolégico é relatado para

a espécie C. pernambucensis.
Descricdo morfolégica de Vismia decipiens Cham. & Schlydl.

Arvore de 4 m de altura, 15 cm de didmetro com latex amarelo; folha simples,
glabra, acuminada, 4 a 14 cm de comprimento, 3 a 6 cm de largura, face abaxial

ferruginea; flor pequena, de cor bege; fruto pequeno globoso com latex amarelado.
Estudos biol6gicos e compostos isolados de Vismia decipiens

A literatura descreve os derivados prenylated benzophenones, vismiaphenone
A e B, iso-vismiaphenone B e physcion isolados de V. decipiens (MONACHE et al.,
1980). A literatura ndo revelou a presenca de estudos biolégicos conduzidos com V.

decipiens.
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Tabela 1 - Espécies da familia Combretaceae com atividade antifungica

Espécies Orgéo Solvente do Extrato Fungos Referéncia

Candida albicans, Cryptococcus
Anogeissus latifolia Casca do caule Etanol albidus, Aspergillus flavus e GOVINDARAJAN et al., 2006
Trichophyton rubrum

Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Candida
zeylanoides, Geotrichum candidum,
Rhodotorula rubra, Cryptococcus
neoformans, Candida glabrata,
Candida albicans, Candida
gunlle_rmondu, Aspergillus fumigatus, BATAWILA et al.. 2005

Trichophyton mentagrophytes,
Botrytis cinerea, Trichoderma viride,
Microsporum gypseum, Trichophyton
rubrum, Microsporum nanum,
Scopulariopis brevicaulis, Alternaria
alternata e Cladosporium
cladosporioides

Folha, casca da raiz

A 0
e casca do caule Agua e etanol (50%)

Anogeissus leiocarpus

Candida albicans, Cryptococcus
Hexano, acetona,

Combretum acutifolium Folha diclorometano e neoformans, Sporothrix schenckii, MASOKO et al., 2007;
metanol Aspergillus fumigatus e Microsporum MASOKO; ELOFF, 2006
canis
Combretum adenogonium Casca do caule Hexano, mg:tanol Candida albicans MAREGESI et al., 2008
(80%) e 4gua

Combretum albopunctactum
Candida albicans, Cryptococcus

Combret;r?cilloalﬂjrlr?tum o Folha F(Ijeigirrlgr,nzcg;%ng, neoformans, Sporothrix schenckii, MASOKO et al., 2007,
P metanol Aspergillus fumigatus e Microsporum MASOKO:; ELOFF, 2006
Combretum bracteosum canis

Combretum caffrum
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Espécies Orgéo Solvente do Extrato Fungos Referéncia
Combretum celastroide var.
celastroides
Combretum celastroide var.
orientale Hexano. acetona Candida albicans, Cryptococcus
Combretum collinum var. Folha dicIoror’netano e1 neoformans, Sporothrix schenckii, MASOKO et al., 2007;
suluense metanol Aspergillus fumigatl_Js e Microsporum MASOKO; ELOFF, 2006
canis
Combretum collinum var.
taborense
Combretum edwardsii
Combretum elaeagnoides Caule Metanol e _acetato de Candida aIbl_cans, Can@da_ krusei e LIU et al., 2007
etila Candida parapsilosis
Hexano. acetona Candida albicans, Cryptococcus
Combretum erythrophylium Folha dicloror’netano e’ neoformans, Sporothrix schenckii, MASOKO et al., 2007;
metanol Aspergillus fumigatus e Microsporum MASOKO; ELOFF, 2006
canis
Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Candida
zeylanoides, Geotrichum candidum,
Rhodotorula rubra, Cryptococcus
neoformans, Candida glabrata,
Candida albicans, Candida
Combretum fragrans Folha Agua e etanol (50%) guilliermondii, Aspergillus fumigatus, BATAWILA et al., 2005

Trichophyton mentagrophytes,
Botrytis cinerea, Trichoderma viride,
Microsporum gypseum, Trichophyton

rubrum, Microsporum nanum,
Scopulariopis brevicaulis, Alternaria

alternata e Cladosporium
cladosporioides
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Espécies

Orgao

Solvente do Extrato Fungos

Referéncia

Combretum fragrans

Combretum glutinosum

Combretum hereoense

Combretum hispidum

Combretum imberbe

Combretum Kkirkii

Combretum kraussii

Combretum laxum

Madeira do caule

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Caule

Metanol e acetato de Candida albicans, Candida krusei e
etila Candida parapsilosis

Candida albicans, Epidermophyton
floccosum, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum

Etanol (50%)

Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Sporothrix schenckii,
Aspergillus fumigatus e Microsporum
canis

Hexano, acetona,
diclorometano e
metanol

Candida albicans, Epidermophyton
floccosum, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum

Etanol (50%)

Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Sporothrix schenckii,
Aspergillus fumigatus e Microsporum
canis

Hexano, acetona,
diclorometano e
metanol

Metanol e acetato de  Candida albicans, Candida krusei e
etila Candida parapsilosis

Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Sporothrix schenckii,
Aspergillus fumigatus e Microsporum
canis

Hexano, acetona,
diclorometano e
metanol

Candida albicans, Candida krusei e

Etanol
Cryptococcus neoformans

LIU et al., 2007

BABA-MOUSSA et al., 1999

MASOKO et al., 2007;
MASOKO; ELOFF, 2006

BABA-MOUSSA et al., 1999

MASOKO et al., 2007;
MASOKO; ELOFF, 2006

LIU et al., 2007

MASOKO et al., 2007;
MASOKO; ELOFF, 2006

BISOLI et al., 2008
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Espécies Orgéo Solvente do Extrato Fungos Referéncia
; Candida albicans, Cryptococcus
Combretum microphyllum . -
phy Folha Fé%i?gr’nz(t:;%n:’ neoformans, Sporothrix schenckii, MASOKO et al., 2007;
metanol Aspergillus fumigatus e Microsporum MASOKO; ELOFF, 2006
Combretum moggii canis
Candida albicans, Epidermophyton
Combretum molle Folha Etanol (50%) rocposum, Microsporum gypseum, BABA-MOUSSA et al., 1999
Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum
Hexano. acetona Candida albicans, Cryptococcus
Combretum molle Folha dicloror’netano e1 neoformans, Sporothrix schenckii, MASOKO et al., 2007;
metanol Aspergillus fumigatus e Microsporum MASOKO; ELOFF, 2006
canis
Combretum molle Raiz Metanol e agua Candida albicans STEENKAMP et al., 2007
. Candida albicans, Cryptococcus
Combretum mossambicense Folha F:j?;?)?gr’ni?:;%ngi neoformans, Sporothrix schenckii, MASOKO et al., 2007;
metanol Aspergillus fumigatus e Microsporum MASOKO; ELOFF, 2006
Combretum nelsonii canis
Candida albicans, Cryptococcus
Combretum nelsonii Folha Etanol e Metanol neofo_rmans, S_,porothrlx §chenck||, MASOKO et al., 2008b
Aspergillus fumigatus e Microsporum
canis
o _ Candida albicans, Epidermophyton
Combretum nigricans Folha e raiz Etanol (50%) floccosum, Microsporum gypseum, BABA-MOUSSA et al., 1999

Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum
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Espécies

Solvente do Extrato

Fungos

Referéncia

Combretum padoides
Combretum paniculatum

Combretum paniculatum

Combretum pentrophilum
Combretum woodii
Combretum zeyheri

Guiera senegalensis

Pteleopis suberosa

Sclerocarya birrea

Terminalia alata

Terminalia arjuna

Terminalia australis

Orgao
Hexano, acetona,
Folha diclorometano e
metanol
Raiz Metanol e agua
Hexano, acetona,
Folha diclorometano e
metanol
Folha Etanol (80%)

Goma e casca do

Etanol (50%)
caule

Casca do caule Acetona, etanol e
metanol

Raiz Metanol (80%)

Casca do caule Acetato de etila

Folha Metanol e agua

Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Sporothrix schenckii,
Aspergillus fumigatus e Microsporum
canis

Candida albicans

Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Sporothrix schenckii,
Aspergillus fumigatus e Microsporum
canis

Cladosporium cucumerinum

Candida albicans, Epidermophyton
floccosum, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum

Candida parapsilosis, Cryptococcus
albidus e Rhodoturula mucilaginosa

Aspergillus niger e Candida albicans

Alternaria carthami, Fusarium
oxysporum, Fusarium verticilloides
Macrophomina phaseolina, Phoma
sorghina e Sclerotinia sclerotiorum.

Candida albicans, Candida kruzzei,
Aspergillus fumigatus e Aspergillus
flavus

MASOKO et al., 2007,
MASOKO; ELOFF, 2006

STEENKAMP et al., 2007

MASOKO et al., 2007;
MASOKO; ELOFF, 2006

SILVA; GOMES, 2002

BABA-MOUSSA et al., 1999

MASOKO et al., 2008

SRIVASTAVA et al., 2001

TEJESVI et al., 2007

CARPANO et al., 2003
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Espécies

Orgéao

Solvente do Extrato

Fungos

Referéncia

Terminalia avicennioides

Terminalia bellerica

Terminalia brachystemma

Terminalia brachystemma

Terminalia catappa

Terminalia catappa

Terminalia chebula

Terminalia chebula

Terminalia chebula

Folha e casca do

caule

Casca do Fruto

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha, casca do
caule e fruto

Folha

Semente

Etanol (50%)

Etanol (80%)

Metanol e acetato de

etila

Acetona, hexano,
diclorometano e
metanol

Diclorometano

Metanol e agua

Agua

Agua

Agua

Candida albicans, Epidermophyton
floccosum, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum

Penicillium expansum e Candida
albicans

Candida krusei, Candida albicans e
Candida parapsilosis

Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus fumigatus,
Microsporum canis e Sporothrix
schenckii

Candida albicans, Pythium ultimum,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e
Aspergillus fumigatus

Candida tropicalis

Trichophyton tonsurans, Trichophyton
rubrum, Trichophyton simii,
Trichosporon beigelii, Microsporum
fulvum, Microsporum gypseum e
Candia albicans

Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton rubrum, Trichophyton
soudanense e Candida albicans

Torulopsis glabrata

BABA-MOUSSA et al., 1999

VALSARAJ et al., 1997

LIU et al., 2007

MASOKO; ELOFF, 2005;
MASOKO et al., 2005

GOUN et al., 2003

NAIR; CHANDA, 2008

DUTTA et al., 1998

VONSHAK et al., 2003

VONSHAK et al., 2003
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Espécies

Orgao

Solvente do Extrato Fungos

Referéncia

Terminalia gazensis

Terminalia glaucescens

Terminalia laxiflora

Terminalia macroptera

Terminalia macroptera

Terminalia mollis

Terminalia mollis

Terminalia mollis

Folha

Folha e raiz

Folha

Folha, casca do
caule e casca da
raiz

Caule

Folha e casca da
raiz

Folha

Casca do caule e
casca da raiz

Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus fumigatus,
Microsporum canis e Sporothrix
schenckii

Acetona, hexano,
diclorometano e
metanol

Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Candida
zeylanoides, Geotrichum candidum,
Rhodotorula rubra, Cryptococcus
neoformans, Candida glabrata,
Candida albicans, Candida
guilliermondii e os fungos
filamentosos Aspergillus fumigatus,
Trichophyton mentagrophytes,
Botrytis cinerea, Trichoderma viride,
Microsporum gypseum, Trichophyton
rubrum, Microsporum nanum,
Scopulariopis brevicaulis, Alternaria
alternata e Cladosporium
cladosporioides.

Etanol (50%)

Acetato de etila e

. Cladosporium cucumerinum
triclorometano

Candida albicans, Epidermophyton
floccosum, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum

Etanol (50%)

Metanol e acetato de
etila

Metanol (80%) e
agua

Candida krusei, Candida albicans e
Candida parapsilosis

Candida albicans

MASOKO; ELOFF, 2006b;
MASOKO et al., 2005

BATAWILA et al., 2005

CONRAD et al., 1998

BABA-MOUSSA et al., 1999

LIU et al., 2007

MAREGESI et al., 2008
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Espécies Orgéo Solvente do Extrato Fungos Referéncia
Acetona. hexano Candida albicans, Cryptococcus
o . . ’ ' neoformans, Aspergillus fumigatus, MASOKO; ELOFF, 2006b;
Terminalia mollis Folha diclorometano e Microsporum canis e Sporothrix MASOKO et al., 2005
metanol -
schenckii
Candida albicans, Cryptococcus
o . . Hexano, neoformans, Aspergillus fumigatus
Terminalia phanerophlebia Folha diclorometano e . ’ , L SHAI et al., 2008
Micrococcus canis e Sporothrix
acetona X
schenckii
Terminalia prunioides Candida albicans, Cryptococcus
Acetona, hexano, ot mans Aspergillus fumigatus,  MASOKO; ELOFF, 2006b:
Folha diclorometano e . : )
- . Microsporum canis e Sporothrix MASOKO et al., 2005
Terminalia sambesiaca metanol -
schenckii
Candida albicans, Cryptococcus
- . : Hexano, neoformans, Aspergillus fumigatus
Terminalia sambesiaca Folha diclorometano e . ’ . L SHAI et al., 2008
Micrococcus canis e Sporothrix
acetona X
schenckii
Acetona. hexano Candida albicans, Cryptococcus
o . . ' ' neoformans, Aspergillus fumigatus, MASOKO; ELOFF, 2006b;
Terminalia sericea Folha diclorometano e : . ;
Microsporum canis e Sporothrix MASOKO et al., 2005
metanol -
schenckii
Etanol (80%),
Terminalia sericea Raiz Ac_:etato de etila, Aspergillus niger e Candida albicans MOSHI; MBWAMBO, 2005
diclorometano,
metanol e butanol
Terminalia sericea Raiz Metanol e agua Candida albicans STEENKAMP et al., 2007
Microsporum gypseum, Trichophyton
Terminalia triflora Folha Metanol rubrum e Trichophyton MUSCHIETTI et al., 2005

mentagrophytes
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1.9.3- Familia Combretaceae

Na Asia e na Africa muitas espécies da familia Combretaceae s&o utilizadas
na medicina tradicional para tratamento de enfermidades tais como febre, cefaléia,
diarréia, calculos biliares, disenteria, Ulceras gastricas, ancilostomideos, hemorragias
nasais, constipacdes, tosse, pneumonia, conjuntivite, dismenorréia, infertilidade
feminina, doencas venéreas, picada de escorpido, mordida de cobra, hanseniase,
dor de dente, cardiopatias, ictericia, problemas gastricos, blenorragia e fraqueza
(MASOKO; ELOFF, 2006).

1.9.3.1- Espécies da familia Combretaceae com atividade antifungica

A literatura revela grande numero de espécies da familia Combretaceae com
atividade antifingica (Tabela 1). Os extratos correspondem a grande variedade de
orgaos e desolventes utilizados nos processos de extracdo. De modo geral, a
maioria eram extratos de folhas produzidos com solventes de média polaridade e
polares. Varios fungos foram utilizados na avaliagdo da atividade. Quase a totalidade

das espécies testadas pertenciam aos géneros Terminalia e Combretum.

1.9.3.2- Substéncias isoladas de espécies da familia Combretaceae com
atividade antifangica

O extrato etandlico da casca do caule de Anogeissus latifolia apresentou
atividade sobre Candida albicans, Cryptococcus albidus, Aspergillus flavus e
Trichophyton rubrum. A atividade foi parcialmente atribuida a presenca de &cido
elagico e acido galico, descritos pela atividade antimicrobiana (GOVINDARAJAN et
al., 2006).

Das folhas de Combretum nelsonii foram isolados os triterpenos acido asiatic
e acido arjunolic com propriedades antifungicas (MASOKO et al., 2008). Do caule de
Combretum laxum foram isoladosos compostos B-D-Glucopyranosyl 2a,3f,24-
trihydroxyolean-12-en-28-oate, arjunolic acid, asiatic acid, arjunglucoside II,
quadranoside 1V, bellericoside, chebuloside Il, B-D-glucopyranosyl 2a,38,60-
trihydroxyolean-12-en-28-oate, B-D-glucopyranosyl 2a,3(,23,24-tetrahydroxyurs-12-
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en-28-oate, betulinic acid e quadranoside |, ativos sobre Candida albicans, Candida

krusei e Cryptococcus neoformans (BISOLI et al., 2008).

