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RESUMO

As dermatofitoses sédo micoses que afetam os tecidos queratinizados, causadas por
fungos pertencentes ao grupo dos dermatéfitos e que afetam o homem e os animais.
O Oleo resina de copaiba possui diversas ac¢bBes farmacoldgicas, incluindo
antimicrobiana. Assim, pode ser uma alternativa para o tratamento farmacolégico
das dermatofitoses. O objetivo deste estudo foi determinar o perfil quimico do 6leo
resina de Copaifera langsdorffii Desf. e investigar sua atividade antifingica frente
aos principais fungos causadores de dermatofitoses: Microsporum spp e Tricophyton
spp. Foram analisados o perfil quimico do éleo resina de copaiba por cromatografia
gasosa de alta resolucdo (CG-AR) e a atividade antifungica do 6leo por meio da
determinacdo de sua concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentragcao
fungicida minima (CFM). Os farmacos de referéncia, cetoconazol e terbinafina, foram
empregados como controles positivos. Por meio de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), foram investigadas as alteragcbes morfolégicas causadas nos
fungos expostos aos tratamentos propostos. O acido copalico foi identificado na
amostra, confirmando a originalidade do éleo resina de copaiba e o B-cariofileno foi
encontrado como componente majoritario (31,4%). O 6leo resina de copaiba, por
meio do teste de triagem da atividade antifingica, mostrou-se inativo frente a M.
canis ATCC 32903, M. gypseum ATCC 14683, T. mentagrophytes ATCC 9533 e T.
mentagrophytes ATCC 11480, apresentando atividade fungicida frente as linhagens
de T. mentagrophytes ATCC 11481, com valores de CIM e CFM iguais a 31,25 ug
de B-cariofileno.mL™; e de T. rubrum com valores de CIM igual a 250 pg de PB-
cariofileno.mL™ e de CFM igual a 500 pg de B-cariofileno.mL™. Os fungos expostos a
acao do 6leo e dos farmacos de referéncia apresentaram deformacdes em suas
estruturas. Os resultados estimulam a realizacdo de ensaios in vivo para aplicacéo
do dleo resina de copaiba no tratamento das dermatofitoses humanas e animais

causadas por fungos do género Tricophyton spp.

Palavras-chave: Agente antifiUngico. Copaifera. Dermatofitose. Plantas medicinais.



ABSTRACT

The dermatophytosis are mycosis that affect the keratinized tissues caused by fungi
of the dermatophytes group and affect the humans and the animals. The oleoresin
extracted from copaiba has numerous pharmacological actions, including
antimicrobial activity. Thus, it may be an alternative for pharmacological treatments of
the dermatophytosis. The aim of this study was to determine the chemical profile of
the oleoresin extracted from Copaifera langsdorffii Desf. and investigate him
antifungic activity against the main fungi that cause the
dermatophytosis: Microsporum spp and Tricophyton spp. The chemical profile of
the oleoresin extracted from copaiba by high resolution gas chromatography (HR-
GC) and the oleoresin’s antifungical activity by determination of him minimal
inhibitory concentration (MIC) and minimal fungidal concentration (MFC) were
analyzed. The reference drugs, ketoconazole and terbinafine, were used as positive
control. The scanning electron microscopy (SEM) allowed to investigate the
morfological alterations caused in the fungi exposed to the proposed treatments. The
copalic acid was identified confirming the originality of the oleoresin from copaiba and
the B-caryophyllene was the majority compound (31.4%) found. The oleoresin
extracted from copaiba showed no active against M. canis ATCC 32903, M. gypseum
ATCC 14683, T. mentagrophytes ATCC 9533 and T. mentagrophytes ATCC 11480.
This oleoresin showed fungicidal activity against the T. mentagrophytes ATCC
11481, with the MIC and CFM values equal to 31.25 pg of B-caryophyllene.mL™;
and T. rubrum, with MIC equal to 250 pg of B-caryophyllene.mL™and MFC equal to
500 pg of B-caryophyllene.mL™. The fungi exposed to the action of the oleoresin and
drugs reference presented damage on its structures. The results stimulate the
achievement of in vivo assays to confirm the benefits from the application of the
oleoresin extracted from copaiba in the treatment of dermatophytoses in humans and

animal caused by fungi of the Tricophyton spp gender.

Key words: Antifungal agent. Copaifera. Dermatophytosis. Plant, Medicinal.
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1 INTRODUCAO

Os o6leos de origem vegetal sdo amplamente associados aos mecanismos de
defesa das plantas contra micro-organismos, insetos e herbivoros. A extensao dessa
propriedade protetora faz com que estes Oleos sejam utilizados na elaboracdo de
produtos quimicos, farmacéuticos, na agricultura, como conservantes alimentares,
entre outros (VILA et al., 2010; MORAIS; CASTANHA, 2011).

A complexa e diversificada composicdo dos 6leos essenciais e resinosos é, de
modo geral, a principal responsavel pela ampla gama de atividades biolégicas que
eles apresentam, tornando crescente o interesse em aplica-los na area de saude
humana e animal (CHENG et al., 2009; DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011). Contudo,
Vila e colaboradores (2010) ressaltam que ainda é pequena a utilizacdo do potencial
desses o6leos: de aproximadamente 3.000 espécies produtoras de Oleos essenciais e
resinosos, apenas cerca de 10% sao utilizadas, direta ou indiretamente, em
beneficio do homem. Alguns deles tém seu uso tradicionalmente descrito para o
tratamento de enfermidades, como & o caso do o6leo resina extraido de arvores
pertencente ao género Copaifera spp, conhecidas popularmente como copaiba
(DUTRA et al., 2012).

Corroborando o uso tradicional, estudos in vitro e in vivo demonstraram que o
Oleo de copaiba pode atuar como anti-inflamatério, cicatrizante, anti-edematogénico,
antitumoral e tripanossomicida (MENDONCA; ONOFRE, 2009), estimulante da
angiogénese (ESTEVAO et al., 2009), preventivo de doenca periodontal (PIERI et
al., 2010b), auxiliar no processo de despigmentacdo cutanea (OLIVEIRA et al.,
2010), antibacteriano e antifungico (DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011; SOUZA et al.

2011a; SOUZA et al., 2011b; PIERI et al., 2012b), entre outros.
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Dentre os fungos causadores de infec¢gOes cutaneas, aqueles pertencentes aos
géneros Epidermophyton spp, Microsporum spp e Tricophyton spp constituem um
grupo de fungos taxonomicamente relacionados, denominados dermatofitos (FRIAS;
KOZUSNY-ANDREANI, 2010). Segundo Peres e colaboradores (2010), dermatéfitos
causam um quadro infeccioso denominado dermatofitose e sdo os responsaveis por
afetarem cerca de 25% da populacdo mundial, além de serem consideradas a
terceira enfermidade mais frequente na pele de criancas e a segunda na populacao
adulta (RAMADINHA et al., 2010).

Em animais domésticos, correspondem de 7 a 40% das dermatopatias em cées
e de 9 a 54,8% em gatos (NEVES et al., 2011). Além disso, fungos dermatofitos
podem infectar também coelhos, aves e animais de grande porte, como equinos e
bovinos (COELHO; ALEGRIA; RODRIGUES, 2008; AVANTE et al., 2009; AMARAL;
PEREIRA; MEIRELES, 2011). No total, representam cerca de 2% de todas as
dermatopatias veterinarias diagnosticadas (PALUMBO et al., 2010).

A utilizacdo dos agentes antifungicos disponiveis no combate as dermatofitoses
implicam, na maioria dos casos, em tratamentos caros, de longa duracdo, com
manifestacdo de inumeras reacfes adversas e, se ndo utilizados adequadamente,
apresentam grande chance de recidivas e selecdo de micro-organismos resistentes
(DEL PALACIO; GARAU; CUETARA, 2002; DALAZEN et al., 2011; TOMAZ, 2011).

Considerando, portanto, o potencial farmacoldgico do 6leo de copaiba e os
problemas relativos aos tratamentos antifingicos convencionais, o 6leo resina
proveniente da espécie Copaifera langsdorffii Desf. foi escolhido para ser o foco
deste estudo. Esta escolha justifica-se pela importancia de se buscar novos agentes
antifangicos, alternativos aos farmacos disponiveis atualmente, para o tratamento

das infecgBes causadas por fungos dermatdfitos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FUNGOS: ASPECTOS GERAIS

Os fungos sé@o micro-organismos considerados ubiquos por serem encontrados
no solo, agua, vegetais, animais e em seres humanos. Até 1969, foram classificados
como plantas e, mais tarde, inseridos em um reino separado, denominado Fungi.
Trata-se de um reino muito rico em diversidade, apresentando desde espécies que
crescem como organismos unicelulares a espécies com hifas ramificadas que
produzem uma notavel variedade de esporos e outras estruturas reprodutivas
(ADAMS, 2004; LEME et al., 2011).

Podem ser classificados em quatro filos: Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota e Basiodiomycota. Destes, o filo Ascomycota € 0 mais extenso,
incluindo cerca de 60% de todos os fungos e 85% dos patogénicos. A classificacao
adequada da espécie fungica em um filo é feita com base em seu modo de
reproducdo sexual, nas propriedades fenotipicas e nas relacbes filogenéticas
(BROOKS et al., 2009).

De acordo com Fukuda e colaboradores (2009), os fungos tém a capacidade
de ocupar diversos nichos ecolégicos, podendo atuar como parasitas, saprobios ou
estabelecer relacdes simbidticas. Além de serem considerados importantes agentes
decompositores, apresentam grande potencial de aplicacdo em diferentes areas
industriais (alimentos, cosméticos e medicamentos); bem como na area ambiental,
como detoxificadores de compostos em ambientes contaminados (JAQUES et al.,

2007; SOUZA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2008).
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Alguns fatores do meio influenciam o desenvolvimento de um fungo, tais como:
estacdo do ano, localizacdo, umidade relativa do ar, entre outros. Seu crescimento
pode ser dividido em duas fases: vegetativa e reprodutiva. Assim, a morfologia no
estado parasitario € diferente daquela apresentada in vitro (LEME et al., 2011).

Estruturalmente, a célula fuangica apresenta-se bem compartimentada, com
membrana celular que envolve os cromossomos e o nucléolo; por isso, enquadram-
se no grupo dos eucariontes. Sao seres heterotroficos, ou seja, isentos de
pigmentos fotossintéticos capazes de converter a energia luminosa em compostos
organicos fornecedores de energia (PRADO, 2007).

Segundo Simpanya (2000), os fungos apresentam parede celular rigida sem
peptideoglicases, o que os impede de realizar fagocitose. Deste modo, nutrem-se
por absorcdo de nutrientes sollveis obtidos, geralmente, por acdo enzimatica

extracelular (LEME et al., 2011).

2.1.1 A estrutura dos fungos

Semelhante a outros organismos eucariontes, 0os fungos possuem estrutura
celular constituida basicamente por: membrana, citoplasma com organelas
distribuidas aleatoriamente e um nucleo, responsavel por armazenar o material
genético (FUKUDA et al., 2009). O desenvolvimento de uma camada externa a
membrana, denominada parede celular, é fundamental para o crescimento e
sobrevivéncia da célula fangica nos diversos meios em que esta pode ser
encontrada (PINTO; BARRETO-BERGTER; TABORDA, 2008).

Além de apresentar funcao protetora, a parede celular mantém a arquitetura da

célula e faz a interface entre os meios intracelular e extracelular. Esta interacdo com
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0 meio depende de componentes presentes em sua estrutura, responsaveis também
pela capacidade de adesdo e propriedades de reconhecimento da célula fungica,
que constituem alguns dos fatores de patogenicidade dos fungos (DURAN;
NOMBELLA, 2004; PONTON, 2008).

A parede celular é composta por camadas de carboidratos, cadeias longas
formadas pela interconexdo de unidades de polissacarideos - sendo as beta-
glucanas as mais importante -, glicoproteinas e lipides (BROOKS et al., 2009). Estes
compostos tém grande potencial para regular a patogénese e a resposta imune do
hospedeiro (PINTO; BARRETO-BERGTER; TABORDA, 2008; BROOKS et al.,
2009).

Apesar de a parede celular apresentar variagdes de composi¢cao substanciais
entre diferentes espécies fungicas, sobretudo com relacéo a fracéo protéica, trata-se
de um alvo de grande importancia para a acéo de farmacos (PONTON, 2008). Para
Fukuda e colaboradores (2009), a eliminacdo ou defeito em sua formacdo tem
efeitos importantes no crescimento e morfologia da célula, podendo leva-la a morte
por lise.

