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RESUMO

SOUSA, A. C. R. Investigacao do potencial antifiingico de Sida planicaulis sobre fungos

filamentosos potencialmente patogénicos. 2017. 63 f. Trabalho de Conclusdao de Curso
(Graduacao em Farmdcia) — Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.

Sida planicaulis, conhecida popularmente como “vassoura”, trata-se de uma espécie vegetal de
porte herbaceo, muito comum no Curimatad Paraibano, porém pouco estudada com relagdo a
seu potencial antimicrobiano. Levando-se em consideragdo tal fato, este trabalho objetivou
avaliar a atividade antifiingica dos extratos etandlico bruto, fase hexanica, cloroférmica,
acetoetilica e hidroalcodlica da referida planta sobre os fungos filamentosos Rhizopus oryzae,
Exophyala werneckii, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Trichophyton mentagrophytes,
Cladosporum 2B3 e Microsporum canis. A atividade antifiingica foi verificada inicialmente
pela técnica de difusdo em Agar. Suspensdes preparadas em solucdo salina a 0,85% (10°
UFC/mL) foram semeadas em placas contendo Agar Sabouraud-Dextrose sobre as quais foram
distribuidos discos de papel estéreis contendo os produtos vegetais. Realizou-se incubacdo em
estufa bacterioldgica a 28°C, por 7 a 15 dias. A atividade antifiingica foi avaliada pela medi¢ao
dos valores dos halos de inibicao, posteriormente foi realizada a determina¢do da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) pela técnica de microdiluicdo apenas com o0s extratos que
apresentaram atividade antifiingica na triagem microbioldgica, todos os testes foram realizados
em triplicata. Os resultados evidenciaram atividade antifingica contra o microrganismo
Trichophyton mentagrophytes, os valores dos halos de inibi¢ao variaram entre 15 ¢ 36 mm, no
entanto frente as outras espécies os extratos nio apresentaram atividade antifingica. Os valores
de CIM variaram de 625 a 10.000 pg/mL, porém nenhum se mostrou mais ativo do que o
controle positivo cetoconazol (CIM = 1 pg/mL). Pode-se concluir que os extratos utilizados da
espécie Sida planicaulis possuem efeito inibidor contra o fungo 7. mentagrophytes, mas nao
obtiveram concentra¢des adequadas para o desenvolvimento de um novo antiftingico.

Palavras-chave: Sida planicaulis. Fungos filamentosos. Atividade antifungica.



ABSTRACT

SOUSA, A. C.R. Investigation of the antifungal potential of Sida planicaulis on potentially
pathogenic filamentous fungi. 2017. 63 f. Trabalho de Conclusdao de Curso (Graduagdo em
Farmadcia) — Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.

Sida planicaulis, popularly known as "broom", is a herbaceous plant species, very common in
Curimatau Paraibano, but little studied in relation to its antimicrobial potential. Taking into
account this fact, this work aimed to evaluate the antifungal activity of crude, hexanic,
chloroformic, aceto-ethylic and hydroalcoholic extracts of said plant on the filamentous fungi
Rhizopus oryzae, Exophyala werneckii, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Trichophyton
mentagrophytes, Cladosporum 2B3 e Microsporum canis. The antifungal activity was initially
verified by the diffusion technique in Agar. Suspensions prepared in 0.85% saline (10° CFU /
mL) were seeded on Sabouraud-Dextrose Agar plates on which sterile paper discs containing
the plant products were dispensed. Incubation was carried out in a bacteriological oven at 28°C
for 7 to 15 days. The antifungal activity was evaluated by measuring the values of the inhibition
halos, after which the determination of the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) by the
microdilution technique was performed only with the products that presented antifungal activity
in the microbiological screening, all tests were performed in triplicate. The results showed
antifungal activity against the microorganism Trichophyton mentagrophytes, the values of the
inhibition halos varied between 15 and 36 mm, however the extracts showed no antifungal
activity against the other species. MIC values were 625 ug/mL for the crude ethanolic extract
and the chloroform phase, the hexane and acetophenyl phase with 2,500 pg/mL and the
hydroalcoholic phase with 10,000 pg/mL, but none showed to be more active than the control
positive ketoconazole (CIM = 1 ug/mL). It can be concluded that the extracts used of the species
Sida planicaulis have an inhibitory effect against the fungus T. mentagrophytes, but did not
obtain adequate concentrations for the development of a new antifungal.

Keywords: Sida planicaulis. Filamentous fungi. Antifungal activity.
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1  INTRODUCAO

A incidéncia de infecgdes flingicas tem aumentado no decorrer dos ultimos anos,
ocorrendo principalmente como infec¢des adquiridas durante a estadia prolongada em
estabelecimentos de saide e em individuos com sistema imunoldgico comprometido
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2002).

O tratamentos das micoses, no entanto, muitas vezes nao € satisfatério, uma vez que os
antifingicos podem levar a recidiva das infec¢des e podem apresentar importante toxicidade
(SHARON; SORREL, 2007). Em virtude do acelerado surgimento de resisténcia destes
microrganismos tem se tornado constante a busca por novos farmacos antiflingicos mais
potentes, mas, sobretudo, mais seguros que os existentes, envolvendo desde bridfitas até
angiospermas e, esta tém se tornado uma alternativa promissora no combate as infeccoes
causadas tanto por bactérias quanto por fungos (ZACCHINO et al., 2003; MORANTES et al.,
2007; LEE et al., 2008; PERES et al., 2009; SANTOS et al., 2010).

Nesse contexto, o estudo de plantas medicinais € considerado uma significativa
estratégia na pesquisa de novos compostos com atividade antifiingica recebendo assim grande
atencdo dos pesquisadores. Dentre os principais meios de busca desses compostos, estao as
informacdes de como as plantas sdo utilizadas por diferentes grupos étnicos, nos estudos de
etnobotancia e os estudos farmacoldgicos das preparagdes utilizadas, abordadas no ambito da
etnofarmacologia (SOUZA et al., 2003; FENNER et al., 2006).

Com uma estrutura quimica que se difere daquela dos antibidticos provenientes de
microrganismos, os antibidticos vegetais sdo capazes de regular o metabolismo intermediario
de patégenos, ativando ou bloqueando reacdes e sintese enzimdtica, inclusive alterando a
estrutura de membranas (MICHELIN et al., 2005).

Segundo Silva et al. (2005), a evolucdo de uma ampla variedade de compostos
fitoquimicos com atividade antifingica resultou da intensa pressao seletiva exercida por fungos
patogénicos sobre as plantas, isso tem sido demostrado conforme pesquisas de isolamento de
componentes antifingicos ativos provenientes dos extratos brutos das plantas (COSTA et al.,
2000; SILVA et al., 2001; PASSOS et al., 2002; SOUZA et al., 2002). Apesar de a literatura
mostrar que um ndmero relevante de familias e espécies de plantas ja tenham sido estudadas
até o momento, se levarmos em consideracdo que existem cerca de 300.000 espécies de plantas

conhecidas, ainda hd muito trabalho a ser feito. Logo mais se julgarmos que para a grande parte
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destas plantas apenas uma de suas partes, como folha, raiz ou caule, ou somente um tipo de
preparagdo como 6leo essencial ou extrato foram estudados (DUARTE, 2006).

Recentemente, pesquisas envolvendo espécies do gé€nero Sida cresceram
consideravelmente em diversas partes do mundo por estas possuirem diferentes propriedades
terapéuticas e relatos de uso. As investigacdes fitoquimicas realizadas para espécies da familia
Malvaceae mostraram que estas espécies sdo ricas em dcidos graxos, dleos essenciais,
sesquiterpendides, esterdides, triterpenos, compostos fendlicos, flavonoides, entre muitos
outros compostos (SILVA et al., 2006a; COSTA et al., 2007; SILVA et al., 2010).

Nesse contexto, a espécie Sida planicaulis, conhecida popularmente como “vassoura” é
uma planta cujo potencial antimicrobiano ainda nao foi explorado, dessa forma a avaliacdo da
possivel atividade antifiingica de seus extratos contra fungos filamentosos potencialmente

patogénicos, foi o alvo do presente estudo.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar a possivel atividade antifingica da planta Sida planicaulis, sobre fungos
filamentosos potencialmente patogénicos no que diz respeito a avaliacdo de seu extrato

etandlico bruto, fase hexanica, cloroférmica, acetoetilica e hidroalcodlica.

Objetivos especificos

Verificar, através de uma triagem microbioldgica, se o extrato e/ou fracdes, apresentam

efeito antimicrobiano sobre fungos filamentosos;

Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do(s) produto(s) com atividade

antifingica verificada na etapa anterior.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fungos

Fungos sdo microrganismos eucariontes, ndo fotossintéticos, pertencentes ao reino
Fungi (GALIZA et al., 2014). Presume-se que existam cerca de 1,5 milhdo de espécies de
fungos, sendo que destas somente cerca de 74 mil espécies foram descritas (ESPOSITO;
AZEVEDO, 2004). A maioria dos fungos é categorizada metabolicamente como quimio-
heterotréfico obtendo, assim, energia a partir da degradacdo de moléculas oriundas do meio
externo (FREE, 2013). Durante algum tempo os fungos foram considerados como plantas e,
somente a partir 1969, passaram a ser classificados como uma reino a parte. Estes podem ser
diferenciados dos vegetais devido a um conjunto de caracteristicas que possuem, como a
auséncia de celulose em sua parede celular (predominantemente), ndo sintetizam clorofila, nem
apresentam o amido como substancia de reserva (WALTER; BARRA, 2001; LACAZ et al.,
2002). Apresentam parede celular, que dispde-se como uma estrutura rigida que protege a célula
de choques osmoticos, sendo composta, geralmente, por mananas, quitina, glucanas, lipideos e
proteinas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O principal componente estrutural da parede flngica € a quitina. Os lipideos estdo
presentes como substincias polares e apolares, sendo os principais lipideos apolares os esterois,
e os triacilglicerdis e os polares sdo os diacilglicerofosfocolinas e diacilgliceroetanolaminas
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

A membrana plasmatica fungica é uma bicamada lipidica, que se difere da bicamada
animal pela presencga do ergosterol, em substitui¢cao ao colesterol. Essa substancia exerce papel
importante na estrutura, na fluidez e na permeabilidade da membrana desses microrganismos e
ainda € importante pois constitui uma estratégia para a maioria da a¢do dos compostos
antifungicos (KAVANAGH, 2005; ALCAZAR- FUOLI; MELLADO, 2013).

Além dessas, outras estruturas estdo presentes na cé€lula fungica, citoplasma com
reticulo endoplasmatico, mitocondrias, aparelho de Golgi, vactolos, ribossomos, vesiculas
secretoras e microfilamentos associados a microtibulos com integrantes do citoesqueleto. O
nucleo, se comparado as demais células eucaridticas, apresenta tamanho menor (LACAZ et al.,
2002; KAVANAGH, 2005).

Conforme Fisher; Cook (2001) os fungos, em sua maioria, sdo constituidos de estruturas

filamentosas chamadas de hifas que crescem por ramificacdes ou pelo prolongamento das
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pontas, estas podem ser septadas ou asseptadas. Os fungos que formam hifas, como a maioria,
sdao multinucleados e constituem os fungos filamentosos. Um ndmero menor de fungos compde
os fungos leveduriformes, que sdo majoritariamente formas unicelulares, com apenas um
nicleo (LACAZ et al., 2002). Contudo, existe um terceiro grupo, os fungos dimérficos, que
podem apresentar-se na forma leveduriforme ou filamentosa, para isso, a temperatura a que €
exposto deve ser levada em conta; na temperatura de 37-39 °C, apresenta-se como levedura e

na temperatura ambiente (25-28 °C), mostra-se como filamentoso (SIDRIM; ROCHA, 2010).

Figura 1 - Micromorfologia dos fungos. (a) pseudo-hifa, blastoconidios e clamidoconidios; (b) hifa continua ou
cenocitica.

Fonte: OLIVEIRA, 2014.

O desenvolvimento de um fungo € influenciado por alguns fatores do meio, tais como:
localizacdo, umidade relativa do ar, estacdo do ano, entre outros. Seu crescimento pode ser
dividido em duas fases: reprodutiva e vegetativa. Assim, a morfologia in vitro € diferente
daquela apresentada no estado parasitario (LEME et al., 2011).