Da raiz de Terminalia alata foram isolados os glicosideos 5,7,2_ -tri-O-
methylflavanone 4’-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1=»4)-B-D-glucopyranoside e 2a,3p,
19[,23-tetrahydroxyolean-12-en-28-oic acid 3-O-3-D-galactopyranosyl-(1=»3)- p- D-
glucopyranoside-28-O- B-D-glucopyranoside ativos sobre Aspergillus niger e
Candida albicans (SRIVASTAVA et al., 2001).

Do caule de Terminalia macroptera foram isolados 0os compostos terminolic
acid, arjunic acid, arjungenin, arjunglucosidel, sericic acid, sericoside e o0s
triterpenos 23-galloylarjunolic acid e B-D-glucopyranosyl ativos sobre Cladosporium
cucumerinum (CONRAD et al., 1998).

Da casca do caule de Terminalia bellerica foram isolados as lignanas
termilignan, thannilignan, anolignan B e o flavondide 7-hydroxy-3’,4’-
(methylenedioxy) flavan ativos sobre Penicillium expansum e Candida albicans
(VALSARAJ et al., 1997).

1.9.3.4- Espécie da familia Combretaceae que é tratada nesse trabalho

- Terminalia fagifolia Mart. & Zmuc
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Figura 9 - Foto de Terminalia fagifolia Mart. & Zmuc
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Nome popular de Terminalia fagifolia Mart. & Zmuc

A espécie Terminalia fagifolia Mart & Zmuc € conhecida popularmente como
cachaporra do gentio, capitdo do seco, capitdo do mato, mirindiba ou pau de bicho
(CORREA, 1984).

Usos na medicina tradicional

Na medicina tradicional a casca do caule é utilizada para o tratamento de
aftas e tumores. Trata-se de uma arvore melifera e a sua madeira € empregada na

carpintaria e na fabricacdo de moveis (CORREA, 1984).
Descricao morfolégica de Terminalia fagifolia Mart. & Zmuc

Terminalia fagifolia é &rvore encontrada no Cerrado, assim como no Pantanal
Mato-grossense e na caatinga do nordeste brasileiro. Suas folhas s&o curto-
pecioladas, fasciculadas, ovadas ou elipticas, agudas, mucronadas, membranosas,
sericeo-vilosas na face inferior. As flores estdo dispostas em espigas axilares
compostas, mais curtas do que as folhas. O fruto € sdmara eliptica, estriada, bialada
e grande (CORREA, 1984).

Estudos biol6gicos e compostos isolados de Terminalia fagifolia

Na literatura descreve apenas dois trabalhos que demonstram a atividade
biologica. A agéo antioxidante do extrato etandlico das folhas (SOUZA et al., 2007) e
a atividade citotdxica sobre células de carcinoma de laringe HEP, e células
mucoepidermdide de cancer de pulméo Hzg, (GARCEZ et al., 2006).

1.9.4- Familia Dilleniaceae

A familia Dilleniaceae é composta por cerca de 350 espécies divididas em 12
géneros. Essas espécies sdo encontradas principalmente em regides tropicais e
subtropicais (PEREIRA, 2006).
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1.9.4.1- Espécies da familia Dilleniaceae com atividade antifungica

A espécie Tetracera potatoria foi o Unico exemplar da familia Dilleniaceae
relatada na literatura pela atividade antifingica. Os extratos etandlico e aquoso da
raiz de T. potatoria foram avaliados sobre Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger,
Candida albicans, Microsporum audonii, Trichoderma viride e Trichophyton
mentagrophytes. Os extratos etandlicos apresentaram atividade antifangica superior
aos extratos aquosos. O estudo fitoquimico demonstrou a presenca de antocianas,
flavondides, esterdides e taninos (ADEKUNLE et al., 2003). Nao é relatado nenhum

trabalho onde se isolou compostos com propriedades antifungicas.

1.9.4.2- Espécie da familia Dilleniaceae que é tratada nesse trabalho

- Dauvilla elliptica St. Hil.

Figura 10- Foto de Davilla elliptica St. Hil.
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Nome popular de Davilla elliptica St. Hil.

Davilla elliptica St. Hil. € conhecida popularmente como cip6 cabloco,
sambaibinha e lixinha (CORREA, 1984).

Usos na medicina tradicional

Tradicionalmente é utilizada como antiinflamatério, antiulcerogénico, laxativo
e afrodisiaco (AZEVEDO et al., 2007).

Descricdo morfologica de Davilla elliptica St. Hil.

Trata-se de arbusto ereto, ramosissimo, ramos hirtos; folhas eliticas, inteiras,
crustaceo-coriaceas, asperas e glabras na parte superior, pubescentes e reticulado-
nervadas na parte inferior. Suas flores sdo em racemos hirsuto-vilosos,

bracteoladas, célice sericeo, de uma a seis pétalas subcordadas (CORREA, 1984).
Estudos biol6gicos e compostos isolados de Davilla elliptica St. Hil.

A espécie Davilla elliptica foi estudada quanto as propriedades antinoceptivas
em camundongos. Foi utilizado no teste o extrato etanolico do caule, que
demonstrou propriedades antinoceptivas sobre o estimulo de formalina e fraca agéo
antiinflamatéria (AZEVEDO et al., 2007). Das folhas de Davilla elliptica foram
isolados os flavondides quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside e myricetin-3-O-a-L-
rhamnopyranoside (RINALDO et al., 2006). O extrato cloroférmico das folhas foi
testado quanto as propriedades imunolégicas e sobre Mycobacterium tuberculosis.
O estudo revelou que o extrato foi capaz de aumentar os niveis de peréxido de
hidrogénio, oxido nitrico e fator-a de necrose tumoral liberado por macréfagos e

apresentou atividade sobre Mycobacterium tuberculosis (LOPES et al., 2007).

1.9.5- Familia Ebenaceae

1.9.5.1- Espécies da familia Ebenaceae e substancias isoladas com atividade

antifangica

Do extrato diclometanico da casca do caule de Diospyros crassifolia foram

isoladas as naftoquinonas crassiflorone 1 e gerberinol, ativas sobre Candida
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albicans e C. krusei (TANGMOUO et al., 2006). Do extrato metandlico do caule de
Diospyros maritima, isolou-se as naftoquinonas plumbagin, maritinone, chitranone,
zeylanone e (4S)-shinanolone, o0 composto cumarinico 7,8-dimethoxy-6-
hydroxycoumarin, e trés derivados de plumbagin, 2-methoxy-7-methyljuglone, 3-
methoxy-7-methyljuglone e 7-methyljuglone. Tais compostos apresentaram atividade
sobre Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae e
Aspergillus niger (GU et al., 2004).

1.9.5.2- Espécie da familia Ebenaceae que € tratada nesse trabalho

- Diospyrus hispida A. DC.

Figura 11- Foto de Diospyrus hispida A. DC.
Fonte: http://www.fossilflowers.org/users/sv22/1_30_07/Diospyros_hispida.jpg e
http://frutasraras.sites.uol.com.br/diospyroshispida_arquivos/image001.jpg (em:
23/03/2009)

Nome popular de Diospyrus hispida A. DC.

Diospyros hispida € espécie nativa do Cerrado, conhecida popularmente
como fruta do boi, fruta de jacu, bacupari bravo, olho de boi, marmelo bola, mucuiba,

caqui do Cerrado, bacupari bravo e fruta de jacu fémea (CORREA, 1984).
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Usos na medicina tradicional

A espécie Diospyrus hispida € utilizada na medicina tradicional como
antiemética e laxante. Sua madeira é utilizada para a producéo de lenha (BOTREL
et al., 2005)

Descricdo morfolégica de Diospyrus hispida

E um arbusto revestido de densissimo tomento ferrugineo-hispido, folhas
pecioladas, eliticas, cuspidadas, obtusas ou agudas na base, possuindo
comprimento de até 9 cm por 5 cm de largura, discolores, inteiras, hirsutas nas duas
paginas, verde escuras na pagina inferior e com nervuras laterais obliquas. Suas
flores sdo didicas, axilares, ferrugineas, com célice de 4-6 lobos, 16 estames nas
flores masculinas e apenas 8 estéreis nas flores femininas. O fruto € baga séssil, 8
|6culos, deprimidos-globosa, carnosa, com 35 mm de diametro e hirsutissima
(CORREA, 1984).

Estudos biolégicos e compostos isolados de Diospyrus hispida

A literatura ndo relata nenhum trabalho que utilizou a espécie Diospyrus

hispida em estudos bioldgicos e/ou isolamento de compostos.

1.9.6- Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 7500 espécies distribuidas em 290
géneros concentrada em regides tropicais e subtropicais principalmente na América
e na Africa. O Brasil abriga por volta de 1100 espécies em 72 géneros diferentes
(CONEGERO et al., 2003).

1.9.6.1- Espécies da familia Euphorbiaceae com atividade antifingica

S&8o descritas na literatura varias espécies pertencentes a familia
Euphorbiaceae (Tabela 2). Os estudos relatados registram extratos ndo ativosde
Mallotus phillppensis, Jatropha gossipifolia (TAYLOR et al., 1996), e Chrozophora
senegalensis (USMAN et al., 2007).



Tabela 2 - Espécies da familia Euphorbiaceae com atividade antifangica
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Espécies Orgéo Solvente do Extrato Fungos Referéncia
- Candida albicans, Aspergillus niger e
Alchornea davidii Folha Etanol Trichophyton rubrum CUI et al., 2003
Candida albicans, Candida krusei,
Alchornea glandulosa Folha Metanol Candida parapsilosis e Candida CONEGERO et al., 2003
tropicalis
Alchornea laxiflora Folha Metanol Candida albicans e Aspergillus flavus OGUNDIPE et al., 2001

Bridelia ferruginea
Croton argyrophylloides

Croton cajucara
Croton gratissimus

Croton hieronymi

Croton nepetaefolius

Croton zehntneri

Euphorbia peplis

Jatropha maheshwarii
Jatropha podagrica
Mallotus peltatus

Neoboutonia mannii

Phyllanthus piscatorum

Casca do caule
Folha
Folha

Caule, raiz e folha

Raiz e folha
Folha

Folha

Folha e caule

Caule

Caule e casca do
caule

Folha e casca do
caule

Casca do caule

Galho, folha e
inflorescéncia

Agua e etanol Candida albicans

Agua Microsporum canis

Agua Candida albicans

Agua Candida albicans e Cryptococcus

neoformans

Agua Candida albicans

Agua Microsporum canis

< Candida albicans, Candida tropicalis

Agua . .

e Microsporum canis
Candida albicans, Candida

Metanol parapsilosis, Candida glabrata e

Cryptococcus neoformans

Hexano, cloroférmio . : . .
Aspergillus niger e Candida albicans

e metanol
Hexano Candida albicans
Metanol Microsporum gypseum
Candida albicans, Candida tropicalis
Metanol

e Candida parapsilosis

Candida albicans, Aspergillus
fumigatus e Aspergillus flavus

Diclorometano,
metanol e agua

IROBI et al., 1994
FONTENELLE et al., 2008

ALVIANO et al., 2005

VAN VUUREN; VILJOEN,
2008

HELUANI et al., 2005
FONTENELLE et al., 2008

FONTENELLE et al., 2008

CATENI et al., 2003

VISWANATHAN et al., 2004

BRASKARWAR et al., 2008

CHATTOPADHYAY et al.,
2002

TENE et al., 2008

GERTSCH et al., 2004
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1.9.6.2- Substéncias isoladas da familia Euphorbiaceae com atividade

antifingica

Nas folhas e no caule de Euphorbia peplis se isolou quatro cerebrosideos que
apresentaram atividade sobre Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
glabrata e Cryptococcus neoformans: 1-O-(B-d-glucopyranosyl)-(2S,3S,4R,8Z)-2N-
[(2’'R)-2’-hydroxytetracosenoil]-8 (2)-octadecene-1,3,4-triol, 1-0-( B-d-
glucopyranosyl)-(2S,3S,4R,82)-2N-[(2°'R)-2-hydroxyhexacosenoil]-8 (Z)-octadecene-
1,3,4-triol, 1-O-(B-d-glucopyranosyl)-(2S,3S,4R,82)-2N-[(2'R)-2 -
hydroxytetracosanoil]-8 (Z)-octadecene-1,3,4-triol e 1-O-(8 -d-glucopyranosyl)-
(2S,3S,4E,8E)-2N-[(2’R)-2’-hydroxyhexadecanoylamino]-4(E)- 8 (E)-octadecadiene-
1,3 diol (CATENI et al., 2003).

Das folhas de Alchornea laxiflora isolou-se quercetina-7,4’-disulfato,
qguercetina, quercetina-3’,4’-disulfato e quercetina-3,4’-diacetato ativos sobre
Candida albicans e Aspergillus flavus (OGUNDIPE et al., 2001).

Da casca do caule de Neoboutonia mannii foram isolados neoboutomannin, 3-
acetylaleuritolic acid, 3,6-dihydroxy-9-methoxy-1,7-dimethylphenanthrene e sitosterol
3-O-beta-D-glucopyranoside ativos sobre Candida albicans, Candida tropicalis e
Candida parapsilosis (TENE et al., 2008).

1.9.6.3- Espécies da familia Euphorbiaceae que séo tratadas nesse estudo
- Croton urucurana Baill.

- Maprounea guianensis Aublet
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Figura 12- Fotos de Croton urucurana Baill.

Fonte:
http://www.cria.org.br/eventos/tdbi/flora/presentations/PaulBerry/crotonFB/newimage
s/live/3urucurana_med.jpg e http://2.bp.blogspot.com/_3PG8T1wJO00/
SalBFHmM2oyl/AAAAAAAABCI/-3ATXF-XQcc/s400/Sangre+de+Drago+(Croton
+urucurana)+2.jpg (em 23/04/2009)

Nome popular da Croton urucurana Baill.

A espécie Croton urucurana é conhecida popularmente como “red sap" (seiva
vermelha), “dragon’s blood” (sangue de dragdo), sangre de grado em espanhol,
sangra d’agua, urukura, uruchnum (GURGEL et al., 2005; MILO et al., 2002), e
urucurana (CORREA, 1984).

Dados sobre a planta

Croton urucurana é fonte de néctar para abelhas em especial no Estado do
Piaui no Brasil (SODRE et al., 2007; SODRE et al., 2008). Produz um grande
namero de sementes minusculas (LIMA et al., 2008). Tem-se estudado o0 seu uso
para reflorestamento, sendo demonstrado que apresenta elevada producéo de area
foliar e massa umida, porém necessita de grande demanda hidrica (NOGUEIRA et
al., 2004). Sua madeira € utilizada na construcdo de canoas, obras internas, esteios,

dormentes, tinturaria, carrogaria, marcenaria e carpintaria (CORREA, 1984).

Usos na medicina tradicional
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A espécie Croton urucurana € utilizada no tratamento de reumatismo, cancer

e como cicatrizante (LIMA et al., 2008).
Descricdo morfolégica de Croton urucurana Baill.

E uma arvore grande, até 16 m, com folhas alternas, longo-pecioladas,
cordiformes, 3-5 nervadas, pubescentes, argénteas na pagina inferior. Suas flores
sdo dispostas em racemos compridos sendo encontrada em verdas ou solos
hifrométficos (CORREA, 1984).

Estudos biolégicos Croton urucurana

Foi encontrado atividade antidermatofitica no latex de C. urucurana sobre os
fungos Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton tonsurans,
Microsporum canis e Epidermophyton floccossum (GURGEL et al., 2005). O dleo
essencial da casca do caule de C. urucurana apresentou atividade sobre as
bactérias Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella setubal e Klebsiella
pneumoniae, e sobre os fungos Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans e
Cryptococcus neoformans (SIMIONATTO et al., 2007).

O extrato aquoso da casca do caule de C. urucurana foi avaliado quanto a
propriedade anti-hemorragica, frente ao veneno da serpente Bothrops jararaca, onde
demonstrou reducdo do processo hemorragico em ratos (ESMERALDINO et al.,
2005). Também apresentou atividade sobre Staphylococcus aureus e Salmonella
typhimurium (PERES et al., 1997).

