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RESUMO

As dermatofitoses sdo infec¢des cutineas causadas por fungos, que se limitam as porgdes
queratinizadas da pele, pelos ou unhas. Sabendo-se do limitado arsenal terapéutico e do
aumento da resisténcia flingica, percebe-se nos produtos naturais alternativas importantes a
serem investigadas. O objetivo desse trabalho foi verificar os parametros fisico-quimicos dos
p6s e infusos de Camellia sinensis (L.) Kuntze bem como seu potencial antifiingico contra
dermatofitos. As analises do teor de umidade, cinzas totais e cinzas insoldveis em acido,
residuo seco e susceptibilidade antifiingica do infuso foram realizadas nas diferentes formas
de apresentacdo da droga vegetal. Os dados obtidos do teor de umidade foram de 11,33% e
11,19%, para a droga, a granel e saché, respectivamente. O teor de cinzas totais e cinzas
ins6luveis em 4cido, também se enquadraram nos parametros das literaturas, excetuando-se o
teor de cinzas insoliveis em dcido para a droga a granel com valor maior que 1,5%. O teor de
sOlidos soldveis em liquido extrator (residuo seco) demonstrou que os infusos quando
submetidos a processos de extracdo com agitacdo, proporcionaram os maiores rendimentos.
Na avaliacdo da susceptibilidade antifingica, através da técnica de microdilui¢do, ndo se
verificou inibicdo do crescimento das cepas de Trichophyton rubrum, quando expostas aos
infusos de C. sinensis. Portanto, percebeu-se com os testes fisico-quimicos, a excecdo do teor
de cinzas insoluveis em 4cido para a droga vegetal a granel, que ambas as formas de obtencao
(a granel e saché) encontram-se dentro dos limites especificados na literatura e que os infusos
testados ndo foram capazes de inibir as cepas de Trichophyton rubrum, porém para futuros
estudos, sugere-se isolar e identificar o(s) composto(s) presente(s) nessa droga vegetal
responsavel(eis) por uma possivel atividade antifiingica contra esse dermatofito.

Palavras-chave: Dermatofitoses, Camellia sinensis, ché preto.



ABSTRACT

Dermatophytoses are skin infections caused by fungi, which are limited to keratinized
portions of the skin, hair or nails. Knowing the limited therapeutic tools and increased fungal
resistance, it is perceived in the natural products important alternatives to be investigated. The
aim of this study was to determine the physical and chemical parameters of powders and
infusions of Camellia sinensis (L.) Kuntze and their potential antifungal against
dermatophytes. The analysis of the moisture content, total ash and acid insoluble ash, dry and
antifungal susceptibility of infusion were carried out in different forms of the vegetable drug.
The data of moisture content were 11.33% and 11.19%, for the drug, bulk and sachet
respectively. The content of total ash and acid insoluble ash, also fulfilled the parameters of
literature, except for the content of acid insoluble ash for bulk drug with value greater than
1.5%. The soluble solids content in liquid extractor (dry) demonstrated that infused when
subjected to extraction processes with agitation provided higher yields. In the evaluation of
the antifungal susceptibility by microdilution technique, there was no inhibition of growth of
the strains Trichophyton rubrum, when exposed to infusions from C. sinensis. Therefore
realized with the physical and chemical tests, except for the insoluble ash content in acid for
bulk vegetable drug, both ways of obtaining (bulk and sachet) are within the limits specified
in the literature and that the tested infusions were not able to inhibit the strains Trichophyton
rubrum, but for future studies it is suggested to isolate and identify the compound (s) present
(s) that responsible plant drug (lo) by a potential antifungal activity against this dermatophyte.

Keywords: Dermatophytosis, Camellia sinensis, black tea.
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1. INTRODUCAO

As micoses superficiais ou dermatofitoses sdo infec¢des cutianeas causadas por fungos,
denominados dermatéfitos, que se limitam as por¢des queratinizadas e semiqueratinizadas da
pele ou a sua superficie, aos pelos e as unhas, ndo acometendo a derme e o tecido celular
subcutaneo, o0ssos, articulacdes e 6rgaos internos (MILENNI; NEME, 2004). Os dermatdfitos
compreendem um grupo de fungos filamentosos, hialinos, septados, algumas vezes
artroconidiados, queratinofilicos, passiveis de colonizar e causar lesdes clinicas no estrato
corneo de homens e animais (SIDRIM et al., 2010).

De maneira geral, o controle das infeccdes flingicas depende inicialmente da resposta
imune do hospedeiro. A doenga se instala quando ocorre uma falha nas defesas ou o patégeno
se evade das respostas, o que leva a necessidade de se utilizarem farmacos de acdes
fungicidas ou fungistiticas que atuem o mais especificamente possivel contra o agente
agressor, de modo a evitar danos ao hospedeiro. Entretanto, essa especificidade € limitada
devido ao pouco conhecimento em vdrias areas da biologia dos patdégenos, como os fatores
responsaveis pela viruléncia e patogenicidade dos fungos e os mecanismos de resisténcia aos
medicamentos disponiveis no mercado (MARTINEZ-ROSSI et al., 2008).

As dermatofitoses sdo geralmente associadas a recidivas que se seguem a interrupcao
da terapia antifungica (PERES et al., 2010). O tratamento € geralmente longo e oneroso,
envolvendo formulagdes de medicamentos de uso tdpico e orais empregados na tentativa de
aumentar a taxa de cura dessas infec¢des cutaneas (GUPTA; COOPER, 2008).

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevengdo de
doencas, é uma das mais antigas formas de prética medicinal da humanidade. No inicio da
década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-80% da populagao
dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como dnica forma de
acesso aos cuidados basicos de saide (AKERELE, 1993).

No Brasil, as drogas vegetais inteiras, rasuradas ou pulverizadas sdo empregadas com
pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por ditos
populares. Muitas vezes essas plantas sdo, inclusive, empregadas para fins medicinais
diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

As diretrizes do Ministério da Saide determinaram prioridades na investigagdo das
plantas medicinais e implantando a fitoterapia como pratica oficial da medicina, orientando as
Comissdes Interinstitucionais de Sadde (CIS) a buscarem sua inclusdo no Sistema Unico de

Saude (SUS). Para que essa inclusdo ocorra € essencial que os profissionais da drea de saude
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conhecam as atividades farmacoldgicas e a toxicidade das plantas medicinais de cada bioma
brasileiro, de acordo com os costumes, tradi¢des e condi¢do socioecondmica da populacdo
(VEIGA JUNIOR, 2008).

A Camellia sinensis (L.) Kuntze € um arbusto ou drvore de pequeno porte, de origem
asidtica, pertencente a familia Theaceae. Apresenta folhas simples, alternas, inteiras, com
margem serreada e textura coridcea (LORENZE; MATOS, 2002). Esta, através de processos
fermentativos, origina o chd preto apresentando em sua composi¢do, além dos polifendis,
outros compostos orginicos como aminodcidos, metil xantinas, carboidratos, proteinas,
compostos voléteis e elementos minerais. A oxidagdo enzimdtica das catequinas gera uma
mistura complexa de dimeros e polimeros das catequinas monoméricas, fendmeno esse
conhecido como “escurecimento enzimatico” atribuindo sabor e cor caracteristica da droga
vegetal (PAGANINI-COSTA; CARVALHO, 2011).

Quanto a atividade antimicrobiana do ché preto, estudos demonstraram inibicao do
crescimento de microrganismos gram-positivos e gram-negativos, atividade antiftingica sobre
diferentes espécies de Candida, além de apresentar um efeito sinérgico com diversos
antibidticos (TIWARI et al., 2005). Testes in vitro, certificaram que o cha preto foi capaz de
suprimir alguns genes especificos relacionados a fatores de viruléncia (XU; ZHOU; WU,
2012).

Fundamentando-se na importancia da atividade antimicrobiana é que se desenvolveu
este trabalho, devido a grande incidéncia das infec¢des causadas por fungos dermatéfitos,
associadas as resisténcias desses microrganismos. Esse fato é exacerbado pelo limitado
arsenal antifingico disponivel, aos efeitos colaterais e alto preco desses medicamentos,
utilizados no tratamento alternativo e/ou coadjuvante de varias doengas humanas. Dentro
dessa perspectiva, a utilizagdo da Camellia sinenses (L.) Kuntze/ cha preto €, sem duvida,
muito importante, particularmente no que tange ao desenvolvimento de medicamentos
fitoterdpicos e a identificacdo de novas moléculas ou prototipos bédsicos para geracdo de novos
produtos farmacéuticos. Contribuindo de modo significativo na busca por substancias mais
eficazes, menos toxicas, e de maior acesso pela maioria da populacdo. Determinando novas
fontes naturais de compostos que contenham essas propriedades, por meios que sejam

financeiramente e ecologicamente vidveis e por tecnologias limpas (GHENOV, 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Verificar os pardmetros fisico-quimicos do infuso de Camellia sinensis (L.) Kuntze

bem como seu potencial antifiingico contra dermatdfitos.