Além da parede celular, cabe ressaltar a presenca de outra estrutura, comum a
maioria das espécies, denominadas hifas. Constituidas por um conjunto de
filamentos tubulares, ramificados e pluricelulares, as hifas podem se agrupar e
formar o micélio. Os fungos que assim se apresentam sdo denominados
filamentosos. Apesar de, frequentemente, esses filamentos apresentarem septos,
estes ndo sdo obrigatoriamente vistos como estruturas de separacdo entre as
células, pois podem conter inimeros poros, cuja finalidade € permitir a passagem de

substancias entre células vizinhas (BROOKS et al., 2009).
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Para se expandirem por novas areas, os fungos langcam hifas, nas quais podem
ser observados conidiosporos e artrosporos. Os conididsporos sdo formacdes
presentes nas laterais das hifas, enquanto os artrésporos sdo segmentacfes de
hifas septadas, mais comuns de serem observadas em fungos cultivados por longos
periodos. Tais estruturas podem promover a reproducdo assexuada do fungo ao se
segmentarem e darem origem a fragmentos com tal capacidade (artroconidios,
microconidios e macroconidios) (SIMPANYA, 2000; PRADO, 2007).

De acordo com o tamanho do conidio, ele é classificado em macro ou
microconidio. Para Coelho e colaboradores (2008b), macroconidios se apresentam
multiseptados e microconidios aparecem na porc¢ao final dos conidiosporos. Ja os
artroconidios, sado considerados como uma fragmentacdo programada das hifas
septadas, formando pequenas cadeias ou artroconidios isolados, esféricos ou ovais.
Tais estruturas sdo células metabolicamente ativas, com vacuolos ricos em lipides e
organelas intracelulares. Deste modo, conseguem se manter resistentes aos

agentes antifungicos e viaveis em condi¢des adversas do meio ambiente.

2.1.2 Fungos dermatofitos

Denominam-se dermatéfitos os fungos queratinofilicos e com atividade
gueratinolitica sendo, portanto, restritos aos tecidos queratinizados como cabelos e
pelos, unhas e pele; poupando as mucosas. Limitam-se as camadas mais
superficiais do estrato corneo por ndo serem capazes de invadir tecidos profundos
ou 6rgédos de hospedeiros imunocompetentes (BEIFUSS et al., 2009; ARAUJO et al.,

2010; TOMAZ, 2011).
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Pertencem a classe dos dermatofitos os fungos do género Epidermophyton
spp, Microsporum spp e Trichophyton spp. O Trichophyton spp, comumente, infecta
pelos, pele e unhas; o Microsporum spp, usualmente, acomete pelos e pele; e o
Epidermophyton spp tende a afetar somente a pele e as unhas (HIBBETT et al.,
2007; BEIFUSS et al., 2009; FRIAS; KOZUSNY-ANDREANI, 2010).

Os trés géneros de fungos dermatofitos apresentam diferencas estruturais
(Figura 1), podendo demonstrar estruturas de frutificagdo e/ou de ornamentacdo
caracteristicas de cada género. Estruturas de frutificacdo consistem em células
componentes das hifas que, em determinadas condi¢cdes, sofrem modificacdo para
dar origem as ceélulas esporogénicas e as conidiogénicas (origem dos macro e
microconidios). Estruturas de ornamentacdo nao tém sua funcdo bem esclarecida
para a biologia dos fungos, entretanto, sdo Uteis para a identificacdo das espécies.
Sao elas: 6rgdos pectinados, hifas em espiral, hifas em raquete, candelabro favico,
acladium, entre outros (SIMPANYA, 2000; LEFEBVRE, 2006).

Fungos dermatodfitos sdo aerobios ndo fermentativos e crescem em
temperatura que varia de 25°C a 30°C. Depois de 7 a 21 dias de crescimento, a
maioria das coldénias comeca a produzir esporos, 0S quais permitem a sua
identificacdo (FOIL, 1994; BROOKS et al., 2009).

Sao transmitidos pelo contato direto com individuos contaminados ou através
das formas livres presentes no ambiente ou em fomites (RAMADINHA et al., 2010).
Os artroconidios sdo as principais formas infectantes e, quando se encontram no
interior de segmentos capilares ou de descamacdes epidérmicas, podem sobreviver
por longos periodos de tempo (ZAGNOLI et al., 2004; INSTITUTE FOR
INTERNATIONAL COOPERATION IN ANIMAL BIOLOGICS, 2005; COELHO et al.,

2008D).
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1

Figura 1 — Estruturas tipicas dos fungos dermatdfitos.
(1) Epidermophyton spp. (2) Microsporum spp. (3) Tricophyton spp.
(A) Macroconidios. (B) Microconidios.
Fonte: Adaptado de Sidrim e Rocha (2004).

Os fungos dermatdfitos podem ser classificados de acordo com seu habitat
primario em antropofilicos, zoofilicos e geofilicos. As espécies antropofilicas sao
primariamente associadas com humanos, mas podem infectar outros animais. A
transmissdo de dermatofitoses antropofilicas esta fortemente ligada a vida em
comunidade, pois requer contato humano e/ou com objetos/ambientes contaminados
por propagulos de lesdes ativas. Destaca-se como principal agente, neste caso, o
Tricophyton rubrum (SIMPANYA, 2000; GARCIA-MARTOS et al., 2004; AQUINO;
CONSTANTE; BAKOS, 2007).

Com relacdo aos dermatofitos zoofilicos, Garcia-Martos e colaboradores (2004)
explicam que, usualmente, infectam animais ou estdo associados a eles e,
ocasionalmente, podem infectar humanos. Estes patdgenos podem parasitar
algumas espécies animais (em especial aves, suinos, equinos, felinos e caninos)
gue, devido ao contato, podem ser transmitidos para humanos.

Dentre as espécies fungicas mais comuns de infectarem animais, o

Microsporum canis destaca-se por ser o fungo dermatdfito isolado na maioria das
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micoses cutaneas e superficiais (NEVES et al., 2011; RAMADINHA et al., 2011),
seguido por agentes do género Tricophyton spp (BROOKS et al., 2009; NEVES et
al., 2011).

Dermatéfitos geofilicos associam-se a materiais organicos ricos em queratina
(cabelos, penas, cascos e chifres) quando estdo em decomposicdo. As espécies
geofilicas podem causar infeccbes tanto em animais quanto em humanos e séo,
possivelmente, os ancestrais dos antropofilicos e zoofilicos. O principal dermatofito
geofilico € o Microsporum gypseum (GARCIA-MARTOS et al., 2004; PEREIRA,
2009).

De acordo com Rezende e colaboradores (2008), a ocorréncia dos
dermatofitos, de acordo com a sua distribuicdo geogréafica, mostra-se bastante
variavel. Algumas espécies podem ser cosmopolitas e outras dependentes da
adaptacdo ao meio ambiente, do deslocamento humano, de convivio com animais e
de aspectos sécio-econdmicos, sexo, idade e imunidade do hospedeiro.

No Brasil, as espécies mais frequentemente isoladas como causadoras de
dermatofitoses, tanto em humanos quanto animais, sdo M. canis, T. mentagrophytes
e T. rubrum (ARAUJO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2006; SIQUEIRA et al., 2008).
Estes também s&o os principais agentes de dermatofitoses na América Latina e

Europa (NEVES et al., 2011; SEEBACHER, BOUCHARA; MIGNON, 2008).
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2.1.2.1 Género Microsporum spp

O Microsporum spp parasita, preferencialmente, caes e gatos e, por estes se
tratarem dos principais animais de companhia, apresentam grande risco de
infectarem humanos. Merecem destaque as espécies M. canis, pois de acordo com
Ramadinha e colaboradores (2011), esta espécie é isolada de cerca de 95% das
lesBes em animais; e M. gypseum, por ser a espécie geofilica mais associada a
infeccdes em animais e humanos (CAFARCHIA et al., 2006; JAKOW SKA-KONSUR,

2009).

2.1.2.1.1 Microsporum canis

M. canis € uma espécie associada as dermatofitoses em humanos e animais
sendo, provavelmente, a zoonose adquirida com maior frequéncia pelo contato com
animais de companhia. Assim, a principal fonte de contagio no meio urbano sao os
animais domeésticos e, no meio rural, cabe destacar a transmissdo por coelhos,
cavalos e bovinos (TIZANNI et al., 2007; COELHO; ALEGRIA; RODRIGUES, 2008;
FRIAS; KOZUSNY-ANDREANI, 2010).

Marques e outros (2005) destacaram esta espécie como o principal agente
etiolégico de dermatofitoses nas regifes Sul e Sudeste do Brasil. Além disso, em
estudo epidemiolégico realizado no municipio de Barretos — Sdo Paulo, por Rezende
e colaboradores (2008), identificou-se que esse foi o fungo dermatoéfito que causou o
maior numero de infec¢des do couro cabeludo em humanos (Tinea capitis).

As caracteristicas micromorfoldégicas de M. canis consistem, principalmente,
em hifas sinuosas, septadas, bastante ramificadas e finas e cadeias de esporos

(Figura 2). Observa-se também micro e macroconidios, sendo estes multisseptados



24

e, as vezes, apresentam finas projecdes especulares na parede da célula. Seus
esporos tém uma aparéncia alongada e fusiforme, podendo ser numerosos ou
escassos (SIMPANYA, 2000).

Macroscopicamente, observa-se que este fungo possui colbnias de
crescimento rapido, aspecto radial, com anverso geralmente esbranquicado e de
textura cotonosa. O reverso da col6nia apresenta coloracdo que pode variar de
creme a amarelo-brilhante, tornando-se opaca e alaranjada com o envelhecimento

(SYMPANYA, 2000; MENDONZA et al., 2010) (Figura 2).

Figura 2 — Aspectos micro e macroscépico da colénia de Microsporum canis.
(A) Morfologia microscépica da colbénia de M. canis: abundancia de
macroconidios com paredes espessas, indicados pelas setas. Escala
correspondente a 20 um. Aspecto da colénia de M. canis in vitro: (B)
anverso branco e cotonoso e (C) reverso com coloracdo amarela.
Fonte: The University of Adelaide (2011).

2.1.2.1.2 Microsporum gypseum

Classificada como a Unica espécie geofilica com capacidade patogénica, M.
gypseum apresenta distribuicdo mundial e pode parasitar o homem e 0s animais,
muitas vezes, de forma assintomatica (SAENZ, 2007).

Garcia-Martos e colaboradores (2004) explicam que a distribuicdo e a
sobrevivéncia de M. gypseum no solo dependem de fatores abidticos (temperatura,

luz, variagbes climaticas e altitude) e bidticos (pH, disponibilidade de nutrientes,
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hamus, &cidos graxos e sais minerais). Sua presenca em areas habitadas é
consequéncia do acumulo de produtos organicos, sobretudo dejetos, tanto do
homem, quanto de animais.

A infeccdo por M. gypseum afeta principalmente criangas, manifestando-se em
zonas descobertas do corpo (Tinea corporis). Casos de infec¢cado causadas por este
patdgeno em adultos imunocomprometidos também ja foram registrados (LUQUE et
al., 2001; GARCIA-MARTOS, 2004). Amaral, Pereira e Meireles (2011) descreveram
M. gypseum como a espécie mais isolada em amostras de solo e alertaram para a
relacdo saprofitica que esta espécie pode estabelecer com bovinos de corte que
comportam-se como “reservatérios” para 0 mesmo.

Saenz (2007) descreveu que a analise microscopica dessa espécie revela
macroconidios contendo até seis células e estes sdo abundantes, fusiformes e
simétricos. A analise macroscoépica, segundo Prado (2007), revela colénias com
anverso de cor branca e textura pulvurulenta e reverso amarelo. Tais caracteristicas

podem ser visualizadas na figura 3 (THE UNIVERSITY OF ADELAIDE; 2011).

Figura 3 - Aspectos micro e macroscoépico da colénia de Microsporum gypseum.
(A) Morfologia microscépica da colbnia de M. gypseum: macroconidios

simétricos, elipsbides e abundantes indicados pela seta. Escala
correspondente a 20 um. (B) Aspecto da colbnia de M. gypseum in vitro:
anverso branco e com aspecto pulvurulento e (C) reverso com producgédo de
pigmento amarelo.

Fonte: The University of Adelaide (2011).
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2.1.2.2 Género Tricophyton spp

Nas Uultimas décadas, houve uma tendéncia mundial do predominio de
Tricophyton spp como agente causador de dermatofitoses. Merecem destaque, as
espécies T. rubrum e T. mentagrophytes por figurarem entre os trés principais e mais
ocorrentes dermatofitos em animais e humanos, respectivamente (SEEBACHER;

BOUCHARA; MIGNON, 2008).