Compostos isolados de Croton urucurana

Do 6leo essencial da casca do caule foram isolados 83 compostos que sao:
tricyclene, a-thujene, a-fenchene, sabinene, myrcene, a-terpinene, o-cymene,
limonene, 1,8-cineole, y-terpinene, terpinolele, linalool, trans-thujone, menth-2-en-1-
ol, camphor, camphene hydrate, tagetone, isoborneol, cis-chrysanthenol, boneol,
terpinen-4-ol, p-cymen-8-ol, a-terpineol, myrtenol, isobornyl formate, thymol methyl
ether, E-ocimenone, bornyl acetate, thymol, carvacrol, 6-elemene, cyclosativene, a-
cedrene, &-gurjunene, B-cedrene, cis-thujopsene, y-elemene, geranyl acetone, 9-epi-

caryophyllene, y-gurjunene, y-himachalene, g-muurolene, curcumene, 3-selinene, a-
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selinene, B-himalachene, cuparene, sesquicineole, d-cadinene, trans-calamenene,
nerolidol, carophyllene alchool, spathulenol, sesquisabinene hydrate, caryophyllene
oxide, khusimone, elemenone, guaiol, humulane-1,6-dien-3-ol, himachalene oxide,
1,10-di-epi-cubenol,  10-epi-y-eudesmol, y-eudesmol, 1l-isopropyl-7-methyl-4-
methylene-1,3,4,5,6,8-hexahydro-2H-naphthalen-4-ol, [-acorenol, cubenol,
vulgarone-B, a-eudesmol, a-bisabolol oxide B, 7-epi-a-eudesmol, B-bisabolol, y-
gurjunene epoxide, khusinol, a-bisabolol, epi-a-bisabolol, acorenone, ni, 8-oxo-
neoisolonlongifolene e thunbergol (SIMIONATTO et al., 2007).

O estudo do exsudato do caule revelou que o0 mesmo possui o polissacarideo
fucoarabinogalactano, que € constituido de galactose, fucopiranosil e
arabinofuranosil (MILO et al., 2002). Do extrato metandlico da casca do caule foram
isolados:  &cido  acetil-aleuritolico,  stigmasterol,  [B-sitosterol-O-glucosideo,

sonderiania, catequina e gallocatequina. A catequina e o acido acetil-aleuritolico

foram ativos sobre Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium (PERES et al.,
1997).

Figura 13 — Fotos de Maprounea guianensis Aublet

Fonte: http:/timblindim.files.wordpress.com/2008/10/maprounea_6a.jpg e http://timb
lindim.files.wordpress.com/2008/10/maprounea_lax.jpg (em: 23/04/2009)
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Usos na medica tradicional

A espécie M. guianensis é utilizada no Suriname como agente secante
vaginal. Tal uso tem por objetivo promover aumento do prazer sexual masculino,
porém aumentando riscos de sangramentos e transmissdes de doencas

sexualmente transmissiveis (ANDEL et al., 2008).
Descricdo morfoldgica de Maprounea guianensis Aublet

Arvore de até 18 m de altura, copa ampla, 60 cm de diametro; folha simples,
eliptica-oblonga, 2,5 a 4 cm de largura, 4 a 8 cm de comprimento, acuminada,
glabra; flor abundante, mintscula amarelada; fruto tricoca, globoso; madeira dura de

multipla utilizac¢ao.
Estudos biol6gicos Maprounea guianensis

Em inventario de mata riparia no cérrego Capaozinho no Distrito Federal
Brasil observou-se que a espécie M. guianensis apresenta elevada producdo de
biomassa (DE PAULA et al., 1993). As fracdes cloroférmica e acetato de etila do
extrato metandlico do caule de M. guianensis apresentaram toxicidade de 90 e 100%

respectivamente em Artemia salina (DAVID et al., 2004).
Compostos isolados de Maprounea guianensis

Da fracdo hexanica do extrato metandlico do caule de M. guianensis isolou-
se: 3-0xo-27a-H-hop-22(29)-en (moretenone), f-sitosterol, lupenone, Ilupeol,
dodecosyl, tetracosyl, hexacosyl, octacosyl, triacontyl ferulates, 3-B-acetoxylup-
20(29)-en-28-oic acid, 3B-O-trans-p-coumaroyl-lup-20(29)-en-28-oic acid e 3B-O-
trans-p-coumaroyl-urs-12-en-28-oic acid. Os compostos foram testados sobre

Artemia salina e ndo apresentaram atividade (DAVID et al., 2004).

1.9.7- Familia Fabaceae

A familia Fabaceae apresenta mais de 18000 espécies abrigadas em 650
géneros, incluindo as leguminosas utilizadas na alimentacdo humana. A grande
particularidade dessa familia é a associacdo que as suas espécies fazem com

bactérias do género Rhizobium resultando na fixagao do nitrogénio no solo.
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1.9.7.1- Espécies da familia Fabaceae com atividade antifingica

O extrato metandlico da folha de Retama raetam e suas particbes butanol e
acetato de etila apresentaram atividade sobre Candida albicans (HAYET et al.,
2008). O extrato aquoso das folhas de Indigofera suffruticosa foi ativo sobre
Trichophyton rubrum e Microsporum canis (LEITE et al., 2006). O extrato etandlico
das partes aéreas de Adesmia aegiceras foi ativio sobre Candida albicans (AGNESE
et al., 2001).

Das sementes de Clitoria ternatea foi isolado um peptideo denominado Ct-
AMP1, ativo sobre Botrytis cinerea, Cladosporium sphaerospermum, Fusarium
culmorum, Leptosphaeria maculans, Penicillium digitatum, Trichoderma viride,
Septoria tritici e Verticilium albo-atrum (OSBORN et al., 1995)

1.9.7.2- Substancias isoladas da familia Fabaceae com atividade antifungica

Do extrato triclorometano/metanol (1:1) da madeira do caule de Erythrina
latissima foi isolado seis isoflavonas, 7,3-dihydroxy-4-methoxy-5™-(y,y-
dimethyilallyl)isoflavone (erylatissin A), 7,3-dihydroxy-6”,6"-dimethyl-4”,5™-
dehydropyrano [2”,3”: 4°,5’] isoflavone (erylatissin B), 7,4’-dihydroxyisoflavone
(daidzein), 7,3-dihydroxy-4-methoxyisoflavone (calycosin), 7,4-dihydroxy-3*- v,y-
dimethylallyl isoflavone (neobavaisoflavone) e 5,7,4-trinydroxyisoflavone (genistein),
duas flavonas (-)-7,3-dihydroxy-4’-methoxy-5-(y,y = -dimethylallyl)flavanone
(erylatissin C) e 7,4-dihydroxy-3-y,y-dimethylallylflavanone (abyssinone II), trés
pterocarpanos 3,9-dihydroxy-10- y,y -dimethylallylpterocarpan (phaseollidin), 3,6a-
dihydroxy-9-methoxy-10- y,y —dimethylallylpterocarpan (cristacarpin) e 3,9-
dihydroxypterocarpan (demethylmedicarpin), e duas chalconas 4,2’,4-trihydroxy-3*-
v,y —dimethylallylchalcone e 4,2°,4-trihydroxychalcone. Todos 0s compostos
apresentaram atividade sobre Candida mycoderma (CHACHA et al., 2005).

Do extrato cloroférmico/acetato de etila da madeira da raiz de Bolusanthus
speciosus foram isolados os flavonoides: 5,7,4-trihydroxy-6-[1-hydroxy-2-
methylbuten-2-yljisoflavone, 7,2’-dihydroxy-4-methoxyisoflav-3-ene, 6,6-dihydroxy-
4’-methoxy-2-arylbenzofuran, 5,7,4’-trinydroxy-8-[1-hydroxy-2-methylbuten-2-yl]

isoflavone  (gancaonin C), 7-hydroxy-4-methoxyisoflavone, 7,3-dihydroxy-4*-
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methoxyisoflavone, 5,7,4-trihydroxyisoflavone (genistein), , 5,7,4-trihydroxy-6-g,0-
dimethylallylisoflavone (wighteone), 5,7,4-trihydroxy-8-g,g-dimethylallylisoflavone
(lupiwighteone), 3-hydroxy-9-methoxy[6aR,11aR]pterocarpan (medicarpan) e 5,4-
dihydroxy-6,6-dimethyl-4,5-dehydropyrano-[2,3:7,8]isoflavone (derrone). Todos os
compostos, com excecao da genisteina que néo foi avaliada, apresentaram atividade
sobre Candida mycoderma (ERASTO et al., 2004).

1.9.7.3- Espécie da familia Fabaceae que é tratada nesse trabalho

- Andira humilis Mart.

Figura 14 — Foto de Andira humilis Mart.

Nome popular de Andira humilis Mart.

Andira humilis é conhecida popularmente como Angelim rasteiro, Angelim do
campo ou mata barata (PERIOTTO et al., 2004).
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Uso tradicional

Apo6s o cozimento da améndoa de Andira humilis a mesma pode ser utilizada

para alimentacdo humana.
Uso na medicina tradicional

Na medicina tradicional Andira humilis é utilizada no tratamento de resfriados,

verminoses e corrimento vaginal (SOUZA, 2007).
Dados de Andira humilis Mart.

A espécie A. humilis apresenta o 6rgdo pulvino, que tem a capacidade de
orientar as folhas de modo a maximizar a exposicdo solar (RODRIGUES;
MACHADO, 2008; RODRIGUES; MACHADO, 2007). A. humillis apresenta 22
cromossomos em suas células (FORNIMARTINS et al., 1995). E uma espécie que
ocorre no Cerrado distribuindo-se pelo Distrito Federal, Goids, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco e Sao Paulo. Trata-se de arbusto que atinge
até 1 metro de altura, reproduzindo-se por regeneracdo vegetativa por meio de
séboles (PERIOTTO et al., 2004).

Descricao morfolégica de Andira humilis Mart.

Arbusto com cerca de 50 cm de altura; folha composta, 18 a 25 cm de
comprimento, alterna, imparipinada, 5-7 pares de foliolos glabros, com 5 a 8 cm de
comprimento e 2 a 4 cm de largura; flores abundantes, lilas, oblongas; frutos, dupas
oblongas ou subglobos. Encontrada no Cerrado sensu stricto.

Estudos biolégicos e compostos isolados de Andira humilis

Em um estudo de recolonizaa¢édo do Cerrado que sofreu queimada, observou-
se que A. humillis colonizou a regido que ndo apresentava tal espécie, certamente
devido a facilidade de dispersdo. Em efeito, a queimada pode reduzir a diversidade
do Cerrado, pois favorece espécies com maior capacidade de dispersdo (MARINI-
FILHO, 2000). N&o foi encontrado na literatura nenhum trabalho com isolamento de

compostos oriundo de A. humillis.
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1.9.8- Familia Hippocrateaceae

1.9.8.1- Espécies da familia Hippocrateaceae e substancias isoladas com atividade

antifingica

Até o presente momento ndo foram relatas espécies da familia

Hippocrateaceae, assim como substancia isoladas com atividade antifungica.

1.9.8.2- Espécie da familia Hippocrateaceae que é tratada nesse estudo

- Salacia crassifolia (Mart.) G. Don

Figura 15 — Foto de Salacia crassifolia (Mart.) G. Don
Nome popular de Salacia crassifolia (Mart.) G. Don

A espécie Salacia crassifolia (Mart.) G. Don é conhecida popularmente como

bacupary de caapuéra ou saputd (CORREA, 1984).
Uso tradicional

Seus frutos séo utilizados na nutricdo humana (CORREA, 1984).
Usos na medicina tradicional

A espécie Salacia crassifolia é utilizada como antimicrobiana e antitumoral
(IARA, 20086).
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Descri¢cdo morfolégica de Salacia crassifolia

A espécie Salacia crassifolia (Mart.) G. Don é uma arvore pequena de até
quatro metros, com folhas alternas ou quase opostas, oblongo-elipticas, agudas na
base, inteiras, carnosas, suas flores sédo brancas, curto-pedunculadas, dispostas em
fasciculos axilares, possui fruto de drupa amarela, do tamanho de maca, contendo
polpa doce e comestivel (CORREA, 1984).

Estudos biolégicos e compostos isolados de Salacia crassifolia

Até o presente momento ndo foi relatado nenhum trabalho de estudos

bioldgicos e isolamento de compostos de Salacia crassifolia.
1.9.9- Familia Malpighiaceae

A familia Malpighiaceae abriga 1200 espécies distribuidas em 64 géneros

distintos. Destes, o Brasil abriga 29 géneros concentrados na regido Centro-Oeste.

1.9.9.1- Espécies da familia Malphighiaceae e substancias isoladas com atividade

antifingica

A literatura ndo relata a presenca de espécies da familia Malphighiaceae

estudadas quanto as propriedades antifingicas.

1.9.9.2- Espécie da familia Malphighiaceae que é tratada nesse estudo

- Byrsonima coccolobifolia Kunth



72

Figura 16 — Foto de Byrsonima coccolobifolia Kunth
Nome popular de Byrsonima coccolobifolia Kunth

A espécie Byrsonima coccolobifolia é conhecida popularmente como chaparro
matega (CORREA, 1984).

Uso na medicina tradicional

As cascas do caule de B. coccolobifolia sao utilizadas tradicionalmente para o
tratamento de tuberculose (CORREA, 1984).

Dados adicionais da espécie

O género e a espécie Byrsonima coccolobifolia € preponderante no segmento
arboreo do Cerrado do Estado de Roraima - Brasil (MIRANDA et al.,, 2002;
BARBOSA; FEARNSIDE, 2004).

Descrigcdo morfolégica Byrsonima coccolobifolia Kunth

Trata-se de um arbusto ou arvore pequena com até 3 metros de altura, com
ramos glabros, folhas sésseis, sub-arredondado-ovadas, obtusas, levemente
cordiformes de até 10 centimetros de comprimento por 8 de largura. Suas flores
também sdo glabras com coloracdo arroxeada dispostas em racimos simples e
célice glabro (CORREA, 1984).
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Espécies Orgéo

Solvente do Extrato

Fungos Referéncia

Agathosma arida

Agathosma bathii

Agathosma betulina

Agathosma capensis var.
besemfontein

Agathosma capensis var.
gamka

Agathosma collina

Parte aérea
Agathosma crenulata

Agathosma hirsuta

Agathosma lanata

Agathosma namaquensis

Agathosma ovalifolia

Agathosma ovata

Agathosma parva

Metanol:diclorometano
(1:1) e agua

MOOLLA et al., 2007;
VILJOEN et al., 2006

Candida albicans

MOOLLA et al., 2007;
VILJOEN et al., 2006;
VILJOEN et al., 2006b

MOOLLA et al., 2007;
VILJOEN et al., 2006
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Tabela 3 - Espécies da familia Rutaceae com atividade antifingica (Continuacéao)

Espécies Orgéo Solvente do Extrato Fungos Referéncia

Agathosma pubigera

Agathosma pungens

. . Metanol:diclorometano . . MOOLLA et al., 2007;
Agathosma roodebergensis Parte aérea (1:1) e 4gua Candida albicans VILJOEN et al.. 2006

Agathosma stipitata

Agathosma zwartbergense

Candida albicans e Trichophyton

Clausena anisata Casca do caule Etanol CHAKRABORTY et al., 1995a

rubrum
Clausena heptaphylla Folha Etanol Candida albliagrsu?nTrlchophyton CHAKRABORTY et al., 1995b
Coleonema pulchellum Raiz Metanol Cladosporium herbarum BRADER et al., 1997
Feronia limonia Casca do caule Eter de petroleo e Aspergillus niger e Candida albicans RAHMAN; GRAY, 2002

triclorometano

) Alternaria alternata, Curvularia
Haplophyllum tuberculatum Flores Agua lunata, Fusarium oxysporium e AL-BURTAMANI et al., 2005
Stemphylium solani

Eter de petroleo e

Murraya koenigii Casca do caule P Aspergillus niger e Candida albicans RAHMAN; GRAY, 2005
cloroférmio
Oriciopsis glaberrina Casca do caule Metanol:céllc_li))rometano Candida albicans e Mucor miehei WANSI et al., 2006
Teclea afzelii Casca do caule Metanol Candida albicans, Candida gabrata e KUETE et al., 2008

Microsporum audorium
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Espécies Orgao

Solvente do Extrato

Fungos

Referéncia

Casca do caule,
fruta, folha,
semente, madeira
do caule e Caule

Zanthoxylum americanum

Folha e casca do

Zanthoxylum budrunga
caule

Zanthoxylum caudatum Casca do caule

Zanthoxylum davyi Casca do caule

Folha, raiz e casca

Zanthoxylum leprieurii do caule

Zanthoxylum tetrapermum Casca do caule

Folha, raiz e casca

Zanthoxylum xanthoxyloides do caule

Etanol

Eter de petroleo,
cloroférmio e metanol

Eter de petroleo,
triclorometano e
diclorometano

Metanol e agua

Etanol

Eter de petroleo,
triclorometano e
diclorometano

Etanol

Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Saccharomyces
cerevisiae, Wangiella dermatitidis,
Alternaria alternata, Aspergillus
fumigatus, Fusarium oxysporum,
Microsporum gypseum,
Pseudallescheria boydii e Rhizopus
sp.