2.2 Especifico

Determinar os pardmetros fisico-quimicos quanto aos teores de umidade e cinzas
totais, determinacao de cinzas insoldveis em &4cido e residuo seco para Camellia sinensis (L.)

Kuntze/ Cha preto.

Analisar qual o modo de extracdo do chd preto possui a mais eficiente atividade

antifiingica e se a forma de apresentacao (saché e a granel) interfere nessa atividade

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de infusdes do cha preto,

proveniente da droga em saché e a granel frente as cepas de dermatofitos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Fungos

Os fungos em épocas remotas foram considerados como vegetais, porém, por
apresentar caracteristicas que permitissem sua diferenciacdo das plantas, como o fato de nao
sintetizarem clorofila nem qualquer pigmento fotossintético; possuirem parede celular
composta de quitina ao invés de celulose (com algumas exce¢des); capacidade de armazenar
glicogénio, e dentre outras, permitiu a sua classificagdo em um reino a parte denominado
Fungi. Esta divisdo estd delimitada atualmente com base em caracteristicas peculiares, que
incluem aspectos morfoldgicos (macroscépico, microscopico e ultramicroscopico), bem como
fisiol6gicos (Figura 1). Apesar de muitas estruturas flingicas serem similares as dos animais,
com 0s quais o reino estd mais relacionado filogeneticamente, outras apresentam variacdes e
outras ainda, sdo exclusivas dos fungos (LOGUERCIO-LEITE et al., 2006).

Os fungos sdo organismos eucaridticos, com nticleo bem definido circundado por uma
membrana nuclear, uma membrana celular que contém lipideos, glicoproteinas e esterdis;
parede celular, mitocondrias, complexo de Golgi, ribossomos ligados ao reticulo
endoplasmdtico e um citoesqueleto constituido por microtibulos, microfilamentos e
filamentos intermediarios (SCHAECHTER et al., 2002).

Por ndo possuirem pigmentos fotossintéticos, ndo sdo capazes de absorver energia
luminosa e utilizd-la para a sintese de compostos organicos, classificando-se como seres
heterotréficos, pois aproveitam a energia contida nas ligacdes quimicas de varios nutrientes
(SIDRIM et al., 2010).

Essas descricoes demonstram que esses microrganismos possuem células tao
semelhantes as hospedeiras que € dificil elaborar estratégias terapéuticas especificas dirigidas

contra o parasita e atoxica para o hospedeiro (SCHAECHTER et al., 2002).
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3.2 Micoses

As micoses podem ser classificadas, segundo os tecidos e 6rgdos atingidos, em:
micoses superficiais, de localizacdo nas camadas mais superficiais da pele ou dos pelos;
micoses cutaneas ou dermatomicoses, localizadas na pele, no pelo ou nas unhas; micoses
subcutaneas; micoses sist€émicas ou profundas atingindo principalmente, 6rgdos internos e
visceras, € as micoses oportunistas que atingem os pacientes imunocomprometidos por
doencas de bases, como cancer, diabetes, ou aqueles que sdo submetidos a tratamentos com
uso de corticoidoterapia, imunossupressores € antibioticoterapia (SIDRIM et al., 2010).

As micoses superficiais sdo infec¢des ocasionadas por microrganismos da microbiota
normal ou adquiridas através do meio ambiente, promovendo infeccdes leves agudas ou
cronicas, com resposta inflamatéria minima ou ausente. A infeccdo € geralmente cutinea e
restrita as camadas cornificadas ndo vivas, e os locais mais acometidos sdo os pés, unhas,
virilha, pele e couro cabeludo (COSTA et al., 1991).

A transferéncia de organismos infectados do solo para animais ou seres humanos se
da por meio de artrésporos, escamas de pele ou pelos, ndo sendo absolutamente, necessario o

contato direto (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995).

3.3 Dermatofitos/Dermatofitoses

As infeccdes que afetam a humanidade, particularmente, as que atingem os tecidos
queratinizados sdo prevalentes em todo o mundo, geralmente ocasionadas por dermatéfitos e
restritas a camada cornea. A existéncia de fungos queratinofilicos saproéfitas teve inicio no
periodo mesozdico, onde podem ser referidas em espécies zoofilicas e com posterior
adaptacgdo, passando a ser antropofilicas.

Os dermatofitos sdo fungos filamentosos, hialinos, septados, algumas vezes
artroconidiados, queratinofilicos, passiveis de colonizar e causar lesdes clinicas em pelos e/ou
estrato cérneo de homens e animais (COELHO et al., 2008). Suas estruturas podem ser

demonstradas na figura 2.
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Figura 2: Macroconidio e alguns microconidios, seguidos de hifas septadas
de Trichophyton rubrum var. rodhaini

@ Macroconideo

o Microconideo

@ Hifa septada

Fonte: ARAUJO et al., 2003.

De acordo com a predilecao ecoldgica quanto a adaptacdo ao meio ambiente, podem
ser divididos em trés grandes grupos, sendo classificados como: geofilicos, zoofilicos e
antropofilicos (SIDRIM et al., 2010)

Os dermatoéfitos compreendem cerca de 45 espécies enquadradas em trés géneros:
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. O género Epidermophyton apresenta uma
Unica espécie de importancia: E. floccosum. O género Microsporum compreende espécies de
importancia clinica, como M. canis, M. gypseum, M. audouinni, M. cookei € M. nanum. O
género Trichophyton tem por espécies de maior importancia clinica o 7. rubrum, T
mentagrophytes, T. tonsurans, T schoenleinii, T. violaceum e T. verrucosum (SANTOS et al.,
2002).

As Dermatofitoses (tinea ou micose) do couro cabeludo, pele glabra, e unhas sio
causadas por um grupo estreitamente relacionado de fungos, conhecidos como dermatéfitos
que t€m a capacidade de utilizar queratina como uma fonte de nutrientes, isto €, t€m uma
capacidade enzimatica (por meio de queratinase) de degradar a queratina (ELLIS, 2015). Ao
contrdrio das micoses superficiais as micoses cutaneas, representadas pelas dermatofitoses,
afetam as camadas epidérmicas mais profundas, destruindo mais os tecidos e produzindo

sintomas (ARAUJO, 2008).
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3.4 Caracteristicas clinicas

A gravidade das manifestacdes clinicas pode variar de moderada a severa e depende
mais do estado imunitdrio, da sensibilidade do hospedeiro a esses infectantes, do que da
viruléncia da espécie ou linhagem do dermatdéfito em si, além do sitio anatdmico da infeccdo e
de outros fatores ambientais locais (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; MORAES et al.,
2002). A doenga € uma consequéncia da reacdo do hospedeiro aos produtos metabdlicos do
fungo, mesmo no nivel da derme, e, em geral, ndo apresenta invasdo dos tecidos
subepidérmicos por parte do parasito. Tal reagdo manifesta-se, primeiramente, com um
aspecto eczematiforme das lesdes, e seguida uma reagdo alérgica e inflamatéria (ARAUJO,
2008).

Em raras ocasides, os dermatdfitos invadem as camadas mais profundas, ndo
queratinizadas, da pele ou, mesmo, a hipoderme, onde despertam uma resposta aguda, com
formacdo de abscessos, que pode dar lugar a uma inflamacdo granulomatosa de tipo corpo
estranho (MORAES et al., 2002).

H4 duas formas de classificacdo clinica das dermatofitoses: uma que segue a corrente
inglesa e que denomina todas as infeccdes de tinea (em latim), associada a outra palavra
(também em latim), que aponta o sitio anatdmico da lesdo. J4 a outra classificacdo clinica
segue a corrente francesa e classifica as dermatofitoses em tinhas ou tinea (qualquer lesdao
dermatofitica que acomete o couro cabeludo e/ou regido de barba e bigode); epidermofitiase
(les@o dermatofiticas encontradas em regido de pele glabra); e onicomicose dermatofiticas
(lesdes em unhas); e por ultimo, as dermtofitoses subcutaneas e profundas (lesdes que
acometem o espaco celular subcutdneo ou outros o6rgdos profundos, correlacionadas

geralmente com pacientes acometidos por doengas de bases (SIDRIM et al., 2010).