Os fungos podem ser formados assexuadamente, gerados por mitose (mitdsporos) que
podem ser dos tipos: conidios, esporangios, clamidésporos ou artrésporos (ALTERTHUM,
2001; AGRIOS, 2005). A reproducgdo sexuada, por sua vez, envolve plasmogamia (unido de
citoplasmas), cariogamia (unido de nucleos) e consequentemente meiose, produzindo esporos
(meidsporos) que podem ser dos tipos zigdsporos, basididsporos ou ascosporos. Esses esporos
sao produzidos por hifas diferenciadas denominadas, respectivamente, basidios, zigosporangios
e ascos (AGRIOS, 2005; ARAUJO et al., 2010).

Os fungos ainda podem ser divididos em trés grandes grupos, de acordo com a adaptacio

0 meio ambiente e ao seu habitat em antropofilicos, zoofilicos e geofilicos. Os dermatofitos
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antropofilicos normalmente infectam os humanos, podendo ser transmitidos direta ou
indiretamente de pessoa a pessoa, apesar de que existem relatos de infeccdo por estes fungos
em cdes. Os fungos zoofilicos sdo aqueles adaptados a queratina dos animais, contudo podem
ser transmitidos aos humanos. Os geofilicos vivem no solo e infectam ocasionalmente humanos
e animais (SIQUEIRA, 2005; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2010; FERREIRO et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2015).

Fisiologicamente, os fungos se adaptam a sobrecargas mais severas que a maioria dos
microrganismos, podendo crescer em substratos com alta concentrag¢do de agicar, uma vez que
sd0 pouco sensiveis a altas pressdes osmoticas; toleram pH entre 2,0 e 9,0, enquanto o pH 6timo
para a maior parte das espécies se situa em torno de 5,6. Também podem se desenvolver numa
ampla faixa de temperatura, além da faixa 6tima entre 22 e 30 °C para a maioria das espécies.
Ha espécies que se desenvolvem entre 35 e 37 °C ou em temperaturas superiores e outros ditos
psicrofilos, ou seja, que crescem bem a temperatura de refrigeracdo (PUTZKE; PUTZKE, 2002;
ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Conjuntamente com outros microrganismos, os fungos, compdem a microbiota normal
encontrada na epiderme e mucosas de humanos onde desempenham importante papel na
preservacdo da homeostase (MIKELSAAR, 2011). Essa relagdo € pacifica, no entanto os fungos
sdo capazes de gerar infec¢des denominadas genericamente como micoses no momento em que
o equilibrio entre o sistema imunoldgico e a colonizacdo por fungos € alterada, sendo
responsaveis por grandes agravos a saude e em casos mais graves sdo capazes levar a morte

(BURLAUD et al., 2010).

3.2 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos sdo formados basicamente por elementos multicelulares, as
hifas, que podem ser septadas ou ndo septadas (cenociticas). A partir da hifa forma-se os
esporos, também chamados de propagulos, que podem ter origem sexuada ou assexuada e sdo
responsaveis pela propagacio das espécies. Os conidios caracterizam o modo mais habitual de
reproducdo assexuada e cumpre papel de destaque na disseminagdo dos fungos na natureza
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

A identificac@o dos aspectos gerais de fungos filamentosos e dimérficos na apresentacao
filamentosa, reporta-se a habilidade de caracterizagdo das suas colOnias. Na interpretacdo das

caracteristicas culturais destes organismos, devemos enfatizar os aspectos subsequentes: a)
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tamanho da coldnia, b) caracteristicas das bordas, c) textura, d) relevo e e) pigmentagdo.
Comumente, apresentam-se com tamanho bastante variado. S3o conhecidas na pratica
micolégica por macrocoldnias. Nas bordas, podem ser notados muitos desenhos, que vao desde
morfologias bem delimitadas até achados de projecdes desiguais, que lembram franjas
(SIDRIM; ROCHA, 2010).

A relevancia da andlise das bordas pode ser justificada quando se observa em algumas
coldnias que suas bordas tornam-se mais escuras de acordo com o envelhecimento da cultura.
As colonias ainda podem ser classificadas quanto a textura, como: 1- algodonosas, 2-
furfuriceas, 3- penugentas, 4- arenosas, 5- aveludadas e 6- glabrosa (Figura 2). O relevo, assim
como a pigmentacao sdo caracteristicas que também subsidiam a identificacdo de determinadas
espécies flingicas e micromorfologicamente podem ser caracterizadas, através de estruturas de
ornamentacdo (hifas em espiral, candelabro favico, etc.) e de frutificagdo (macroconideos e
microconideos) sendo realizadas, quando necessdrio, provas bioquimicas, nutricionais,

formacdo de tubo germinativo, entre outras (SIDRIM; ROCHA, 2010).

Figura 2 - Aspecto das coldnias fiingicas quanto a textura: 1- Algodonosas; 2- Furfurdceas; 3- Penugentas; 4-

Arenosas; 5- Aveludadas; 6- Glabrosa.

Fonte: SIDRIM; ROCHA, 2010.

Algumas espécies dos fungos filamentosos apresentam caracteristicas especiais, no que
se refere as suas necessidades nutricionais. O estudo sistematizado dos requerimentos
nutricionais que algumas espécies demostram é conhecido como provas nutricionais. Essas sao
bem estudadas em alguns grupos de fungos, nos quais, as vezes, os achados micromorfolégicos

ndo sdo suficientemente substanciados para a determinagdo de uma espécie flingica, as espécies
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de dermatofitos pertencentes ao género Trichophyton e Microsporum sdo alguns exemplos

(SIDRIM; ROCHA, 2010).
3.3 Manifestacoes clinicas

As micoses apresentam uma maior incidéncia em grupos de pessoas imunossuprimidas,
com o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), transplantados e pessoas submetidas a
quimioterapia (AMERSON; MAURER, 2010; BADIEE et al., 2011). Nessas pessoas o sistema
imunolégico encontra-se comprometido o que possibilita a criacdo de condi¢des favordveis ao
desenvolvimento dos fungos. As manifestacdes clinicas resultam da patogenicidade dos
dermatdfitos, da reacdo dos hospedeiros e também da espécie fungica envolvida (SANTOS;
COELHO; NAPPI, 2002; SILVA, 2008).

As lesdes resultantes de infecgdes flingicas evidenciam-se, do ponto de vista clinico, das
mais variadas formas, podendo entdo ser classificadas de uma forma geral conforme o tecido e
orgdos acometidos no hospedeiro em micoses superficiais, subcutdneas e sist€émicas ou

profundas (Quadro 1).

Quadro 1 - Classificagdo das micoses e exemplo de doengas.

Tipos de micoses Exemplo de doencas

Micoses superficiais estritas, dermatofitoses,
Superficiais hialo-hifomicoses, feo- hifomicoses e micoses

monocutaneas ou leveduroses.

Esporotricose, cromoblatomicose, eumicetoma

Subcutianeas e lobomicose.

Paracoccidioidomicose, coccidioidomicose,

Sistémicas/ Profundas blastomicose, histoplasmose e criptococose.

FONTE: TRABULSI; ALTERTHUM, 2008.

As infeccdes superficiais estdo difundidas em todo o mundo, fatores climaticos como
calor e umidade, contribuem para o aumento da suscetibilidade a essas doencgas. Podem atingir
elevados niveis endémicos e necessitar de intervenc¢des publicas especificas (HAY, 2006). Estas

infec¢des ocorrem no tecido morto queratinizado, especialmente na epiderme e nos foliculos.
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Sdo ocasionadas por dermatdéfitos, fungos filamentosos ndo-dermatéfitos ou leveduras
(espécies de Candida e Malassezia) (DAWSO; DELLAVALLE; ELSTON, 2012).

As micoses subcutineas abrangem primariamente a derme e o tecido subcutineo e
dificilmente disseminam-se (PANG et al., 2004). Também sdo definidas como micoses de
insercdo, visto que os microrganismos responsaveis sao oriundos do meio externo e atingem o
tecido subcutineo e a derme apds uma lesao do tecido (HAY, 2006), em geral, sdo adquiridas
por traumatismos com materiais contaminados, como vegetais € madeiras, podendo ser
transmitidas também por mordidas de animais e picadas de insetos (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

As micoses sistémicas sdo causadas principalmente pela inalacdo de propagulos
fungicos levados dos solos pelo vento. Histoplasma capsulatum e Cryptococcus neoformans
sdao exemplos de agentes de infeccdes sistémicas que podem ser, respectivamente, veiculados
por fezes de morcegos e de pombos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Infeccdes sistémicas
com manifestacdo cutdnea sdo incomuns, contudo ocorrem com alta frequéncia em pacientes
imunocomprometidos, tendo o pulmdo como o foco primério da infeccdo (DAWSON;
DELLAVALLE; ELSTON, 2012).

As dermatofitoses sdo infec¢des superficiais cutdneas produzidas por fungos
queratinofilicos denominados dermatéfitos (VERONESI; FOCACCIA, 2009). Os
dermatéfitos sdo fungos filamentos, septados e hialinos que pertencem a trés géneros:
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton, possuem semelhangas taxonOmicas,
morfoldgicas, fisioldgicas e imunologicas (GUPTA et al., 2005), se reproduzem de forma
assexuada através de macroconidios e microconidios e pertencem, em seu estado anamorfico,
a subdivisdo Deuteromycota, classe Hyphomicetes, ordem Hyphomicetales. As principais
espécies representantes destes géneros sdo M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes, T.
rubrum, T. verrucosum e E. floccosum, os dermatoéfitos sdo fonte de zoonoses e de facil
disseminag¢do, sendo considerados problemas de satide publica (SIDRIM; MOREIRA, 1999;
LACAZ et al., 2002).

O género Epidermophyton apresenta uma unica espécie de importancia clinica que € o
E. floccosum. O género Microsporum apresenta algumas espécies importantes como: M. canis,
M. gypseum, M. audouinii, M. cookei e M. nanum. Enquanto o género Trichophyton tem como
espécies mais importantes: 7. rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, T. schoenleinii, T.
violaceum e T. verrucosum (SANTOS; COELHO; NAPPI, 2002).

Esses fungos precisam da queratina para o crescimento sendo capazes de invadir os

tecidos queratinizados de animais € do homem, causando as dermatofitoses (RUIZ; ZAITZ,
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2001). Por serem queratoliticos, eles estdo limitados aos cabelos, unhas e superficie da pele,
ndo colonizando superficie de mucosas (HAINER, 2003). As espécies queratinofilicas que ndao
sdo capazes de produzir dermatofitoses sdo designadas espécies correlatas de dermatofitos
(GUPTA et al., 2005).

A transmissdo para o homem pode acontecer entre individuos, a partir de dermatéfitos
de animais ou do solo e até mesmo de forma indireta através de material contaminado, como
escovas de cabelo, artigos de tapecaria, chapéus e outros. Contudo, os organismos
antropofilicos s@o causadores da maioria das infec¢des de pele e sua transmissdo ocorre por
contato direto, exposi¢do a células esfoliadas ou por meio de cortes de pele em pessoas

imunodeficientes (HAINER, 2003).

3.4 Epidemiologia

As infecgdes fungicas adquiriram notdvel importancia no decurso da ultima década, em
consequéncia do aumento significativo na incidéncia de agentes oportunistas, elas ocasionam
um problema sanitario mundial dada a sua alta prevaléncia. A epidemiologia dos agentes
etioldgicos varia conforme o clima e com as caracteristicas socioecondmicas e culturais da
populacdo (WILLE; ARANTES; SILVA, 2009). Apesar de variados fungos pertencerem a
microbiota normal, quando estes encontram fatores locais ou sist€émicos predisponentes podem
invadir tecidos tornando-se patogénicos (SOUZA et al., 2007a).