Aspergillus fumigatus, Hensinela
californica, Rizopus oligosporum e
Schizosporum sp.

Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium gloeosporioides

Candida albicans

Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton rubrum, Botrytis
cinerea, Aspergillus flavus e
Scopulariopsis brevicaulis

Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium gloeosporioides

Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton rubrum, Botrytis
cinerea, Aspergillus flavus e
Scopulariopsis brevicaulis

BAFI-YEBOA et al., 2005

ISLAM et al., 2001

NISSANKA et al., 2001

STEENKAMP et al., 2007

NGANE et al., 2000

NISSANKA et al., 2001

NGANE et al., 2000
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Estudos biolégicos e compostos isolados de Byrsonima coccolobifolia

Nenhum estudo biolégico e isolamento quimico foi relatado utilizando a

espécie B. coccolobifolia.

1.9.10- Familia Rutaceae

O género da familia Rutaceae que apresenta maior visibilidade é o género
Citrus. O limoeiro e a laranjeira sdo exemplos de plantas pertencentes a familia

Rutacae.

1.9.10.1-Espécies da familia Rutaceae com atividade antifiingica

Na literatura existem varios trabalhos que relatam atividade antifingica em
espécies pertencentes a familia Rutaceae (Tabela 3). Os géneros que mais
apresentaram atividade descrita foram Agathosma e Zanthoxylum.

1.9.10.2- Substancias isoladas de espécies da Familia Rutaceae com atividade

antifangica

Do extrato metandlico da casca do caule de Teclea afzelii foram isolados os
alcaléides kokusaginine, maculine e kolbisie ativos sobre Candida albicans, Candida
gabrata e Microsporum audorium (KUETE et al., 2008). Da casca do caule de
Oriciopsis glaberrina foram isolados os alcalbides lichexanthone e oriciacridone A e
B ativos sobre Candida albicans e Mucor miehei (WANSI et al., 2006). Da casca do
caule de Murraya koenigii foram isolados mahanimbine, girinimbine, sitoster-4-em-3-
one, [-sitosterol, stigmasterol, 3-formyl-carbazole, 3-formyl-1-methoxycarbazole,
carbazole-3-carboxylic acid, 3¢-(1¢-hydroxyethyl)-7-hydroxy-1-isobenzofuranone e
3,3’-[oxybis(methylene)]bis(9-methoxy-9H-carbazole) ativos sobre Aspergillus niger e
Candida albicans (RAHMAN; GRAY, 2005). Da casca do caule de Feronia limonia
foram isolados os compostos psoralen, bergapten, 5,7,4’-trihydroxy-6,8-di-(3-
methylbut-2-enyl)-flavanone, demethylsuberosin, 1-hydroxy-3-methoxy-N-methyl-

acridan-9-one, isopimpinellin, xanthotoxin, (E)-5,8-diepoxy-24(&)-methylcholesta-
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6,22-dien-3-0l e 5-(3-acetoxypropenyl)-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-methoxy-
2,3-dihydroxybenzofuran-3ylmethyl-acetate (RAHMAN; GRAY, 2002). Das raizes de
Coleonema pulchellum se isolou precolpuchol e evofolin-C ativos sobre
Cladosporium herbarum (BRADER et al., 1997). Da casca do caule de Clausena
anisata foram isolados os alcaldides clausenol e clausenine ativos sobre Candida
albicans e Trichophyton rubrum (CHAKRABORTY et al., 1995a). Das folhas de
Clausena heptaphylla foi isolado o alcaléide clausenal ativo sobre Candida albicans
e Trichophyton rubrum (CHAKRABORTY et al., 1995b). Da casca do caule de
Zanthoxylum tetraspermum foram isolados o0s compostos sesamin, savinin,
liriodenine e de Zanthoxylum caudatum, 8-acetonyldihydronitidine, 8-
acetonyldihydroavicine ativos sobre Cladosporium cladosporioides e Cladosporium
gloeosporioides (NISSANKA et al., 2001).

1.9.10.3- Espécies da familia Rutaceae que sao tratadas nesse trabalho
- Zanthoxylum rhoifolium Lam.

- Spiranthera odoratissima St. Hil.

Figura 17 — Foto de Zanthoxylum rhoifolium Lam.
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Nome popular de Zanthoxylum rhoifolium Lam.

A espécie Zanthoxylum rhoifolium € conhecida popularmente como mamica
de cadela, mamica-de-porca, juvevé, jubebé, tembetard, betarl amarelo, laranjinha
do ceara, mamica de cachorra, mamica de porca, maminha de porca, tambataruga,
tamanqueira e tembetar( de espinho (MOREL et al., 2002; CORREA, 1984).

Usos na medicina tradicional

Antimalarica (JULLIAN et al., 2006; BERTANI et al., 2005), antiinflamatoria,
antimicrobiana e para o tratamento de cancer (SILVA et al.,, 2007). Sua raiz é
utilizada como ténico, no tratamento de desconfortos gastrointestinais e antitérmica.
A casca do caule é utilizada para indigestédo, flatuléncia e colicas. Suas folhas sao
utilizadas para dor de dente e de ouvido (CORREA, 1984).

Descricdo morfolégica de Zanthoxylum rhoifolium Lam.

E uma arvore pequena e de caule reto medindo até 8 metros de altura,
possuindo copa frondosa e casca grossa, armada de aculeos grandes e espessos,
com a forma de “mamas de cadela”. Suas folhas sdo compostas, imparipinadas ou
abruptamente pinadas, 2-14 julgas com peciolo comum de 10-25 cm, espinescentes,
foliolos quase sésseis, opostos, oblongo-elipticos, agudos ou obtusos até 5 cm de
comprimento e 2 cm de largura, crenado-serrados, aculeados, glabros, as vezes
finamente pilosos, com um espinho duro na nervura da péagina inferior. Suas flores
sdo polipétalas, pequenas, esverdeadas, dispostas em paniculas terminais e
axilares ou extra-axilares de 10 a 15 cm. Seu fruto possui baga pequena, globosa de
4-5 mm, escura e com glandulas avermelhadas contendo o 6leo essencial de cheiro
forte (CORREA, 1984).

Usos populares

Sua madeira é utilizada na construgdo civil, carrogas, marcenaria, carpintaria,
ripas, remos, cabos de instrumentos agricolas e de ferramentas, cepas para escovas
e tamancos e para tinturaria (CORREA, 1984).
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Tabela 4 - Estudos descritos na literatura com Zanthoxylum rhoifolium

Orgéo Solvente do Extrato Objeto de estudo (organismo) Comentario Referéncia
. As sementes podem ser utilizadas na CARAMORI et al.,
Sementes - Nutricdo humana . ~
alimentacdo humana. 2004

Antibacteriano (Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, Klebsiela O extrato etanolico da casca do caule

Metanol ) demonstrou atividade antibacteriana MOREL et al., 2002
pheumoniae, Sa_lmpnella_ setubal e sobre Gram positivos e negativos.
Escherichia coli)
Casca do ) _ B . ' O preparo tradicional por Qecocgéo BERTANI et al.
Caule Agua Antimalérica (Plasmodium falciparum) apresentou pouca atividade 2004 ’
antimalarica.
E)_(trafgéo de aIca[éides S _ _ Foram iso!ados 7 alcaléides JULLIAN et al.
(hlerXIdO de amobnio e Antimalarica (Plasmodium falciparum) benzofenantrldlnqs sendp 5 ativos 2006 '
diclorometano) sobre Plasmodium falciparum.
Folha Oleo essencial (agua) Antitumoral (tumor de Ehrlich) O oleo essenua_l apresenta atividade SILVA et al., 2007
antitumoral
Tabela 5 - Compostos isolados de Zanthoxylum rhoifolium
Nome Referéncia Nome Referéncia
(E)-nerolidol SILVA et al., 2007, DE MOURA et al., 2006 Oxiavicina JULLIAN et al., 2006
6-Acetonildihidroavicina MOREL et al., 2002 Oxynitidina DE MOURA et a"'zég?; JULLIAN et al.,
Avicina JULLIAN et al., 2006 Sabineno SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006
Biciclogermacrena SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006 Skimmianina DE MOURA et al., 1997
Cubebol SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006 Spathulenol SILVA et al., 2007; MOURA et al., 2006
Dihidroavicina JULLIAN et al., 2006 Zanthoxylina DE MOURA et al., 1997
Dihidronitidina DE MOURA et al., 1997 a-Humuleno SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006
Dihidronitidina JULLIAN et al., 2006 a-Muurolol SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006
Fagaridina JULLIAN et al., 2006 a-Pineno SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006
Germacrena A SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006 B-Caryophylleno SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006
Germacrena B SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006 B-Elemeno SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006
Germacrena D SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006 B-Ocimeno SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006
Linalool SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006 B-Pineno SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006
Myrceno SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006 0-Cadineno SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006

Nitidina JULLIAN et al., 2006 0-Elemeno SILVA et al., 2007; DE MOURA et al., 2006
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Estudos biol6gicos de Zanthoxylum rhoifolium

Na tabela 4 encontramos os estudos biol6gicos conduzidos com a espécie

Zanthoxylum rhoifolium.
Compostos isolados de Zanthoxylum rhoifolium

Foram isolados varios compostos oriundos de Zanthoxylum rhoifolium sendo
em sua maioria alcaléides e 6leos essenciais. Na tabela 5 apresenta os compostos

descritos na literatura.

Figura 18 — Foto de Spiranthera odoratissima St. Hil.
Fonte: http://1.bp.blogspot.com/_axsdkOcPPrQ/RtZZ8uzZ6Qcl/AAAAAAAAAVW/ B1lj
X1oDBwfc/s400/flor+cheirosa.jpg (em 23/04/2004)

Nome popular de Spiranthera odoratissima St. Hil.
A espécie Spiranthera odoratissima é conhecida popularmente como manaca.
Usos na medicina tradicional

Spiranthera odoratissima é usada na medicina popular para o tratamento de
diversas doengas como: sifilis, reumatismo, infeccées hepéticas, retencdo urinaria,
dores abdominais, gota e acne (RIBEIRO et al., 2005).



81
Descrigdo botanica de Spiranthera odoratissima

Arbusto pequeno, 5 cm de altura; folha aromatica, composta com 3 foliolos,
glabros, elipticas, 4 a 7 cm de comprimento, 2,5 a 4 cm de largura apice acuminado,
peciolo longo 4 a 6 cm de comprimento; flor branca, aromatica; fruto capsula

carpidiforme. Tipicamente do Cerrado sensu stricto.
Estudos morfolégicos Spiranthera odoratissima

Na literatura foi encontrado um trabalho que descreve a atividade
antiinflamatdria do extrato etandlico da raiz de Spiranthera odoratissima (MATOS et
al., 2004).

Compostos isolados de Spiranthera odoratissima

Foram isolados das raizes de Spiranthera odoratissima dois limondides
inéditos e limonina, trés alcaldides furoquinolinicos: dictamina, y-fagarina e
esquimianina, trés alcaldides B-indoloquinazolinicos: rutaecarpina, evodiamina e 1-
hidroxirutaecarpina, uma cumarina: aurapteno, e o [-sitosterol (RIBEIRO et al.,
2005). Do extrato hexanico das folhas foram isolados as cumarinas aurapteno,
osthol e braylin, e os alcaldides furoquinolinicos y-fagarina e skimmianine (FREITAS
et al., 2003).

1.9.10- Familia Vochysiaceae

1.9.10.1- Espécies da familia Vochysiaceae e compostos isolados com
atividade antifungica

A literatura ndo descreve trabalhos com espécies da familia Vochysiaceae,
que tenham sido submetidas a testes sobre fungos e que tenham compostos

antifangicos isolados.
1.9.10.2- Espécie da familia Vochysiaceae que € tratada nesse trabalho

- Salvertia convallariaeodora St. Hil.
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Figura 19 — Foto de Salvertia convallariaeodora St. Hil.

Nome popular de Salvertia convallariaeodora St. Hil.

O nome popular dessa espécie é colher de vaqueiro, folha larga, bananeira do
campo, Gongcalo-alves, moliana ou pau de arara (CORREA, 1984)

Uso popular

A madeira de S. convallariaeodora € utilizada na carpintaria e caixotaria
(CORREA, 1984).

Descricdo morfolégica de Salvertia convallariaeodora St. Hil.

E uma arvore alta piramidau, erecta, as vezes tortuosa, com ramos espessos
divaricados e mais ou menos verticilados; folhas grandes pecioladas, obovadas,
obtusas, 30 centimetros de comprimento e 15 centimetros de largura, coriaceas,
peninervadas, com coloracdo verde-amareladas e piloso-ferrugineas. Flores
hermafroditas, irregulares, brancas ou réseas, muito aromaticas (odor de convalaria),
com 5 sépalas e 5 pétalas, dispostas em grandes paniculas terminais revestidas de
espessa camada de tomento ferrugineo. O fruto é em cépsula trigonal, trés valvares
e trés loculares (CORREA, 1984).
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Dados adicionais

Na regido de Cerrado, em Carolina no Estado do Maranhéo - Brasil, a espécie
S. convallariaeodora juntamente com outras seis espécies representam quase a
metade do volume arbdreo da area que serd inundada para a construcdo de uma
hidrelétrica no rio Tocantins (DE MEDEIROS et al., 2008).

Estudos biolégicos e compostos isolados de Salvertia convallariaeodora

A literatura ndo relata a presenca de trabalhos de estudos biolégicos e de

isolamento de compostos de S. convallariaeodora.
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2- OBJETIVOS

2.1- GERAL

Avaliar a atividade de extratos de plantas da medicina tradicional do Bioma

Cerrado sobre fungos patogénicos aos seres humanos.

2.2- ESPECIFICOS

» Realizar uma triagem inicial para determinar 0s extratos vegetais
potencialmente ativos sobre as leveduras Candida albicans e Candida
parapsilosis e o0s dermatofitos Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum gypseum e Microsporum canis.

» Avaliar a atividade dos extratos mais promissores sobre 10 isolados de fungos
filamentosos e 8 de leveduras pelo teste de perfuracdo em agar e
determinacéo da concentracdo inibitoria minima (CIM).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- COLETA DO MATERIAL VEGETAL E PRODUCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

As plantas foram coletadas no bioma Cerrado, no entorno de Brasilia/DF e
identificadas pelo botanico Prof. Dr. José Elias de Paula, do Departamento de
Botanica/UnB (Figura 20). Uma exsicata de cada exemplar vegetal foi depositada no
Herbario da Universidade de Brasilia, nominado pela sigla UB.

Figura 20 — Prof. José E. de Paula, botanico responsavel pela identificacdo e coleta

das espécies vegetais.

As espécies vegetais coletadas sdo encaminhadas para o Laboratério Prof.
José Elias de Paula, que é o anexo do Laboratério de Farmacognosia da
Universidade de Brasilia, para realizacdo dos procedimentos de separacdo dos
orgaos vegetais (folha, casca e madeira do caule e da raiz). Em seguida, os 6rgaos
sdo submetidos ao processo de dessecacdo e estabilizacdo, em condi¢cdes de
temperatura ambiente, ao abrigo do sol e local arejado (Figura 21a).
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Figura 21a — Dessecacéo e estabilizacdo dos diferentes 6rgaos vegetais.