3.5 Epidemiologia

Estudos epidemioldgicos indicam que as dermatofitoses estdo entre as doencas de
maior incidéncia no mundo, sendo considerado o terceiro distirbio de pele mais comum em
criancas menores de 12 anos e o segundo em populagdo adulta (BRILHANTE et al., 2000;
RUIZ; ZAITZ, 2001; PERON et al., 2005).

Vérios motivos sao apontados para explicar o aumento da incidéncia destas infec¢des

nas dltimas décadas, entre eles: o uso abusivo de antibidticos, drogas imunossupressoras e
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citostdticas, bem como o aparecimento de pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA), os quais constituem alvo para o desenvolvimento das dermatofitoses.
Desse modo, os dermatéfitos, como patégenos cldssicos das camadas superficiais da pele, t€ém
tido maior possibilidade de causar processos infecciosos, tornando-se o grupamento de fungos
mais isolados em patologias humanas. Acredita-se, com base em uma prevaléncia estimada,
que 10-15% da populagdo mundial pode ser infectada no decorrer de sua vida (SIDRIM et al.,
2010).

As condicdes climdticas favordveis a implantacdo das dermatofitoses sdo observadas
em diversas regides do mundo. A maioria dessas infec¢des encontra-se primariamente
concentrada em regides tropicais, onde persiste um clima tropical imido, causando relevante
problema de saude publica (CHIMELLI et al., 2003).

Sdo infecgdes de variagdes regionais marcantes, no que diz respeito a tipos e
frequéncia das espécies isoladas. A literatura mundial aponta o 7. rubrum, T. violacium e o T.
mentagrophytes como as espécies de dermatofito mais comumente isoladas. Estudos de
incidéncia de dermatofitoses na regido Sul e Sudeste do Brasil aponta o T. rubrum, M. canis,
T. metagrophytes, respectivamente, como as trés espécies mais prevalentes. Na regido
nordeste foi apontado o 7. tonsurans, seguido de T. rubrum e M. canis. (SIDRIM et al, 2010).
Na capital paraibana, as espécies mais envolvidas em dermatofitoses sdo os 7. rubrum,
seguido pelo T. tonsurans, M. canis, e T. mentagrophytes (AQUINO et al., 2003; JAWETZ et
al., 2005).

Desta forma, a distribui¢do geografica dos dermatofitos se mostra bastante varidvel;
sdo ubiquitdrios, ndo havendo drea ou grupo de pessoas que se encontrem isoladas desses
fungos, enquanto alguns sdo cosmopolitas, sua distribui¢do depende dos seguintes fatores:
adaptacdo ao meio ambiente, deslocamentos humanos, convivio com animais domésticos,
aspectos s6cio econdmicos, sexo, idade, e imunidade dos hospedeiros, promovendo assim,
variacdes no espectro desses fungos, de regido para regido, fazendo-se inquestiondvel a
necessidade e desenvolvimento de pesquisas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais que
confirmem dados atuais, no tocante a incidéncia das dermatofitoses (DIAZ et al., 1984; LIMA

et al., 1999).
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3.6 Patogenia

As dermatofitoses sdo micoses cutaneas, caracterizadas por lesdes pruriginosas,
descamativas, vesiculosas ou supurativas. Apresentam-se como lesdes tnicas ou multiplas e,
caso negligenciadas evoluem de forma lenta e progressiva, podendo ocorrer disseminagdo
para outras localidades do corpo em virtude da auto inocula¢do ou pode aparecer novas lesdes
por reinfec¢des devido a continuidade do foco infeccioso (PEREIRA, 2012) (Figura 3). A
remissao total das dermatofitoses € rara, por isso € necessario instaurar tratamento adequado
com o desenvolvimento de farmacos de aplicagdo tdpica.

Para que ocorra o estabelecimento de uma infec¢do, os esporos vidveis ou os conidios
penetram a pele favorecido por uma lesdo cutinea ou escoriagdo preexistente e, através de
estimulos quimicos, germinam e produzem hifas artrospéricas, que proliferam através do
estrato corneo e invadem a queratina. Este processo pode desencadear-se relativamente rapido
(6 horas) e os esporos podem encontrar-se vidveis no ambiente entre seis e doze meses.
Existem casos em que, consoante as condi¢des, permanecem mais tempo.

Quando um fungo estabelece residéncia podem ocorrer duas situa¢des: ou ndao produz
lesdes detectdveis (portadores assintomdticos), ou causa lesdes clinicamente compativeis
(SPARKES et al., 1994; MORIELLO, 2001). Mas nem sempre ocorre infeccdo. Os fungos
podem ser eliminados por via mecanica, ou simplesmente nio estabelecer qualquer
resisténcia, por incapacidade de competir com a flora residente (CONNOLE, 1999;

MORIELLO, 2001).

Figura 3: Dermatofitose, apresentando lesdo circular eritematosa com borda
papulovesicular, ligeiramente elevada (A). Lesao superficial ocasionada por dermatéfitos (B).

Fonte: Maciel, 2005; Sociedade Brasileira de Dermatologia, 2015.
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3.7 Diagndstico clinico e laboratorial

O diagnostico das dermatofitoses, assim como de outras infec¢des flingicas, passa por
trés fases distintas: a pré-analitica, quando € feita a indicacdo e a coleta do material clinico; a
analitica, na qual o exame ¢ realizado no laboratério e o resultado final é emitido e a pos-
analitica, na qual se estoca o patégeno em questdo para estudos futuros. Uma coleta bem feita
¢ imprescindivel para um diagndstico correto (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995;
SIDRIM et al, 2010).

As manifestagdes clinicas desse grupo de micoses dependem da hipersensibilidade
retardada, mediada por linfécitos CD4, que pode ser avaliada pelo teste intradérmico de
tricofitina. E importante ressaltar que existe um fator fungistitico natural; fator esse que
impede a penetracdo no organismo para dreas mais profundas da pele e para outros 6rgaos.
Desta forma, as mucosas raramente sdo atingidas pelos dermatéfitos (RAMOS-SILVA,
1995). Resultando em uma lesdo cutanea de contorno arredondado em qualquer parte do
tegumento cutdneo em combina¢do da destruicdo da queratina associada a uma resposta
inflamatéria, mais ou menos intensa, na dependéncia do bindmio parasito/hospedeiro
(SIDRIM et al., 2010).

O diagnéstico das dermatofitoses pode ser executado pela inspecdo indireta do estrato
corneo da pele ou das lesdes cutineas utilizando-se da radiagdo UV (Lampada de Wood);
exame microscopico direto do material coletado de crostas clarificadas pelo KOH (10%); e
preferencial e eletivamente, pelo cultivo em meios especificos (Saboraud, Mycosel),
acrescidos de impedientes de crescimento de contaminantes e suplementados com niacina (T-
5), tiamina e inositol (T-3), e em distintas temperaturas na dependéncia da espécie flingica em
suspeita (GHENOV, 2014).

Os diagnosticos das dermatdfitos, por auxilio do exame com lampada de Wood (luz
ultravioleta filtrada através de um vidro que contém cobalto ou 6xido de niquel, com A=396
nm), devem ser usados apenas como um teste de triagem, por gerar falsos negativos, uma vez
que o uUnico dermatéfito que produz o triptofano é M. canis e destes apenas 50% apresentam
fluorescéncia, assim este teste apresenta baixo indice de positividade. A ocorréncia de falsos
positivos também € possivel, havendo fluorescéncia em resquicios de substincias como
alcool, éter e xampus contendo derivados de iodo e mercirio (CARLOTTI; BENSIGNOR,
1999).

Segundo Ferreira et al. (2006), as amostras para pesquisa de dermatoéfitos devem ser

obtidas por raspagem superficial da possivel regido anatdomica infectada com bisturi
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esterilizado, apds antissepsia local com gaze embebida em dlcool 70%. O exame micoldgico
direto de todos os materiais coletados deve ser realizado com hidréxido de potdssio (KOH)
30% acrescido de tinta Parker Quink, de cor negra, na propor¢ao de trés partes de KOH e uma
de tinta (3:1) (PRADO et al., 2007).