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saide (OMS), os dermatofitos afetam cerca de 25%
da populagdo mundial. Presume-se que 30 a 70% dos adultos sejam portadores assintoméaticos
desses patdgenos e que a incidéncia dessa doenca intensifique-se com a idade. De modo geral,
os dermatofitos apresentam um carater cosmopolita, sendo encontrados em diversas regides do
mundo, ocorrendo variagdes regionais (SEEBACHER; BOUCHARA; MIGNON, 2008, apud
PERES et al., 2010; GAFFI, 2016); mais de 40 espécies sdo causadoras de infeccoes de pele,
contudo, a maioria das infeccdes € causada por poucas espécies (FENNER et al., 2006).

Trichophyton rubrum € o dermato6fito mais comum. Estima-se que 70% da populagdo
do Estados Unidos ird desenvolver pelo menos uma infec¢@o por 7. rubrum em sua vida. Outras
espécies comuns nesse pais sdo o T. tonsurans e T. mentagrophytes (DAWSON;
DELLAVALLE; ELSTON, 2012).

O Brasil € um dos paises que possui elevados indices de infeccOes fungicas,

principalmente as micoses superficiais, tal fato da-se pelo clima tropical, por isso, este e outros
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fatores sdo decisivos para o aparecimento de microepidemias (ARAUJO et al., 2012). Estudos
de incidéncia de dermatofitoses nas Regides Sul e Sudeste do Brasil t€m apontado 7. rubrum,
M. canis e T. mentagrophytes, respectivamente, como as trés espécies mais prevalentes de
dermatoéfitos isolados. Na Regido Nordeste, tem sido observados como as espécies mais
prevalentes o T. tonsurans, seguido por T. rubrum e do M. canis (SIDRIM; ROCHA, 2010).
Estas infec¢des ndo constituem doencas de notificacdo compulsdria, assim ndo se tem ideia
exata da extensdo do problema. Tal fato mostra a necessidade da elaboracdo frequente de
levantamentos da periodicidade das micoses e de seus agentes etiologicos, em funcdo dos
fatores geogréficos, socioecondmicos e climaticos, como medida de prevencao epidemioldgica
(ARAUJO et al., 2012).

Virios fatores estio relacionados ao crescimento da incidéncia das infeccdes fingicas
de pele, dentre as quais podemos citar: o melhor diagndstico laboratorial e clinico, o aumento
da sobrevida dos pacientes com doencas imunossupressoras € o uso de medicamentos que, de
uma forma ou de outra, exercem uma pressdo seletiva e permitem a instalacdo de

microrganismos convencionalmente saproéfitos (SIDRIM; ROCHA, 2010).

3.5 Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico laboratorial das micoses pode ser feito através de exame direto, cultura
do material patoldégico, bidpsia (histopatologia), provas imunolégicas, exame radiolégico e por
inoculacdo em animal (OLIVEIRA, 2014). Em termos gerais, o0 método mais utilizado no
diagnéstico de rotina € o exame microscopico direto, além de ser sensivel e rdpido, permite a
visualizagcao do fungo e, em muitas ocasides, sua identificacdo (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008), qualquer tipo de material patolégico pode ser utilizada no exame direto: raspado cutaneo,
pelos, escarros, unhas, exsudatos diversos, cabelos, medula dssea, urina, fezes, sangue, liquor,
fragmentados de tecidos. O exame pode ser a fresco, sem fixagdo, entre 1amina e laminula,
adicionados ou ndo com certos liquidos de exame como potassa (hidréxido de potdssio) em
percentagens diversas, entdo, o material poderd ser fixado na lamina e corado por um
determinados métodos, podendo ser o Gram, o Ziehl, o Giemsa e o Acido Periédico de Schiff
(OLIVEIRA, 2014).

No exame microscépico o material clinico depende do tipo da micose, nas superficiais
e cutaneas sdo coletados principalmente escamas de pele, pelos, ou unhas, ao passo que, nas

sist€émicas geralmente sdo examinados escarros, urina, fezes e liquido cefalorraquidiano. A
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bidpsia também € bastante util para elucidar o diagndstico, especialmente das micoses
sistétmicas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

A identificacdo dos fungos € feita por suas caracteristicas morfoldgicas, estruturas
antigénicas e comportamento bioquimico. Como os 6rgaos de reproducdo dos fungos, muito
uteis na sua identificacdo, sdo muito frigeis, frequentemente € necessario utilizar técnicas
especiais de cultura para que eles possam se desenvolver e se manter satisfatoriamente. As
dificuldades desta técnica estdo relacionadas ao crescimento lento de muitos agentes, na
dificuldade de identificagdo de algumas amostras e na contamina¢do por outros
microrganismos. O meio de cultura mais utilizado para o isolamento dos fungos é o meio de
Agar Sabouraud Dextrose (ASD). As principais caracteristicas deste meio sdo seu pH dcido
(5,8) e alto teor em glicose que o torna mais seletivo para fungos. Porém, o meio ndo €
absolutamente um impedimento para bactérias, logo ele pode ser acrescido de antibidticos que
inibam o crescimento desses microrganismos que poderiam prejudicar o isolamento dos fungos.
O cloranfenicol € o mais utilizado devido a comodidade do seu uso, pois pode ser utilizado na
autoclave com o meio e por seu largo espectro de agcdo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Ainda hoje o diagndstico laboratorial das micoses ndo € muito utilizado. Contudo,
considerando-se a semelhanca das manifestagdes clinicas por infec¢des flingicas com as de
outras etiologias, evidencia-se a importancia da caracterizagdo laboratorial para se proporcionar
um tratamento eficaz, o que também permitird a reducdo dos custos gerados pela terapia
empirica (PER()N; TEIXEIRA; SVIDZINSKI, 2005; SOUZA et al., 2007a). Torna-se cada vez
mais relevante conhecer o perfil de sensibilidade das cepas clinicas e o espectro de acdo dos
antiftingicos, pois a determinacdo de resisténcia poderia ser de suma importancia na hora de
escolher uma alternativa terapéutica ou outra (REX et al., 2001, apud ESTRELLA-CUENCA;
TUDELA-RODRIGUEZ, 2002).

3.6 Tratamento

3.6.1 Antibidticos antifungicos

O termo antimicrobiano é empregado, embora muitas vezes como sindnimo de
antibidtico, para representar farmacos utilizados no tratamento de doencas infecciosas no geral,
ou seja, infec¢Oes bacterianas, fungicas e virais (ANDREAZZA, 2000). A terapia antifiingica

utilizada na terapia contemporanea tem aumentado muito nestes tltimos anos, buscando atender
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uma demanda crescente (SOUSA, 2010). O tratamento destas infec¢des é realizado com a
utilizacdo de agentes antiftingicos que interagem com componentes estruturais e metabolicos
dos fungos (ASSIS, 2013).

Os antifingicos, de forma geral, podem ser classificados de acordo com o seu modo de
acdo em quatro classes (Figura 3), os polienos atuam na membrana e interagem com O
ergosterol, neste grupo estdo a nistatina, anfotericina B e as formulacdes lipidicas; os derivados
azodlicos, imidazodlicos e triazélicos, os quais inibem a sintese do ergosterol, do qual fazem parte
cetoconazol, fluconazol, voriconazol, e mais recentemente o posaconazol; os andlogos das
pirimidinas que inibem a sintese de DNA e RNA, como a flucitosina (pré-fairmaco) que é
convertida 5-fluorocitosina (5-FC) pelas células fingicas e as equinocandinas, sendo composta
pela caspofungina, anidulafungina e micafungina, as quais inibem a sintese do 1,3-g-D-glucano,
principal componente da parede celular fungica (SANGLARD; ODDS, 2002; BERGOLD;
GEORGIADIS, 2004).

Figura 3 - Locais de agdo dos farmacos antiflingicos comuns.
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Fonte: MAUBON et al., 2014.
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3.6.2 Anfotericina B

A anfotericina B € um antibidtico macrolideo poliénico obtido a partir de culturas da
actinobactéria Streptomyces nodosus (DISMUKES, 2006), usado na terapia por via intravenosa
(IV) ou intra-tecal (meningite fungica) (SOUSA, 2010). Os efeitos adversos sdo menos
frequentes na formulacdo lipossomal da anfotericina B, especialmente a nefrotoxicidade
(BAGINSKI; CZUB, 2009).

A anfotericina B (Figura 4) € utilizada no tratamento de infeccdes graves sist€émicas e
do sistema nervoso central causadas por espécies de Candida, Histoplasma capsulatum,

Cryptococcus neoformans, Aspergillus ssp., Blastomyces dermatitidis, Torulopsis glabrata e

Coccidioides immitis (MISHRA ; SAXENA; SINGH, 2007).

Figura 4 - Estrutura quimica da anfotericina B.
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Fonte: BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANM, 2012.

3.6.3 Nistatina

A nistatina (Figura 5) € obtida a partir de Streptomyces noursei (CARRILLO-MUNOZ
et al., 2006). E amplamente utilizada no tratamento de candidiases, em infec¢des de pele e no
trato gastrointestinal (RECAMIER et al., 2010). Reagdes alérgicas 2 nistatina ndo sio comuns,
possui estrutura similar a anfotericina € com o mesmo mecanismo de acdo (BRUNTON;

CHABNER; KNOLLMANM, 2012).
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Figura 5 - Estrutura quimica da nistatina.
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Fonte: HAC-WYDRO; DYNAROWICZ-LATKA, 2006.

A flucitosina (5-FC) € uma pirimidina fluorada sintética (Figura 6) empregada em um

estreito espectro de infeccdes fungicas, sendo geralmente utilizada em combinacdo com a

anfotericina B no tratamento de algumas micoses profundas, como aquelas causadas por

Cryptococcus neoformans e Candida spp. (SIDRIM; ROCHA, 2010). Nao € empregada como

agente isolado por causa da sua sinergia demonstrada com outros agentes e para evitar o

desenvolvimento da resisténcia secundaria (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Figura 6 - Estrutura quimica da flucitosina.

Fonte: KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014.
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3.6.5 Azois

Os azois (Figura 7) compdem um grupo de farmacos sintéticos, com estruturas quimicas
semelhantes e com amplo espectro de atividade antifingica (SIDRIM; ROCHA, 2010) podem
ser classificados como imidazois ou triazois de acordo com o nimero de dtomos de nitrogénio
no anel azélico de cinco membros (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Os principais derivados imidazdlicos em uso clinico sdo representados pelo clotrimazol,
miconazol, econazol, bifonazol, isoconazol, tioconazol, oxiconazol, sertaconazol, terconazol e
cetoconazol. Dentre estes, apenas o cetoconazol e o miconazol sdo empregados pelas vias
tépicas e parenteral, sendo os demais imidazois apenas de uso tépico. Os derivados triazdlicos,
por sua vez, sao administrados tanto por via oral como por via intravenosa (SIDRIM; ROCHA,
2010).

O espectro de agdo dos azois € amplo, engloba muitas espécies de Candida, C.
neoformans, as micoses endémicas (blastomicoses, coccidioidomicose, histoplasmose), os
dermatdfitos e, no caso do itraconazol e do voriconazol, mesmo as infec¢des por Aspergillus.
Os azdis também sdo uteis no tratamento de organismos com resisténcia intrinseca a

anfotericina, como o Pseudallescheria boydii (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Figura 7 - Estrutura quimica do itraconazol, cetoconazol e fluconazol.
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3.6.6 Equinocandinas

As equinocandinas sdo a primeira classe de antifingicos tendo como alvo a parede
celular. Foi descoberta na década de 1970 como metabdlito da fermentacdo de Aspergillus
nidulans (TOTH et al., 2012).

As equinocandinas sdo formadas por seis aminodcidos ligados a uma longa cadeia
lipofilica. Todos os compostos pertencentes ao grupo das equinocandinas possuem como base
a estrutura da equinocandina B, sdo estas, caspofugina, micafugina e anidalfungina (Figura 8).
Essas substancias agem inibindo a enzima (1,3) B-glucano sintetase, o que resulta na diminui¢ao
dos niveis de (1,3) -glucano, um polimero de glicose que possui a funcdo de estabilizar a parede
fingica e a sua falta resulta na perda da integridade celular (SUCHER; CHAHINE; BALCER,
2009).