2.1.2.2.1 Tricophyton rubrum

O T. rubrum é um fungo antropofilico e cosmopolita, principal causador de
Tinea pedis e onicomicoses (OLIVEIRA et al., 2006; PERES et al., 2010).

De acordo com o levantamento epidemioldgico sobre dermatofitoses realizado
por Seebacher, Bochara e Mignon (2008), T. rubrum foi considerado como o fungo
dermatofito mais comumente isolado de lesbes na Europa, Estados Unidos, México
e outros paises da Africa e América Latina. No Brasil, de acordo com Peres e
colaboradores (2010), esse dado se repete, sobretudo nas regifes Sul e Sudeste do
pais.

Existe uma tendéncia mundial do predominio de infec¢des por T. rubrum com
consequente diminuicdo dos numeros de casos de dermatofitoses por T.
mentagrophytes. Essa modificacdo parece estar relacionada ao fato de que ambos
dividem as mesmas caracteristicas ecolégicas, porém o T. rubrum estaria melhor
adaptado como parasita humano, contribuindo para a diminuicdo da frequéncia de
casos de infeccdo por T. mentagrophytes (RUIZ; ZAITZ, 2001; AQUINO;

CONSTANTE; BAKOS, 2007).



27

Sob analise microscopica, esta espécie apresenta microconidios piriformes
localizados ao longo das hifas que sao hialinas e n&o ramificadas, com
macroconidios escassos, longos e em forma de charuto. Os artroconidios, também
presentes, podem resistir a longos periodos no ambiente, constituindo a principal
forma infecciosa deste fungo (COELHO et al., 2008b; MOYANO et al., 2008). In vitro,
as colonias de T. rubrum apresentam crescimento lento e aspecto aveludado ou

cotonoso, com pregas radiais e aparecimento de pigmentacdo vermelha no reverso

(MARANHAO, 2009) (Figura 4).

Figura 4 - Aspectos micro e macroscoépico da colénia de Tricophyton rubrum.
(A) Morfologia microscopica de T. rubrum: predominancia de microconidios
piriformes destacados com a seta. (B) Aspecto da colénia de T.rubrum:
anverso com coloracdo predominantemente branca e aspecto aveludado e
(C) reverso com presenca tipica de pigmento vermelho.
Fonte: The University of Adelaide (2011).

2.1.2.2.2 Tricophyton mentagrophytes

T. mentagrophytes € considerado um dos principais agentes causadores de
onicomicoses, sobretudo em individuos imunocomprometidos (CAMBUIM et al.,
2011). Esta espécie pode produzir lesdes inflamatérias que curam
espontaneamente, um dos motivos pelo qual houve a diminuicdo das dermatofitoses
causadas por ela (AQUINO; CONSTANTE; BAKOS, 2007).

Microscopicamente, este fungo, quando tem origem zoofilica, apresenta

variados tipos de estruturas em forma de cachos. Ja os de origem antropofilica,
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apresentam um numero menor de microconidios. Os macroconidios séo raros, mas
guando presentes assemelham-se a charutos. Macroscopicamente, as col6nias in
vitro tém crescimento e coloracado variaveis entre o creme e o amarelo, com aspecto
de p6 de arroz (pulvurulenta) (CABANES, 2000; SIMPANYA, 2000).

As caracteristicas de T. mentagrophytes podem ser visualizadas na figura

abaixo (Figura 5) (THE UNIVERSITY OF ADELAIDE; 2011).

Figura 5 - Aspectos micro e macroscoépico da colénia de Tricophyton mentagrophytes.
(A) Morfologia microscépica de T. mentagrophytes: microconidios
abundantes, organizados em cachos destacados pela seta. Na imagem,
estdo ausentes os macroconidios em forma de charuto; (B) aspecto da
colénia de T. mentagrophytes: anverso com aspecto pulvurelento e
coloracao branca e (C) reverso com pigmento amarelo.

Fonte: The University of Adelaide (2011).

2.2 MICOSES

Denomina-se micose um amplo espectro de infec¢cdes causadas em humanos
e animais por fungos leveduriformes ou filamentosos. Estas infeccfes fungicas (IF)
podem causar diferentes alteracdes no hospedeiro dependendo da espécie do fungo
envolvida e do sitio acometido (BLANCO; GARCIA, 2008). Segundo Wanke (1988),
as IF podem ser classificadas em micoses sistémicas, subcutaneas, cutaneas e
superficiais. As micoses oportunistas também podem ser incluidas neste grupo das

IF (WIRK; WINGARD, 2011).
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As micoses sistémicas sdo formas disseminadas de IF que podem afetar
orgaos internos (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). O principal foco de infeccdo é
geralmente pulmonar, por meio da inalacao de conidios (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006). Como importantes infeccOes sistémicas, destacam-se a blastomicose, a
criptococose, a coccidioidomicose e a histoplasmose (SILVA, 2010).

As micoses subcutaneas sao infec¢des cronicas que se localizam na pele e no
tecido subcutaneo, geralmente, por implantacao traumatica. Os agentes etioldégicos
dessas micoses séo representados por fungos leveduriformes (Malassezia spp, por
exemplo) e fungos filamentosos ndo dermatdfitos (Piedraia hortae e
Phaeoannelomyces werneckii). Segundo Oliveira e colaboradores (2006), a infeccao
€ um processo indolor e comumente localizada no local de entrada do agente
etiolégico, com propagacéo lenta para o tecido circundante.

As micoses cutaneas caracterizam-se por serem IF superficiais da pele, cabelo
ou unhas em humanos ou em pele, pélos, cascos e chifres de animais. Podem ser
causadas por leveduras, fungos filamentosos dermatofitos ou ndo dermatofitos
(ALMEIDA et al., 2009). Na maioria dos casos, ndo ha riscos de se tornar uma
micose invasiva, no entanto, uma variedade de alteracdes patolégicas ocorre no
hospedeiro, devido a presenca do agente infeccioso e de seus produtos metabolicos
(ARAUJO et al., 2009; ARAUJO et al., 2010).

As micoses superficiais tratam-se de infeccdes fungicas da pele, cabelo ou
pélo. Assim como nas micoses cutaneas, ndo ha invasdo de tecido vivo, porém,
neste caso, ndo ha resposta celular do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2006). O
agente patogénico tende a se localizar na parte mais externa da pele, ao redor dos

pelos ou das unhas, nutrindo-se de queratina. Essencialmente, ndo provocam
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alteracBes patologicas sendo, muitas vezes, tdo indcuas aos individuos que estes
desconhecem sua condigéo de portador das mesmas (ARAUJO et al., 2010).

Micoses oportunistas sao infeccbes que acometem, na maioria dos casos,
individuos com respostas imunoldgicas diminuidas, com destaque para pacientes
em regimes de quimioterapia antineoplasica ou imunossupressora, submetidos a
transplantes de 6rgdos ou de células hematopoiéticas, portadores de doencas
autoimunes e do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (ARAUJO et al., 2010;
SILVA, 2010). Lafayette e colaboradores (2011) explicam que as micoses
oportunistas ocorrem quando espécies de fungos comensais, presentes em
individuos sadios, passam a manifestar uma relacdo infecciosa com o hospedeiro.
Neste grupo, incluem-se as candidiases, as aspergiloses e as zigomicoses.

As IF, em geral, tém ganhado importancia nas ultimas décadas, visto que sua
incidéncia vem crescendo gradualmente (VYZANTIADIS; JOHNSON; KIBBLER,
2012). Em partes, isso se deve ao aumento da expectativa de vida de individuos
portadores de doencas que causam deficiéncia do sistema imunologico (tal como
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), diabetes mellitus, depresséo, entre
outros), bem como a utilizacdo de farmacos imunossupressores e antibioticos
(ARAUJO et al., 2010; SOUZA et al., 2012). Outros fatores relacionados ao
hospedeiro como ocupacao profissional, habitos e estado de saude, podem
aumentar a predisposicdo as micoses, sobretudo dos tipos subcutanea, cutanea e
superficial (ALMEIDA et al., 2009).

Entretanto, tais infeccbes também se manifestam em individuos sadios,
provavelmente, como consequéncia de uma grande exposicdo a propagulos

infecciosos ou devido a pequenas falhas imunolégicas que ndo comprometem
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gravemente a saude do individuo (HAMAD, 2012; VYZANTIADIS; JOHNSON;
KIBBLER, 2012).

Dentre os diferentes tipos de IF, as micoses cutaneas destacam-se pela
elevada prevaléncia: estima-se que afetam entre 20 a 25% da populagdo mundial,
além de apresentarem incidéncia crescente. A maioria dos casos é relacionada ao
acometimento de pele e anexos por fungos dermatoéfitos e as alteracdes produzidas
neste tipo de IF, sdo denominadas dermatofitoses (TOMAZ et al., 2011).

As dermatofitoses vém sendo consideradas como importante problema de
saude publica por constituirem um dos grupos de infeccbes fungicas mais
frequentes na pratica dermatoldgica. No entanto, por tratarem-se de doencas cuja
notificacdo néo é obrigatodria, a exata extensao de sua epidemiologia ainda nao pode

ser definida (ALMEIDA et al., 2009; ARAUJO et al., 2009; ARAUJO et al., 2010).

2.3 DERMATOFITOSES: CONCEITO E EPIDEMIOLOGIA

Dermatofitoses séo infec¢cdes micoticas que atingem principalmente tecidos
gueratinizados superficiais da epiderme, pélos, unhas, cornos e penas, causadas
pelo homogéneo grupo dos fungos dermatofitos (HAINER, 2003; ARAUJO et al.,
2010; FRIAS; KOZUSNY-ANDREANI, 2010).

Os fungos dermatéfitos causam sindromes clinicas bem peculiares e a mesma
espécie pode estar envolvida em outras formas da doenca, dependendo do sitio
anatébmico atingido. Assim, a localizacdo das lesdes € um importante fator para
classificacdo dessas micoses cutaneas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006).

A todas as dermatofitoses da-se o nome de epidermofitias ou tinhas, palavra de
origem do latim tinea, cujo significado é verme ou traca, seguida do nome, também

em latim, do sitio acometido. As formas clinicas mais relevantes sao as tinhas da
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cabeca, do corpo, da regido genital, da barba, das unhas, da méo e do pé, que

podem ser causadas por diferentes espécies de fungos dermatofitos (MURRAY;

ROSENTHAL; PFALLER, 2006; REZENDE et al., 2008) (Quadro 1).

Quadro 1 — Classificacdo das dermatofitoses humanas, segundo os sitios acometidos
e principais agentes etiolégicos.

Tipo de
dermatofitose

Sitio anatémico atingido

Principais agentes etiol6gicos

Tinea capitis

Tinea corporis

Tinea cruris

Couro cabeludo, sobrancelhas

Regido sem pelos do tronco, bracos,
pernas e dorso de maos e pés

Virilhas, perineo e regido perianal

T. mentagrophytes, T. tonsurans, T.
violaceum, M. audouinii, M. canis

T. mentagrophytes, T. rubrum, T.
tonsurans , T. verrucosum, M. canis

T. mentagrophytes, T. rubrum, E.

floccosum

Tinea facei Pele da face T. mentagrophytes, T. rubrum
T. mentagrophytes, T. violaceum, T.

verrucosum, T. rubrum

Tinea barbae Barba e bigode

i i Planta do pé, dedos e regido T. mentagrophytes, T. rubrum, E.
Tinea pedis . .
interdigital floccosum

Regido interdigital e palmas das T. mentagrophytes, T. rubrum, E.

floccosum

Tinea manuum .
mé&os

Fonte: Adaptado de Murray, Rosenthal e Pfaller (2006).

Embora ambos os sexos sejam afetados pelas dermatofitoses, os homens
tendem a apresentar tinhas do pé e das pregas inguinais mais frequentemente. Apos
a puberdade, também adquirem tinhas das unhas com maior facilidade do que as
mulheres (TOMAZ, 2011).

Com relacéo a epidemiologia, essas micoses sdo consideradas como o terceiro
distirbio de pele mais comum em criancas menores de 12 anos e o segundo da
populacdo adulta, com a incidéncia e a prevaléncia variando em funcdo do clima e
do contato com os reservatérios naturais (NEVES et al., 2011). Segundo Rezende e

colaboradores (2008), entrel0 a 15% da populacdo humana podera ser infectada
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por esses fungos no decorrer da vida, representando cerca de 30% de todas as
infecgBes micdticas registradas.