O isolamento de dermatéfitos das amostras é executada em Agar Sabouraud Dextrose,
contendo 50 mg/mL de cloranfenicol (0,05 g da droga na solugio total), e em Agar Mycosel,
sob a incubacdo ha 30°C, por um periodo de 5 dias a 6 semanas a uma temperatura de 25°C a
37°C, proporcionando as caracteristicas de crescimento morfofuncionais do microrganismo
(SIDRIM et al., 2010).

A 1identificagdo dos géneros e espécies € realizada de acordo com as caracteristicas
macro e microscopicas das colOnias, tais como: base do relevo da colonia, textura, presenca
ou auséncia de pigmentos, dentre outros (PEREIRA, 2012). A taxonomia dos dermatofitos e
sua identificacdo rotineira em laboratérios de micologia clinica baseiam-se fundamentalmente
em critérios morfolégicos, macroscOpicos e microscopicos, relacionados com a fase
assexuada (anamorfica, imperfeita) (SAENZ, 2001).

Portanto, a identificacdo final € feita através de provas bioquimicas e fisioldgicas,
adequadas para cada espécie flngica, tais como: a prova de requerimentos vitaminicos
(tiamina, 4cido nicotinico, histidina, inositol), o teste da urease, o microcultivo em agar batata

e o teste de perfuracdo de pelo in vitro (BRILHANTE et al., 2005).

3.8 Tratamento

O tratamento para as infeccOes fungicas superficiais, nem sempre € simples, devido a
dificuldades na escolha dos esquemas terapéuticos disponiveis na literatura, assim como, suas
possiveis interacdoes medicamentosas e efeitos colaterais (DIAS et al., 2013). Os antiftingicos
tém caracteristicas especiais quanto ao mecanismo de acdo, via de administracdo, acdo em
micoses superficiais e, ou sist€micas, podendo ser classificados com base no sitio-alvo e
estrutura quimica, sendo que estes atuam em sua maioria na membrana celular (azdis,
anfotericina e nistatina).

Esses farmacos inibem, de forma nio competitiva e reversivel, enzimas que participam
das etapas finais da biossintese do ergosterol, resultando em modificagdes na permeabilidade
da membrana fingica, exercendo um efeito fungistatico. J4 em relagdo a fluocitosina e a

griseofulvina, estes afetam o sistema microtubular dos fungos, o fuso mitético e os
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microtibulos citoplasmatico, exercendo acdo fungicida, devido sua acdo na sintese do dcido

nucleico (LACAZ; NEGRO, 1991), estes estdo representados nas figuras 4 e 5.

Figura 4: Ac¢do de farmacos antifiingicos sobre a sintese de ergosterol na membrana celular fingica.
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Figura 5: Mecanismo de a¢do de antiftingicos que interferem na separacdo dos cromossomos.
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No final das décadas de sessenta e setenta, a descoberta de derivados imidazdlicos
com atividade antifingica foi um marco importante no tratamento de micoses superficiais,
devido a sua elevada eficacia e relativa toxicidade, bem como atividade imunomoduladora. A
eficacia dos agentes topicos de agdo superficial depende ndo sé do tipo de lesdo, mas de
varios aspectos, a citar: mecanismo de acdo do farmaco, a viscosidade, hidrofobicidade e a

acidez da formulacdo (SILVA, 2002).
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O tratamento das dermatofitoses tem sido aprimorado acentuadamente nos ultimos
anos com o desenvolvimento de novos agentes antifingicos de aplicacdo tépica exercendo
acodes fungistiticas ou fungicidas, direta ou indiretamente (PEREIRA, 2012). A lista de
substincias quimicas com acdo antiftingica € bastante extensa, mas ainda muito restrita ao ser
comparada com o nimero de medicamentos antibacterianos disponiveis (NOBRE et al.,
2002). Como consequéncia das infeccdes por fungos representarem o parasitismo de um
organismo eucaridtico sobre outro eucariético (homem e animal), com diferencas fisiolégicas
muito pequenas, quando comparado a infecgdes bacterianas, € necessdrio que as drogas
antifungicas tenham aplicagdo clinica adequada, com o minimo de efeitos colaterais

importantes (LACAZ; NEGRO, 1991).

3.9 Resisténcias aos antifingicos

Nas ultimas décadas tem se observado um aumento mundial na incidéncia de
infeccdes fungicas, bem como um aumento na resisténcia de algumas espécies de fungos,
frente a acdo de alguns medicamentos disponiveis na prdtica clinica (AMARAL; BARA,
2005; ZANARDI et al., 2008).

Diante da problemdtica anteriormente apresentada, uma estratégia mais racional de
tratamento poderia ser a reducdo de dose dos compostos atuais por combinagdo com novos
compostos com atividade antifungica. O desafio tem sido o de desenvolver estratégias
eficazes para o tratamento de infec¢Oes fungicas, considerando o aumento do ndmero de
pacientes imunocomprometidos e o uso indiscriminado de antimicrobianos.

A maioria dos antifingicos clinicamente utilizados tem varios inconvenientes em
termos de toxicidade, eficicia e custo, e sua utilizacdo frequentemente leva ao aparecimento
de espécies resistentes. Assim, existe uma grande demanda por novas estratégias terapéuticas
de diferentes classes estruturais, agindo seletivamente sobre novas metas, com menos efeitos

colaterais (ABAD, 2007).

3.10 Plantas medicinais com atividade antimicrobiana

As plantas medicinais sdo as mais antigas fontes de compostos farmacologicamente

ativos e praticamente a unica fonte de compostos medicinais por séculos (SOUSA et al.,
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2007). A humanidade utiliza as plantas desde antes de cristo, primeiro em uma relacdo de
consumidor e mais tarde para a cura de suas diversas enfermidades. Iniciada antes da
medicina moderna, a medicina tradicional é definida pela Organizacdo Mundial da Sadde
(OMS) como sendo a soma de todos os conhecimentos tedricos e praticos, explicaveis ou nao,
utilizados para diagnéstico, prevencdo e tratamentos fisicos, mentais ou sociais, baseados
exclusivamente na experiéncia e observacdo e transmitidos verbalmente ou por escrito de uma
geracdo a outra, perpetuando os ensinamentos (PEREIRA; OLIVEIRA; LEMOS, 2004).

O Brasil € o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas (AZEVEDO; SILVA, 2006). Simdes et al. (2004),
relatam que apenas 8% desse percentual bioldgico foi estudado em busca de compostos
bioativos e 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas propriedades medicinais. Dessas
590 plantas forma registradas no Ministério da Saude para comercializacdo. Os produtos
naturais sdo protétipos atraentes para fins terapéuticos, devido ao seu amplo espectro de
atividade biologica (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Muitas plantas s3o geralmente usadas na medicina popular como agentes
antimicrobianos e antifungicos, além disso, o descobrimento e sintese de novos farmacos de
origem natural com alto efeito antiftingico e baixa toxicidade tornaram- se foco de pesquisas
farmacéuticas (JIANHUA; HAI, 2009). Estratégias como essas podem contribuir na redugdo
dos indices de morbidades, promovendo uma melhor adesdo ao tratamento e no estado de

saude dos pacientes que sofrem com o uso da terapéutica atual.

3.10.1 Camellia sinensis (L.) Kuntze/ chd preto

A planta Camellia sinensis pertence a familia Theaceae, se apresenta na forma de
arbusto ou arvore. As folhas sdo oblongas, lustrosas, escuras, com nervuras nas superficies,
margens serreadas e texturas coridceas, sendo as folhas mais novas coberta de tricomas
brancos. Suas flores sdo pequenas e surgem nas axilas das folhas com pétalas brancas
(FERRARA et al., 2001), como evidenciado na figura 6. A planta € originaria da China e
India, difundida para o Japdo e, sem seguida, para Europa e Rissia, chegando s Américas no
século XVII, sendo atualmente cultivadas em mais de 45 paises, sobre tudo em dreas tropicais
e subtropicais, onde apresenta seu melhor desenvolvimento (ANDENBERGUE;
VLIETINCK, 1991; WEISBURGER, 1997).
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Figura 6: Fotografia do arbusto florido da C. sinensis (L.) Kuntze

Fonte: Universidade Estadual do Mississippi, 2015.