Figura 8 - Estrutura quimica das equinocandinas.
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A técnica de se utilizar a parede celular fiingica como alvo € extremamente util para
detectar antiftingicos seletivos e, portanto com menor toxicidade para o hospedeiro, surgiu
recentemente. Ja que a parede celular fingica € uma barreira protetora, evita a ruptura osmética
e confere forma aos fungos, sendo também essencial para seu crescimento e viabilidade
(ZACCHINO et al., 2003).

Infelizmente, as células humanas e flingicas apresentam muitas semelhancgas.
Compartilham a maior parte das vias de metabolismo intermedidrio, utilizando enzimas muito
similares sendo dificil encontrar alvos que proporcionem a seletividade requerida para obter-se
um antifingico seguro. Os alvos que demostram maior probabilidade de se chegar a
antifiingicos mais seletivos s@o os inibidores da biossintese do ergosterol, inibicdo da parede
celular fungica e a inibicdo das topoisomerases fungicas (URBINA et al., 2000; ZACCHINO,
2001; LACAZ et al., 2002).

3.6.7 Outros farmacos antiftingicos

Terbinafina e naftifina, pertencem ao grupo das alilaminas, antifingicos inibidores da
biossintese de ergosterol (SIDRIM; ROCHA, 2010). A terbinafina (Figura 9) € usada no
tratamento da dermatofitose, em especial onicomicose (KATZUNG; MASTERS; TREVOR,
2014). A naftifina (Figura 10), com menor expressao clinica, apresenta boa atividade fungicida

contra dermatdfitos, sendo indicada no tratamento topico das tinhas (SIDRIM; ROCHA, 2010).

Figura 9 - Estrutura quimica da terbinafina.
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Fonte: BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANM, 2012.
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Figura 10 - Estrutura quimica da naftifina.

Fonte: STUETZ et al., 1986.

A griseofulvina (Figura 11) é um farmaco que atua intracelularmente, sendo um
antibiotico produzido por varias espécies de Penicillium. Atualmente, concorre com OS
derivados imidazdlicos (SIDRIM; ROCHA, 2010), apresenta uma atividade fungistitica
seletiva para as espécies de fungos dos géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton,
sendo, portanto, especialmente utilizado no tratamento de infec¢des dermatofiticas (SIDRIM;
ROCHA, 2010). Ndo apresenta efeito sobre bactérias ou sobre outros fungos (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANM, 2012).

Figura 11 - Estrutura quimica da griseofulvina.
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Fonte: RUBENICK et al., 2013.
3.7 Resisténcia

Sao diversos os mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia aos antifingicos.
Estes incluem alteragdo do alvo molecular do fairmaco, “sobre expressdao” da molécula alvo,

perda de porinas, diminuicdo da concentra¢do do farmaco dentro da célula (efluxo), produgdo


http://pubs.acs.org/author/Stuetz%2C+Anton
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de enzimas flngicas que degradam as drogas e alteracdes da biossintese de esterdis (Figura 12)

(GHANNOUM; RICE, 1999; SANGLARD; ODDS, 2002).

Figura 12 - Mecanismos pelos quais a célula microbiana pode desenvolver resisténcia.
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1: “sobre expressdo” da enzima-alvo, de modo que o medicamento nio inibe a rea¢éo bioquimica completamente.
2: o alvo da droga € alterado para que a droga ndo possa se ligar ao alvo. 3: A droga é bombeada por uma bomba
de efluxo. 4: a entrada da droga € impedida na membrana celular/nivel da parede celular. 5: a célula tem um
caminho de desvio que compensa a perda de disfung¢do da inibicdo devido a atividade da droga. 6: algumas
"enzimas" flingicas que convertem uma droga inativa a sua forma ativa sdo inibidas. 7: a célula secreta algumas

enzimas para o meio extracelular, que degradam as drogas. Fonte: GHANNOUM; RICE, 1999.

Importantes estudos correlacionados com atividade antifingica de produtos vegetais
sucederam-se devido a crescente preocupacdo com a toxicidade e com a resisténcia dos
antifungicos, destacando-se entre eles os realizados por Coutinho et al., (2009), Zapata et al.,
(2010), Yaya et al., (2011) e Oliveira et al., (2011), os quais testaram compostos derivados de
produtos naturais contra vérias espécies fingicas. A tendéncia atual nas pesquisas com produtos
naturais € a obten¢do de principios ativos contidos nas espécies vegetais para uma possivel
aplicacdo no tratamento de infeccdes causadas por microrganismos, entre eles, os fungos, sendo

estes mais efetivos, menos toxicos e desencadeando menos efeitos adversos.
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3.8 Género Sida

Plantas utilizadas na medicina popular tem sido alvo de investiga¢des cientificas por
suas propriedades terapéuticas. Vdrios estudos demostram que a biodiversidade vegetal possui
uma gama de compostos que se mostram promissores na producdo de novos farmacos
(MACIEL et al., 2002). Estudos com essa tematica, sdo especialmente importantes no Brasil,
Ja que seu territério abriga uma das floras mais ricas do mundo, da qual 99% sao desconhecidas
quimicamente (AZEVEDO-MAIOLI; KRUEL-FONSECA, 2007).

De acordo Lépez (2006), os trabalhos de pesquisa com plantas medicinais propiciam
medicamentos em menor tempo, com custos muitas vezes inferiores e, portanto, mais acessiveis
a populacdo, que, geralmente, ndo possui condi¢cdes de arcar com os altos custos da aquisicao
de medicamentos que possam ser empregados como parte do atendimento das necessidades
primdrias de saude.

Sida € um género botanico pertencente a familia Malvaceae, inserido na ordem Malvales
(STEVENS, 2003), geralmente apresenta-se como ervas, subarbustos, arbustos e
esporadicamente drvores (BARACHO, 1998). No Brasil, essa expressividade se delimita a 35
géneros e aproximadamente 400 espécies, predominam-se nas regioes Nordeste e Sul e, em
menor propor¢ao, nas regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste, a literatura descreve o uso das
espécies do gé€nero Sida para as mais variadas enfermidades da medicina popular (SILVA et
al., 2006b).

No Brasil a S. cordifolia, também conhecida como guanxuma-branca ou malva-branca,
€ utilizada na medicina popular para tratamento de bronquite asmética, estomatites e congestao
nasal. Os extratos aquosos da planta foram testados e os efeitos analgésico e anti-inflamatério
se mostraram bastante significativos, comprovando seu uso popular (FRANZOTTI et al., 2000).
Ainda, em trabalho especifico com S. cordifolia, relatou-se o uso popular de raizes, folhas e
sementes no tratamento da disenteria cronica e da asma, sendo o extrato aquoso da planta inteira
consumido para tratar o reumatismo (YUSUF; KABIR, 1999).

Em outro estudo, extratos de S. rhombifolia demostraram atividade antibacteriana, os
autores declaram que os extratos e fragdes possuem atividade bactericida contra cepas de
Staphylococos aureus e Pseudomonas aeruginosa (BUGRES; REZA, 2007). Entretanto, outros
trabalhos relatam uma atividade antibacteriana baixa se comparado com os padrdes testados
(ISLAM; HAQUE; MOSADDIK, 2003; ASSAM et al., 2010). Outro estudo demonstrou a
atividade antioxidante de S. galheirensis ULBR. (SILVA et al., 2006). A mesma atividade
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antioxidante ja foi verificada para S. rhombifolia por Dhalwal et al. (2007), que constataram
um maior efeito antioxidante nas raizes desta planta.

Sida planicaulis (Figura 13) planta nativa, ndo endémica do Brasil é conhecida
popularmente como vassoura ou guaxuma. Apesar desta ser utilizada tradicionalmente para
tratar dor no corpo, € pouco estudada, particularmente no que concerne aos constituintes
quimicos e bioldgicos (BRITO; SENNA-VALLE, 2012; COSTA, 2002). A espécie € registrada
em todas as regides, exceto a Norte, sendo mais comum nas regides Sul e Sudeste do pais
(BOVINI, 2013). Estudo fitoquimico realizado por Sobreira et al. (2015), mostrou a presenca
de esteroide, triterpeno, alcaloide, flavonoide, saponinas e taninos sendo taninos, flavonoides e
alcaloides os compostos que prevaleceram na espécie. Estudos relacionados a atividade

antimicrobiana desta espécie ainda nao foram relatados na literatura.

Figura 13 - Espécie Sida planicaulis.

Fonte: BOVINI, 2014.

Embora a maioria destes trabalhos tenham mostrado a relevancia das espécies de Sida
em atividades bioldgicas definidas, € importante destacar que pesquisas com espécies nativas
de cada regido sdo adaptadas as caracteristicas particulares dessa regido podendo revelar
componentes e efeitos exclusivos em exemplares existentes nessa area. De acordo com Kutchan
(2001), os metabdlitos secunddrios retratam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente
que a circunda, logo, sua sintese é geralmente afetada por alteragdes no ambiente. Portanto,
demonstrado o interesse amplo tanto pelas atividades bioldgicas quanto pela composi¢cdo
quimica, torna-se de interesse cientifico conhecer exemplares de Sida que ainda encontram-se

raramente descritos na literatura (ROSA, 2013).
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4 METODOLOGIA E VIABILIDADE

4.1 Local de trabalho

Os testes de atividade antiftingica foram realizados no Laboratério de Microbiologia do

Centro de Educacgdo e Saude, da Universidade Federal de Campina Grande, campus Cuité/PB.

4.2 Extratos naturais

Os extratos utilizados nos ensaios microbiolégicos foram cedidos pela professora Dra.
Danielly Albuquerque da Costa, do mesmo Centro, sendo os extratos oriundos do projeto
“Prospeccdo fitoquimica de Sida planicaulis cav. (Malvaceae)” que foi desenvolvido como
parte do Programa Institucional de Voluntarios de Iniciacdo Cientifica (PIVIC) com vigéncia
2014-2015.

O processo de coleta (partes aéreas) de Sida planicaulis foi realizado em abril de 2014,
municipio de Cuité-PB. Uma exsicata da espécie foi preparada para identificacdo do material
coletado e encontra-se depositada no Herbério do Centro de Educagdo e Saide, na UFCG, sob

o codigo 201 (SOBREIRA et al., 2015).

A espécie coletada foi submetida a secagem a temperatura ambiente e posteriormente
triturada em moinho mecanico, fornecendo 1.800 g de pd. Este, por sua vez, foi submetido a
maceracdo em etanol 96% durante 48h, sendo esse processo repetido seis vezes. A solugdo
resultante foi concentrada em evaporador rotativo, resultando em 162,28 g de extrato etandlico
bruto (EEB), sendo que 12 g foram retiradas para futuros testes toxicoldgicos. O processo de
particionamento foi realizado apés a obtencdo do EEB, utilizando solventes com gradiente
crescente de polaridade, tais como hexano, cloroférmio e acetato de etila. As solugdes extrativas
obtidas apds o particionamento foram em seguida concentradas em evaporador rotativo
resultando em 39,10 g da fase hexanica, 21,68 g da fase cloroférmica, 2,41 g da fase
acetatoetilica e 67,96 g da fase hidroalcéolica (SOBREIRA et al., 2015).

Os produtos (Figura 14) permaneceram armazenados em frascos protegidos da luz e
mantidos sob refrigerac@o, a uma temperatura inferior a 4 °C, no Laboratério de Microbiologia.
As solucdes foram preparadas no momento de execucdo dos ensaios, dissolvendo-se, quando

necessdrio, os produtos em DMSO (dimetilsulféxido) ou Tween 80®.
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Figura 14 - Extratos de Sida planicaulis.

Fonte: Préprio autor.

4.3 Produto controle

Cetoconazol foi o antifingico utilizado para o controle positivo na execucdo das
metodologias, adquirido da Sigma-Aldrich®. As solucdes também foram preparadas no

momento de execugdo dos testes.