21b —Moinho de facas utilizado na pulverizacdo dos 6rgaos vegetais

ApoOs esse procedimento, os 6rgdos sao pulverizados em moinho de facas
(Figura 21b), e entdo encaminhados para o Laboratorio de Farmacognosia da
Universidade de Brasilia. Cada 6rgédo pulverizado é submetido ao processo de
extracdo por maceracao (Figura 22a), com os solventes de diferentes polaridades:
hexano, acetato de etila e etanol. O material pulverizado é pesado e é utilizada a
proporcao volumétrica correspondente a duas partes de solvente. A maceracao
ocorre por contatos multiplos, onde durante quatro semanas, semanalmente realiza-
se a filtracdo seguida da renovacao do solvente (Figura 22b). A solugédo extrativa
obtida pela filtracdo é concentrada em rota-evaporador sob pressdo reduzida a
temperatura de 40 °C (Figura 22c). O solvente residual é eliminado utilizando um
soprador térmico (Figura 22d). O extrato bruto obtido é depositado no Banco de
Extratos de Plantas do Bioma Cerrado, registrado na Comissdo de Gestdo do
Patriménio Genético do Ministério do Meio Ambiente - CGEN/MMA processo n°
02000.002272/2006-73, mantido a -20 °C (Figura 22e).
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Figura 22 — Processo de extracdo por maceracao, (b) Filtragdo para a obtencdo da

solucéo da solucéo extrativa, (c) Concentracdo em rota-evaporador, (d) Dessecacéo

em soprador térmico e (e) Armazenamento do extrato bruto a -20 °C.

3.2- AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA
3.2.1- Teste de perfuragdo em agar

O método de perfuragdo em &gar (adaptado de Kirby-Bauer, 1996) foi
utilizado para avaliacdo da atividade dos extratos vegetais. Como 0 nome indica, sdo
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realizadas perfuragbes no agar contido na placa de Petri, criando cavidades, onde

sao adicionadas as amostras diluidas

3.2.2- Fungos utilizados para realizacao dos testes

Os fungos utilizados para avaliacdo da atividade dos extratos brutos foram
fornecidos pelo CEMM (Centro Especializado em Micologia Médica) da Universidade
Federal do Ceara. Sendo duas cepas de leveduras American Type Culture Collection
(ATCC) e quatro isolados clinicos de fungos filamentosos (Tabela 6). O teste de

triagem foi realizado em duplicata.

Tabela 6 — Fungos utilizados na avaliacao da atividade dos extratos brutos, no teste

de perfuracdo em 4gar.

Fungo Tipo Nominacao para os testes
Candida albicans ATCC 10231 Levedura Candida albicans |
Candida parapsilosis ATCC 22019 Levedura Candida parapsilosis |
Microsporum canis |l Filamentoso Microsporum canis |
Microsporum gypseum 533 Filamentoso Microsporum gypseum |
Trichophyton rubrum 4218 Filamentoso Trichophyton rubrum |
Trichophyton mentagrophytes 1931 Filamentoso Trichophyton mentagrophytes |

Os extratos brutos que apresentaram halo de inibigdo maior ou igual a 28 mm
foram submetidos a novos testes de perfuracdo em agar sobre os mesmos fungos
fornecidos pelo CEMM (Tabela 6) e sobre isolados clinicos fornecidos pela Prof®.
Dr®. Maria do Rosario Rodrigues Silva, do Instituto de Patologia Tropical e Salde
Publica da Universidade Federal de Goias (Tabela 7). Esses mesmos extratos foram
também submetidos ao teste de microdiluicdo em caldo. O teste de perfuracdo em

agar foi feito em triplicata enquanto o teste de microdiluicdo em duplicata.
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Tabela 7— Fungos utilizados na reavaliacdo da atividade dos extratos brutos, que na
triagem preliminar apresentaram halo = 28 mm sobre um dos fungos avaliados

Fungo Tipo Nominacao para os testes
Candida albicans 102 Levedura Candida albicans II
Candida glabrata 44 Levedura Candida glabrata
Candida krusei 174 Levedura Candida krusei
Candida parapsilosis 5 Levedura Candida parapsilosis I
Cryptococcusg\e/g‘(z)rin ans var. gatt Levedura Cryptococcus neoformans var. gatti

Cryptococcus neoformans var.

Lev r Cryptococcus neoformans var. neoformans
neoformans L1 evedura yp

Microsporum canis 25 Filamentoso Microsporum canis |l
Microsporum canis bre Filamentoso Microsporum canis I
Microsporum gypseum padrao Filamentoso Microsporum gypseum Il
Trichophyton mentagrophytes 09 Filamentoso Trichophyton mentagrophytes Il
Trichophyton rubrum 8 Filamentoso Trichophyton rubrum I
Trichophyton rubrum 6 Filamentoso Trichophyton rubrum 111

3.2.3- Preparacao do meio de cultura do fungo

Para a realizacdo do teste foi utilizado o meio &gar batata dextrose
(Acumedia®). O meio desidratado (39 g) € reconstituido com agua destilada, para se
preparar 1 L de meio. Para tal coloca-se o meio desidratado em um béquer e
adiciona-se cerca de 90% do volume de agua necessario. Em seguida, leva-se ao
aquecimento, com o auxilio de uma manta aquecedora sobre agitacdo constante até
solubilizacdo completa visualizada pela transparéncia da solucdo. Ao final dessa
etapa o conteudo do béquer é transferido para uma proveta e completa-se o volume
para 1 L com agua destilada, para entdo verté-lo em um erlenmeyer, tampa-lo com

algodéo e autoclava-lo por 15 min entre 121 e 127 °C (Figura 23).
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Figura 23 — Preparac@o do meio agar batata dextrose.

3.2.4- Preparacdo das placas de Petri com o meio agar batata dextrose

As placas de Petri de vidro, com 90 mm diametro sdo empacotadas com
papel pardo, formando pilhas de no maximo cinco placas sobrepostas, e em seguida
sao autoclavadas a 121 - 127 °C, por 15 min e colocadas para secar na estufa a 60
°C. Em uma capela de fluxo laminar as placas secas sdo desembrulhadas e entéo
adiciona-se cerca de 25 mL de meio autoclavado (Figura 24). As placas ficam por 3
min destampadas dentro da capela, para diminuir a formacdo de &gua de
condensacado na tampa, evitando uma possivel contaminagédo. Apds, as placas séo
tampadas e aguarda-se a solidificacdo do meio para embrulha-las em papel filme de
policloreto de vinila (PVC). As placas produzidas sdo acondicionadas em geladeira
sobre temperatura 4-8 °C, com prazo maximo de utilizacdo de 2 semanas. Em caso

de contaminagdo a mesma é descartada.
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Figura 24 — Preparacao das placas de Petri com 0 meio agar batata dextrose

3.2.5- Realizacéo das perfuracdes no agar

O agar contido nas placas de Petri € perfurado no dia da realiza¢do do teste
(Figura 25). Para realizar a perfuracdo as placas sao abertas préximas ao bico de
Busen e com a pipeta Pasteur faz-se as escava¢des de 6 mm de diametro, sendo no
maximo 5 escavacgdes por placa. As escavagbes devem ser espacadas para evitar
que ocorra a fusdo de halos, o que prejudicaria a leitura dos resultados. Em seguida
a placa é tampada, rotulada a caneta em sua base, especificando 0 po¢co amostra,
poco controle, e o fungo que seré inoculado na placa.
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Figura 25 — Procedimento de perfuracdo na placa de Petri contendo meio agar

batata dextrose solidificado

3.2.6- Producdo do inéculo de leveduras

Os fungos séo colocados para crescer em meio de agar batata dextrose em
estufa a 35 °C, por um periodo de 48 h. Para obtencdo do in6culo com o numero
necessario de estruturas jovens, ou seja, em fase logaritma de crescimento € feito
uma subcultura/repique, 48 h antes da realizacdo do teste de avaliacdo da atividade
das amostras. Para tal, o fungo € retirado do meio, com o auxilio de uma alca de
platina e transferido para um tubo de ensaio contendo solugéo salina estéril 0,85%,
até que a suspensdo alcance o grau 0,5 na escala de McFarland, ou seja,
aproximadamente 10® ou 10° células por mL. Ao final dessa etapa temos o indculo
pronto para uso (Figura 26).
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Figura 26 — Producao do in6culo de leveduras

3.2.7- Producéo do in6culo de fungos filamentosos

Os fungos filamentosos sdo colocados para crescer em meio de agar batata
dextrose em estufa a 35 °C, por um periodo de 5 a 7 dias. O in6culo é produzido
vertendo-se cerca de 5 mL de solugéo estéril 0,85% no tubo de ensaio contendo o
fungo, e raspando-se suavemente a superficie do fungo, com uma alca de platina,
até que a suspensdo adquira o grau de turbidez de 0,5 na escala de McFarland
(Figura 27). Esse procedimento permite recuperar as estruturas de reproducdo do
fungo. A suspensao é entdo devolvida ao tubo de ensaio que continha a salina e
verificado sobre o grau de turbidez. A subcultura/repique dos fungos filamentosos é
feita 7 dias antes da realizac&o do teste de avaliagdo da atividade das amostras.
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Figura 27 — Producéo do in6culo de fungos filamentosos

3.2.8- Inoculagéo do fungo

A inoculacao dos fungos, tanto leveduras quanto filamentosos, ocorre em uma
capela de fluxo laminar. Mergulha-se um swab estéril na suspensdo produzida,
destampa-se a placa de Petri, contendo o meio sélido perfurado, e com movimentos
oscilatérios esfrega-se o swab em trés dire¢cdes, virando a placa em cerca de 30° a
cada troca de direcdo. Ao final esfrega-se o swab na borda da placa de Petri e
tampa-se (Figura 28).
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Figura 28 — Inoculacao do fungo na placa da Petri

3.2.9- Preparo dos extratos brutos para o teste de avaliacao da atividade

Os extratos de plantas séo testados na concentracdo de 100 mg/mL no teste
de perfuracdo em agar. O diluente utilizado, dimetilsulféxido (DMSO) é previamente
autoclavado, a fim de reduzir possivel contaminacdo. O DMSO ¢é adicionado ao
epppendorf contendo o extrato, previamente pesado, em ambiente estéril utilizando
uma pipeta automatica. Em seguida, os eppendorfs sao agitados com o auxilio do
agitador de tubos Vortex até a completa dissolugdo. Caso ndo ocorra a completa
dissolugéo, os eppendorfs séo levados ao banho-maria a 40 °C por 10 min, seguido
de nova agitacéo. Os eppendorfs sdo armazenados a -20 °C e descongelados no dia

de realizacéo do teste.

3.2.10- Preparacédo dos controles positivos e negativos

Os controles positivos utilizados para os testes com as leveduras foram o
itraconazol e fluconazol. Para os fungos filamentosos (dermatéfitos) utiliza-se
somente o itraconazol, pois o fluconazol ndo possui espectro de agdo contra estes.
O diluente do itraconazol é o DMSO e do fluconazol é 4gua deionizada. Ambos o0s

antifingicos apds a completa dissolucao foram filtrados em filtro Millipore 0,22 um.
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Os controles positivos sdo preparados na concentracdo de 10 pg/mL, e
armazenados a -20 °C por periodo maximo de trés meses. O controle negativo é o

DMSO esteéril na concentracdo de 100%.

3.2.11- Adicao das amostras e dos controles positivos e negativo

As placas de Petri, apés o in6culo dos diferentes fungos sdo abertas na
capela de fluxo laminar, para adicdo de 50 uL dos extratos brutos na concentracéo
de 100 mg/mL, dos controles positivos na concentragcdo de 10 yg/mL, e do controle
negativo na concentragdo de 100% (Figura 29). Em seguida as placas sao
agrupadas por fungo e em no maximo cinco placas por pilha. As placas superiores
de cada grupo identificam a hora do término do ensaio, a data de realizacdo, e a

data e hora da leitura da placa. As pilhas sédo envolvidas com filme PVC.

4

Figura 29 — Adicao das amostras e dos controles positivos e negativo nas placas de
Petri contendo os diferentes fungos
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3.2.12- Incubacgéao das placas de Petri contendo as amostras em teste

As placas empilhadas e embaladas em filme PVC séo colocadas em estufa a
35 °C (Figura 30). O periodo de incubacédo das leveduras é de 48 h, enquanto o de
fungos filamentosos é de 5 dias.

Figura 30 — Incubacé&o das placas de Petri, contendo as amostras em teste

3.2.13- Leitura dos resultados

Apo6s o término do periodo de incubacéo, as placas de Petri sdo retiradas da
estufa e desembrulhadas. O diametro dos halos formados sédo medidos com uma
régua milimetrada (Figura 31). Para a medicéo é considerado somente halos limpos,
ou seja, que nao apresentem em seu interior nenhum crescimento de fungos. Os

resultados foram analisados utilizando o programa Excel® da Microsoft®.
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Figura 31 — Leitura dos resultados da atividade das amostras, através da medicdo

dos halos de inibicdo, com o auxilio de uma régua milimetrada

3.3- TESTE DE MICRODILUICAO — DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA (CIM)

O teste de microdiluicdo quantifica a atividade antifingica das amostras e
controles determinando a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento do
fungo. A metodologia adotada para a realizacdo do teste de microdiluicdo sado os
protocolos do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Para os testes em

leveduras utiliza-se o protocolo M27-A2 e para os fungos filamentosos M38-A.

3.3.1- Preparacao das amostras para os testes de microdiluicéo

No teste de microdiluicdo a solucdo dos extratos brutos diluidos em DMSO a
100 mg/mL é diluida em RPMI, até a obtencédo da concentragao de 4000 pg/mL, e

concentracéo final de DMSO inferior a 5% (v/v).

3.3.2- Preparacao dos controles positivos e negativos

Os controles positivos utilizados para os testes com as leveduras sdo o

itraconazol e fluconazol. Para os fungos filamentosos utiliza-se somente o
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itraconazol. O itraconazol solivel em DMSO é preparado a 1600 ug/mL, segundo as
normas do CLSI, ou seja, em uma concentracdo no minino 100 vezes maior do que
a concentracao a ser testada, no caso 16 pg/mL. O fluconazol solivel em agua é
preparado a 640 pg/mL, segundo as normas, ou seja, ho minimo 10 vezes a maior
concentracdo a ser testada, no caso 64 pg/mL. A concentragcdo dos controles a
serem testadas é produzida por diluicio em RPMI. O controle negativo € 0 meio

RPMI a uma concentracéo de 100%.

3.3.3- Preparagéo do meio de cultura RPMI 1640 para o teste de microdilui¢géo

O meio utilizado é o RPMI 1640 com vermelho de fenol e sem bicarbonato de
sédio. O meio desidratado (10,4 g) € reconstituido em agua destilada até a obtencao
de um litro de meio. Para tal adiciona-se cerca de 900 mL de agua destilada em um
béquer de 1000 mL, verte-se o conteudo do envelope e agita-se com um bastédo de
vidro até a completa dissolucdo. O meio é entdo tamponado com &cido 3-[N-
morfolino]-propoanossulfénico (MOPS) 0,165 M (6,9 g em 200 mL de &gua
deionizada) até pH 7,0, medido com o auxilio de um potencidmetro previamente

calibrado. Em seguida, adiciona dgua destilada, até completar um litro de meio.

Esse meio é filtrado na capela de fluxo laminar utilizando-se um sistema de
filtracdo a vacuo com poro de membrana de 0,22 um (Figura 32). Trés aliquotas de 3
mL desse meio sdo colocadas na estufa a 37 °C para controle de esterilidade,
permanecendo por 5 dias. Caso o meio fique turvo, este é desprezado, pois a
turbidez indica crescimento de microrganismos, sendo o meio é liberado para uso.

Esse meio pode ser armazenado a 4 °C e tem validade de duas semanas.
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Figura 32 — Filtracdo do meio RPMI 1640 tamponado com MOPS em um sistema a

vacuo, com poro de membrana de 0,22 ym

3.3.4- Producdao do in6culo de leveduras

Afim de obter o maior nimero de células viaveis, uma subcultura/repique das
leveduras é realizada 48 h antes do teste de determinacéo da concentracéo inibitoria
minima. No dia do teste, uma pequena aliquota da levedura é transferido para um
tubo de ensaio contendo salina estéril 0,85%, até atingir o grau de turbidez de 0,5 na
escala de McFarland. Em seguida, essa suspensdo é diluida em RPMI em duas
etapas. A primeira corresponde a uma solucdo 1:100, ou seja, uma parte da
suspensao salina para 99 partes de meio RPMI, obtendo-se assim a solucéo
intermediaria. Outra diluicdo é realizada na proporcéo de 1:20, obtendo-se o inéculo,
que seré utilizado no teste, com uma concentracdo de células variando de 5,0 x 102

a 2,5 x 10° células/mL.