As trés variedades da planta sd@o a Camellia sinensis. Var. sinensis, Camellia sinensis.
Var. assamica e Camellia sinensis Var. cambodiensis. A primeira tem seu predominio na
China, Tailandia e Japdo, a segunda predomina no sul e sudeste da Asia, bem como, na
Austrélia e a dltima ndo é usada comercialmente para preparacdo do chd (WEISBURGER,
1997). Os componentes quimicos das folhas da C. sinensis sdo bem variados, entre os quais
destacamos: polifénois (catequinas e flavonodides), alcaloides (cafeina, teofilina e teobromina),
6leos voldteis, polissacarideos, aminodcidos, lipideos, vitaminas (vitamina C), elementos
inorganicos (aluminio, fldor e manganés), dentre outros, sendo que muitos dos efeitos
benéficos dos chds sdo atribuidos aos compostos fendlicos (PAGANINI-COSTA.;
CARVALHO DA SILVA, 2011).

O cha preto € obtido pela fermentacdo completa das catequinas pela enzima
polifenoloxidase, que resulta em dimeros e polimeros, das catequinas monoméricas
constituidas de teoflavinas, teasinesinas e tearubiginas (Figura 7), processo conhecido como

escurecimento enzimatico (PEREIRA et al.,2014).

Figura 7: Dimeros das catequinas monoméricas
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As etapas, conforme representado na figura 8, consiste em deixar as folhas espalhadas em
prateleiras durante um dia, para reduzir sua umidade. Ao final desse processo, as folhas
apresentam-se macias o suficiente para serem enroladas no formato de pequenas bolas
(PEREIRA et al., 2014).

Portanto, o rompimento das estruturas celulares das folhas permite a liberacdo das
enzimas, contribuindo assim para as reacdes quimicas existentes na erva (PAGANINI-

COSTA.; CARVALHO DA SILVA, 2011).

Figura 8: Etapas do processamento da Camellia sinensis (L.) Kuntze, para obteng@o do cha preto.
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Fonte: PAGANINI-COSTA; CARVALHO DA-SILVA, 2011.

3.11 Controle da Qualidade de Drogas Vegetais

O aumento do consumo de plantas medicinais pela populagdo mundial tem se
resultado em preocupagdo com a qualidade de tais produtos, devido aos problemas
comumente encontrados, o que contribue para um produto de ma qualidade (CARVALHO et
al., 2008.; SILVEIRA et al., 2008).

O controle de qualidade das drogas vegetais € imprescindivel, pois muitas espécies
vegetais sdo vendidas sem nenhuma garantia de qualidade, o que favorece desde a venda de
espécies falsificadas até o armazenamento inadequado da planta medicinal durante a sua
comercializacdo (MOUCO et al., 2003). O cultivo, a coleta e os métodos de secagem das
plantas raramente sdo padronizados. A difusdo de espécies medicinais realizada por pessoas
pouco especializadas, os “mateiros” ou “raizeiros”, ¢ livre e promove muitas vezes, trocas ou

até substitui¢des de plantas (DELAPORTE et al., 2002; HOFFMAN et al., 2011).
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Diante disso, a crescente necessidade de inspecdo desses produtos, levou a
Organiza¢do Mundial da Saide (OMS) reunir procedimentos no documento Quality control
methods for medicinal plant materials, que podem ser tomados como base para que auxiliem
as nacdes, a partir de sua legislacdo, formar padrdes de controle de qualidade de drogas
vegetais e produtos (WHO, 1992). Ja em 2005, houve revisao do guia com adequagdo para a
deteccdo e quantificacdo de alguns contaminantes e residuos em plantas medicinais (WHO,
2005).

No Brasil, a quinta edicdo da Farmacopéia (2010), junto com outras literaturas nio
oficiais, como o livro organizado por Simdes et al (2010), contém parametros semelhantes aos
da OMS para verificacdo da identidade e controle de qualidade de drogas vegetais (PIETRO
et al., 2010).

Portanto, torna-se, entdo, necessdria a realizacdo do controle de qualidade das
matérias-primas vegetais, visando a obtencdo de produtos padronizados, eficientes e seguros,

segundo as normas estabelecidas por legislacdes especificas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais

4.1.1 Obtenc¢ao das amostras vegetais

A droga vegetal em saché foi adquirida em comércio local em Cuité-PB/Brasil,
localizado na microrregido do Curimatad Ocidental paraibano, com latitude de 06° 29' 01",
longitude -36° 09' 13" e altitude de 649 metros. Os chds foram comprados embalados, de uma
determinada marca como referéncia. Foram obtidas quatro embalagens de determinada marca
como referéncia pronta para o consumo, onde cada uma possuia 10 unidades, todas foram
adquiridas no més de Novembro de 2014. No momento da aquisi¢do foram observados alguns
aspectos como prazo de validade, integridade da embalagem e condi¢des de armazenamento
desses produtos.

A amostra vegetal a granel foi obtida em um estabelecimento hortifruti na cidade de
Nova Floresta-PB/Brasil, também situada na microrregiao do Curimatai Ocidental Paraibano.
Situado a 660 metros de altitude, com coordenadas geograficas: latitude: 6° 27' 17" ao Sul e
longitude: 36° 12' 11" ao Oeste. Neste estabelecimento foi adquirido cerca de 800 gramas da
droga vegetal, onde apds aquisicdo foi cuidadosamente armazenada e protegida contra

umidade e luminosidade.

4.1.2 Obtencgao das amostras bioldgicas

As amostras de microrganismos utilizadas foram obtidas do laboratério de
microbiologia do Centro de Educagdo e Saude da Universidade de Campina Grande- Campus
Cuité. Foram utilizadas duas cepas de dermatdfitos, Trichophyton rubrum - 305 e

Trichophyton rubum - 498, como demonstrados na figura 9.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CCQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FTrichophyton_rubrum&ei=zwAWVe9h5NuwBLKNgeAO&usg=AFQjCNHx2JnQ8ymmL8SUMmTaJyHEJZqWXA&bvm=bv.89381419,d.cWc
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Figura 9: Colonias de Trichophyton rubrum, com textura algodona e relevo apicado e radiado. Colonias de T.
rubrum com textura furfurdcea.

Fonte: Pesquisador, 2015.

4.1.3 Substancia teste de referéncia

Foi utilizado o Cetoconazol, como substancia quimica de referéncia, com teor de
pureza estimado em 99,56%, identificado pelo nimero de lote KE10014, ponto de fusdo 149
°C e perda por secagem de 0,11%, cedido gentilmente pela Farmacia Escola Manuel Casado

da Universidade Federal de Campina Grande, Campus Cuité-Paraiba/ Brasil.

4.1.4 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliacdo da atividade antifiingica
foram o meio Agar Sabouraud dextrose (ASD) e o meio liquido caldo sabouraud dextrose

(CSD), ambos foram preparados de acordo com as instru¢des do fabricante.
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4.2 Métodos

4.2.1 Andlises fisico-quimicas

4.2.1.1 Determinacao dos teores de umidade.

O teor de umidade foi determinado de acordo com o método descrito na Farmacopéia
Brasileira (2010). As amostras foram trituradas até a formacdo de um pé fino. Em seguida,
suas massas (~2 g) foram pesadas em papel de filtro quantitativo, utilizando balanca analitica
modelo: EDUTEC®-EEQ9003F-B. Em seguida, as amostras foram transferidas para cadinhos
previamente tarados e dessecados por 60 minutos e resfriados em dessecador por 30 minutos.

Esse procedimento foi realizado distribuindo o material de maneira uniforme sobre o
cadinho. Apds a pesagem, as amostras foram colocadas em estufa a temperatura de 100°C por
5 horas. Depois de arrefecidas a temperatura ambiente em dessecador foram submetidas a
nova pesagem até a obtencdo de massa constante. A percentagem da perda por dessecacdo foi

obtida pela média de trés determinagdes, conforme a equacgdo 1.

(P1—P2)
P3

100 (1)
Onde: P1= peso do pesa filtro, contendo a amostra antes da dessecacdo; P2= peso do pesa

filtro, contendo a amostra apds a dessecacdo; P3= peso da amostra x 100%.

4.2.1.2 Determinacao dos teores de cinzas totais

A determinagdo quantitativa das cinzas totais foi realizada também de acordo com o
método descrito na Farmacopéia Brasileira (2010). Para isso foram pesados, (~ 2 g) do p6 do
chd preto pulverizado (a granel e saché) e em seguida, transferidos para cadinhos de porcelana
previamente calcinados, arrefecidos e pesados. Apds a distribuicao uniforme das amostras nos
cadinhos, as mesmas foram submetidas ao processo de incineracdo através de um gradiente de
temperatura (30 minutos a 200°C , 60 minutos a 400°C e 90 minutos a 600°C).