4.4 Fungos

Os fungos utilizados nos ensaios de atividade bioldgica dos produtos naturais e sintéticos
incluem os isolados clinicos:
a) Trichophyton mentagrophytes,
b) Microsporum canis;
¢) Rhizopus oryzae;
d) Aspergillus flavus;
e) Exophiala werneckii;

f) Cladosporium 2B3.
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4.5 Meios de cultura

Os meios de cultura necessrios aos ensaios microbiolégicos foram os meios Agar
Sabouraud dextrose (ASD) e caldo Sabouraud dextrose (CSD) da Sigma Aldrich®, preparados
de acordo com as instru¢des do fabricante. Para conservagdo das cepas e prepara¢ao do indculo
foi utilizado o ASD, também adquirido da Sigma Aldrich®. Os meios foram solubilizados com

dgua destilada e esterilizados em autoclave, a 121 °C por 15 minutos.

4.6 Inoculo

Para preparagdo do inéculo dos fungos filamentosos, primeiramente os isolados foram
cultivados em meio ASD a 28 °C por 7-15 dias, para induzir a quantidade necesséria de
conidios. As colonias fungicas recentes foram devidamente cobertas com salina estéril (NaCl
0,85% plv), e as suspensdes feitas por suaves agitagdes e raspagens com auxilio de uma al¢a de
platina em “L”. A mistura resultante de conidios e fragmentos de hifas foi retirada e transferida
para tubos de ensaio esterilizados.

Todas as suspensdes foram agitadas por 2 minutos com auxilio do aparelho Vortex.
Ap0s agitacao, cada suspensio teve sua turbidez comparada e ajustada aquela apresentada pela
suspensao de sulfato de bario do tubo 0,5 da escala McFarland, a qual corresponde a um in6culo
de aproximadamente 10° unidades formadoras de colénias/mL (UFC/mL) (Esquema 1). As
suspensodes para determinacdo da concentracdo inibitéria minima dos fungos filamentos foi
obtida pela dilui¢do 1:50 no meio CSD que corresponde a 0,4x10* a 5x10* UFC/mL (CLSI,
2003; BARROS; SANTOS; HAMDAN, 2006).
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Figura 15 — Representagdo esquemdtica da preparacgdo do inéculo.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.7 Atividade antifangica in vitro

4.7.1 Triagem microbioldgica

A triagem microbioldgica para avaliagdo do potencial antifingico dos produtos foi
realizada com base na técnica de difusdo em meio sélido com discos de papel de filtro
(HADACEK; GREGER, 2000). A cada placa de Petri (90 x 15 mm) descartdvel e estéril,
adicionou-se 20 mL do meio ASD fundido a 50 °C, esperou-se este se solidificar e foi semedada
a suspensdo do microrganismo (10° UFC/mL) com um swab estéril. Em seguida, discos de
papel de filtro (Sensiobiodisc do Centro de Controle e Produtos para Diagndsticos Ltda —
CECONY/SP) embebidos com 20 pL do produto teste, foram depositados na superficie do meio
de cultura. Todo o sistema ficou incubado a 28 °C por 7-15 dias (Esquema 2).

Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média aritmética
dos halos de inibicao obtidos. A atividade antiftingica foi considerada positiva quando a média

dos halos de inibi¢do foi superior ou igual a 10 milimetros de diametro.
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Figura 16 — Representagdo esquemadtica da metodologia da triagem microbiolégica.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7.2 Determinaciao da Concentracao Inibitéoria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada pela técnica de microdiluicdo, utilizando placas
de microdilui¢do contendo 96 cavidades com fundo em forma de “U” e em triplicata, apenas
com aqueles produtos que apresentarem atividade antifingica na triagem microbioldgica
(SOUZA et al., 2007b; MOREIRA et al., 2010).

Essa etapa foi determinada conforme recomendagdes da norma técnica M38-A e M27-
A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ambas publicadas em 2002.

Em cada orificio da placa de microdilui¢do foram adicionados 100 pL da substancia
teste diluida no meio CSD, em concentragdes variando de 5000 pug/mL a 19,53 pg/mL. Em
seguida, 10 pL da suspensdo fingica a 0,4x10* a 5x10* UFC/mL foram adicionados a cada
orificio da placa contendo o meio com produto (Item 1, Figura 18).

Um controle de viabilidade do microrganismo foi realizado colocando-se em
determinadas cavidades 100 uL do meio CSD sem os produtos teste com microrganismos e
controle de viabilidade do meio colocando-se apenas meio sem microrganismo (Item 2, Figura

18).
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Paralelamente, foi realizado o mesmo experimento com o antifliingico cetoconazol. Este
foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) e diluido no meio de cultura até atingir 0,03 a 16
ug/mL (Item 3, Esquema 3).

Todas as placas foram seladas e incubadas a 28 °C (Item 4, Figura 18) por 7-15 dias. Os
valores de CIM foram determinados pela andlise visual da inibi¢do do crescimento em cada
cavidade, comparando com o controle (ausente de drogas) (Item 5, Figura 18). Define-se a CIM
para os produtos testados como a menor concentracdo capaz de inibir 100% o crescimento
fingico verificado nos orificios. Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado

expresso pela média geométrica dos resultados.

Figura 17 — Representagdo esquemadtica da determinagéo da CIM.

35
‘
1 _
T[ - 1 2 3 4 5 6 7 & 9 W I 12 T S e e S TR
U / i B 3-S5 | |=» Viabilidade s g @ @ @00 000 T @
900000000 dacepa 3 Q@0 O ¢ : T
cC000000000 T = C,...,.'Y@vv"AT é
P90 000OOOS ot 380 g-5--4-
I 000000 OCGO - T TYTYTETYT Y
F D 00000 e ~
L 5 ,:‘J>Vl;|l]lll(lf1de F D
HQOOOOOOOOTD o melo G_ . \ )
90000000 OGTC
Suspensio CSb
fiungica 100 pL.
100 pLL Extrato j
100 uL
7- 15 dias
Cetoconazol

Fonte: Elaborado pelo autor



43

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao do Potencial Antifingico

A acgdo antifingica da espécie Sida planicaulis foi avaliada inicialmente na triagem
microbioldgica. Na tabela 1 encontram-se os valores dos halos de inibi¢do sobre as cepas
utilizadas. Observa-se que o extrato bruto e suas fases apresentaram atividade inibitéria contra
o fungo Trichophyton mentagrophytes, consideracdo evidenciada pelas zonas de inibi¢ao do
crescimento fungico compreendidas entre 15-36 mm de diametro, estes podem ser observados
na figura 15. As fases mais promissoras foram a cloroférmica e a hidroalcodlica, com valores
de 36 e 30 mm de didmetro, respectivamente. Por outro lado os outros microrganismos

mostraram-se resistentes ao produto natural.

Tabela 1 - Medida em milimetros dos halos de inibi¢do do crescimento microbiano produzidos pelo extrato

etandlico bruto de Sida planicaulis e suas fases.

Cepas Extrato Fase Fase Fase Fase
etandlico hexanica  hidroalcodlica acetoetilica cloroférmica
bruto
Microsporum
. 0 0 0 0 0
canis
Trichophyton
20 24 30 15 36
mentagrophytes
Rhizopus
0 0 0 0 0
oryzae
Aspergillus
flavus; 0 0 0 0 0
Exophiala
.. 0 0 0 0 0
werneckii
Cladosporium
B3 0 0 0 0 0

Fonte: Préprio autor.
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Figura 18 - Atividade antifiingica de Sida planicaulis sobre T. mentagrophytes: A — extrato etandlico bruto; B —

fase hexanica; C — fase hidroalcodlica; D — fase acetoetilica; E — fase cloroférmica.

Fonte: Arquivo pessoal.
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T. mentagrophytes assim como outros dermatoéfitos, tem a capacidade de digerir dreas
queratinizadas no homem, em outros mamiferos e aves, e atualmente, ¢ um dos dermatéfitos
mais comumente encontrado no homem, nos animais ¢ no solo (OYEKA, 2000). E
universalmente distribuido onde suas formas antropofilicas e zoofilicas sdo encontradas,
acometendo o homem principalmente nas regides do couro cabeludo, pés e maos, unhas e
regides interdigitais e quando as lesdes sdao provocadas por variagdes zoofilicas, apresentam

maior intensidade inflamatéria (OYEKA, 2000; RIPPON, 1988).

Resultados semelhantes foram encontrados por Nunes et al. (2006) que relataram a
eficacia do 6leo essencial de Sida cordifolia em inibir o crescimento de trés bactérias e sete
fungos patogénicos pelo método de difus@o em disco. Entre os fungos filamentosos testados a
concentracdo do Oleo essencial a 32% foi capaz de inibir o crescimento apenas de 7.
mentagrophytes com halos de inibicdo com média de 10 mm de didmetro. Um estudo realizado
por Karou et al. (2012) ndo encontrou atividade antifingica nos extratos de S. alba, somente
efeito antibacteriano.

Poucos estudos sobre a atividade antifungica de espécies de Sida contra fungos
filamentosos foram encontrados na literatura pesquisada, a grande maioria dos dados obtidos
tratavam-se da avaliacdo das espécies contra fungos leveduriformes e bactérias, o que

impossibilitou maiores comparagdes com o presente trabalho.

Os estudos fitoquimicos descritos para algumas espécies do género Sida mostraram que
dentre os componentes quimicos responsaveis pela atividade antimicrobiana destacam-se os
alcaloides, flavonoides, polifenois e saponinas (BRUGES; REZA, 2007; KAROU et al., 2007;
LOPES et al.,, 2008), sendo estes correspondentes as classes de metabodlitos secundarios
(alcaloides, flavonoides e saponinas, além de esteroides, triterpenos e taninos) identificados na
triagem fitoquimica das partes aéreas de S. planicaulis. A anélise destes dados permite sugerir
que a inibi¢do do fungo T. mentagrophytes possa estar relacionada com a presenca destes
constituintes encontrados no extrato etandlico bruto e fases da espécie em estudo, uma vez que

estes foram capazes de inibir crescimento do microrganismo.

5.2 Determinaciao da Concentracao Inibitoria Minima

Considerando os bons resultados que a espécie Sida planicaulis apresentou contra o

fungo T. mentagrophytes no teste de difusdo em meio sélido, foi verificada a menor
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concentracdo desse produto capaz de inibir o crescimento fingico. Estudos para determinagdo
da CIM com extratos de S. planicaulis sdo inéditos na literatura e, estes apresentaram valores

de 625 pg/mL a 10.000 pg/mL, os resultados encontram-se expressos no tabela 2.

Tabela 2 - Valores da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos brutos, fases e cetoconazol expressos

em pg/mL sobre o fungo T. mentagrophytes.

Extrato Fase Fase Fase Fase Cetoconazol
etandlico hexanica hidroalcodlica acetoetilica cloroférmica
bruto

CIM 625 2.500 10.000 2.500 625 1

Fonte: Proprio autor.

Vale ressaltar que os controles positivos (microrganismos mais ASD) e negativo (apenas
ASD) mostraram viabilidade do microrganismo e viabilidade do meio de crescimento,
respectivamente. Além desses, o controle do DMSO e do Tween 80® mostrou que as
concentracdes dos mesmos usadas nos experimentos ndo alteraram o crescimento do
microrganismo.

O extrato etandlico bruto e a fase cloroférmica apresentaram-se com valor de CIM igual
a 625 pug/mL, a fase hexanica e acetoetilica com 2.500 pg/mL e a fase hidroalcodlica com
10.000 pg/mL, porém nenhum se mostrou mais ativa do que o controle positivo cetoconazol
(CIM = 1 pg/mL), isto pode ser consequéncia da baixa concentracdo das substancias
encontradas no extrato e nas fases, diferentemente do cetoconazol, que apresenta a substancia
jaisolada . Estudo realizado por Assis (2013), utilizando os extratos de solugdo hidroalcodlica
e acetoetilica das partes aéreas de Jacaranda ulei, sobre T. mentagrophytes e T. rubrum
apresentaram valor de CIM = 125 pg/mL, resultados melhores do que os encontrados nesse
estudo. Silva; Cechinel Filho (2002), utilizaram extratos hexanicos, diclorometanos e
acetoetilicos obtidos de folhas, caules e cascas de Bauhinia forficata contra fungos e leveduras
patogénicas, onde os extratos hexanicos das cascas desta espécie foram ativo contra M. canis,
T. mentagrophytes, T. rubrum e E. floccosum com CIM <1000 pg/mL.