3.3.5- Producéo do in6culo de fungos filamentosos

Uma subcultura/repique dos fungos filamentosos € realizada cinco dias antes
da realizacéo do teste de determinagéo da concentragdo inibitoria minima. No dia do
teste, verte-se solugdo salina estéril 0,85% no tubo de ensaio contendo o fungo e
utiliza-se uma alca de platina, para raspar a superficie do fungo até que adquira a
turbidez de 0,5 na escala de McFarland. Recupera-se a suspenséo, faz-se uma

diluicdo em meio de RPMI, na proporcdo de 1:5, ou seja, uma parte da suspensao
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salina para 4 partes de meio RPMI. Tal diluicdo resulta no in6culo que sera utilizado
no teste com uma concentracdo de células variando de 1,0 x 10° a 5,0 x 10°

células/mL.
3.3.6- Procedimento do teste de microdiluicéo

O teste de microdiluicdo é realizado em placa estéril de 96 pogos de fundo
redondo. Inicialmente é colocado 100 yL de meio RPMI em todos os pocgos da placa.
Em seguida nos pocos da primeira coluna, adiciona-se 100 yL do extrato e dos
controles positivos, previamente diluidos na concentracdo de teste. Desse modo
todos os pocos da primeira coluna estdo com um volume de 200 yL. Com o auxilio
de uma pipeta automatica com oito canais, regulada para 100 uL é feita a diluicao
seriada até a coluna de numero dez, desprezando-se ao final os 100 uL restantes
(Figura 33). Em seguida, adiciona-se 100 yL do in6culo em todas as colunas com
excecao da coluna doze. Desse modo a concentracdo do extrato no primeiro poco é
de 1000 pg/mL. A coluna onze corresponde ao controle negativo, pois contém o
meio RPMI e o microrganismo. A coluna doze corresponde ao controle de
esterilidade do meio, pois contém apenas o meio RPMI. As placas sdo tampadas e
embaladas com filme PVC individualmente. As placas podem ser empilhadas em um
maximo de cinco por pilha e sdo entdo incubadas em estufa a 35 °C, por 48 h no

caso das leveduras e por 5 dias no caso dos fungos filamentosos (Figura 34).
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Figura 33 — Diluig&do seriada com pipeta de oito canais

Figura 34 — Incubacao das placas do teste de determinacdo da concentracéo

inibitéria minima (CIM)
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3.3.7- Leitura dos resultados da concentracgao inibitéria minima (CIM)

A leitura do resultado é facilmente feita visualmente da direita para a
esquerda, observando o crescimento do fungo no poco. O primeiro po¢o onde nao €
observado o crescimento do fungo € considerado o valor do CIM. Em caso de
inibicdo do crescimento do fungo em todos 0s pocos é realizado um novo teste

comegando de uma concentragdo menor.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Na literatura sdo relatados estudos conduzidos com extratos de plantas
avaliando-se atividade antifungica (SHAI et al., 2008; BATAWILA et al., 2005). Para
auxiliar a busca de novos agentes terapéuticos, uma das técnicas utilizadas é o
método etnofarmacoldgico, que consiste em se pesquisar plantas utilizadas na
medicina tradicional. MASOKO & EKOFF (2006) estudaram espécies do género
Combretum da familia Combretaceae utilizados tradicionalmente na Asia e na Africa,
para o tratamento das mais diversas enfermidades, dentre elas as micoses. O

estudo evidenciou 26 espécies da medicina tradicional com atividade antifungica.

Neste trabalho utilizaram-se os testes antifingicos de perfuragdo em agar e
de microdiluicdo. A metodologia de perfuracdo em agar, quando comparada com
outras metodologias de difusdo em agar (cilindros de aco e disco de papel), mostrou-
se mais adequada para avaliacdo de extratos brutos, por ser mais reprodutivel.
Porém a melhor técnica para se avaliar a atividade antifangica é a técnica de
microdiluicdo, que determina a concentracgéo inibitéria minima (CIM) (STEENKAMP et
al., 2007; ALVES et al., 2008; OSTROSKY et al., 2008). A técnica de perfuracdo em
agar apresenta menores custos e maior praticidade, quando comparada a técnica de
microdiluicdo, justificando desse modo a triagem inicial pela técnica de perfuracéo

em agar.

Foi realizada a investigacdo da atividade antifungica de 81 extratos brutos,
oriundos de 14 espécies, pertencentes a 11 familias de plantas do bioma Cerrado.
As familias sdo: Celastraceae, Clusiaceae, Combretaceae, Dilleniaceae, Ebenaceae,
Euphorbiaceae, Hippocrateaceae, Fabaceae, Malphighiaceae, Rutaceae e
Vochysiaceae (Tabela 8). Os 81 extratos brutos submetidos a triagem de atividade
antifingica estdo descritos na Tabela 8. A analise da atividade revelou a presenca

de 27 extratos ativos (Tabela 9).

Os extratos das espécies Davilla elliptica, Salvertia convalhariaeadora e
Spiranthera odoratissima ndo apresentaram atividade antifangica. Enquanto 27

extratos apresentaram atividade sobre fungos filamentosos, apenas 10 foram ativos
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sobre leveduras. Os extratos acetato de etila da casca da raiz de Byrsonima
coccolobifolia; etandlico da casca do caule de Maprounea guianensis; etanodlico e
acetato de etila da casca do caule e etandlico da madeira do caule de Terminalia
fagifolia; etandlico da madeira do caule e etandlico da madeira da raiz de
Zanthoxylum rhoifolium demonstraram atividade sobre todos os fungos testados
(Tabela 9).

Dos 27 extratos considerados ativos pela triagem inicial, mais de 60% sao
oriundos do caule e quase 45% da casca do caule e casca da raiz. Em efeito, o
caule e a raiz, sobretudo suas cascas estdo sobre acdo direta do estresse
provocado por fatores externos, como ataques de fungos, bactérias, insetos, acao
da 4gua e do fogo; e em resposta produzem metabdlitos secundarios de defesa.
Muitos estudos demonstram atividade antifiingica de extratos oriundos de casca ,
tais como a atividade dos extratos da casca do caule de Combretum adenogonium
(MAREGESI et al., 2008) e Anogeissus latifolia (GOVINDARAJAN et al., 2006); e 0
extrato da casca do fruto de Terminalia bellerica (VALSARAJ et al., 1997).

Dos 27 extratros ativos, mais de 70% eram de polaridade intermediaria e
polares. Onde 12 extratos ativos sdo etandlicos, 8 acetato de etila, 5 hexanicos, 1
solucédo hidroalcodlica e 1 diclorometanico. Estes resultados corroboram com o
preparo de plantas na medicina tradicional, que utiliza principalmente agua e/ou
alcool. A literatura relata atividade antifungica de extratos produzidos com solventes
polares, para as espécies Combretum molle (BABA-MOUSSA et al.,, 1999),
Combretum laxum (BISOLI et al., 2008) e Guiera senegalensis (SILVA; GOMES,
2002).

Para dar continuidade ao estudo, foi estabelecido como critério de escolha os
extratos que formaram halo maior ou igual a 28 mm sobre qualquer um dos fungos
testados. Baseado nesse critério, oito extratos foram selecionados: etandlico e
acetato de etila da casca do caule, e etandlico da madeira do caule e da folha de
Terminalia fagifolia; etandlico da madeira do caule e da madeira da raiz de
Zanthoxylum rhoifolium; acetato de etila da madeira da raiz de Diospyrus hispida e

acetato de etila da casca do caule de Vismia decipiens.



Tabela 8 — Espécies e extratos vegetais avaliadas quanto a atividade sobre fungos patégenos humanos
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Familia ) ] X ‘ . Més/ Ndmero
Orgdo Vegetal® (Solvente) Habito Ecossistema Ano da no

Espécie Coleta  Herbario

Celastraceae

Austroplenckia populnea (Reissek) Lundell F(E, H, A); CC(E, H, A) Arvore Campo aberto jun/07 (UB) 3747

Clusiaceae

Clusia pernambucensis G. Mariz F (H); MC (E, H, A); CC (E, H, A) Arvore Mata ciliar em galeria ago/07 (UB)3771

Vismia decipiens Cham. & Schltdl. MC (E, H, A); CC(H, A) Arvore Mata ciliar ago/07 (UB) 3769

Combretaceae

Terminalia fagifolia Mart. & Zmuc F (E, H, A) MC (E); CC (E, H, A) Arvore Campo aberto ago/07 (UB) 3812

Dilleniaceae

Davilla elliptica St. Hil. F (E, H, A) Arbusto Campo aberto jun/07  (UB) 3773

Ebenaceae

Diospyrus hispida A. DC. MC (H, D, SH);?C(E’(:" E)I SH); MR (A); Arvore Campo aberto nov/07 (UB) 3760

Euphorbiaceae

Croton urucurana Baill. F (SH, H); MC (SH, H); CC (E) Arvore Mata ciliar mar/06 (UB) 3813

Maprounea guianensis Aublet MC (E); CC (E, H, A); CR (H, A) Arvore Mata ciliar em galeria  ago/07 (UB) 3772

Hippocrateaceae

Salacia crassifolia (Mart.) G.Don CC (E, H, A); MC (E) Arvore Campo sujo ago/07 (UB) 3776

Fabaceae

Andira humilis Mart. F(E, A) Arbusto Campo aberto jun/07  (UB) 3764

Malphighiaceae

Byrsonima coccolobifolia Kunth MC (E); CR (E, H, A); MR (H, A) Arvore Campo sujo ago/07 (UB) 3774

Rutaceae

Spiranthera odoratissima St. Hil. F(E, H, A); R (E, H, A) Sub-arbusto Campo aberto out/06 (UB) 3768

Zanthoxylum rhoifolium Lam. MC (E, H, A); CR (H, A); MR (E, H, A) Arvore Mata ciliar ago/07 (UB) 3770

Vochysiaceae

Salvertia convalhariaeadora St. Hil. F (E, H, A); MC (E, H, A) Arvore Campo aberto ago/07 (UB) 3777

Orgdo vegetal® F: Folha; CC: Casca do caule; MC: Madeira do caule; MR: Madeira da raiz; R: Raiz (casca e madeira da raiz); CR: Casca da raiz

Solvente® - H: Hexano; D: Diclorometano; A: Acetato de etila; E: Etanol; SH: Solugao hidroalcodlica 90%
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Tabela 9 — Halos de inibicao resultantes da triagem dos extratos no teste de perfuracdo em agar,
expressos em milimetros

Espécie Microsporum Trichophyton Microsporum  Trichophyton Candida Candida
gypseum rubrum canis mentagrophytes albicans parapsilosis
A~ _a b
Orgdo’ (Solvente) I I | | | |

A. humilis
F(A) - - 15 - - -
F (E) - - - - - -
B. coccolobifolia
MC (E) - 12 - - - -
MR (A) - - - - - -
MR (H) - 9 - 10 - -
CR (A) 23 27 25 27 15 15
CR (H) - - - - - -
CR (E) - - - - - -
C. pernambucensis
MC (E) 15 15 15 15 - -
MC (H) - - - - - -
MC (A) - - - - - -
F (E) - - - - - -
CC(H) - - - - - -
CC(A) - - - - - -
CC (E) 15 21 21 17 - -
M. guianensis
MC (E) - - - - - -
CC(A) - - - - - -
CC(H) - - - - - -
CC (E) 11 20 11 22 11 12
CR (H) - - - - - -
CR (A) - - - - - -
A. populnea
CC (E) 21 21 25 17 - -
CC (A) 11 15 - 12 - -
CC (H) - - - - - -
F (E) - - - - - -
F (A) - - - - - -
F (H) - - - - - -
S. crassifolia
CC (E) - 12 - 18 - -
CC (H) - - - - - -
CC(A) - - - - - -
MC (E) - - - - - -
T. fagifolia
F (E) - 24 12 28 - -
F (H) - - - - - -
F (A) - - - - - -
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Tabela 9 — Halos de inibicdo resultantes da triagem dos extratos no teste de perfuracdo em
agar, expressos em milimetros (continuacao)

Espécie Microsporum  Trichophyton Microsporum  Trichophyton Candida  Candida

gypseum rubrum canis mentagrophytes albicans parapsilosis
Orgao® (Solvente)® I I I I I I

T. fagifolia (continuacgdo)
CC (E) 27 32 27 34 15 17
CC(A) 28 34 32 30 15 20
CC (H) - - - - - -
MC (E) 20 30 30 30 15 15
V. decipiens
MC (E) 12 18 - - - -
MC (H) - - - - - -
MC (A) - - - - - -
CC(A) 18 29 26 22 - -
CC (H) - - - - - -
D. hispida
R (H) 12 22 - - _ .
R (E) - - - - - -
R (A) - - - - - -
MR (A) 20 30 32 28 . -
MC (D) 12 12 - 12 - -
MC (H) - - - - - -
MC (SH) - - - - - -
CC (SH) 12 11 - - - -
CC (D) - - - - - -
CC (H) - - - - - -
Z. rhoifolium
MC (E) 28 33 40 37 22 20
MC (H) - - 20 12 - -
MC (A) - - - - - -
CR (H) 21 22 20 20 8 -
CR (A) 10 10 23 10 10 -
MR (E) 43 44 48 44 21 21
MR (H) - - - - - -
MR (A) 12 12 - 9 12 12
C. urucurana
F (SH) - - - - - -
F (H) - - - - - -
CC(E) - - - - - -
MC (SH) - - - - - -
MC (H) 12 9 - 9 - -
D. elliptica
F (E) - - - - - -
F (H) - - - - - -
F (A) - - - - - -
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Tabela 9 — Halos de inibicdo resultantes da triagem dos extratos no teste de perfuracdo em
agar, expressos em milimetros (continuacao)

Espécie Microsporum  Trichophyton Microsporum  Trichophyton Candida  Candida
gypseum rubrum canis mentagrophytes albicans parapsilosis
A~ _a b
Orgdo” (Solvente) I I | | | |

S. convalhariaeadora
F (E) - - - - - -
F (H) - - - - - -
F(A) - - - - - -
MC (E) - - - - - -
MC (H) - - - - - -
MC (A) - - - - - -
S. odoratissima
F (E) - - - - - -
F (H) - - - - - -
F (A) - - - - - -
R (E) - - - - - -
R (H) - - - - - -
R (A) - - - - - .

Orgio vegetal® F: Folha; MC: Madeira do caule; MR: Madeira da raiz; CR: Casca da raiz; CC: Casca do caule; R: Raiz (casca
e madeira).
Solventeb - H: Hexano; D: Diclorometano; A: Acetato de etila; E: Etanol; SH: Solucdo hidroalcodlica 90%.
-2 Ndo ativo
Na tabela 10 tem-se os diametros dos halos de inibicdo formados sobre
leveduras, pelos 8 extratos selecionados para dar continuidade ao estudo, por
apresentarem halo de inibigdo = 28 mm sobre um dos fungos testados. O extrato
acetato de etila da madeira da raiz de D. hispida ndo apresentou a formacao de
halos sobre as leveduras testadas, assim como o controle positivo fluconazol e o
controle negativo DMSO. Das 8 leveduras testadas o extrato acetato de etila da
casca do caule de V. decipiens apresentou atividade somente sobre Candida krusei.
Todos os extratos de T. fagifolia tiveram atividade sobre todas as leveduras
testadas. O maior halo formado sobre leveduras foi pelo extrato etandlico da

madeira da raiz de Z. rhoifolium com 31 mm de diametro sobre Candida krusei.

Os extratos que formaram halo de até 20 mm de diametro foram considerados
ativos, e acima desse valor foram considerados muito ativos, e a ndo formacgéo de
halo como inativo. Sobre C. albicans | somente o extrato etanélico da madeira do
caule de Z. rhoifolium foi considerado muito ativo, enquanto outros 5 extratos foram
ativos (Tabela 10). Sobre C. albicans Il dos 8 extratos testados, 5 extratos foram

ativos. Na levedura C. parapsilosis | os extratos etandlicos da casca do caule e da
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madeira do caule, acetato de etila da casca do caule de T. fagifolia, e etandlico da
madeira da raiz de Z. rhoifolium foram muito ativos; enquanto os extratos etandlicos
da folha de T. fagifolia e da madeira do caule de Z. rhoifolium ativos. Sobre C.
parapsilosis Il e C. glabrata, 2 extratos se mostraram muito ativos e outros 4 extratos
foram ativos. C. krusei foi a levedura onde os extratos foram capazes de formar os
maiores halos, sendo encontrado 6 extratos muito ativos, onde 5 apresentaram
halos superiores a 25 mm de diametro. Sobre Cryptococcus neoformans var.
neoformans somente o extrato acetato de etila da casca do caule de T. fagifolia foi
muito ativo, enquanto sobre Cryptococcus neoformans var. gatti os extratos
etandlicos da casca do caule, da folha e da madeira do caule de T. fagifolia foram

muito ativos.