Levando em conta a elevada frequéncia das dermatofitoses, destaca-se o
papel disseminador desempenhado pelos pequenos mamiferos domésticos,
sobretudo cédes e gatos. Estes podem atuar como potenciais reservatérios de fungos
patogénicos para o homem (PINHEIRO; MOREIRA; SIDRIM, 1997; AQUINO;
CONSTANTE; BAKOS, 2008).

Em animais, essas infec¢cdes causam desvalorizagdo da pele, atraso no
crescimento e milhdes de dolares gastos em tratamentos (ZRIMSEK et al., 2003). De
acordo com o estudo de Coelho, Alegria e Rodrigues (2008), a principal espécie
causadora de dermatofitose em animais domesticos foi o M. canis, responsavel por
95% das dermatofitoses em gatos e 65%, em cdes. T. mentagrophytes e M.
gypseum também podem ser causadores de dermatofitoses animais e sdo os dois
mais comuns de serem encontrados causando infeccbes em coelhos (COELHO;
ALEGRIA; RODRIGUES, 2008).

Desta forma, as dermatofitoses também podem ser descritas como zoonoses,
pois um grande percentual das infeccbes humanas tem origem no contato com
animais infectados. De um modo geral, a infeccdo ocorre tanto pelo contato direto
entre animais, animal e homem ou entre homens (AVANTE et al., 2009).

De acordo com Araujo e colaboradores (2010), as espécies reportadas como
predominantes no Brasil e com distribuicdo em todo mundo s&o T. rubrum, T.
mentagrophytes, T. verrucosum, T. tonsurans, M. canis e M. gypseum. De modo
geral, dentre esses, T. rubrum e T. mentagrophytes sdo os mais frequentemente
isolados em dermatofitoses humanas e M. canis, M. gypseum e T. mentagrophytes

em animais (COELHO et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2008; ARAUJO et al., 2010;
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MENDONZA et al.,, 2010; FRIAS; KOZUSNY-ANDREANI; 2010; MADRID et al.,

2012).

2.3.1 Interacdo entre o fungo dermatofito e o hospedeiro

Os fungos dermatéfitos ndo fazem parte da microbiota autéctone da pele, de
modo que, quando ocorre o contato com o hospedeiro, h4 o estimulo de sua
resposta imunolégica humoral e celular. Os antigenos mais importantes que
desencadeiam a resposta imune séo as glicoproteinas, a quitina e as beta-glucanas,
presentes na parede celular do fungo. Em resposta, ocorre um aumento da
regeneracao celular da epiderme, com remocdo do fungo da pele (BLANCO;
GARCIA, 2008; FUKUDA et al., 2009).

Para conseguir se instalar na epiderme entdo, o dermatdéfito deve aderir a
superficie do tecido, o artroconidio deve germinar e a hifa, penetrar no estrato
corneo. Isso evita que o fungo seja eliminado com a descamacédo do epitélio. No
entanto, a pele pode ser considerada como um ambiente indspito para o
crescimento de micro-organismos patogénicos, devido a sua estrutura fisica e
guimica, por ser frequetemente exposta a luz solar, as variacbes de temperatura,
falta de umidade e pela presenca da microbiota (PERES et al., 2010). Deste modo,
em algumas situacdes, os fungos podem ser eliminados por via mecéanica, ou
simplesmente ndo conseguem estabelecer invasado, por incapacidade de competir
com a microbiota residente do hospedeiro (MOREIRA, 2009).

Além disso, a pele apresenta a queratinizacdo como um mecanismo importante
na defesa do organismo contra agentes infecciosos que acometem sua superficie.

Através dela, hd a renovacado do estrato corneo, realizado pelos queratindcitos, que
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levam a descamacdo epitelial e consequentemente, a possivel remocédo do fungo
(WAGNER; SOHNLE, 1995).

Segundo Péres e colaboradores (2010), o estabelecimento de uma infeccao e
a colonizacdo do tecido sé ocorre quando o fungo consegue superar todos o0s
mecanismos de defesa inatos do hospedeiro, que consistem na primeira linha de
protecdo do organismo contra infeccoes.

Os dermatdfitos, geralmente, ndo sdo invasivos as estruturas sub-epidérmicas.
Produzem respostas inflamatérias definidas e reac6es imunes mediadas por células
em individuos sadios. A imunidade celular, mediada pelas células T, desempenha
um papel particularmente importante, uma vez que as citocinas liberadas por tais
células ativam os macréfagos que atuam na destruicdo dos fungos. Desta forma,
pacientes com deficiéncias na resposta imune celular sdo mais suscetiveis as
infecgbes fungicas (MACHADO et al., 2004; HAMAD, 2012).

De acordo com Péres e colaboradores (2010), nos estagios iniciais da infeccéo,
em resposta ao pH acido da pele, o patdgeno inicia a sintese de queratinases e
proteases ndo especificas. Estas enzimas atuam com atividade 6tima em pH acido e
agem em substratos queratinosos ou ndo. O metabolismo desses substratos gera
peptideos que sao hidrolisados a aminoacidos, utilizados pelo fungo como fontes de
carbono, nitrogénio e enxofre. O metabolismo de alguns aminoacidos promove a
alcalinizacdo do microambiente hospedeiro, adequando-o para a acao de outras
gueratinases, cuja atividade 6tima ocorre em pH alcalino. Desse modo, possibilita-se

a manutencao da dermatofitose.
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2.3.2 Aspectos clinicos das principais dermatofitoses

As dermatofitoses incluem diferentes formas clinicas, de acordo com a
colonizacdo dos tecidos pelos fungos dermatdfitos e da resposta inflamatéria do
hospedeiro. A severidade da doenca depende do estado imunolégico do individuo
acometido, bem como da patogenicidade da linhagem infectante (VIEGAS, 2010).

Embora apresentem baixa mortalidade, as dermatofitoses tém elevada
morbidade e podem permanecer no hospedeiro durante longos periodos sem
produzir manifestagdes clinicas. Deste modo, a infecgdo ndo pde em risco direto a
vida do hospedeiro, mas provoca um aspecto externo anti-estético, com lesbes
cutaneas que podem evoluir para micoses mais graves e/ou provocar cicatrizes.
Este tipo de problema tem repercussfes negativas na vida pessoal e social do
individuo (INSTITUTE FOR INTERNATIONAL COOPERATION IN ANIMAL
BIOLOGICS, 2005; MOREIRA, 2009).

De acordo com Outerbridge (2006), as dermatofitoses tém apresentacao clinica
muito variada. Contudo, a manifestacdo classica descrita na literatura €
caracterizada por lesdes circulares discretas, com areas de alopécia irregular ou
difusa, de expansdo centrifuga, com bordos eritematosas e vesiculares, que
circunscrevem uma parte central descamativa (Figura 6). Possuem intensa
descamacdo, associada ou ndo a resposta inflamatoéria, resultante da atividade
gueratinolitica.

O aspecto da lesdo em um hospedeiro animal e em um humano podem ser

visualizado também na figura 6 (MENDONZA et al., 2010).
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Figura 6 — Aspecto da lesdo causada por M. canis.
(A) Lesédo anular no peito de um cao; (B) lesdo anular na perna de uma
mulher.
Fonte: Mendonza e colaboradores (2010).

As dermatofitoses humanas que atingem o couro cabeludo e cabelos,
comumente denominadas Tinea capitis, ttm como sinais mais comuns a perda de
cabelo, descamacéao, eritema e impetigo. Adultos podem ser afetados, mas este tipo
de dermatofitose é mais comum de ocorrer em criancas (PATEL; SCHWARTZ,
2011).

Tinea pedis é um termo usado para designar varias infec¢des clinicamente
diferentes da pele do pé. Fungos dermatéfitos infectam, invadem e instalam-se no

estrato corneo, aumentando a proliferacdo da pele que resulta no espessamento da

epiderme. Além disso, pode ocorrer infeccdo dos espacos interdigitais e na
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superficie plantar, caracterizada por lesdes inflamatérias e né&o-inflamatoria
(SOARES; CURY, 2001; PURIM et al., 2006).

As principais formas clinicas da Tinea pedis sdo: intertriginosas, hiperqueratose
plantar e infec¢Bes vesiculo-bolhosas. Pelo fato de a infeccdo se assemelhar a
diversas outras doencas cutaneas e tender a se tornar cronica, é importante fazer o
diagnéstico o mais cedo possivel. O processo fungico, quando nao tratado
adequadamente, pode causar desconforto, dor e até inflamag¢des nos membros
inferiores (SOARES; CURY, 2001; PURIM et al., 2006; REZENDE et al., 2008).

Outro importante alvo dos dermatofitos, de acordo com Kazemi (2007), séo as
unhas das méaos e dos pés que podem ser infectados por diferentes espécies
causando as onicomicoses. O diagnéstico clinico, de acordo com Araujo e
colaboradores (2003), baseia-se na alteracdo observada na unha e pode ser
classificada em: onicomicose subungueal distal e lateral; onicomicose superficial
branca; infeccdo subungueal proximal; e onicomicose distréfica total, caracterizada
pela total destruicdo da lamina ungueal.

No caso da Tinea facei, o surgimento de rosaceas no rosto que pioram apés
exposicao solar podem confundir o diagndstico dessa dermatofitose com o de lupus
eritematoso sistémico (GIMENEZ, 1999).

Em animais, as lesbes sdo comuns de ocorrerem na face, orelhas, patas e
cauda, podendo evoluir para cura espontanea ou para lesdo generalizada crénica
gue afeta todo o corpo do animal. Em geral, ndo h& prurido, mas quando presente
pode ser agravado pela presenca de ectoparasitas ou alergias (MACIEL; VIANA,

2005).
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2.3.3 Diagnd@stico laboratorial

O diagnéstico das dermatofitoses pode ser sugerido pelas manifestacdes
clinicas, porém o agente patogénico s6 pode ser descoberto por meio de analises
laboratoriais. Assim, condi¢cdes para se isolar e identificar diferentes espécies de
fungos dermatéfitos sdo fundamentais (VIEGAS, 2010).

A coleta adequada de material biolégico € uma etapa essencial e dela depende
a possibilidade de se fazer o diagnéstico correto. A amostra deve ser coletada em
guantidade suficiente para que possiveis fragmentos de fungos queratinizados e
presos aos tecidos possam se multiplicar em meios de cultura (SANTOS; COELHO;
NAPPI, 2002).

Fungos dermatdfitos de diferentes espécies podem ser identificadas por meio
de caracteristicas morfoldgicas micro e macroscopicas de suas colonias. Os critérios
macromorfoldgicos utilizados incluem: taxa de crescimento, textura, topografia, cor,
producéo de pigmento e alguns elementos da reproducdo (GOMES, 2004; COELHO
et al., 2008).

No entanto, como a observacéo de culturas s6 pode ser realizada com éxito,
em geral, cerca de 7 a 28 dias ap0s a incubacéao, torna-se Util 0 exame microscopico
direto de amostras de pele, cabelo ou unha infectados, usando solucdo de 10% a
20% de hidroxido de potassio (KOH). Outro corante empregado para a identificacéo
de fungos € o lactofenol azul de algoddo. Ambos permitem a visualizacdo de
elementos - hifas hialinas (com KOH) ou estruturas reprodutivas e esporos (com
lactofenol azul de algodao) — cujas peculiaridades morfoldgicas, constituem o ponto
de partida para o processo de identificacdo do patégeno (SANTOS; COELHO;

NAPPI, 2002; MOREIRA, 2009).
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No entanto, outros ensaios complementares podem ser necessarios para
auxiliar a confirmacdo do diagnostico, como provas bioquimicas (MURRAY;
ROSENTAHL; PFALLER, 2006).

Contudo, em alguns casos, a andlise de caracteristicas morfolégicas e das
culturas sdo ineficientes para a caracterizacdo das espécies, devido a alta
similaridade entre algumas espécies de fungos dermatéfitos. Deste modo, 0 uso de
técnicas moleculares, através da analise de DNA, possui a vantagem de ser um
processo rapido e altamente sensivel. Essas técnicas ndo estéo sujeitas a variacdes
fenotipicas, a acdo do ambiente, ao estagio de desenvolvimento do fungo e a outros

fatores que possam alterar a morfologia do organismo (MENEZES et al., 2009).

2.3.4 Tratamento farmacologico das dermatofitoses

Existem poucas alternativas de farmacos disponiveis para o tratamento das
infeccbes causadas por fungos, se comparados a extensa lista daqueles com
atividade antibacteriana. As infeccfes por fungos representam o parasitismo de um
organismo eucariotico sobre outro (homem ou animal) com inimeras semelhancas
fisiologicas, aspecto este que ndo esta presente na infeccdo por bactérias. Por isso,
farmacos antifungicos devem ter aplicacdo clinica cuidadosa, de modo a evitar as
reacdes adversas inerentes aos mesmos (NOBRE et al., 2002).