De acordo com Sartoratto et al. (2004) uma substancia para possuir uma forte atividade
antimicrobiana deve apresentar inibi¢ao nas faixas de 50 a 500 pg/mL, uma atividade moderada
de 600 a 1500 pg/mL e fraca atividade substancias acima de 1500 pg/mL; sendo assim, um bom
candidato a antifingico deve promover a inibi¢do da cepa testada em baixas concentragdes,
possuindo uma forte atividade. Embora o 7. mentagrophytes tenha apresentado sensibilidade

ao extrato etandlico bruto e as fracOes da espécie de S. planicaulis, esta faixa situou-se entre
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625 a 10.000 pg/mL, revelando de moderada a fraca atividade, inviabilizando-se indicar num
futuro preparacdes das partes aéreas de S. planicaulis contra infec¢des produzidas por T.

mentagrophytes.

Em relagdo a variagdo dos valores da CIM, Adekunle; Ikumapayi (2006), sustentam que
diferencas no potencial de inibicao verificada entre os extratos, podem ser consequéncia, muito
provavelmente da presenca de diferentes compostos bem como de suas concentragdes variadas
em cada preparado de determinada planta. No presente estudo, como ndo foram feitos extratos
de todas as partes da planta, nem utilizando todas as polaridades de solventes, um estudo
negativo ndo significa necessariamente a auséncia de atividade antifiingica da espécie estudada,
varios outros fatores também podem interferir nos resultados, como por exemplo, irradiacao
solar, idade da planta, local de coleta e, até mesmo o tempo entre a obten¢do do extrato e fases
e a realizacdo dos testes. Além disso, assim como alguns medicamentos, as plantas medicinais
podem ter atividade mais potente in vivo do que in vitro (NDIP et al., 2007; SILVA, 2008).
Essas informacdes também podem justificar a auséncia de atividade antiftiingica verificada

frente aos outros microrganismos.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o fungo 7. mentagrophytes foi sensivel ao extrato etandlico bruto e fases,
porém as concentracdes das partes aéreas em que se obteve inibi¢cao encontraram- se entre 625
a 10.000 pg/mL, ndo sendo consideradas adequadas para o desenvolvimento de um novo
farmaco para este fungo nas condi¢Oes realizadas. Os demais fungos se mostraram resistentes,
porém novos estudos utilizando partes diferentes desta espécie, como as raizes ou caule podem
ser realizados, uma maior variedade de solventes utilizados também poderiam levar a resultados
diferentes, ja que, dependendo solvente utilizado, diferentes metabdlitos secunddrios podem ser
extraidos, permitindo-se inferir que, no futuro, novas avaliacdes sobre a atividade antiftingica
desta espécie devem ser realizadas para que se possa assim, anular ou qualificar essa planta

como promissora para producao de um novo antifungico.



49

REFERENCIAS

ADEKUNLE, A. A.; IKUMAPAYI, A. M. Antifungal propoerty and phytochemical
screening of the crude extracts of Funtunia Elastica and Mallotus oppositifolius. West Indian

Medical Journal, v. 55, n. 4, p. 219- 223, 2006.

AGRIOS, G. N. Plant pathology. Burlington, MA: Elsevier Academic, 5* edi¢ao. 922p. 2005.

ALCAZAR-FUOLL, L.; MELLADO, E. Ergosterol biosynthesis in Aspergillus fumigatus: its
relevance as an antifungal target and role in antifungal drug resistance. Frontiers in

Microbiology, v. 3, p. 439, 2013.

ALTERTHUM, M. F. Elementos de microbiologia. In. BORZANI, W.; SCHMIDELL, W.;
LIMA, U. A.; AQUARONE, E. Biotecnologia Industrial. Editora Blucher. v.1, p. 254, 2001.

AMERSON, E. H.; MAURER, T. A. Dermatologic manifestations of HIV in Africa. Top
HIV Medicine, v. 18, n. 1, p. 16-22, 2010.

ANDREAZZA, R. C. S. Anélise botanica, quimica e microbiolégica de Salvia aliciae,
S.lachnostachys Benth, S. microphylla Kunth, S. officinalis L. (Lamiaceae). 2000. 125 f.
Dissertacdo (Mestrado em Botanica) - Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do

Parana, Curitiba, 2000.

ARAUIJO, S. M.; FONTES, C. J. F.; LEITE JUNIOR, D. P.; HAHN, R. C. Fungal agents in
different anatomical sites in public health services in Cuiab4, state of Mato Grosso, Brazil.

Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 54, n. 1, p. 5-10, 2012.

ARAUJO, W. L.; LACAVA, P. T.. MARCON, J.; LIMA, A. O. S.; SOBRAL, J. K_;
PIZZIRANI-KLEINER, A. A.; AZEVEDQO, J. L. Guia Pratico: Isolamento e Caracterizagao

de Microrganismos Endofiticos. Cop. Luiz de Queiroz, Piracicaba, 167p, 2010.



50

ASSAM, A.J. P.; Dzoyem, J. P.; PIEME, C. A.; PENLAP, V. B. In vitro antibacterial activity
and acute toxicity studies of aqueous-methanol extract of Sida rhombifolia Linn. (Malvaceae).

BMC Complementary and Alternative Medicine, v. 10, n. 1, p. 407, 2010.

ASSIS, P. A. Atividade antifingica de extratos depositados no banco de extratos de
plantas do bioma cerrado e de substiancias isoladas de Matayba guianensis. 2013. 169 f.
Dissertacdao (Mestrado em Ciéncias da Sadde) - Faculdade de Ciéncias da Saude,

Universidade de Brasilia, Brasilia, 2013.

AZEVEDO-MAIOLIL V.; KRUEL-FONSECA, V. S. Plantas medicinais e ritualisticas
vendidas em feiras livres no Municipio do Rio de Janeiro, RJ, Brasil: estudo de caso nas

zonas Norte Sul. Acta Botanica Brasileira, v. 21, n. 2, p. 263-275, 2007.

BADIEE, P.; ALBORZI, A.; SHAKIBA, E.; FARSHAD, S.; JAPONI, A. Susceptibility of
Candida species isolated from immunocompromised patients to antifungal agentes. Eastern

Mediterranean Health Journal, v. 17, n. 5, p. 425, 2011.

BAGINSKI, M.; CZUB, J. Amphoteicin B and its new derivatives — mode of action. Current
Drug Metabolism, v. 10, n. 5, p. 459-469, 2009.

BARACHO, G. S. Taxonomia do género Sida L. secao cordifoliae (DC.) Fryxell
(Malvaceae) no Brasil. Dissertacao de Mestrado. Universidade Federal de Pernambuco,

1998.

BARROS, M. E. S.; SANTOS, D. A.; HAMDAN, J. S. In vitro methods for antifungal
susceptibility testing of Trichophyton spp. Mycological Research, v. 110, n. 11, p. 1355-
1360, 2006.



51

BERGOLD, A. M.; GEORGIADINS, S. New Antifungic Drugs: A Review. Visao
Académica, v. 5, p. 159-172, 2004.

BOVINI, M.G. 2013. Sida in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio
de Janeiro. Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br /jabot/floradobrasil/FB9203)>.
Acesso em 25/08/16.

BOVINI, M.G. 2014 Sida in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio
de Janeiro. Disponivel em: <http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB9227>. Acesso em
21/12/16.

BRITO, M. R.; SENNA-VALLE, L. Diversity of plant knowledge in a “Cai¢ara” community
from the Brazilian Atlantic Forest coast. Acta Botanica Brasilica, v. 26, n.4, p.735-747,

2012.

BRUGES, K.; REZA, M. T. R. Evaluacién preliminar de toxicidad, genotoxicidad y actividad
antimicrobiana de Sida rhombifolia L. Revista Colombiana de Biotecnologia, v. 9, n. 1, p.
5-13, 2007.

BRUNTON, L. L.; CHABNER, B. A.; KNOLLMANM, B. C. As Bases Farmacologicas da
Terapéutica de Goodman & Gilman. 12? edi¢do. Porto Alegre: AMGH Editora Ltda., 2012.

BURLAUD, A.; MATHIEU, D.; FALISSARD, B.; TRIVALLE C. Mortality and
bloodstream infections in geriatrics units. Archives of Gerontology and Geriatrics, v. 51,

p.106-109, 2010.



52

CARRILLO-MUNOZ, A. J.; GIUSIANO, G.; EZKURRA, P. A.; QUINDOS, G. Antifungal
agentes: Mode of actionin yeast cells. Revista Espanhola de Quimioterapia, v. 19, n. 2, p.
130-139, 2006.

CLSI. Clinical and Laboratory Standards Institute. Método de Referéncia para Testes de
Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-difusdo: Norma Aprovada. Norma técnica M2-

A8.v.23,n. 1, 2003.

COSTA, D. A,; SILVA, D. A.; CAVALCANTI, A. C.; MEDEIROS, M. A. A.; LIMA,J. T,;
CAVALCANTE, J. M. S.; SILVA, B. A.; AGRA, M. F.; SOUZA, M. F. V. Chemical
constituents from Bakeridesia pickelii Monteiro (Malvaceae) and the relaxant activity of
kaempferol-3-O-beta-D-(6"-Ep-coumaroyl) glucopyranoside on guinea-pig ileum. Quimica

Nova, v. 30, n. 4, p. 901-903, 2007.

COSTA, M. A. G. Aspectos etnobotanicos do trabalho com plantas medicinais realizado
por curandeiros no municipio de Iporanga, SP. [Dissertacdo] — Botucatu: Universidade

Estadual Paulista, 2002.

COSTA, T. R.; FERNANDES, O. F. L.; SANTOS, S. C.; OLIVEIRA, C. M. A_; LIAO, L.
M.; FERRI, P. H.; PAULA, J. R.; FERREIRA, H. D.; SALES, B. H. N.; SILVA, M. R. R.
Antifungal activity of volatile constituents of Eugenia dysenterica leaf oil. Journal

Ethnopharmacology, v. 72, n. 1, p. 111-117, 2000.

COUTINHO, H. D. M.; COSTA, J. G. M.; LIMA, E. O.; SILVA, V. S. F.; SIQUEIRA-
JUNIOR, J. P. Potentiating effect of Mentha arvensis and chorpromazine in the resistance to

aminoglycosides of methicillin — resistant Staphylococcus aureus. In vivo, v. 23, p. 287-290,

2009.



53

ESTRELLA-CUENCA, M.; TUDELA-RODRIGUEZ, J. L. (, Pueden basarse las indicaciones
de los antifiingicos en los estudios de sensibilidad. Revista Iberoamericana de Micologia, v.

19, p. 133-138, 2002.

DAWSON, A. L.; DELLAVALLE, R. P.; ELSTON, D. M. Infectious skin diseases: a review

and needs assessment. Dermatologic Clinics, v. 30, n. 1, p. 141-151, 2012.

DHALWAL, K.; DESHPANDE, Y. S.; PUROHIT, A. P. Evaluation of in vitro antioxidant
activity of Sida rhombifolia (L.) ssp. retusa (L.). Journal of medicinal food, v. 10, n. 4, p.
683-688, 2007.

DISMUKES, W. E. Antifungal therapy: lessons learned over the past 27 years. Clinical
Infectious Diseases, v. 42, n. 9, p. 1289-1296, 2006.

DUARTE, M. C. T. Atividade antimicrobiana de plantas medicinais e aromadticas utilizadas
no Brasil. Revista MultiCiéncia: construindo a histéria dos produtos naturais, v. 7, p. 17,

2006.

ESPOSITO, E.; AZEVEDO, J. L. Fungos: uma introduc¢ao a biologia, bioquimica e
biotecnologia. Caxias do Sul: Educs, v. 11, 2004.

FENNER, R.; BETTI, A. H.; MENTZ, L. A.; RATES, S. M. K. Plantas utilizadas na
medicina popular brasileira com potencial atividade fingica. Brazilian Journal of

Pharmaceutical Sciences, v. 42, n. 3, p. 369-394, 2006.

FERREIRO, L.; ROEHE, C.; DORNELES, A. S.; MACHADO, G.; FRAGA, C. F.; LUPION,
C. G.; BARROSO, G. J.; SANCHES, E. M. C. Isolamento de dermatéfitos e fungos
saproficos do pelame de gatos sem dermatoses na regiao metropolitana de Porto Alegre- RS,

Brasil. Revista Acta Scientiae veterinariae, Porto Alegre, v. 42, n. 1191, 2014.