ApOs esta etapa procederam-se as porcentagens de cinzas em relagdo ao pé que foi

submetido ao processo de secagem. Essas medidas, também foram realizadas pela média de
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N

trés determinagdes para a amostra. Os resultados numéricos obtidos sdo determinados

utilizando-se a férmula descrita na Equagéo 2.

100 x N 2)
P

Onde: N= ndmero de gramas de cinzas da amostra/ Peso inicial da amostra x 100%.

4.2.1.3 Determinagdo dos teores de cinzas insoliveis em dcido

A determinacdo de cinzas insoliveis em 4cido foi realizada de acordo com o método
descrito na Farmacopéia Brasileira (2010). Inicialmente foi realizada a fervura do residuo
obtido na determinacdo de cinzas totais durante 5 minutos com 25 mL de 4cido cloridrico a
7% (v/v) em cadinho coberto com vidro de relégio. Em seguida, o vidro de reldgio foi lavado
com 5 mL de dgua quente, juntando a dgua de lavagem ao cadinho. Logo apds foi recolhido o
residuo, insolivel em 4cido, sobre papel de filtro quantitativo, isento de cinzas, lavando-o
com 4gua quente até que o filtrado se mostrasse neutro.

Imediatamente, foi realizada a transferéncia do papel de filtro contendo o residuo para
o cadinho original, seco sobre chapa quente e incinerado a cerca de 500°C até obtencao de
massa constante. Posteriormente foi calculado a porcentagem de cinzas insoliveis em 4cido

em relacdo a droga seca ao ar, pela média de 3 determinacdes. Conforme equacado 3.

100x N (3)

Onde: N= cadinho cheio de cinzas-cadinho vazio e P= peso inicial da amostra x 100 %.

4.2.1.4 Determinacao teor de residuo seco

A determinagdo do teor de residuo seco foi realizada, com uma aliquota de 2,0 mL da
solucdo extrativa, as quais foram exatamente pesadas em pesa-filtro, previamente arrefecidos
e tarados. Posteriormente, estes foram submetidos a estufa por 1 hora a temperatura de

aproximadamente 100°C, resfriados em dessecador e pesados. O processo foi repetido entre
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intervalos de 30 minutos, até obten¢cdo de massa constante (DEUTSCHES ARZNEIBUCH,
1994).
Os resultados foram expressos partir da equacdo 4, em relacdo a 2,0 mL do infuso,

pela média de trés determinagdes.

100 x N (4)
A

Onde: N= nimero de gramas do residuo seco e A= nimero de mililitros (mL) das amostras x
100%.

4.2.1.5 Obtencao das solugdes extrativas (Infusos)

Desde sua obtengdo até o final dos experimentos propostos foram utilizados chés de
mesmo lote, ficando os sach€s armazenados em suas respectivas embalagens originais ao
abrigo da luz e umidade, assim como a amostra a granel.

Cada amostra de aproximadamente 2,0 g foi preparada separadamente, realizados em
triplicata sob a forma de infusdo, sem agitacdo e com agitacdo, onde foram adicionados 100
mL de 4gua destilada em ebulicdo, em béqueres e posteriormente abafados com auxilio de
vidro de relégio e em erlenmeyer com 100 mL, respectivamente, que teve sua “abertura”
tampada por papel aluminio, permanecendo em infusdo por 30 minutos, no escuro, com

auxilio de agitador vortex, como esquematizado na figura 10.

Figura 10: Fluxoerama de obtencio de residuo seco
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Fonte: Pesquisador, 2015.
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4.2.1.6 Testes de susceptibilidade ao Cetoconazol

Os testes descritos na Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002), indica
que as CIMs do cetoconazol contra fungos dermtéfitos variam na concentragdo de 0,0313 a 16
ug/mL.

Desta forma, para preparar uma série de microdiluicdes em caldo para os testes,
contendo um farmaco insolivel em dgua, mas que pode ser dissolvido em Dimetilsulféxido
(DMSO), pesou-se primeiro 4,8 mg (assumindo uma poténcia de 100%) do p6 de agente
antifingico, o qual foi dissolvido em 3,0 mL de DMSO. Isso resultou em uma solu¢@o padrao
de 1.600pg/mL.

Em seguida, procedeu-se uma dilui¢do dessa solucao padrio, onde foram adicionados
100 pl em meio Caldo Sabouraud Dextrose, equivalente a um volume de 4,9 mL, diluida na
razdo de 1:50 obtendo assim uma concentragao final de 32 pg/mL. Logo, quando inoculados,
no primeiro pogo da microplaca a uma razao 1:2 foi obtida uma concentracao de 16 pg/mL.
Portanto, foram realizadas as diluicdes de 16 pg/mL até 0,03 pg/mL, assim como,

preconizado pela Clinical Laboratory Standards Institute, 2002 (CLSI, 2002).

4.2.1.7 Determinacao da atividade antifiingica

Todas as cepas foram previamente inoculadas em &4gar Sabouraud dextrose e
incubados a 27°C+2 por sete dias antes da realizacdo dos ensaios. As suspensOes dos
microrganismos foram preparadas, cobrindo as coldnias de Trichophyton rubrum com
aproximadamente 1 mL de solucdo fisioldgica estéril a 0,85%. A suspensdo resultante foi
submetida a agitacdo, em agitador vortex durante 15 segundos e a densidade celular foi
padronizada em solug@o salina visualizado a turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala padrao
de McFarland e entdo confirmado espectrofometricamente com comprimento de onda de 530
nm até uma turbidez de 70% de transmitancia.

Esse procedimento forneceu uma suspensdo-padrio de dermatéfitos contendo 1x10°
Unidades Formadoras de Col6nias por mL (UFC/mL). A suspensdo de trabalho foi produzida
fazendo-se inicialmente uma dilui¢do 1:10, onde 100 uL do inéculo foram diluidos em 1 mL
de solucdo salina estéril, obtendo uma concentracio de 1x10°. Portanto, dessa tltima
suspensdo padrio retirou-se 10 puL, procedendo-se a uma diluicdo 1:10 com meio liquido

Caldo Sabouraud dextrose (CSD). A concentracdo final apds inoculagdo no teste € esperada
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na propor¢io de 4,7 x 10* a 5,0 x10* UFC/mL, conforme preconizado pela norma M27-A3 do
CLSI, para testes realizados com fungos dermatéfitos (Clinical Laboratory Standards

Institute, 2002).

4.2.1.8 Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada pela técnica de microdilui¢do, utilizando placas
de microtitulacdo, contendo 96 cavidades com fundo em forma de “U”, onde todos os
procedimentos foram realizados em triplicata (SOUZA et al., 2007; MOREIRA et al., 2010).

Em cada orificio da placa, excetuando-se a coluna 11 na microplaca A e na coluna 11
e 12 na microplaca B foram adicionados 100 uL do meio liquido Caldo Sabouraud Dextrose
(CSD), duplamente concentrado. Posteriormente, 100 uL da solucdo do produto teste, foram
dispensados nas cavidades das primeiras colunas das placas. E por meio de uma diluicao
seriada a uma razdo de dois, foram obtidas concentragdes de 1024 pg/mL até 1 pg/mL, de
modo que na primeira coluna da placa obteve a maior concentracdo e na ultima, a menor
concentracdo. Por fim, foram adicionados 10 pL do in6culo das espécies flingicas nas
cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma forma de obten¢do do infuso, assim,
como demonstrado na figura 11.

A verificacdo da auséncia de interferéncia nos resultados pelo solvente utilizado na
preparagdo das solugdes de cetoconazol, no caso o Dimetilsulfoxido (DMSO), foi realizado
colocando-se nas trés primeiras cavidades da coluna 12, da microplaca A, 100 pL do caldo
duplamente concentrado, 100 uL. do DMSO (concentragdao usada na solubilizacdo dos
produtos), e 10 uL. do in6culo, correspondente as cepas de 7. rubrum 305 e 498. Na mesma
coluna foram realizados os mesmos procedimentos, exceto os 100 uL. do DMSO.