O tratamento adequado deve ser estabelecido com base no sitio e na extenséo
da infeccdo, além de considerar a espécie causadora da mesma. Do mesmo modo,
aspectos do medicamento devem ser considerados, tal como: eficicia, seguranca,
biodisponibilidade e forma farmacéutica. Para o tratamento das dermatofitoses, uma
via bastante utilizada para administracdo de antifUngicos é a topica, por meio de

pomadas, cremes ou soluc¢des (PEREIRA, 2009).



41

De acordo com Nobre e colaboradores (2002), o mecanismo pelo qual um
antifingico atua, determina sua classificacdo em fungistética ou fungicida, direta ou
indiretamente. Das classes de agentes antifingicos disponiveis para uso em
humanos, as mais utilizadas sao os imidazdis e derivados, alilaminas, morfolinas e

outros, tal como a griseofulvina (Quadro 2) (VALDES, 2005).

Quadro 2 — Classes farmacoldgicas dos principais agentes antifingicos utilizados no
tratamento das micoses em humanos.

Classe farmacologica Farmacos
Polienos Nistatina, natamicina, anfotericina B
Imidazdéis e derivados Imidazol, miconazol, clotrimazol

Fluconazol, itraconazol, cetoconazol

Voriconazol, ravuconazol, posaconazol

Alilaminas Terbinafina, naftifina
Lipopeptideos Papulacandinas, triterpenos glicosilados
Equinocandinas Caspofungina, anidulofungina, micafungina
Pirimidinas fluoradas Fluocitosina
Outros lodeto de potassio, ciclopirox, tolnaftato, griseofulvina

Fonte: Valdés (2005).

Os agentes antifungicos griseofulvina, itraconazol, fluconazol e terbinafina
podem ser empregados por via oral, desempenhando uma acao sistémica contra
fungos dermatofitos. Destes, os azbis e a terbinafina sdo aqueles que apresentam

resultados mais rapidos e eficazes (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006).
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As infec¢cbes dermatofiticas que ndo afetam pelos ou unhas, podem ser
tratadas com éxito por meio de agentes tépicos, como os azoéis (miconazol,
clotrimazol, econazol, tioconazol e itraconazol), a terbinafina e a haloprogina.
Formas farmacéuticas combinadas de acido benzébico e &cido salicilico (pomada de
Whitfield) podem ser Uteis como antimicéticos de uso topico, porém, os resultados
surgem mais lentamente se comparados aos agentes antifiungicos azélicos e
alilaminas (MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2006).

Para o tratamento de dermatofitoses em animais, o numero de farmacos
apropriados é ainda mais restrito (Quadro 3). Os medicamentos antifingicos
recomendados, neste caso, assim como para humanos, sdo os derivados

imidazdlicos, a terbinafina e a griseofulvina (NOBRE et al., 2002).

Quadro 3 — Classe farmacoldgica dos principais antifingicos empregados no
tratamento de dermatofitoses animais.

Imidazéis e derivados

Cetoconazol Enilconazol Miconazol
Clotrimazol Fluconazol Itraconazol
Econazol
Alilaminas
Terbinafina
Outros

N-triclorometil-mercapto-4-

~ . 0
Solugdo de iodo 1% ciclo-hexeno-1,2-dicarboxamina

Griseofulvina

Fonte: Nobre e colaboradores (2002).

Contudo, o uso desses medicamentos apresenta, frequentemente, efeitos

adversos, como: distlrbios gastrintestinais, reacfes cutaneas, hepatotoxicidade e
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leucopenia, que podem prejudicar a adesdo ao tratamento. Alguns antifungicos,
como os derivados imidazdlicos, sdo responsaveis, ainda, por inUmeras interacfes
medicamentosas, devido a inibicdo das enzimas hepéticas da familia citocromo
P450 (CYP450) (principalmente CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4) (DEL PALACIO;

GARAU; CUETARA, 2002; SOUZA et al., 2002).

2.3.4.1 Mecanismo de acdo dos principais agentes antifingicos utilizados no

tratamento das dermatofitoses

Os dois principais grupos farmacologicos utilizados no tratamento das
dermatofitoses sé&o os azois e as alilaminas. Polienos (anfotericina B e nistatina) néo
séo eficazes no tratamento de infec¢cdes por dermatofitos (WEINSTEIN; BERMAN,
2002).

A classe azol é dividida, conforme a estrutura quimica do agente antifingico,
em imidazois (duas moléculas de nitrogénio no anel azol) e triazois ( trés moléculas
de nitrogénio no anel azol). O cetoconazol (Figura 7) € o unico imidazol com acao
sistémica, diferente dos farmacos pertencentes a subclasse dos triazbis, em que

todos apresentam esse tipo de acdo (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006).

2 \__/ _Q
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Figura 7 — Estrutura quimica do cetoconazol.
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Com relacdo ao mecanismo de acdo deste grupo, imidazdis e triazois atuam
por inibicdo da enzima lanosterol-14-a-demetilase, um sistema enzimatico
microssomal dependente do CYP450 fungico. Desta forma, a conversdo de
lanosterol em ergosterol fica comprometida e ocorre o acumulo de 14-a-
metilestérois, que desagrega o0 arranjo compacto das cadeias aciclicas dos
fosfolipides (BENNET, 2003). Assim, a membrana celular do fungo passa a
apresentar propriedades alteradas que comprometem as fungdes de determinados
sistemas enziméaticos ligados a membrana, como a ATPase e as enzimas do sistema
de transporte de elétrons. Sem condicdes de desempenhar as funcdes basicas
necessarias para o desenvolvimento do fungo, 0 seu crescimento fica
impedido/dificultado (BENNET, 2003). Diferentes medicamentos da classe dos azois
podem atuar inibindo o crescimento da célula fungica (fungistatico) ou causando a
morte celular (fungicida) (BENNET, 2003; MA et al., 2003; MURRAY; ROSENTHAL;
PFALLER, 2006).

A griseofulvina (Figura 8), um antifungico de importancia veterinaria, atua por
inibicAo do crescimento (fungistatico) dos dermatofitos de todos os géneros,
constituindo um tratamento de escolha das dermatofitoses, especialmente nos
guadros crénicos. O crescimento fungico € inibido por interacdo do farmaco com os
microtubulos, resultando em inibicdo da formacdo do fuso mitético (MURRAY;

ROSENTHAL; PFALLER, 2006).

Figura 8 — Estrutura quimica da griseofulvina.
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A terbinafina (Figura 9), farmaco da classe das alilaminas, apresenta natureza
lipofilica e queratofilica, o que leva ao seu acumulo no tecido adiposo e queratinoso.
Desta forma, este farmaco altera especificamente uma etapa inicial da biossintese
dos esterdis fangicos. Por meio da inibicdo seletiva da esqualeno-epoxidase, na
membrana da célula fangica, a terbinafina promove deficiéncia de ergosterol e
acumulo intracelular de esqualeno, resultando em morte celular. A enzima
esqualeno-epoxidase nao esta vinculada ao sistema do CYP450, de modo que a
terbinafina pode ser considerada um farmaco seletivo para a célula fungica. Isso se
deve a diferencga entre as enzimas epoxidases dos mamiferos e dos fungos (DEL PA
LACIO; GARAU; CUETARA, 2002; BENNET, 2003; CATALAN; MONTEJO, 2006;

MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006; MEINERZ, 2007; DIOGO et al., 2010).

HsG.. _CHg
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Figura 9 — Estrutura quimica da terbinafina.

2.3.5 Resisténcia aos agentes antifungicos

Alguns problemas sao considerados como limitantes no tratamento das
dermatofitoses, sendo os mais importantes a resisténcia adquirida por algumas
linhagens de fungos, a necessidade de utilizar o medicamento por longos periodos e

o elevado custo dos mesmos (SOUZA et al., 2002; ESPINNEL-INGROFF, 2009).
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Somam-se a essas dificuldades, os diversos modos de transmissdo das
dermatofitoses e a realidade dos servigos publicos de saude, onde as opcgdes de
tratamento sdo limitadas. Tais situacbes complicam a capacidade do médico em
tratar as micoses cutaneas de forma adequada (PATEL; SCHWARTZ, 2011).

Nas duas ultimas décadas, o consumo de antifingicos aumentou no mundo
inteiro. Dados globais indicam que a utilizacdo destes agentes cresce, em média,
12% por ano e o gasto com esses medicamentos ja supera 3.600 milhGes de euros
por ano. Além do custo elevado, o amplo uso de antifUngicos aumenta o risco de
surgimento de resisténcia fangica e, diante desta situacdo, ressalta-se a
necessidade de se conhecer o perfil de suscetibilidade das espécies patogénicas,
antes de se estabelecer o melhor tratamento (MENDEZ-TOVAR et al., 2007;
CUENCA-ESTRELLA et al., 2008).

Novas opcoOes terapéuticas tém sido introduzidas com finalidade antifungica e
sédo baseadas na modificacao estrutural ou quimica de medicamentos antifungicos ja
existentes ou criacdo de novas classes quimicas. A exploracdo do potencial de
produtos naturais também se mostra util como alternativa de novos antimicrobianos
(NWEZE; OGBONA; OKAFOR, 2007).

Frias e Kozusny-Andreani (2010) explicam que, no Brasil, tratamentos a base
de plantas medicinais tém ganhado forca e muito tem se empenhado na utilizacédo
da fitoterapia e de outras terapias alternativas para o controle de diferentes agentes
patogénicos.

A utilizacdo de extratos brutos e 6leos naturais € um modo de mimetizar a
natureza no controle de micro-organismos e, por vezes, menos agressivo ao

hospedeiro. N&do obstante, o uso de metabdlitos secundéarios produzidos pelas
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plantas ja é empregado com éxito contra insetos, pragas e algumas doencas

(FRIAS; KOZUSNY-ANDREANI, 2010).

2.4 A IMPORTANCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS

Uma das mais antigas formas de pratica medicinal utilizadas pelo homem
baseia-se no emprego de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencao de
doencas. Atualmente, o uso de plantas medicinais adquiriu uma posicdo respeitavel
em todo o mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento. Tanto em regides
mais pobres quanto em grandes centros urbanos, € comum a utilizagéo e o comeércio
de plantas medicinais e seus derivados em feiras livres, mercados populares e o
plantio em areas residenciais (AGRA et al., 2008; USTULIN, 2009).

De acordo com Costa e colaboradores (2008), as plantas medicinais sao
consideradas, popularmente, como fontes de substancias ativas e de baixa
toxicidade. Desta forma, sdo vistas como uma alternativa viavel, de baixo custo e de
facil acesso, sobretudo para populacées com acesso limitado aos servigos de saude
gue tém o uso das plantas como Unica forma de cuidado béasico a saude (VEIGA JR;
PINTO; MACIEL, 2005).

Assim, a etnobotanica e a etnofarmacologia contribuem de forma relevante
para a sugestdo de efeitos medicinais que embasam estudos farmacoldgicos e
guimicos. A cura de doencas por meio de substancias biologicamente ativas deve-se
muito a observacdo do uso popular de diversas plantas (ALBUQUERQUE;
HANAZAKI, 2006).

Na medicina tradicional, muitos Oleos obtidos de espécies vegetais sao

empregados contra fungos patogénicos e, por isso, tém despertado interesse de
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pesquisadores e da industria farmacéutica. Por essa razdo, pesquisas que
comprovem tal atividade, de acordo com protocolos cientificos modernos e
adequados, tornam-se cada vez mais necesséarias (FONTENELLE, 2008).

Corroborando o uso tradicional, estudos demonstraram que 60% dos 6leos
essenciais apresentam atividade antifingica e 35% exibem propriedades
antibacterianas (SANTOS, 2008). Com base neste potencial, a atividade
antimicrobiana de O6leos naturais (essenciais e resinosos) frente a fungos
dermatdfitos e leveduras tém sido explorada. Além de acao antimicrobiana, esses
oleos também demonstram uma variedade de ac¢des farmacologicas, devido a sua
complexa composigdo, tornando-os potenciais fontes para o desenvolvimento de
novos farmacos (FONTENELLE, 2008; MATASYOH; MAYO; NGURE, 2008).