54

FISHER, F.; COOK, N. B. Micologia: Fundamentos e Diagndstico. Rio de Janeiro: Livraria
e Editora Revinter Ltda, v. 1, 2001.

FRANZOTTL E. M.; SANTOS, C. V. F.; RODRIGUES, H. M. S. L.; MOURAO, R. H. V.;
ANDRADE, M. R.; ANTONIOLLI, A. R. Anti-inflammatory, analgesic activity and acute

toxicity of Sida cordifolia L. (Malva-branca). Journal of Ethnopharmacology, v. 72, n. 1, p
273-278, 2000.

FREE, S. J. Fungal cell wall organization and biosynthesis. Advances in Genetics, v. 81, p.

33-82, 2013.

GAFFI, Global action fund for fungal infections. Epidemiological Studies. Disponivel em:

<http://www.gaffi.org/where/epidemiological-studies>. Acesso em: 11 de agosto de 2016.

GALIZA, G.J. N.; SILVA, T. M.; CAPRIOLI R. A.; BARROS, C. S. L.; IRIGOYEN, L. F.;
FIGHERA, R. A.; LOVATO, M.; KOMMERS, G. D. Ocorréncia de micoses € pitiose em

animais domésticos: 230 casos. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 34, n. 3, p. 224-232,

2014.

GHANNOUM, M. A.; RICE, L. B. Antifungal agents: mode of action, mechanisms of
resistance, and correlation of these mechanisms with bacterial resistance. Clinical

Microbiology Reviews, v. 12, p. 501-517, 1999.

GUPTA, A. K.; RYDER, J. E.; CHOW, M.; COOPER, E. A. Dermatophytosis: the
management of fungal infections. SKINmed: Dermatology for the Clinician, v. 4, n. 5, p.
305-310, 2005.



55

HAC-WYDRO, K.; DYNAROWICZ-LATKA, P. Interation between nystatin and natural
membrane lipids in Langmuir monolayers- the role of a phospholipids in mechanismof

polyenes mode of action. Biophysical Chemistry, v. 123, p. 154-161, 2006.

HADACEK, F.; GREGER, H. Testing of antifungical natural products: methodologies,
comparability of results and assay choise. Phytochemical Analisis, v. 11, p. 137-147, 2000.

HAINER, B. L. Dermatophyte Infections. American Family Physician, v. 67, n. 1, p. 101-
108, 2003.

HAY, R. J. Fungal infections. Clinics in Dermatology, v. 24, n. 3 p. 201-212, 2006.

ISLAM, E. M.; HAQUE, E. M.; MOSADDIK, M. A. Cytotoxicity and antibacterial activity
of Sida rhombifolia (Malvaceae) grown in Bangladesh. Phytotherapy Research, v. 17, n. 8,
p- 973-975, 2003.

KAROU, S. D.; NADEMBEGA, M. C. W.; ILBOUDO, D. P.; OUERMI, D.; GBEASSOR,
M.; SOUZA, C.; SIMPORE, J. Sida acuta Burm. f.: a medicinal plant with numerous
potencies. African Journal of Biotechnology, v. 6, n. 25, p. 2953-2959, 2007.

KAROU, S. D.; TCHACONDO, T.; TCHIBOZO, M. A. D.; ANANI, K.; OUATTARA, L.;
SIMPORE, J.; DE SOUZA, C. Screening Togolese medicinal plants for few pharmacological
properties. Pharmacognosy research, v. 4, n. 2, p. 116, 2012.

KATZUNG, B. G.; MASTERS, S. B.; TREVOR, A.J. Farmacologia Basica e Clinica. 12°
edi¢do. Rio de Janeiro: Artmed/McGraw-Hill, 2014.



56

KAVANAGH, K. 1* edi¢do. Fungi: biology and applications. John Wiley & Sons, 2005.

KUTCHAN, T. M. Ecological arsenal and developmental dispatcher. The paradigm of
secondary metabolism. Plant Physiology, v. 125, n. 1, p. 58-60, 2001.

LACAZ, C. S.; PORTO, E.; MARTINS, J. E. C.; HEINS-VACCARYI, E. M.; DE MELO, N.
T. Tratado de Micologia Médica Lacaz. 9° edi¢do. Sao Paulo: Sarvier, 2002, 1104 p.

LEE, J. H.; YANG, H. Y.; LEE, H. S.; HONG, S. K. Chemical composition and antimicrobial
activity of essential oil from cones of Pinus koraiensis. Journal Microbiology

Biotechnology, v. 18, p. 497 — 502, 2008.

LEME, F. C. O.; NEGREIROS, M. M. D. B.; KOGA, F. A.; BOSCO, S. D. M. G;
BAGAGLI, E.; HADDAD JUNIOR, V. Evaluation of pathogenic fungi occurrence in

traumatogenic structures of freshwater fish. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina

Tropical, v. 44, n. 2, p. 182-185, 2011.

LOPES, S. S.; MENOR, J. C. A. S.; ARCANJO, D. D. R.; OLIVEIRA, R. C. M.; CHAVES,
M. H.; COELHO, L. F. L.; SOARES, M. J. S. Avaliacdo da atividade antibacteriana de Sida
santaremnensis, Monteiro. In: III Reunido Regional, Federacdao de Sociedades de Biologia
Experimental, Fortaleza, CE, 2008. Anais eletronicos. Disponivel em:

<http://www.fesbe.org.br/regional2008/?resumos/36.079>. Acesso em: 05 set. 2016.

LOPEZ, C. A. A. Consideracées gerais sobre plantas medicinais. Universidade Estadual de

Roraima — UERR. Ambiente: Gestdo e Desenvolvimento, v. 1, n. 1, p. 19-27, 2006.

MACIEL, M. A. M.; PINTO, A. C.; VEIGA, J. V.; GRYNBERG, N. F.; ECHEVARRIA, A.
Plantas medicinais: a necessidade de estudos multidisciplinares. Quimica Nova, v. 25, n. 3, p.

429 — 438, 2002.



57

MAUBON, D.; GARNAUD, C.; CALANDRA, T.; SANGLARD, D.; CORNET, M.
Resistance of Candida spp. to antifungal drugs in the ICU: where are we now? Intensive

Care Medicine, v. 40, n. 9, p. 1241- 1255, 2014.

MICHELIN, D. C.; MORESCHIL P. E.; LIMA, A. C.; NASCIMENTO, G. G. F;
PAGANELLI, M. O.; CHAUND, M. V. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos

vegetais. Revista Brasileira de Farmacognosia, v.15, n.1, p. 316-320, 2005.

MIKELSAAR, M. Human microbial ecology: Lactobacilli, probiotics, selective
decontamination. Anaerobe, v. 17, n. 6, p. 463-467, 2011.

MISHRA, J.; SAXENA, A.; SINGH, S. Chemotherapy of Leishmaniasis: past, present and
future. Current Medicinal Chemistry, v.14, p. 1153-69, 2007.

MORANTES, J.; PRIETO, C.; LINARES, E.; RINCON, J.; ARISTIZABAL, F. Anilisis y
fitoquimico de actividad bioldgica del musgo Polytrichum juniperinum. Revista de la
Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, v. 31, p. 473 —479,

2007.

MOREIRA, A. C. P.; LIMA, E. O; WANDERLEY, P. A.; CARMO, E. S.; SOUZA, E. S.
Chemical composition and antifungal activity of Hyptis suaveolens (L. ) poit leaves essential

oil against Aspergillus species. Brazilian Journal Microbiology, v. 41, n. 1, p. 28-33, 2010.

MURRAY, P. R.; ROSENTHAL, K. S.; PFALLER, A. M. Microbiologia médica. 6* edicdo.
Rio de Janeiro: Elsevier, 2010.

NDIP, R. N.; TARKANG, A. E. M.; MBULLAH, S. M.; LUMA, H. N.; MALONGUE, A_;
NDIP, L. M.; NYONGBELA, K.; WIRMUND, C.; EFANGE, S. M. In vitro anti-


http://portal.revistas.bvs.br/transf.php?xsl=xsl/titles.xsl&xml=http://catserver.bireme.br/cgi-bin/wxis1660.exe/?IsisScript=../cgi-bin/catrevistas/catrevistas.xis%7Cdatabase_name=TITLES%7Clist_type=title%7Ccat_name=ALL%7Cfrom=1%7Ccount=50&lang=pt&comefrom=home&home=false&task=show_magazines&request_made_adv_search=false&lang=pt&show_adv_search=false&help_file=/help_pt.htm&connector=ET&search_exp=Braz.%20j.%20microbiol

58

Helicobacter pylori activity of extracts of selected medicinal plants from North West

Cameroon. Journal of ethnopharmacology, v. 114, n. 3, p. 452-457, 2007.

NUNES, X. P.; MAIA, G. L. A.; ALMEIDA, J. R. G. S.; PEREIRA, F. O.; LIMA, E. O.
Antimicrobial activity of the essential oil of Sida cordifolia L. Revista Brasileira de

Farmacognosia, v. 16, p. 642-644, 2006.

OLIVEIRA, J. C. Tépicos em Micologia Médica. 4* edi¢ao. Rio de Janeiro. p. 28-29, 2014.

OLIVEIRA, L. M. B.; PINHEIRO, A. Q.; MACEDO, I. T. F.; SILVA, I. N. G.; MOREIRA,
0. C.; SILVA, B. W. L.; ALENCAR, E. C.; LEITE, J. J. G. Dermatofitose canina causada
pelo fungo antropofilico Trichophyton tonsurans - Relato de caso. Revista Brasileira de

Higiene e Sanidade Animal, Fortaleza, v. 9, n. 1, p. 91-98, 2015.

OLIVEIRA, W. A.; PEREIRA, F. O.; LUNA, G. C. D. G.; LIMA, . O.; WANDERLEY, P.
A.; LIMA, R. B.; LIMA, E. O. Antifungal activity of Cymbopogon winterianus jowitt ex bor
against Candida albicans. Brazilian Journal of Microbiology, v. 42, n. 2, p. 433-41, 2011.

OYEKA, C. A. Trichophyton mentagrophytes: a keratinophilic fungus. /n: Biology of
dermatophytes and other keratinolitic fungi. Revista Iberoamericana de Micologia, Bilbao.

p. 60-31, 2000.

PANG, K. R.; WU, J. J.; HUANG, D. B. K.; TYRING, S. Subcutaneous fungal infections.
Dermatologic Therapy, v. 17, n. 6, p. 523-531, 2004.

PASSOS, X. S.; SANTOS, S. D. C.; FERRI, P. H.; FERNANDES, O. D. F. L.; PAULA, T.
D. F.; GARCIA, A. C. F.; SILVA, M. D. R. R. Atividade antifingica de Caryocar
brasiliensis (Caryocaraceae) sobre Cryptococcus neoformans. Revista da Sociedade

Brasileira de Medicina Tropical, v. 35, n. 6, p. 623-627, 2002.



59

PERES, M. T. L. P.; SIMIONATTO, E.; HESS, S. C.; BONANI, V. F. L.; CANDIDO, A. C.
S.; CASTELLI C.; POPPI, N. R.; HONDA, N. K.; CARDOSO, C. A. L.; FACCENDA, O.
Estudos quimicos e bioldgicos de Microgramma vacciniifolia (Langsd. & Fisch.) Copel

(Polypodiaceae). Quimica Nova, v. 32, p. 897 — 901, 2009.

PERES, N. T. A.; MARANHAOQ, F. C. A.; ROSSI, A.; MARTINEZ-ROSSI, N. M.
Dermatofitos: Interacdo patégeno-hospedeiro e resisténcia a antifingicos. Anais Brasileiros

de Dermatologia, Ribeirdo Preto, v.85. n.5, p. 657-667, 2010.

PERON, M. L. D. F.; TEIXEIRA, J. J. V.; SVIDZINSKI, T. I. E. Epidemiologia e etiologia
das dermatomicoses superficiais e cutaneas na Regido de Paranavai- Paran4, Brasil. Revista

Brasileira de Analises Clinicas, v. 37, n. 2, p. 79-83, 2005.