O extrato acetato de etila da casca do caule de T. fagifolia, quando
comparado com 0s outros extratos testados, foi o extrato que formou a maior
qguantidade de halos muito ativos sobre as leveduras, seguido dos extratos
etandlicos da casca do caule e da madeira do caule de T. fagifolia, ambos com 4
halos muito ativos, extrato etandlico da madeira da raiz de Z. rhoifolium com 3 halos
muito ativos, extrato etandlico da folha de T. fagifolia com 2 halos muito ativos e
extrato etandlico da madeira do caule de Z. rhoifolium com 1 halo muito ativo sobre

as oito leveduras testadas (Tabela 10).



Tabela 10 - Halo de inibicao sobre leveduras, expressos em milimetros + desvio padrao de 8 extratos selecionados no teste de perfuracao em dagar,
por apresentarem halo > 28 mm sobre um dos fungos avaliados. Experimento realizado em triplicata.

Espécie Can‘dida Can.dida Candl:da. Candl:da. Candida Candida Criptococcus Criptococcus
albicans albicans parapsilosis parapsilosis , neoformans var.  neoformans var.
Orgio® (Solvente)b | 1 1 1 glabrata krusei neoformans gatti
Terminalia fagifolia
CC (E) 16,33+1,15 16,66+1,52 21,33+4,04 23,33+2,88 15,66+0,57 26,3+1,53 19,66 + 0,57 302
CC(A) 14,33 +3,21 16,66 +1,52 21+1 26 £ 3,60 22,33+2,08 31,7+1,53 24,66+0,57 16,33+ 2,88
F (E) 13,66+2,51 12,66+3,05 1566+4,04 19,33+3,78 16,66+1,52 26,7+2,08 14,33 +1,15 27,66 + 2,08
MC (E) 15+1 14,66 £+ 1,52 21+1 18,33+2,88 23,33+1,15 28,7+ 2.08 15,33 £2,08 29+1
Diospyrus hispida
MR (A) - - - - - - - -
Vismia decipiens
CC(A) - - - - - 16+ 3,61 - -
Zanthoxylum
rhoifolium
MC (E) 18 + 3,60 - 17+2,64 14,66 +0,57 9,66 +0,57 20t3 - -
MR (E) 20,44 + 2,08 15+1 21,66+0,57 18,66+3,21 15,66+0,57 31,7+1,53 - 11,66 + 0,57
Controle positivo
Itraconazol - 171 25,33+1,15 28,33+1,52 - - 21,66 +1,52 25,33+2,51
Fluconazol - - - - - - - -

Controle negativo
DMSO 100% - - - - - - - -

Orgao vegetal® - CC: Casca do caule’F: Folha; MC: Madeira do caule; MR: Madeira da raiz.
Solvente® - A: Acetato de etila; E: Etanol.
DMSO: dimetilsulféxido

- : Ndo ativo
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Tabela 11 - Halo de inibicdo sobre fungos filamentosos, expressos em milimetros + desvio padrdo de 8 extratos selecionados no teste de perfuracdo em agar, por
apresentarem halo 2 28 mm sobre um dos fungos avaliados. Experimento realizado em triplicata.

Espécie Microsporum Microsporum  Trichophyton Trichophyton Trichophyton Microsporum Microsporum Microsporum  Trichophyton Trichophyton
gypseum gypseum rubrum rubrum rubrum canis canis canis mentagrophytes mentagrophytes
Orgao’ (Solvente)” I n | I m I n m | n
Terminalia fagifolia
CC (E) 24 + 2,64 24 + 2,64 31+2,64 26,67+2,88 27,33+3,05 30,33+3,51 23,33+1,15 21+1,73 31+3,60 32,33+2,51
CC(A) 25+3 2466 +4,16 33,33+2,08 30,67+3,05 3766+4,04 29,3+252 25,33+0,57 26+3,46 28,33+ 2,88 27 +£3,60
F (E) 25,33+0,57 271,73 33,33+1,15 292,64 31,66 +1,52 231 20,33+1,52 13,67+0,57 24,33+4,04 23 +2,64
MC (E) 23,33+2,88 18,33 +1,52 302 25,66+1,15 25,66+1,15 281 24,33 +1,52 25,33+1,52 302 27,33 +1,52
Diospyrus hispida
MR (A) 202 - 28,33 +2,88 23,33 +1,52 - 30,3+1,53 20,67 +£2,08 - 25,33+2,51 -
Vismia decipiens
CC(A) 14,66 +3,51 16,33+3,51 28,33+2,08 12,66 + 0,57 17+1,73 23,67 £2,08 - - 18 + 3,46 -
Zanthoxylum
rhoifolium
MC (E) 24,66 £3,05 36,66 +2,30 233 25,33+3,05 14,33+2,08 31+3 30,33 +£2,08 - 302 29 12,08
MR (E) 36+3,46 46+ 1 41,33 +3,05 50,67 £4,04 38+1 46,7 £ 1,53 - 22,67 £2,51 34,7+3,21 35+3
Controle positivo
Itraconazol 28,33+1,52 31,66+0,57 19+ 3,60 26,33 +1,52 21 +3,60 18,33+1,52 - - 28,33 +£2,88 19,33 +1,15

Controle negativo
DMSO 100% -

Orgao vegetal®- CC: Casca do caule’F: Folha; MC: Madeira do caule; MR: Madeira da raiz.

Solvente® - A: Acetato de etila; E: Etanol.
DMSO: Dimetilsulféxido

- : Nao ativo



113

Em geral os halos de inibicdo formados pelos 8 extratos selecionados foram
maiores sobre os fungos filamentosos (Tabela 11) do que sobre leveduras (Tabela
10). Todos os 8 extratos foram capazes de formar halo de inibicdo sobre os fungos
filamentosos testados. Similarmente a atividade sobre leveduras, todos os extratos
de T. fagifolia formaram halo sobre todos os fungos filamentosos testados. O extrato
etandlico da madeira da raiz de Z. rhoifolium apresentou os maiores halos de
inibicdo sobre fungos filamentosos, alguns superiores a 45 mm de diametro, além de
apresentar o maior halo de inibicdo entre os extratos selecionados, superior a 50
mm de diametro sobre Trichophyton rubrum Il. O controle negativo, DMSO, nao
inibiu o crescimento dos fungos filamentosos, n&o influenciando portanto a leitura da
atividade dos extratos. O itraconazol ndo apresentou atividade sobre os fungos

Microporum canis Il e Il na concentracao testada.

Todos os 8 extratos selecionados para dar continuidade ao estudos foram
muito ativos sobre os dermatdfitos T. rubrum | e M. canis |. Enquanto os 7 dos 8
extratos foram muito ativos sobre M. gypseum | e T. rubrum Il. Nos fungos M.
gypseum Il e T. rubrum Ill, 5 extratos foram muito ativos, 2 extratos foram ativos e o
extrato acetato de etila da madeira da raiz de D. hispida foi inativo. Dos 8 extratos, 6
foram muito ativos e 2 inativos sobre M. canis Il e T. mentagrophytes Il. Os extratos
etandlicos da casca do caule e da madeira do caule, e acetato de etila da casca do
caule de T. fagifolia e da madeira da raiz de Z. rhoifolium foram muito ativos sobre
M. canis Ill. Todos os extratos foram ativos sobre T. mentagrophytes |, sendo 7
muito ativos e 1 ativo (Tabela 11). Os extratos etandlicos e acetato de etila da casca
do caule de T. fagifolia foram muito ativos sobre todos os dermatofitos testados.
Enquanto, os extratos acetato de etila da madeira da raiz de D. hispida e da casca
do caule de V. decipiens ndo mostraram atividade sobre trés isolados de

dermatofitos.

Apesar das técnicas de microdiluicAo e perfuragcdo serem Uteis para a
avaliacdo da atividade antifingica, elas utilizam principios diferentes e possuem
aplicabilidades diferentes. A técnica de perfuracdo em agar permite avaliar
qualitativamente a presenca de atividade antifungica, para isso os extratos devem
possuir a capacidade de se difundir do pogo para o agar, pois caso contrario ndo
ocorrera a formacgéo de halo de inibicdo. Os extratos acetato de etila da madeira da

raiz de Diospyrus hispida e casca do caule de Vismia decipiens, foram selecionados
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para dar continuidade a investigacdo, por apresentarem halos de inibigdo = 28 mm
sobre fungos filamentosos. Esses mesmos extratos se mostraram inativos no teste
de perfuracdo em agar em leveduras, porém ambos apresentaram valores de CIM
de 15,62 pug/mL sobre as duas leveduras (Tabela 10 e 12). Desse modo, existem
extratos que foram considerados inativos na triagem realizada com a técnica de
perfuracdo em agar e que apresentaram atividade antifangica importante. Na técnica
de microdiluicdo em caldo ndo € necessaria a capacidade de difusdo do extrato para
um meio solido, uma vez que a interface € liquido-liquido, o que pode explicar os

resultados obtidos.



Tabela 12 - Valores da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) sobre leveduras, em pg/mL, de 8 extratos selecionados no teste de
perfuracdo em agar, por apresentarem halo 2 28 mm sobre um dos fungos avaliados. Teste realizado em duplicata.

Espécie Can'dida Can_dida Candl:da' Candl:da' Candida Candida Cryptococcus Cryptococcus
albicans albicans parapsilosis parapsilosis i neoformans var. neoformans var.
Orgao’ (Solvente)® I I | I glabrata krusei neoformans gatti
Terminalia fagifolia
CC(E) 0,97 0,97 0,97 0,97 7,81 3,9 0,48 0,24
CC (A) 0,97 0,97 0,97 0,97 7,81 0,97 0,48 0,24
F (E) 1,95 1,95 1,95 1,95 7,81 3,9 1,95 1,95
MC (E) 0,97 0,97 0,97 0,97 3,9 1,95 0,97 0,97
Diospyrus hispida
MR (A) 15,62 62,5 15,62 15,62 62,5 7,81 15,62 7,81
Vismia decipiens
CC(A) 15,62 15,62 15,62 31,25 62,5 31,25 15,62 31,25
Zanthoxylum rhoifolium
MC (E) 62,5 125 125 125 500 31,25 250 62,5
MR (E) 62,5 62,5 31,25 31,25 125 7,81 62,5 15,62
Controles positivos
Itraconazol 0,5 > 16 0,25 0,25 1 1 0,25 0,25
Fluconazol 1 > 64 1 1 8 16 2 0,5
Controle negativo
RPMI 100% - - - - - - - -

Orgao vegetal® - CC: Casca do caule’F: Folha; MC: Madeira do caule; MR: Madeira da raiz.
Solvente® - A: Acetato de etila; E: Etanol.
RPMI: meio RPMI-1640 tamponado com acido 3-[N-morfolino]propanosulfénico

- : Nao ativo
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Tabela 13 - Valores da Concentrac&o Inibitéria Minima (CIM) sobre fungos filamentosos, em pg/mL, de 8 extratos selecionados no teste de perfuragdo em agar, por
apresentarem halo > 28 mm sobre um dos fungos avaliados. Teste realizado em duplicata.

Espécie Microsporum Microsporum Trichophyton Trichophyton Trichophyton Microsporum Microsporum Microsporum  Trichophyton Trichophyton
gypseum gypseum rubrum rubrum rubrum canis canis canis mentagrophytes mentagrophytes
Orgao’ (Solvente)® [ I [ [ In [ It I [ I
Terminalia
fagifolia
CC (E) 31,25 125 15,62 31,25 31,25 3,9 31,25 500 31,25 15,62
CC(A) 125 125 125 31,25 125 62,5 7,81 250 62,5 31,25
F (E) 62,5 125 31,25 31,25 31,25 31,25 62,5 250 125 62,5
MC (E) 62,5 125 62,5 15,62 31,25 31,25 62,5 500 62,5 62,5
Diospyrus hispida
MR (A) 125 >1000 125 15,62 >1000 62,5 250 >1000 >1000 >1000
Vismia decipiens
CC(A) 125 125 125 31,25 125 62,5 >1000 >1000 >1000 >1000
Zanthoxylum
rhoifolium
MC (E) 500 500 500 250 500 500 125 500 >1000 >1000
MR (E) 250 250 500 125 250 62,5 31,25 250 >1000 >1000
Controle positivo
Itraconazol 0,5 0,25 0,5 0,125 0,125 0,25 >16 8 1 0,25
Controle negativo
RPMI 100% - - - - - - - - -

Org3o vegetal® - CC: Casca do caule’F: Folha; MC: Madeira do caule; MR: Madeira da raiz.
Solvente® - A: Acetato de etila; E: Etanol.
RPMI: meio RPMI-1640 tamponado com acido 3-[N-morfolino]propanosulfénico

- : Ndo ativo
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O teste de microdiluicdo permite avaliar a atividade antifungica do extrato de
plantas em termos quantitativos. Nesse aspecto, ndo existe consenso na literatura
de qual valor de CIM deve ser considerado para qualificar um extrato de planta como
promissor para o fracionamento. Alguns autores consideram um extrato potente
quando o valor de CIM é inferior a 1000 pg/mL (WEBSTER et al., 2008) enquanto
outros consideram CIM < 500 pg/mL (ALGIANNIS et al., 2001). Em nosso trabalho
foi estabelecido como critério valor de CIM < 125 ug/mL para um extrato de planta
ser considerado como promissor. Extratos que apresentaram valores de CIM
maiores que 125 pg/mL e menores que 1000 pg/mL foram considerados ativos, e
valores acima de 1000 pg/mL foram considerados inativos.

O calculo de CIM revelou que todos os 8 extratos selecionados por
apresentarem halo de inibicdo = 28 mm sobre algum fungo na triagem inicial,
possuem potente atividade antifingica sobre leveduras (Tabela 12), com excecéo do
extrato etandlico da madeira do caule de Z. rhoifolium sobre C. glabrata e
Cryptococcus neoformans var. neoformans. Os valores de CIM sobre as leveduras
foram menores para os extratos de T. fagifolia, variando de 0,24 a 7,81 pg/mL. As
atividades desses extratos apresentaram valores proximos e alguns valores
inferiores aos controles positivos. Como por exemplo, os extratos etandlicos e
acetato de etila da casca do caule de T. fagifolia teve valores de CIM sobre
Cryptococcus neoformans var. gatti (0,24 pg/mL) similares que os controle positivos
(0,25 pg/mL para itraconazol e 0,5 pg/mL para fluconazol). O extrato acetato de etila
da madeira da raiz de D. hispida apresentou valores de CIM < 62,5 ug/mL sobre C.
glabrata, e sobre Candida krusei (CIM = 7,81 pug/mL) sendo mais ativo que o controle
positivo fluconazol (CIM = 16 upg/mL). A levedura C. albicans Il apresentou
resisténcia aos controles positivos apresentando valores de CIM > 16 pg/mL para
itraconazol e > 64 pg/mL para fluconazol, ou seja, valores superiores a maior
concentracdo determinada no protocolo, que € de 16 pg/mL para itraconazol e 64
pg/mL para fluconazol. O controle negativo RPMI 100% néo teve acdo sobre as

leveduras, néo influenciando portanto a leitura dos resultados.