De acordo com Agra e colaboradores (2008), independente se usadas em seu
estado in natura ou se usadas como fonte de pesquisa para novos farmacos, as
plantas medicinais possuem grande relevancia na saude e na economia de um pais.
Contudo, seu uso deve ser racional, pautado na sustentabilidade e conservacéao da
biodiversidade. Varias espécies da flora brasileira, entre elas a copaiba, séo
investigadas, a fim de explorar seu potencial para a formulacdo de medicamentos e

cosméticos (VEIGA JR. et al., 2007; STUPP et al., 2008).

2.4.1 Copaiba: caracteristicas e ocorréncia do género

A copaiba pertence a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae, e
género Copaifera que possui mais de 16 espécies identificadas em territorio
brasileiro (OLIVEIRA et al., 2010).

Seu nome de origem do tupi “cupa-yba” que quer dizer a arvore de deposito,

uma aluséo ao 6leo abundante que guarda em seu interior. Popularmente, a copaiba
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€ conhecida como copaibeira ou pau d’éleo e suas espécies sdo amplamente
distribuidas nas regi6es Amazonica e Centro-Oeste e, menos significativamente, na
regido Sudeste do Brasil (BIAVATTI et al., 2005).

Trata-se de uma arvore de grande porte que pode alcancar cerca de 40 metros
de altura, entre 0,4 e 4 metros de diametro e viver aproximadamente 400 anos.
Possui folhagem densa, casca com aroma peculiar, flores pequenas e frutos do tipo
vagem. Suas sementes sao negras e ovoéides apresentando uma pequena regiao
amarela com elevado teor de lipides (ARAUJO JR. et al., 2006; PIERI; MUSSI;

MOREIRA, 2009) (Figura 10).

Figura 10 — Arvores da espécie Copaifera langsdorffii.
Fonte: Pieri; Mussi; Moreira (2009).

Os trabalhos realizados com género Copaifera spp estdo relacionados, em

grande parte, com o 6leo que é exudado de seu tronco. Desde o descobrimento do
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Brasil, o 6leo de copaiba vem sendo indicado para diversas finalidades, inclusive
farmacolégicas (ALHO et al., 2012).

No entanto, mesmo com inumeros estudos realizados sobre este género
(SOUZA et al., 2011a; SOUZA et al., 2011b; PIERI et al., 2012a; PIERI et al.,
2012b), ainda acontecem equivocos relacionados a identificacdo botanica e
composicdo quimica dos 6leos de copaiba que sao, frequentemente, misturados a
outros Oleos e adulterados (VEIGA JR.; PINTO, 2002). Deste modo, € sempre
necessaria a analise do mesmo para garantir sua originalidade que, de acordo com
alguns autores, pode ser comprovada pela presenca de acido copalico (VEIGA JR.
PATITUCCI; PINTO, 1997; VEIGA JR.; PINTO, 2002; RIGAMONTE-AZEVEDO et
al., 2004; PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009).

A Copaifera langsdorffii Desf., popularmente conhecida como copaiba
vermelha e foco deste trabalho, é uma espécie particularmente importante no Brasil,
devido ao alto valor econébmico agregado a sua madeira e ao 6leo extraido de seu
tronco. No pais, esta espécie é encontrada entre os estados do Amazonas e Santa
Catarina. Entretanto, a maioria dos habitats da espécie no Brasil foram destruidas
(Mata Atlantica), restando apenas entre 11,4% a 16% da area original. Desse modo,
C. langsdorffii € encontrada apenas em pequenos fragmentos florestais isolados no

territorio brasileiro (SEBBENN et al., 2011).

2.4.1.1 Caracteristicas do 6leo de copaiba

O 6leo de copaiba é oriundo de arvores de diversas espécies do género
Copaifera spp, sendo os principais o 6leo resina e o 6leo essencial. Em geral, esses

Oleos apresentam-se como um liquido transparente, de coloracdo entre o amarelo e
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o marrom, de viscosidade variavel e de ampla aplicacdo na industria de tintas e
cosméticos (ARAUJO JR. et al., 2005; BIAVATTI et al., 2005).

O O6leo resina da copaiba pode ser encontrado em pequenas bolsas
distribuidas nas folhas e no xilema primario. Constitui-se de uma parte solida (cerca
de 60% da massa total) formada por acidos diterpénicos diluidos em 6leo essencial,
basicamente composto por sesquisterpenos (CASCON; GILBERT, 2000).

De acordo com Deus, Alves e Arruda (2011), o 6leo essencial pode ser obtido a
partir da destilacdo do Oleo resina. Além disso, das folhas da copaiba pode ser
obtido um 6leo com composicdo semelhante a parte volatil sesquiterpénica do 6leo
resina. Apesar de distintos, os trés tipos apresentam substancias em comum, como
o B-cariofileno e y-cadineno (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009).

Veiga, Patitucci e Pinto (1997) sugeriram que o acido copdlico (Figura 11) pode
ser utilizado como marcador quimico para o género Copaifera spp, uma vez que,
dentre as amostras de 6leo de copaiba analisadas por cromatografia gasosa de alta
resolucdo acoplada a espectrometria de massas (CG-AR-EM) por estes autores,
esse diterpeno foi o Unico composto detectado em todas elas. No entanto, ndo foi
estabelecida uma concentracdo minima deste composto para garantir a
originalidade do 6leo, sendo suficiente apenas a constatacédo de sua presenca.

Mendonca e Onofre (2009) descreveram um perfil da constituicdo do 6leo de
copaiba como a-cubeno (2,9 a 3,2%); a-copaeno (7,9 a 18,7%); B-cariofileno (46,1 a
47,0%); a-humuleno (5,4 a 5,6%); B-bisaboleno (5,9 a 6,1%); cadineno (6,0-6,2%);
entre outros compostos (13,5%).

Dos constituintes mencionados, o acido caurendico e o B-cariofileno possuem

atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana, sendo ao [-cariofileno conferida
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atividade de inibicdo do crescimento de espécies fungicas (VEIGA JR.; PINTO,

2002; VIEIRA; TAKAHASHI; BOAVENTURA, 2002; PAIVA et al., 2004).

COH

Acido copalico B-cariofileno

Figura 11 — Estrutura quimica do &cido copalico e do B-cariofileno.

Contudo, cabe ressaltar que o0 0leo resina de copaiba € uma mistura complexa
de diversos constituintes. Sua composicdo depende da espécie do qual foi extraido
e também de fatores como se a arvore ja foi submetida a extracbes de Oleo
anteriores, época do ano, clima e solo (VEIGA JR.; PINTO, 2002; CASTRO et al.,

2010; DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011).

2.4.1.2 Usos farmacologicos do 6leo de copaiba

De acordo com Agra e colaboradores (2008), as indicacdes etnofarmacolégicas
usuais do oleo de copaiba sdo para tratar males do sistema geniturinario, das vias
respiratérias, para as infeccbes da derme e mucosa, além de apresentar outras
finalidades, como: afrodisiaco, anti-tetanico, antirreumatico, anti-herpético, anti-
tumoral, no tratamento de leishmaniose e da leucorréia, contra paralisia, dores de
cabeca e picadas de cobra (MACIEL et al., 2002; BRITO et al., 2005).

Cientificamente, os Oleos de diferentes espécies de copaiba tiveram

confirmados os efeitos na inibicdo de crescimento de alguns fungos, leveduras
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(MENEZES et al., 2009; DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011) e bactérias (MENDONCA;
ONOFRE, 2009; PIERI et al.,, 2010a), como anti-inflamatério, cicatrizante, anti-
edematogénico, antitumoral, tripanossomicida (MENDONCA; ONOFRE, 2009),
aumentam a neoangiogénese (ESTEVAO et al., 2009), melhoram a permeabilidade
cutanea para agentes despigmentantes (OLIVEIRA et al., 2010) e preventivos de
doenca periodontal (PIERI et al., 2010b). Especificamente ao [(-bisaboleno, um
constituinte mais comumente encontrado nos 6leos de copaiba com coloracéo
avermelhada, foi atribuida acéo abortiva (MACIEL et al., 2002; NETO, GRAMOSA,
SILVEIRA; 2008).

Ao B-cariofileno foram atribuidas acdo indutora de apoptose em células
tumorais (AMIEL et al., 2012), antimicrobiana e antifungica (GOREN et al., 2011),
anti-inflamatoria, inseticida (LEANDRO et al., 2012), entre outras.

No Brasil, os 6leos de copaiba sdo amplamente utilizados na medicina popular.
Sao administrados por via oral, por aplicacao tépica do 6leo in natura ou associados
em pomadas e cremes. Suas propriedades anti-inflamatorias sdo conhecidas desde
0 inicio da colonizacdo do Brasil e seu uso ja era feito por tribos indigenas

(ALFONSO-GOLDFARB; FERRAZ; BELTRAN, 2010).

2.4.2 Beneficios de formulacdes associadas a 6leos naturais

Vérias espécies da flora brasileira, tal como a copaiba, apresentam potencial
utilidade na formulacao de produtos cosméticos e medicamentos (VEIGA JUNIOR et
al., 2007; STUPP et al., 2008). O 0leo de copaiba, devido aos seus compostos
(sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados e diterpenos de hidrocarbonetos e

diterpenos oxigenados) (PINTO et al., 2000), trata-se de uma boa escolha como um
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promotor de permeabilidade para outros compostos (EL-KATTAN et al., 2001;.
NARISHETTY; PANCHAGNULA, 2004).

A adicdo de compostos com uma maior capacidade de penetracdo na pele,
também conhecidos como promotores de absorcdo ou "potenciadores”, pode
resultar num aumento da difusédo de substancias desorganizando as lamelas do
estrato corneo (WILLIAMS; BARRY, 2004). Assim, a incorporacdo destas
substancias em formulacBes permite o desenvolvimento de produtos tépicos com
uma menor concentracdo de ingredientes ativos, principalmente de carater hidréfilo,
aumentando assim a eficacia e a seguranca do produto (YOURIK; BRONAUGH,
1999).

Além disso, ao se utilizar um 6leo essencial ou resinoso como parte de uma
formulacdo farmacéutica, este pode desempenhar um papel importante como
adjuvante da atividade farmacolégica. No caso do 6leo de copaiba, a associacéo
poderia potencializar ou explorar sua atividade anti-inflamatoria, antifingica,

antibacteriana, entre outros (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Investigar o potencial antifingico in vitro do 6leo resina de Copaifera

langsdorffii frente as linhagens dos principais fungos dermatofitos.

3.2 ESPECIFICOS

Caracterizar o 6leo resina de copaiba por cromatografia gasosa de alta
resolucdo (CG-AR).

Realizar o teste preliminar in vitro de atividade antifiungica do oleo resina de
copaiba.

Estabelecer a concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracao fungicida
minima (CFM) in vitro para o 0leo resina de copaiba

Documentar, ao microscopio eletrbnico de varredura, as alteracdes nas
estruturas morfologicas causadas pelo 6leo resina de interesse e os farmacos de

referéncia nas linhagens dos fungos dermatofitos envolvidas no estudo
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OLEO RESINA DE COPAIBA

No presente estudo, utilizou-se o éleo resina de C. langsdorffii Desf. adquirido
da empresa Lazlo Aromatologia LTDA e extraido pelo método com trado, conforme

informagdes do fabricante.

42 CROMATOGRAFIA GASOSA DE ALTA RESOLUCAO (CG-AR)

O Oleo resina de copaiba foi analisado por CG-AR pelo Departamento de
Quimica/lnstituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) para fins de identificacdo qualitativa e quantitativa de seus componentes.

A analise foi feita em cromatografo a gas HP-5890 equipado com detector de
ionizacdo de chama (do inglés Flame lonization Detector - FID) e médulo de injecéo
com razao de divisao (split) de 1:50. O volume de injecao foi de 1 pL de amostra.
Como gas de arraste foi utilizado o hidrogénio a uma vazdo de 2 mL.min™t. A
programacao da temperatura do forno foi de uma isoterma inicial de 1 minuto a
60°C, seguida da taxa de 3°C min™ até atingir a temperatura de 250°C. A
temperatura utilizada no injetor e no detector foi de 250°C. A coluna utilizada foi HP-
BP1 de 30 m de comprimento por 0,25 mm de diametro interno. A identificacdo dos
picos foi feita por calculo de tempo de retencdo, com padrdes de hidrocarbonetos

lineares de C1p a C15 € dados da literatura.
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4.3 FUNGOS

Foram utilizadas linhagens padrdo American Type Culture Collection (ATCC)
e Colecdo de Culturas Tropicas (CCT) das espécies de fungos dermatdfitos:
Microsporum canis ATCC 32903, Microsporum gypseum ATCC 14683, Tricophyton
mentagrophytes ATCC 9533, Tricophyton mentagrophytes ATCC 11480 e
Tricophyton mentagrophytes ATCC 11481 e Tricophyton rubrum CCT 5507.