PUTZKE, J.; PUTZKE, M. T. L. Os Reinos dos Fungos — volume 2. Santa Cruz do Sul:
Editora da UNISC, 2002. 226p.

RANG, H. P.; DALE, M. M.; RITTER, J. M.; FLOWER, R. J.; HENDERSON,

G. Farmacologia. 7* edicao. Rio de Janeiro: Elsevier, 2012.

RECAMIER, K. S.; HERNANDEZ-GOMEZ, A.; GONZALEZ-DAMIAN, J.; ORTEGA-
BLAKE, 1. Effect of membrane structure on the action of polyenes: Nystatin action in

cholesterol-and ergosterol-containing membranes. The Journal of Membrane Biology, v.

237, n. 1, p. 31-40, 2010.

RIPPON, J. W. Medical mycology. The pathogenic fungi and the pathogenic
actinomycetes. 3* edi¢do. Philadelphia: W. B. Saunders, 1988.

SOBREIRA, A. L. C.; SANTOS, C. A. G.; SOUZA, M. F. V.; COSTA, D. A. Triagem
fitoquimica de Sida planicaulis CAV. (MALVACEAE). In: X Simpoésio Brasileiro de

Farmacognosia (SBF), 10, 2015, Juazeiro. Anais Juazeiro. p. 1.



60

SIQUEIRA, A. B. S. Dermatomicoses e enteroparasitoses em escolares da comunidade de
Brasilia Teimosa, Recife — PE, Brasil. Revista Brasileira de Analises Clinicas, Recife, v. 37,

n. 2, p. 71-75, 2005.

ROSA, H. S. Caracterizacao e determinacao da atividade antifiingica in vitro de extratos
obtidos de Sida tuberculata R.E. FRIES (Malvaceae). 2013. 91 f. Dissertacao (Mestrado
em Bioquimica)- Programa de Pés-graduacdo em Bioquimica, Universidade Federal do

Pampa, Uruguaiana, 2013.

RUBENICK, J. B.; SANTOS, M. R.; LAPORTA, L. V.; SANTOS, T. S.; RUBIM, A. M.
Desenvolvimento e validagao de método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
para quantificacdo de griseofulvina matéria-prima. Revista Brasileira de Farmacia, v. 94, n.

3, p- 243 — 249, 2013.

RUIZ, L. R. B.; ZAITZ, C. Dermatophytes and dermatophytosis in the city of Sao Paulo,
from August 1996 to July 1998. Anais Brasileiros de Dermatologia, v. 76, n. 4, p. 391-401,
2001.

SANGLARD, D.; ODDS, F. C. Resistance of Candida species to antifungal agents: molecular
mechanisms and clinical consequences. The Lancet Infectious Diseases, v. 2, n. 2, p. 73-85,

2002.

SANTOS, J. I.; COELHO, M. P. P.; NAPPI, B. P. Dermatophytosis laboratorial diagnosis.
Revista Brasileira de Analises Clinicas, v. 34, n. 1, p. 3-6, 2002.

SANTOS, K. K. A.; MATIAS, E. F. F.; ALMEIDA, T. S.; COSTA, J. G. M.; COUTINHO,
H. D. M. Atividade antifingica de extratos vegetais e animais da regido do Cariri. Cadernos

de Cultura e Ciéncia, v. 1, n. 1, p. 53 — 65, 2010.



61

SARTORATTO, A.; MACHADO, A. L. M.; DELARMELINA, C.; FIGUEIRA, G. M.;
DUARTE, M. C. T.; REHDER, V. L. G. Composition and antimicrobial activity of essential
oils from aromatic plants used in Brazil. Brazilian Journal of Microbiology, v. 35, p. 275-

280, 2004.

SHARON, C. A. C.; SORREL, T. C. Antifungal agents. Medical Journal of Australia, v.
187, n. 7, p. 404, 2007.

SIDRIM, J. J. C.; MOREIRA, J. L. B. Fundamentos clinicos e laboratoriais da micologia
médica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 287 p., 1999.

SIDRIM, J. J. C; ROCHA, M. F. G. Micologia Médica a luz de autores contemporaneos.

Guanabara Koogan. Rio de Janeiro, 2010.

SILVA, A. C. O.; OLIVEIRA, A. F. M.; SANTOS, D. Y. A. C.; SILVA, S. I. An approach to
chemotaxonomy to the fatty acid content of some Malvaceae species. Biochemical

Systematics and Ecology, v. 38, n. 5, p. 1035-1038, 2010.

SILVA, M. V.; COSTA, T. R.; COSTA, M. R.; FERREIRA, E. C.; FERNANDES, O. F. L.;
SANTOS, S. C.; LIAO, L. M.; FERRI, P. H.; PAULA, J. L.; FERREIRA, H. D.; SILVA, M.
R. R. Growth Inhibition Effect of Brazilian Cerrado Plant Extracts on Candida

Species. Pharmaceutical Biology, v. 39, n. 2, p. 138-141, 2001.

SILVA, D. A.; SILVA, T. M. S.; LINS, A. C. S.; COSTA, D. A.; CAVALCANTE, J. M. S.;
MATIAS, W, N.; SOUZA, M. F. V. Constituintes quimicos e atividade antioxidante de Sida
galheirensis ULBR. (MALVACEAE). Quimica Nova, v. 29, n. 6, p. 1250-1254, 2006b.



62

SILVA, F. M. Potencial antifiingico de extratos de plantas medicinais do cerrado
brasileiro. 2008. 222 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas)-Faculdade de Medicina

da Universidade de Brasilia.

SILVA, K. L.; CECHINEL FILHO, V. Plantas do género Bauhinia: composi¢do quimica e
potencial farmacolégico. Quimica Nova, v. 25, n. 3, p. 449-457, 2002.

SILVA, M. R. R.; OLIVEIRA JUNIOR, J. G.; FERNANDES, O. F. L.; PASSOS, X. S;
COSTA, C.R.; SOUZA, L. K. H.; LEMOS, J. A.; PAULA, J. R. Antifungal activity of
Ocimum gratissimum towards dermatofthytes. Blackwell Publishing L.td, Mycoses, v. 48, n.

3, p. 172-175, 2005.

SILVA, R. L.; MELO, G. B.; MELO, V. A.; ANTONIOLLI, A. R.; MICHELLONES, P. R.
T.; ZULOCOT, S.; PICINATO, M. A. N. C.; MOTA, C. A.; SILVA, O. C. Effect of the
aqueous extract of Sida cordifolia on liver regeneration after partial hepatectomy. Acta

Cirargica Brasileira, v. 21, n. 1, p. 37-39, 2006a.

SOUSA, N. A. B. Possiveis mecanismos de atividade antifiingica de éleos essenciais
contra fungos patogénicos. 2010. 150 f. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos)- Programa de Pés- graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Jodo

Pessoa, 2010.

SOUZA, E. A. F.; ALMEIDA, L. M. M.; GUILHERMETTL E.; MOTA, V. A.; ROSSL, R.
M.; SVIDZINSKI, T. I. E. Frequéncia de onicomicoses por leveduras em Maringd, Parana,

Brasil. Anais Brasileiros de Dermatologia, v. 82, p. 151-156, 2007a.

SOUZA, E. L.; STAMFORD, T. L. M.; LIMA, E. O.; TRAJANO, V. N. Effectiveness of
Origanum vulgare L. essential oil to inhibit the growth of food spoiling yeasts. Food

Control, v.18, p. 409-413, 2007b.



63

SOUZA, L. K. H.; OLIVEIRA, C. M. A.; FERRI, P. H.; OLIVEIRA JUNIOR, J. G. D.;
SOUZA JUNIOR, A. H. D.; FERNANDES, O. D. F. L.; SILVA, M. D. R. R. Antimicrobial
activity of Hyptis ovalifolia towards dermatophytes. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz,
v. 98, n. 7, p. 963-965, 2003.

SOUZA, L. K. H.; OLIVEIRA, C. M. A.; FERRI, P. H.; SANTOS, S. C.; OLIVEIRA
JUNIOR, J. G.: MIRANDA, A. T. B.: LIAO, L. M.; SILVA, M. R. R. Antifungal properties
of Brazilian Cerrado plants. Brazilian Journal of Microbiology, v. 33, n. 3; p. 247-249,
2002.

STEVENS, P. F. Angiosperm Phylogeny Website. Versao 4, 2003. Disponivel em:
<http://www.mobot.org/MOBOT/research/Apweb/>. Acesso em: 15 de agosto de 2016.

STUETZ, A.; GEORGOPOULOS, A.; GRANITZER, W.; PETRANYI, G.; BERNEY, D.
Synthesis and structure-activity relationships of naftifine-related allylamine antimycotics.

Journal Medicinal Chemistry, v. 29, p. 112-125, 1986.

SUCHER, A. J.; CHAHINE, E. B.; BALCER, H. E. Echinocandins: the newest class of
antifungals. The Annals of Pharmacotherapy, v. 43, n. 10, p. 1647-1657, 2009.

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia. 6* edicdo. Porto Alegre:
Artmed Editora, 2002.

TOTH, V.: NAGY, C. T.; POCSL 1.; EMRI, T. The echinocandin B producer fungus
Aspergillus nidulans var. roseus ATCC 58397 does not possess innate resistance against its
lipopeptide antimycotic. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 95, n. 1, p. 113-122,
2012.


http://pubs.acs.org/author/Stuetz%2C+Anton
http://pubs.acs.org/author/Georgopoulos%2C+Apostolos

64

TRABULSI, L.R.; ALTERTHUM, F. (Eds). Microbiologia. 5* edi¢ao. Atheneu: Sao Paulo,
2008.

URBINA, J. M.; CORTES, J. C.; PALMA, A.; LOPEZ, S. N.; ZACCHINO, S. A.; ENRIZ,
R. D.; RIBAS, J. C.; KOUZNETZOV, V. V. Inhibitors of the fungal cell wall. Synthesisv of
4 —aryl-4-N- arylamino-1-butenes and related compounds with inhibitory activities of (1-3)

B glucan and chitin synthases. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 8, n. 4, p. 691-698,
2000.

VERONESI, R.; FOCACCIA, R. Tratado de infectologia. v. 2. Atheneu, 2009.

WALTER, R.; BARRA, C. R. Microbiologia, Imunologia e Parasitologia. Curitiba: Século
XXI, 2001.

WILLE, M. P.; ARANTES, T. D.; SILVA, J. L. M. Epidemiologia das dermatomicoses em
populagdo da periferia de Araraquara — SP. Revista Brasileira de Clinica Médica, v. 7, p.

295-298, 20009.

YAYA, R.; HAN, S.; YYONG, D.; JAE-KWAN, H. Atividade in vitro de Xanthorrhizol
contra Candida glabrata, C. guilliermondii e C. parapsilosis isoladas de biofilmes. Medical

Mycology, v. 49, p. 1-9, 2011.

YUSUF, M.; KABIR, M. Medicinal Plants of Bangladesh. Bangladesh Council of Scientific
and Industrial Research, Dhaka, Bangladesh, p. 226, 1999.

ZACCHINGO, S. A. Estratégias para a descoberta de novos agentes antiftingicos. In: YUNES,
R.A.; CALIXTO, J. B. Plantas medicinais sob a ética da moderna quimica medicinal.

Chapec6: Editora Argos, p. 435-479, 2001.



65

ZACCHINO, S. A.; YUNES, R.; CECHINEL, V.; ENRIZ, R. D.; KOUZNETSO, V, V;
RIBAS, J. C. The need for new antifungal drugs: Screening for antifungal compounds with a
selective mode of action with emphasis on the inhibitors on the fungal cell. Plant Derived

Antimycotis, Haworth Press, New York, p. 1-47, 2003.

ZAPATA, B.; DURAN, C.; STASHENKO, E.; BETANCUR-GALVIS, L.; ARANGO, A. C.
M. Actividad antimicdtica y citotéxica de aceites esenciales de plantas de la familia

Asteraceae. Revista Iberoamericanade Micologia, v. 27, n. 2, p. 101-103, 2010.