Sobre C. albicans | e C. parapsilosis | e I, os extratos etandlicos da casca do
caule, madeira do caule e acetato de etila de T. fagifolia foram mais ativos que o
controle fluconazol. Sobre as leveduras C. glabrata e Cryptococcus neoformans var.

neoformans, todos os 4 extratos de T. fagifolia apresentaram CIM inferior ao controle
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fluconazol. Os controles fluconazol (> 64 pg/mL) e itraconazol (> 16 pg/mL)
apresentaram valor de CIM superiores aos valores de todos os extratos de T.
fagifolia (0,97 a 1,95 pg/mL) e o extrato acetato de etila da casca do caule de V.
decipiens (15,62 pg/mL) sobre C. albicans Il. Sobre C. krusei, 6 dos 8 extratos
testados apresentaram valores de CIM inferior ao controle fluconazol, sendo o
extrato acetato de etila da casca do caule de T. fagifolia também mais ativo que o
controle itraconazol. Sobre a levedura Cryptococcus neoformans var. gatti, 0s
extratos etandlico e acetato de etila da casca do caule de T. fagifolia foram mais
ativos que os controles positivos. Tais achados reforcam a importancia desses
extratos na busca de novos agentes antifungicos. Os extratos correspondem a um
conjunto de moléculas, e mesmo assim varios foram mais ou igualmente ativos aos
controles positivos, que correspondem a uma unica molécula isolada. Certamente, o
fracionamento cromatogréafico bioguiado desses extratos, permitira o isolamento de

compostos antifingicos ainda mais ativos e em menor concentracao.

A tabela 13 apresenta os valores de CIM dos 8 extratos sobre 10 isolados
clinicos de fungos filamentosos. Todos os 8 extratos apresentaram potente atividade
em ao menos um dos fungos filamentosos. Os extratos de T. fagifolia apresentaram
valores de CIM menor ou igual aos outros extratos testados. Sobre os fungos T.
mentagrophytes | e Il somente os extratos de T. fagifolia tiveram atividade, sendo
potente com valores de CIM < 31,25 ug/mL. O extrato acetato de etila da madeira da
raiz de D. hispida apresentou potente atividade sobre M. gypseum I, M. canis | e T.
rubrum | e Il com valores de CIM entre 125 e 15,62 pg/mL. Enquanto o extrato de V.
decipiens teve potente atividade sobre M. gypseum | e Il, M. canis I, T. rubrum I, Il e
[l com valores de CIM entre 125 e 31,25 pg/mL. Os extratos de D. hispida e V.
decipiens néo apresentaram atividade sobre M. canis Ill e T. mentagrophytes | e Il.
Apesar dos extratos de Z. rhoifolium apresentarem a formacdo de grandes halos
sobre fungos filamentosos (Tabela 11), essa pronunciada atividade ndo se manteve
no teste de determinacdo da concentracdo inibitoria minima (Tabela 13). O extrato
etandlico da madeira do caule de Z. rhoifolium apresentou potente atividade
somente sobre M. canis II; enquanto o extrato etandlico da madeira da raiz de Z.
rhoifolium apresentou valores de CIM de 125 pug/mL para T. rubrum I, 62,5 para M.

canis | e 31,25 para M. canis Il. O fungo M. canis Il se mostrou resistente ao controle
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itraconazol com valor de CIM > 16 pg/mL. O controle negativo RPMI 100% n&o inibiu

o crescimento dos fungos filamentosos.

Nos fungos M. gypseum | e T. rubrum |, dos 8 extratos selecionados para a
continuidade dos estudos, 6 tiveram potente atividade, enquanto 2 foram ativos. A
atividade antifingica dos extratos sobre M. gypseum Il e T. rubrum Il de todos os
extratos de T. fagifolia e o extrato acetato de etila da casca do caule de V. decipiens
foram potentes, enquanto que os extratos de Z. rhoifolium foram ativos e o extrato
acetato de etila da madeira da raiz de D. hispida foi inativo. Sobre os dermatofitos T.
mentagrophytes | e I, somente os extratos de T. fagifolia apresentaram atividade,
sendo esta potente. Nos fungos T. rubrum Il e M. canis |, 7 extratos tiveram potente
atividade antifangica. Sobre o M. canis Il, todos os extratos de T. fagifolia e de Z.
rhoifolium apresentaram potente atividade. Nenhum extrato apresentou potente

atividade antifingica sobre o dermatéfito M. canis Ill, sendo 6 ativos e 2 inativos.

A literatura relata atividade antifingica de espécies da familia Celastraceae do
género Maytenus (ORABI et al., 2001; RODRIGUEZ et al., 2005; DE LEON;
MOUJIR, 2007). Nesse estudo se avaliou as atividades antifungicas de
Austroplenckia populnea e Salacia crassifolia, espécies da familia Celastraceae. Os
extratos etandlico e acetato de etila da casca do caule de A. populnea apresentaram
atividade sobre os fungos filamentosos. As atividades antifiUngicas desses extratos e
do extrato etandlico da casca do caule de S. crassifolia sdo inéditas (Tabela 9). Na
literatura, o extrato hidroalcéolico da madeira do caule de A. populnea é relatado por
apresentar atividade sobre C. albicans e C. glabrata (ANDRADE et al., 2008).

A atividade antifangica das espécies Clusia pernambucensis e Vismia
decipiens da familia Clusiaceae foram avaliadas nesse trabalho. Os extratos
etandlicos da madeira do caule e casca do caule de C. pernambucensis
apresentaram atividade sobre os fungos filamentosos na triagem inicial, com halos
de inibicdo variando de 15 a 21 mm de diametro (Tabela 9). Esse € o primeiro relato
comprovado de atividade antifangica no género Clusia, pois ainda nao foi
comprovada que a atividade antifingica do propolis cubano deva-se a Clusia minor
e/ou Clusia rosea (RUBIO et al., 1999).

Dos 5 extratos de V. decipiens testados na triagem inicial, apenas os extratos

etandlico da madeira do caule e acetato de etila da casca do caule apresentaram
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atividade, sendo este Ultimo selecionado para continuidade dos estudos. A
determinacdo de CIM demonstra potente atividade antifingica do extrato acetato de
etila da casca do caule de V. decipiens sobre os fungos filamentosos M. gypseum | e
II, T. rubrum I, Il, Il e M. canis | (Tabela 13) e sobre todas as leveduras testadas
(Tabela 12). Interessante observar que os valores de CIM sdo menores para
leveduras, entre 62,5 e 15,62 ug/mL, do que para filamentosos, entre 125 e 31,25
pug/mL. Os achados dos extratos de V. decipiens sdo inéditos e ndo existe nenhum
relato de atividade antifungica de outras espécies do género Vismia.

Na triagem inicial dos 7 extratos testados de Terminalia fagifolia, os extratos
etanolicos das folhas; casca do caule; madeira do caule e acetato de etila da casca
do caule se mostraram ativos, formando em ao menos um dos fungos testados, halo
de inibicdo = 28 mm (Tabela 9). No teste de perfuracdo em agar para os fungos
filamentosos, a maioria dos halos de T. fagifolia foi menor quando comparados com
os halos de Z. rhoifolium (Tabela 11), porém se mostraram bem mais ativos no teste
de CIM (Tabela 13). Os valores de CIM sobre leveduras dos extratos de T. fagifolia
foram bem mais potentes do que todos os outros extratos testados (Tabela 12). A
atividade antifungica de T. fagifolia € inédita. A familia Combretaceae é descrita por
apresentar varios estudos de atividade antifungica, principalmente no género
Combretum e Terminalia (Tabela 1), tais como Terminalia bellerica (VALSARAJ et
al., 1997), T. catappa (GOUN et al., 2003) e T. chebula (VONSHAK et al., 2003).

Os extratos hexanico e etandlico da folha de Davilla elliptica ndo se
mostraram ativos na triagem inicial (Tabela 9). A espécie D. elliptica apresenta
atividade sobre Mycobacterium tuberculosis e propriedades imunoldgicas (LOPES et
al., 2007). Na literatura, o unico exemplar da familia Dilleniaceae descrito por possuir
atividade antifingica é Tetracera potatoria (ADEKUNLE et al., 2003).

Diospyrus hispida foi a espécie que apresentou 0 maior niumero de extratos
testados (Tabela 9). Sendo encontrada atividade nos extratos hexanico da raiz,
acetato de etila da madeira da raiz, diclorometanico da madeira do caule e solugéo
hidroalcoolica da casca do caule. O extrato acetato de etila da madeira da raiz de D.
hispida apresentou halos de inibi¢do variando entre 20 e 32 mm sobre M. gypseum I,
T. rubrum I, M. canis | e T. mentagrophytes |, sendo selecionado para continuidade

dos estudos (Tabela 9). Na etapa seguinte apresentou halos superiores a 20 mm de
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diametro sobre M. gypseum I, T. rubrum | e I, M. canis | e Il e T. mentagrophytes |
(Tabela 11), resultado que se repetiu no calculo de CIM com excecdo de T.
mentagrophytes (Tabela 13). D. hispida apresentou ainda potente atividade sobre
todas as leveduras testadas, com valores de CIM entre 62,5 e 7,81 pg/mL (Tabela
12). Na familia Ebenaceae, as espécies Diospyrus crassifolia (TANGMOUO et al.,
2006) e Diospyrus maritima (GU et al., 2004) sdo descritas por apresentarem

atividade sobre fungos filamentosos e leveduras. A atividade de D. hispida é inédita.

Na familia Euphorbiaceae, os extratos de Croton urucurana e Maprounea
guianensis foram avaliados sobre a atividade antifingica. Os extratos etandlico da
casca do caule de M. guianensis e hexanico da madeira do caule de C. urucurana
apresentaram atividade antifUngica (Tabela 9). O exsudato de C. urucurana é
relatado por apresentar atividade sobre dermatéfitos (GURGEL et al., 2005) e o 6leo
essencial da casca do caule pela atividade sobre fungos e bactérias (SIMIONATTO
et al., 2007). A atividade antifingica do extrato hexanico da madeira do caule de C.
urucurana € inédita. Outras espécies do género Croton apresentam atividade
antifangica descrita na literatura (Tabela 2) como C. cajucara (ALVIANO et al.,
2005), C. hieronymi (HELUANI et al., 2005) e C. zehntneri (FONTENELLE et al.,
2008). A atividade de M. guianensis é inédita, assim como a atividade antifangica no

género Maprounea.

Foram testados os extratos etanolico e acetato de etila da folha de Andira
humilis, sendo encontrada atividade antifangica nesse ultimo, com a formacédo de
halo de inibicdo de 15 mm de diametro sobre T. rubrum | (Tabela 9). E o primeiro
relato de atividade antifingica de espécie do género Andira. Na familia Fabaceae é
relatado atividade antifingica de outras espécies como Retama raetam (HAYET et
al., 2008), Indigofera suffruticosa (LEITE et al., 2006), Adesmia aegiceras (AGNESE
et al., 2001) e Clitoria ternatea (OSBORN et al., 1995).

O extrato acetato de etila da casca da raiz de B. coccolobifolia, apresentou
atividade antifangica formando halos de inibicdo entre 15 e 17 mm de didmetro em
todos os seis fungos da triagem inicial (Tabela 9). Também apresentaram atividade
0s extratos etandlico da madeira do caule e hexanico da madeira da raiz de B.
coccolobifolia. As atividades encontradas em B. coccolobifolia séo inéditas, e esse é

o primeiro relato de atividade antifingica em planta da familia Malphighiaceae.
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A triagem inicial revelou atividade antifungica de 6, entre os 8 extratos
testados de Z. rhoifolium (Tabela 9), sendo os extratos etandlicos da madeira do
caule e da raiz selecionados para a continuidade dos estudos. De modo geral, esses
2 extratos apresentaram halos maiores sobre fungos filamentosos, do que os outros
extratos no teste de perfuracdo em agar (Tabela 11), porém a potencialidade dessa
atividade nao foi confirmada pelos valores de CIM (Tabela 13), que classificam a
atividade dos extratos. A excecdo foi para o extrato etanolico da madeira da raiz de
Z. rhoifolium sobre T. rubrum II, M. canis | e Il que foi potente (Tabela 13). A
atividade antifingica sobre as leveduras foi potente, com excecdo do extrato
etandlico da madeira do caule sobre C. glabrata e C. neoformans var. neoformans,
qgue apresentou atividade intermediaria (Tabela 12). A atividade antifUngica de
espécies do género Zanthoxylum € bastante documentada (Tabela 3) como, por
exemplo, Z. americanum (BAFI-YEBOA et al., 2005), Z. budrunga (ISLAM et al.,
2001), Z. caudatum (NISSANKA et al., 2001), mas a atividade antifungica de Z.
rhoifolium é inédita. Outra espécie da familia Rutaceae estudada foi Spiranthera
adoratissima, onde 0s extratos hexanicos, acetato de etila e etandlicos da folha e da
raiz foram inativos na triagem inicial (Tabela 9). Nenhum trabalho foi encontrado

relatando atividade antifungica do género Spiranthera.

As plantas tratadas nesse estudo séo utilizadas na medicina tradicional como:
analségica, antiinflamatoria, antitumoral, tratamento de aftas, laxativa, afrodisiaco,
antiulcerogénico, antireumatica, secante vaginal, cicatrizante, antimalarica,
tratamento de sifilis e retencao urinaria. Sendo as espécies Salacia crassifolia (IARA,
2006) e Zanthoxylum rhoifolium (DA SILVA et al., 2007) utilizadas tradicionalmente
como antimicrobianas. Essa atividade foi evidenciada neste trabalho. Em especial Z.
rhoifolium que entre os 8 extratos submetidos a triagem inicial, 5 se mostraram
ativos (Tabela 9), sendo 2 desses extratos selecionados para a continuidade dos
estudos, por apresentarem halos maiores que 28 mm de didmetro. A espécie S.
crassifolia teve 4 extratos avaliados quanto a atividade antifangica, sendo
encontrado atividade somente no extrato etandlico da casca do caule sobre os

fungos T. rubrum | e T. mentagrophytes | (Tabela 9).

Os 8 extratos selecionados para continuidade dos estudos apresentam
elevada potencialidade na descoberta de novos agentes antifingicos, em especial

sobre leveduras (Tabela 12), onde todos os extratos possuiram potente e inédita
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atividade. Aliada a essa potencialidade, deve ser mencionado que para alguns
fungos os extratos se mostraram mais ativos que 0s controles positivos. Essa
potente atividade certamente sera acentuada com a purificacdo dos compostos, pois

serao avaliadas moléculas isoladas.
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5- CONCLUSAO

O estudo conduzido com os extratos do Banco de Extratos de Plantas do
Bioma Cerrado (Laboratoério de Farmacognosia/UnB) avaliou a atividade antifingica
de 81 extratos de 14 espécies do Cerrado. ApGs a triagem com quatro fungos
filamentosos e duas leveduras utilizando a técnica de perfuracdo em &gar,

encontrou-se 27 extratos ativos.

Extratos das plantas A. humilis, B. coccolobifolia, C. pernambucensis, M.
guianensis, A. populnea, S. crassifolia, T. fagifolia, V. decipiens, D. hispida, Z.
rhoifolium e C. urucurana apresentaram halos de inibicao = 28 mm na triagem inicial.
Os extratos etandlico da madeira e casca do caule, folha,e acetato de etila da casca
do caule de T. fagifolia; acetato de etila da madeira da raiz de D. hispida; acetato de
etila da casca do caule de V. decipiens; etandlicos da madeira do caule e madeira
da raiz de Z. rhoifolium apresentaram halos = 28 mm na triagem inicial sendo
selecionados para detalhamento da investigacdo, por meio dos testes de perfuracao

em agar sobre 10 fungos filamentosos e 8 leveduras, e para o célculo da CIM.

Todos os oito extratos selecionados foram potentes (CIM < 125 ug/mL) em ao
menos um dos fungos testados. A atividade antifingica sobre leveduras dos extratos
de T. fagifolia sdo potentes com valores de CIM < 7,81 pug/mL. Os extratos se
mostraram promissores na pesquisa da atividade antifungica, reforcando a
importancia da busca de metabolitos secundarios ativos em plantas. Os achados
reforcam a importancia de se estudar e preservar o Cerrado brasileiro, bioma sobre
grande acdo antropica e reforca a importancia do Banco de Extratos de Plantas do

Bioma Cerrado (Laboratério de Farmacognosia/UnB).
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6- PERSPECTIVAS

1. Realizar o fracionamento cromatografico biomonitorado dos 8 extratos ativos,
seguido da elucidacdo da estrutura quimica dos compostos presentes nos
extratos.

2. Produzir extratos aquosos segundo a preparacdo da medicina tradicional, a
partir dos mesmos 6rgaos e espécies vegetais, que forneceram os 8 extratos
ativos.

3. Realizar teste de citotoxicidade dos extratos considerados ativos.
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