Um controle de esterilidade também foi realizado, onde foram colocados 100 uL do
CSD sem a suspensdao dos fungos, na segunda linha da microplaca B. As mesmas foram
seladas e incubadas 28°C para os filamentosos por até 15 dias, armazenadas em estufas

bacterioldgicas. Paralelamente foram procedidos experimento com o antiftingico cetoconazol.
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Figura 11: Esquema da montagem de microplaca para teste antimicrobiano
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagdes do Teor de Umidade

A determinacdo da perda por dessecacdo ou teor de umidade do p6 de Camellia
sinensis (sach€ e a granel) demonstrou valores em torno de 11%, quando ocorreu
estabilizacdo do processo, como descritos na tabela 1. Este método estd fundamentado na
determina¢do quantitativa de substancia(s) volatil(eis) de qualquer natureza eliminada(s) nas

condi¢des especificadas na monografia.

Tabela 1: Determinacdo do teor de umidade de amostras de Camellia sinensis (cha preto). Resultados expressos
em média + Dp (n=3).

Amostras Vegetais Teor de Umidade % (m/m)
Droga vegetal a granel 11,33 +£0,319
Droga vegetal em saché 11,19 + 0,087

Dados determinados por triplicata

Os resultados encontrados estdo de acordo com as especificacdes, uma vez que a
Farmacopéia Brasileira (2010), preconiza um valor na faixa de 8% - 14% (m/m) para drogas
vegetais. Assim como, todas as amostras avaliadas encontram-se dentro do limite de
percentual de umidade permitido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA),
que admite um teor méximo de 12% (m/m). Portanto, segundo essas entidades, os percentuais
de 4gua encontrados nos vegetais ndo seriam suficientes para promover a propagacio e
desenvolvimento de microrganismos (0 que ocorreria somente com indice de umidade acima
de 12%-14%) ou acarretaria a acdo de enzimas, ocasionando possivel degradacdo dos
constituintes quimicos das amostras (BELTRAME et al., 2009).

Na literatura cientifica, sdo escassos os trabalhos que avaliam este parametro fisico-
quimico do ché preto (Camellia sinensis (L.) kuntze). Entretanto, os resultados encontrados
de 11,33% (m/m) e 11,19% (m/m) para droga vegetal a granel e em saché, respectivamente,
nio se enquadraram na faixa encontrada por Egan et al. (1988) que obtiveram, valores na
faixa de 3,9% a 9,5% (m/m). Os indices superiores ao permitido, com relagdo ao teor de
umidade nos produtos avaliados, se devem possivelmente ao limite da vida-de-prateleira
desses produtos desidratados que pode ser estabelecido em fun¢ao do teor de umidade. O uso

de um material de embalagem com baixa taxa de permeabilidade ao vapor d’agua mantém o
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nivel de umidade aceitdvel e consequentemente nao modifica significativamente o valor de
atividade de dgua do produto (BERTE et al., 2006).

Desta forma, a dgua residual encontrada na droga vegetal seca, pode sugerir como sio
suas condi¢des do local de cultivo, adubagdo, periodo de colheita, idade da planta, secagem,
processo fermentativo, armazenamento e transporte, quando excede o limite preconizado pode

acarretar na perda dos parametros de qualidade da droga vegetal (GIL, 2007).

5.2 Determinagao do teor de cinzas totais e cinzas insoliveis em 4cido

Pode-se observar na Tabela 2, que os resultados obtidos na determinacdo do teor de
cinzas totais e insoldveis em &cido, estdo de acordo com os valores maximos permitidos de
8,0% (m/m) e 1,5% (m/m), respectivamente, preconizados pela portaria 519/98 para todas as
amostras analisadas, excetuando-se o parametro da determinacdo de cinzas insoliveis em
acido para a droga vegetal a granel que apresentou um valor acima do especificado na
monografia (BRASIL, 1988). Estes parametros de qualidade sdo importantes por indicar
adulteragdes, pois avalia a presenga de residuos inorganicos ndo volateis como areia, pedra e

terra (SONAGLIO et al., 2003; CARDOSO, 2009).

Tabela 2: Determinacio do teor de cinzas totais e cinzas insoliveis em 4dcido de amostras de Camellia sinensis
(cha preto). Resultados expressos em média + Dp (n=3).

Droga vegetal a granel 5,71 £ 0,642 Droga vegetal a 1,73 £ 0,543
granel
Droga vegetal saché 5,30 = 0,029 Droga vegetal saché 0,85 +0,122

Dados determinados por triplicata

A droga vegetal (cha preto), também demonstrou resultados semelhantes quanto a esse
parametro avaliado, aos de Egan et al. (1998), onde os limites para o teor de cinzas totais
foram de no minimo 4,9 % (m/m) e no maximo 6,5% (m/m). A camellia sinensis, contém
uma quantidade considerdvel de cinzas totais, e isso pode ser explicado, pelo elevado indice
de sais inorganicos presente no material vegetal (HANSEL et al., 1999), como condiz com os
resultados obtidos.

O Instituto de Normalizacdo e Qualidade de Mocambique determinou parametros

aceitdveis na faixa de 4,0% (m/m) a 8,0% (m/m). Logo, os resultados obtidos para anélise do
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teor de cinzas totais do chd preto foram satisfatérios, o que revela pequena quantidade de
substancia residual ndo voldtil para as amostras avaliadas. Entretanto, em relagdo ao teor de
cinzas insoliveis em 4cido a 7%, comparando-se com seus valores descritos de 0,1% (m/m) a
0,4% (m/m), minimo e maximo, respectivamente, ambas as amostras analisadas (ver tabela 2),
ndo estdo em conformidades a faixa de parametros de 1,5% aceitdveis para o chd preto,
estabelecidos pela ANVISA.

A determinacdo de cinzas insoliveis em acido cloridrico destina-se a deteccao de silica
e constituintes silicosos, que em quantidade acima da estabelecida para a matéria-prima
vegetal influencia negativamente na qualidade do ch4, indicando uma possivel adulteracido do
produto, mascarando a qualidade real da droga vegetal (SIMOES, 2004; CARDOSO, 2009).

Portanto, os indices superiores ao permitido, com relacdo as sujidades e/ou materiais
nao adequados nos produtos avaliados, se devem possivelmente ao manejo, limpeza,
separacdo inadequada e processos de adulteracoes (AMARAL et al., 2003; TATIANA et al.,
2010). A presenca desses elementos estranhos nos produtos analisados prejudica a qualidade

da matéria-prima e compromete a confiabilidade do consumidor em relagdo a esses produtos.

5.3 Determinacao do residuo seco

O teste para determinacdo do teor de residuo seco permite identificar o potencial de
extracdo do liquido extrator, pois o que se determina na andlise € a quantidade de substincias
tornadas soluveis pelo liquido extrator utilizado (BORRELA; CARVALHO., 2011). Os
parametros da forma de preparo na extracdo dos sélidos totais dos infusos estdo apresentados
na Tabela 3.

Nesta, dentre os parametros avaliados, os melhores resultados foram obtidos
utilizando-se a erva a granel sob agitagdo, seguida da erva em saché, com valores de 1,064% e

0,718% (m/m), respectivamente, quando submetida as mesmas condicoes.

Tabela 3: Determina¢do do teor de residuo seco de amostras de Camellia sinensis (chd preto). Resultados
expressos em média + Dp (n=3).

Droga vegetal a granel 0,543 £ 0,007 1,064 + 0,043
Droga vegetal saché 0,575 + 0,026 0,718 £ 0,198

Dados determinados por triplicata
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Resultados semelhantes foram obtidos em estudo utilizando chéd verde de procedéncia
chinesa (ASTILL et al., 2001). De acordo com Peralta et al. (2010), os melhores resultados de
obtencdo de sélidos soliveis de Camellia sinensis foram demonstrados quando essa droga
vegetal a granel foi submetida a condi¢des de extragdo com agitacio.

Esse mesmo parametro de avaliacdo, foi apresentado por Messias et al. ( 2014), onde as
andlises de residuo seco do cha verde evidenciaram diferencas percentuais entre os dois
métodos, de modo que os processos de extracdo, quando submetidos a agitacdo apresentaram
dados de 2,80%, comparando-se com o processo de repouso que foi de 2,12%, sendo assim,
demonstrando diferencas nos processos difusionais dos compostos presentes na droga
vegetal. Entretanto, além disso, dentre as condi¢des de extracdo, pode-se ressaltar que ha
numerosos fatores que possam vir a influenciar na extracdo, tais como: grau de divisdo de
droga, temperatura, tempo, pH, tensdo superficial, natureza do liquido extrator e volume do

liquido extrator (SHARAPIN, 2000).