Das trés linhagens de T. mentagrophytes, T. mentagrophytes ATCC 9533
era oriunda de uma lesdo em humano caracterizada como tinea pedis, T.
mentagrophytes ~ ATCC 11480 foi isolada de uma lesédo em gato e T.
mentagrophytes ATCC 11481, isolado de dermatofitose humana.

O T. rubrum CCT 5507 foi adquirido da Fundacdo André Tosello e as demais
linhagens fungicas foram fornecidas pelo Instituto Nacional de Controle de

Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz.

4.4 CARACTERIZACAO MACROSCOPICA DAS COLONIAS

Os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo agar Sabourad
dextrose (SDA) acrescido de solugéo de cloranfenicol 0,05% e incubadas a 28 + 2°C
por 7 a 10 dias. Apos o periodo de incubacédo, foram observadas as caracteristicas
macromorfolégicas de cada linhagem fangica envolvida no estudo, levando-se em
consideracdo no anverso da colbnia sua coloracdo, textura e topografia e, no

reverso, a presenca de pigmento (SIDRIM; ROCHA, 2004).
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4.5 CARACTERIZACAO MICROSCOPICA DAS COLONIAS

A observacédo das estruturas microscépicas dos fungos dermatofitos foi feita
conforme técnica descrita por Sidrim e Rocha (2004).

Para o microcultivo, utilizou-se placas de Petri contendo uma lamina apoiada
sobre um suporte, sobre a qual foram colocados blocos de agar-batata (1 cm? de
area e 4-5 mm de espessura). A seguir, procedeu-se o repique das colénias nas
quatro extremidades do retangulo com posterior cobertura do bloco de agar com
uma laminula. Um chumaco de algoddo embebido em &gua destilada estéril foi
mantido dentro da placa de Petri, a fim de preservar a umidade do meio.

Todo o procedimento foi realizado de forma asséptica e a placa permaneceu
incubada a temperatura ambiente até aparecimento visual do crescimento fungico
sob a laminula.

Apos o periodo de crescimento fungico, retirou-se a laminula com o micélio e
os esporos aderidos. Acrescentou-se uma gota do corante lactofenol azul de
algoddo sobre uma lamina e sobre esta apoiou-se a laminula e observou-se ao
microscopio optico (Eclipse - E200, Nikon, Jap&do) com o auxilio da objetiva que
ampliou 40 vezes a imagem. Deste modo, visualizam-se as estruturas de
reproducao (micro e macroconidios), bem como estruturas de ornamentacao (hifas)

(SIDRIM; ROCHA, 2004).
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Figura 12 — Esquema de microcultivo em lamina de vidro.
(A) Placa de Petri; (B) lamina; (C) laminula; (D) suporte; (E) bloco de agar-batata
In6culo; (F) fragmento do fungo; (G) algoddao umedecido.

4.6 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO RESINA DE COPAIBA

4.6.1 Triagem da atividade antifungica

O teste de triagem da atividade antifingica do Oleo resina de copaiba foi
realizado de acordo com a técnica descrita por Souza e colaboradores (2002), com
adaptacdes para este estudo.

O ensaio consistiu em inocular um fragmento de 2 mm da espécie fungica de
interesse em placas contendo caldo Sabourad dextrose (CSD), previamente
incorporado com uma solucao diluida do 6leo resina de copaiba.

Neste estudo, o volume de 6leo utilizado no preparo da solucédo estoque (SE)
foi calculado com base no percentual do seu componente quimico majoritario,
ajustando-se a concentracdo do mesmo para 100% (Quadro 4).

A relagédo entre a concentragado do dleo resina de copaiba e B-cariofileno foi

calculada, sabendo-se que a densidade do 6leo era igual a 0,850 g.cm™.
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Quadro 4 — Equivaléncia entre a concentracdo de B-cariofileno com 6leo resina de
Copaifera.langsdorffii Desf.

Concentracdo de | Concentragédo do Concentracéo de Concentracédo do
B-cariofileno Gleo resina de B-cariofileno 6leo resina de
(ug.mL™) copaiba (ug.mL™) (ug.mL™) copaiba
(ug.mL™)
1.000 5.440 62,50 340
500 2.720 31,25 170
250 1360 15,63 85
125 680 7,81 42,50

Assim, foi preparada uma SE com concentragado equivalente a 4000 ug de (-
cariofileno.mL™ a partir de 25,6 pL do referido 6leo, 20 pL de uma mistura de Tween
80 e dimetilsulfoxido (DMSO) PA (1:1, v/v) e solucdo salina estéril 0,9% em
guantidade suficiente para volume final de 2.000 pL.

Dessa SE, 500 pL foram incorporados a 1.500 uL de CSD em placa estéril de
24 pocos, agitando-a até obter-se a completa homogeneizacdo do 6leo no meio.
Assim, a concentracao final do éleo resina de copaiba foi equivalente a 1.000 ug de
B-cariofileno.mL™.

Em seguida, procedeu-se ao repique dos fragmentos (2 mm) dos fungos e a
placa foi incubada em estufa a temperatura de 28°C por 7 dias. Ao fim deste

periodo, observou-se visualmente a ocorréncia de crescimento flngico.

4.6.2 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

O teste para se estabelecer a CIM do 6leo resina de copaiba consistiu no

preparo do meio de cultivo, suspensédo fungica, das diluicdes do 6leo resina de
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copaiba e dos agentes antifungicos usados como controle positivo (cetoconazol e

terbinafina) e da microplaca.

4.6.2.1 Meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado foi 0 RPMI-1640 (com glutamina, sem bicarbonato e
com indicador de pH), considerado adequado para o cultivo de fungos filamentosos,
segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2008).

Ao meio RPMI-1640, adicionou-se um tampdo, o acido 3-[N-morfolino]
propanosulfénico (MOPS) em uma concentracéo final de 0,165 mol.L™, capaz de
manter o pH em 7,0 £ 0,1, sem antagonizar o crescimento fungico. Apoés o preparo,
o meio foi esterilizado por filtracdo em membrana de 0,22 um e armazenado a 4°C,

até o momento do uso (CLSI, 2008).

4.6.2.2 Padronizacéo do in6culo

O indculo foi preparado de acordo com a técnica descrita pelo CLSI (2008),
com pequenas alteracbes baseadas na técnica adotada por Almeida e
colaboradores (2009).

Utilizou-se um tubo inclinado contendo coldnias de 7 dias em meio ASD do
fungo a ser utilizado. As colbnias fungicas foram cobertas com 2 mL de solugéo
salina estéril 0,9% e 20 yL de Tween 80/DMSO PA (1:1, v/v) e a sequir,
homogeneizadas delicadamente com o auxilio de uma alca de inoculacao estéril.

As colbnias foram lavadas por mais trés vezes com 2 mL de solucédo salina

estéril 0,9%. A mistura de hifas e conidios foi transferida para um tubo cénico estéril,
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homogeneizada em vortex (Genie 2, Scientific Industries, USA) por 1 minuto e
deixada em repouso por 5 minutos para sedimentacao de particulas maiores.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo conico e sua densidade foi
ajustada, por meio da medida de transmitancia (A = 530 nm) da suspensao, em
espectrofotometro (UVmini-1240, Shimadzu) para 68 — 70%.

A suspenséao foi entdo diluida em meio RPMI-1640 (1:50, v/v), de modo a se
obter uma concentracéo final de 10* UFC.mL™.

Posteriormente, a partir da suspensédo 1:50 v/v, preparou-se uma suspensao
1:100 v/v em RPMI-1640 e inoculou-se 10 yL desta em ASD, homogeneizando até a
completa solidificagcdo do meio. A contagem do numero de colbnias foi realizada
apos 7 dias de incubacéo da placa em estufa a temperatura de 28°C (CLSI, 2008).

A suspenséo 1:50 v/v foi mantida sob refrigeracéo (4°C) até o0 momento do uso.

4.6.2.3 Diluicdo dos agentes antifungicos

Para a determinacéo da CIM foi necesséario preparar solu¢cdes do Oleo resina
de copaiba e dos dois farmacos de referéncia, utilizados como controle positivo:
terbinafina e cetoconazol. As solucbes destas substancias foram preparadas
conforme descrito pelo CLSI (2008).

Foram preparadas 8 diluicbes do oleo resina de copaiba em RPMI-1640,
cujas concentracdes variaram de 15,63 a 2.000 ug de B-cariofileno.mL™.

Para o preparo de 1.500 uL da SE do 6leo resina de copaiba, utilizou-se 9,6
ML do dleo, 10 uL de Tween 80/DMSO PA (1:1, v/v) e quantidade suficiente de meio

RPMI-1640 para um volume final de 1.500 uL. A concentracdo final de Tween 80
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respeitou o limite de 0,05% sugerido por Souza e colaboradores (2002), para nao
interferir no crescimento fangico.

O preparo dos farmacos de referéncia, cetoconazol (Janssen-Cilag) e
terbinafina (Galena e Quimica Farmacéutica) foi realizado conforme as orientacdes
do CLSI (2008) que estabeleceu a diluicdo dos mesmos em 10 concentracdes
diferentes e utilizando-se DMSO PA como diluente. A faixa de concentracdo do
cetoconazol variou entre 0,03 yg.mL™ e 16 yg.mL™ e foi a mesma proposta por
Araljo e colaboradores (2009). Para a terbinafina, utilizou-se concentracao entre
0,005 pyg.mL™* e 0,24 pg.mL™, de acordo com o proposto por Barros, Santos e
Handan (2007).

Todas as solugdes empregadas no ensaio de CIM foram preparadas duas
vezes mais concentradas do que as concentracdes finais definidas para o ensaio.
Deste modo, compensa-se a diluicdo (1:2, v/v) dos agentes antifingicos que ocorre
guando estes sdo combinados com o in6culo na microplaca. Assim, as
concentracgdes finais do oOleo resina de copaiba testadas estavam na faixa entre 7,8

e 1000 pg de B-cariofileno.mL™.

4.6.2.4 Preparo da microplaca

As diluicdes do oleo resina de copaiba foram distribuidas nas colunas de uma
microplaca de 96 pocos. O mesmo procedimento foi realizado com as 10
concentracbes de cada um dos farmacos utilizados como controle positivo
(cetoconazol e terbinafina). Em seguida, foi dispensado nesses po¢cos um volume de

100 uL da suspenséao do indculo.
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O controle de esterilidade do teste (controle negativo) foi feito com 100 pL da
diluicdo de maior concentracdo do Oleo resina de copaiba, adicionados de 100 pL de
meio RPMI-1640 estéril. Para o controle de crescimento (controle absoluto) dos
fungos, utilizou-se apenas 200 pL de meio RPMI-1640 inoculado.

O ensaio foi realizado em triplicata e, ao término de montagem da microplaca,
esta foi homogeneizada em agitador de microplacas (SI-0400, Genie Scientific,
Estados Unidos) e incubadas em estufa a temperatura de 28°C, sem agitagdo por
um periodo de 7 dias. Ao fim deste prazo, observou-se a ocorréncia de turvacao,
indicativa de crescimento fungico em cada um dos poc¢os da microplaca, nos quais

continham diferentes concentracdes das substancias testadas.

4.6.3 Determinacao da concentracao fungicida minima (CFM)

Apoés o ensaio de CIM, foi feita a determinacdo da CFM do 6leo resina de
copaiba e controles positivos, de acordo com técnica descrita por Pereira e
colaboradores (2011), com adaptacoes.

Aliqguotas de 20 puL do meio presente nas cavidades onde ndo ocorreu
crescimento fangico foram transferidas para microplacas de 96 poc¢os contendo 180 pL
de CSD, desprovido de agentes antimicrobianos. O sistema foi incubado a 28°C por
8 dias.

A CFM foi definida como a menor concentracdo da substancia testada onde a
espécie fungica ndo conseguiu estabelecer crescimento, quando inoculada em meio
de cultura isento de antifingicos. Dessa forma, observando-se a ocorréncia do
crescimento fungico neste ensaio, este é considerado como agente fungistatico. Na

auséncia de crescimento, a substancia é considerada como fungicida.
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4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

O material utilizado para observacdo por MEV foi composto por coldnias das
espécies fungicas submetidas a tratamento idéntico ao descrito no teste de triagem
e colonias néo tratadas dos mesmos fungos, para fins comparativos. O preparo das
amostras foi feito conforme método descrito por Silva e colaboradores (2011).