5.4 Determinacao da concentragdo inibitéria minima (CIM)

As tabelas 4 e 5 mostram os resultados obtidos para as diferentes formas de preparo
(sem e com agitacdo) das drogas vegetais a granel e em saché, com suas respectivas
concentracdes dos infusos da Camellia sinensis (Cha preto), frente as cepas de Trichophyton
rubrum. Pode-se observar que todos os chds, com suas diferentes formas de apresentacio, nao
mostraram atividade antiftingica sobre as cepas testadas. Vale ressaltar a auséncia de estudos

anteriores sobre a atividade antifingica do chd preto, contra cepas de Trichophyton rubrum.

Tabela 4: Determinagfo da concentragfo inibitéria minima dos infusos da droga vegetal em saché

Concentracao dos Infusos de Camellia sinensis — Cha preto
Droga vegetal- Saché

Sem agitacao Com agitacao
Infuso (ug/mL) T. rubrum-305 E 498 Infuso (ug/mL) T. rubrum-305 E 498
2.887,17 R 3.592,26 R
1.438,57 R 1.796,13 R
719,28 R 898,06 R
359,14 R 449,03 R
179,82 R 224,51 R
89,91 R 112,25 R
4495 R 56,12 R
22,47 R 28,06 R
11,23 R 14,03 R
5,615 R 7,015 R
R- resistente S — sensivel

Dados determinados por triplicata
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Tabela 5: Determina¢do da concentracdo inibitéria minima dos infusos da droga vegetal a granel

Concentracao dos Infusos de Camellia sinensis — Cha preto
Droga vegetal - A granel

Sem agitacao Com agitacao
Infuso (ug/mL) T. rubrum 305 E 498 Infuso (ug/mL) T. rubrum 305 E 498
2.718,06 R 5.325,17 R
1.359,03 R 2.662,58 R
679,51 R 1.331,29 R
339,75 R 665,64 R
169,87 R 332,82 R
84,93 R 166,41 R
42,46 R 83,20 R
21,23 R 41,60 R
10,61 R 20,80 R
5,305 R 10,40 R
R- resistente S- Sensivel

Dados determinados por triplicata

Houve crescimento flingico nos pogos selecionados para controle de viabilidade (com
e sem DMSO), descartando a possibilidade de o DMSO ter causado interferéncia nos testes de
atividade, como demonstrado na figura 12. Além disso, observou-se auséncia de crescimento
nos pocos que nao receberam o inéculo. Logo, o meio utilizado nos testes ndo apresentou
contaminantes.  Vale salientar que as diferentes concentracdes (ver tabelas 4 e 5,

respectivamente) foram calculadas através das determinagdes do residuo seco.

Figura 12: Teste de susceptibilidade antifiingica dos infusos do cha preto. T. rubrum -305,
com droga vegetal a granel (A) e com droga vegetal em saché (B).

Fonte: Pesquisador, 2015. Em destaque controle de viabilidade com DMSO (1) e sem
DMSO (2).

Virios estudos t€ém comprovado o efeito de compostos isolados, extraidos de plantas

medicinais, que atuam como fungicidas naturais, dentre os quais, um nimero significativo
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destes constituintes se mostrou eficaz (CHANG et al., 2008; KORDALI et al., 2008, CARMO
et al.,, 2013). Desta forma, possivelmente, constituintes majoritdrios isolados do cha preto
(Cafeina, Tearubigina, Teaflavina e Teasinesina), poderiam desempenhar uma atividade
antifingica, in vitro, sobre as cepas de 7. rubrum. A resisténcia observada pode ser em fun¢ao
das substincias potencialmente ativas estarem presentes em concentracdes muito baixas, ou
mesmo que estes infusos ndo apresentem nenhum metabolito ativo sobre esses dermatofitos.

Poucos estudos sdo disponiveis relatando atividade antifingica ao chd preto. De
acordo com Camargo (2011), os infusos de C.sinensis (chd verde, chd branco, ché preto),
demonstraram atividade antiftingica sobre isolados clinicos de cepas diferentes de Candida
ssp, sendo o chad preto o que melhor atribuiu resultados, de acordo com o processo de
producdo dos diferentes chas (sem e com agitacao).

No estudo de Park et al. (2006) foi observado a atividade de compostos isolados,
presentes nos infusos do chd preto, sobre 21 isolados clinicos de 7 cepas diferentes de
Candida com variagdo na susceptibilidade. Hamilton-Miller (2001) fez uma revisdo de
trabalhos que avaliaram o potencial antimicrobiano de C. sinensis (cha preto) com atividade
inibitoria e bactericida sobre Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus. Em estudos
realizados por Ghenov (2014), os extratos mais promissores frente a Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, foram obtidos quando utilizados os extratos de chd preto, o qual foi
capaz de inibir o crescimento microbiano.

As variacdes referentes a determinacdo da CIM de fitocomplexos a base de plantas
medicinais podem ser atribuidas a vérios fatores. Dentre eles, podemos citar a técnica
aplicada, a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a €época da coleta, se os extratos foram
preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testada (FENNELL et

al., 2004 ; OSTROSKY et al., 2008).

5.5 Testes de susceptibilidade de Trichophyton rubrum frente ao Cetoconazol

A Tabela 6 apresenta os resultados do teste de sensibilidade desses dermatofitos frente
as diversas concentragdes de cetoconazol, quando utilizado o método de microdilui¢io em
caldo. No presente teste, observou-se um CIM igual a 0,0625 pg/mL, mostrando que este
agente antifingico € eficaz para as dermatofitoses, principalmente para 7. rubrum que se

mostrou com elevada suscetibilidade a este medicamento.
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Tabela 6: Determinag@o da concentragdo inibitéria minima do cetoconazol

Concentracao da Substincia Teste de Referéncia

Cetoconazol
Cetoconazol (ug/mL) T. rubrum-305 T. rubrum-498

16 S S

8 S S

4 S S

2 S S

1 S S
0,5 S S
0,25 S S
0,125 S S
0,0625 S S
0,0312 R R

R- resistente S — sensivel

Similar resultado encontrado em nosso trabalho foi verificado por Alves et al. (2008),
que avaliando a atividade antifingica para 15 isolados clinicos de dermatdfitos, verificaram
que o cetoconazol apresentou variacdes de CIM semelhantes as encontradas em nosso estudo,

que foi de 0,0312 pg/mL a 0,125 pg/mL.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho, as metodologias empregadas foram adequadas para avaliar a
qualidade da droga vegetal em estudo. Todas as andlises realizadas sdo importantes e devem
ser recomendadas como parametros seguros para o controle de qualidade de Camellia sinensis
(L.) kunzte.

Em relac@o ao teor de umidade analisado, as amostras estdo em conformidade com as
legislacdes vigentes, apresentando assim um risco menor de crescimento microbiano e
degradacdo dos constituintes quimicos. Os resultados obtidos na determinac¢do do teor de
cinzas totais e insoliveis em dcido apresentaram-se também em conformidades para todas as
amostras analisadas, excetuando-se o parametro da determinacdo de cinzas insoliveis em
acido para a droga a granel que apresentou um valor acima do especificado na monografia.

Os melhores resultados, para obtencdo dos teores de residuo seco foram obtidos
utilizando-se a erva a granel sob agitacdo, seguida da erva em saché, quando submetida as
mesmas condi¢des. Entretanto, utilizando o processo de extracdo com agitacdo, os valores
atribuidos nessas condi¢cdes mostraram-se menos favordveis para extracdo dos sélidos
soliveis existentes na droga vegetal.

Na avaliacdo da susceptibilidade antifiungica o chd preto ndo apresentou efeito
inibitério sobre o crescimento das cepas de Trichophyton rubrum, pelas diferentes formas de
obtencdo do infuso da droga vegetal, demonstrando uma possivel limitacdo para o tratamento
de dermatofitoses ocasionadas por 7. rubrum.

Os resultados do teste de sensibilidade das cepas dermatofitos frente as diversas
concentracdoes de cetoconazol quando utilizado o método de microdiluicio em caldo,
apresentaram resultados relevantes, onde os isolados clinicos foram susceptiveis ao
cetoconazol, demonstrando que este agente antifungico ainda representa uma importante

op¢ao terapéutica contra Trichophyton.
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