Neste estudo, padronizou-se que as concentracdes do Oleo resina de copaiba
e dos controles positivos seriam cinco vezes maiores do que as estabelecidas como
CFM.

As colbnias oriundas de tratamento idéntico ao descrito no método de triagem
foram retiradas do CSD e transferidas para uma solugédo fixativa de Karnovsky
modificada (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,5% em tampéao cacodilato 0,05M,
cloreto de calcio 0,001M, pH 7,2), onde permaneceram por 24 horas.

Em seguida, o material foi lavado trés vezes em tampao cacodilato de sédio
0,05M pH 7,2 (10 minutos cada) e transferidos para uma solucdo aquosa de
tetroxido de 6smio 1%, por 1 hora em temperatura ambiente, para pos-fixacdo. Ao
fim deste tempo, o material foi lavado com agua destilada por trés vezes.

As amostras foram submetidas a desidratacdo, empregando solucdes de
acetona/agua a 25%, 50%, 75% e 90%, permanecendo em cada uma das
concentragfes por 10 minutos. Terminado este processo, a desidratacdo seguiu com
3 ciclos de 10 minutos utilizando-se acetona 100%. A Ultima etapa consistiu em
deixar o material em dessecador contendo silica para completar a secagem.

As amostras obtidas foram montadas em suportes de aluminio (stubs), com fita
de carbono dupla face, levadas ao metalizador (FL-9496 Balzers/Furstentum

Liechtenstein) por 4 minutos, resultando em uma camada de 2 nm de ouro-paladio
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sobre as mesmas. A seguir, foram observadas ao MEV (JSM 6390LV, Jeol), sob as

condicdes de 25 Kv de poténcia e distancia de trabalho de 17 mm.
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5 RESULTADOS

5.1 PERFIL QUIMICO DO OLEO RESINA DE COPAIBA

A analise por CG-AR permitiu estabelecer o perfil quimico do 6leo resina de
copaiba por meio da identificacdo e quantificacdo de seus constituintes. O &cido
copalico (1,0%), marcador de originalidade do 6leo resina de copaiba, foi identificado
na amostra analisada. Como componente majoritario foi identificado o B-cariofileno
(31,4%), seguido por y-muuroleno (16,1%). Picos menores que 0,1%, foram
equivalentes a 15,7% da composicao total do 6leo e nédo foram considerados neste

estudo (Figura 13 e Tabela 1).
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Figura 13 — Perfil cromatografico do 6leo resina de C. langsdorffii
Condic¢Oes de analise: coluna: BP1 30 m x 0,25 mm (HP). Temperaturas:
da coluna = 60°C (1 minuto), 3°C/minuto, até 220°C, do injetor = 220°C
Split: 1/50, do detector por ionizagdo em chama: 220°C; volume de injecao:
1 uL. Picos menores que 0,1% foram excluidos.
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Tabela 1 — Composicdo quimica do Oleo resina de C. langsdorffii obtida por
cromatografia gasosa de alta resolucéo.

Proporgéo em relagao ao

Pico Constituinte % composto majoritario
1 a-copaeno 1,0 0,03
2 B-elemeno 8,0 0,26
3 [B-cariofileno 31,4 1
4 Bergamoteno 10,2 0,32
5 Aromadendreno 4,4 0,14
6 a-humuleno 2,9 0,09
7 y-muuroleno 16,1 0,51
8 B-selineno 3,2 0,11
9 y-cadineno 1,4 0,04
10 Espatulenol 0,7 0,02
11 Kaurenal 3,1 0,10
12 Acido copalico 1,0 0.03
13 Acido caurendico 0,6 0,02
14 3[B-acetoxi-copalico 0,3 0,01

Total - 84,3 -

5.2 CARACTERIZACAO MACROSCOPICA DAS COLONIAS

As colbdnias de M. canis ATCC 32903 e M. gypseum ATCC 14683 (Figura 14),
apresentaram-se semelhantes na caracterizacdo macroscépica. A coloracéo
predominantemente branca e o aspecto cotonoso foram observados em ambas as
colénias, bem como pigmento amarelo e a presenca de pontos marrons no reverso.

Com relacdo a topografia das colénias, as mesmas mostraram-se circulares,
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possuindo o M. gypseum ATCC 14683, bordos bem definidos, enquanto o M. canis

ATCC 32903, apresentou projecdes de filamentos.

Figura 14 — Fotografias do aspecto macroscopico das colénias de M. canis ATCC 32903
e M. gypseum ATCC 14683.
M. canis (A) e M. gypseum (C) com anverso branco e aspecto cotonoso. M.
canis (B) e M. gypseum ATCC 14683 (D) com reverso com pigmentos
amarelo e pontos acastanhados.

As coldnias de T. mentagrophytes ATCC 9533, ATCC 11480 e ATCC 11481

podem ser visualizadas na figura 15.

Figura 15 — Fotografias do aspecto macroscopico das col6nias de T. mentagrophytes ATCC
9533, T. mentagrophytes ATCC 11480 e T. mentagrophytes ATCC 11481,
respectivamente.

Colbnias com anverso branco e aspecto pulvurulento e reverso com pigmento
amarelo e centro mais escuro, correspondentes a T. mentagrophytes ATCC
9533 (A), T. mentagrophytes ATCC 11480 (B) e T. mentagrophytes ATCC 11481

(©).
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As principais caracteristicas macroscopicas das col6énias de T. rubrum CCT
5507 foram o anverso de coloracdo branca e o aspecto cotonoso. No reverso da
coldnia, observou-se a presenca de pigmento vermelho escuro. A andlise da
topografia revelou que a colonia apresentou bordos ondulados, circunscrevendo

uma area central (Figura 16).

Figura 16 — Fotografias do aspecto macroscoépico das colénias de T. rubrum CCT 5507.
(A) Anverso branco e cotonoso; (B) reverso com presenca de pigmento vermelho
escuro.

5.3 CARACTERIZACAO MICROSCOPICA DAS COLONIAS

A analise microscopica de M. canis ATCC 32903 revelou a presenca de hifas
hialinas septadas e sinuosas e, ainda, de macroconidios fusiformes com parede
espessa e extremidades afiladas, divididos por septos transversais, com células em

seu interior. A presenca de microconidios foi pouco evidenciada (Figura 17).
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Figura 17 — Fotografias da microcultura de M. canis ATCC 32903.
(A) M. canis ATCC 32903 apresentando hifas hialinas e septadas,
indicadas pela seta amarela, e macroconidios fusiformes com parede
espessa, indicados pela seta vermelha. A seta preta destaca as células no
interior do macroconidio; (B) microconidios escassos destacados pelo
circulo amarelo. A seta vermelha indica macroconidio. Escala
correspondente a 50 um.

A observacéo de M. gypseum ATCC 14683 revelou a presenca de abundantes
macroconidios em forma de charuto e com células em seu interior. Nao foram

visualizados microconidios (Figura 18).

Figura 18 - Fotografia da microcultura de M. gypseum ATCC 14683.
A seta vermelha destaca o macroconidio fusiforme e a seta verde destaca
a extremidade arredondada do mesmo. A seta preta indica a célula interna
ao macroconidio. Escala correspondente a 50 pm.

A analise microscopica de T. mentagrophytes ATCC 9533, T. mentagrophytes

ATCC 11480 e T. mentagrophytes ATCC 11481 revelou a presenca de
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microconidios abundantes e a organizacdo dos mesmos em cachos para as trés

linhagens (Figura 19).
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Figura 19 — Fotografia da microcultura de T. mentagrophytes ATCC 9533.
A seta vermelha indica o microconidio e a seta preta, a hifa.
Escala correspondente a 50 um.

As laminas provenientes do microcultivo permitiram identificar as
caracteristicas microscopicas de T. rubrum CCT 5507: presenca de microconidios
dispostos ao longo de hifas hialinas e sem ramificacbes e, ainda, a escassez de

macroconidios (Figura 20).

~

Figura 20 — Fotografias do microcultivo e da microcultura de T. rubrum CCT 5507.
(A) Técnica do microcultivo com T. rubrum CCT 5507 e (B) aspecto microscépico
do fungo: a seta vermelha indica o microconidio e a preta, a hifa. Escala
correspondente a 50 pm.
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5.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

5.4.1 Triagem da atividade antifungica

A triagem da atividade antifungica demonstrou a capacidade do 6leo resina de
copaiba em inibir o crescimento das espécies T. mentagrophytes ATCC 11481 e T.

rubrum CCT 5507 (Quadro 5).

Quadro 5 — Suscetibilidade ao 6leo resina de C. lansdorffii de fungos dermatéfitos em
ensaio de triagem.

Linhagem Atividade antifungica do 6leo resina de copaiba
(1000 pg.mL™)
Microsporum canis ATCC 32903 Ausente
Microsporum gypseum ATCC 14683 Ausente
Tricophyton mentagrophytes ATCC 9533 Ausente
Tricophyton mentagrophytes ATCC 11480 Ausente
Tricophyton mentagrophytes ATCC 11481 Presente
Tricophyton rubrum CCT 5507 Presente

5.4.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima e concentragcéo

fungicida minima

A partir dos resultados obtidos no teste preliminar de atividade antifungica,
foram determinadas a CIM e a CFM para o 6leo resina de copaiba frente aos micro-
organismos T. mentagrophytes ATCC 11481 e T. rubrum CCT 5507.

T. mentagrophytes ATCC 11481 apresentou valores iguais de CIM e CFM:
correspondentes a 31,25 pg de B-cariofileno.mL™. Para T. rubrum o valor da CIM foi
igual a 250 pg de B-cariofileno.mL™ e da CFM igual 500 ug de B-cariofileno.mL™.

A CIM e a CFM para os controles negativos (cetoconazol e terbinafina) de
todas as linhagens fungicas empregadas, incluindo aquelas para as quais o 6leo

resina de copaiba ndo apresentou atividade na triagem, foram estabelecidas (Tabela 3).
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Tabela 2 - Suscetibilidade in vitro de fungos dermatoéfitos frente ao 6leo resina de C.
langsdorffii e aos farmacos de referéncia.

Substancia Oleo resina de Cetoconazol Terbinafina
copaiba®
CIM? CFM® CIM? CFM® CIM? CFM®

Micro-organismo (o.mLY)  (ugmL?)  (ug.mL?)  (ugmL?)  (ugmL?)  (ug.mL)

M. canis ATCC 32903 - - 0,25 0,25 0,03 0,03
M. gypseum ATCC
14683 - - 8,01 16,0 0,12 0,12
T. mentagrophytes
grophyt - - 4,01 4,01 0,12 0,12
ATCC 9533
T. mentagrophytes
grophyt - - 2,00 2,00 0,03 0,03
ATCC 11480
T. mentagrophytes
31,25 31,25 0,25 0,25 0,03 0,03
ATCC 11481
T. rubrum CCT 5507 250 500 1,00 4,01 0,06 0,06

“” . Indica auséncia de atividade inibitéria do crescimento; ' resultados expressos em pg de B-

cariofileno por mL™; 2 concentragdo inibitéria minima; > concentragdo fungicida minima.

5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As eletromicrografias obtidas para os fungos T. mentagrophytes ATCC 11481 e
T. rubrum CCT 5507 permitiram a observacéo de diferencas nas estruturas destes
fungos ao comparar-se 0s ndo expostos a qualquer tipo de tratamento aqueles
submetidos ao tratamento com o 6leo resina de copaiba e farmacos de referéncia.

No T. mentagrophytes ATCC 11481, observa-se que as hifas sofreram
alteracdes em sua estrutura tubular, adquirindo aspecto compactado, com hifas
aglomeradas, quando expostas ao 6leo resina de copaiba. No grupo tratado com os
farmacos cetoconazol e terbinafina, as hifas tornaram-se ressequidas e com a

superficie rugosa, além de apresentarem-se como um aglomerado (Figura 21).
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X3,500

Figura 21 - Eletromicrografias de T. mentagrophytes ATCC 11481 submetido a acéo
do 6leo resina de copaiba e farmacos de referéncia.
(A) T. mentagrophytes ndo exposto aos tratamentos propostos: a seta
vermelha indica uma hifa sem alteracbes morfolégicas; T. mentagrophytes
tratado com (B) 6leo resina de copaiba: a seta amarela indica a com
aglomeracédo das hifas; (C) cetoconazol e (D) terbinafina: as setas verdes
indicam o aspecto ressequido e rugoso da hifa. Escala correspondente a 5
pm.

A exposicdo de T. rubrum CCT 5507 ao Oleo resina de copaiba causou
alteracbes semelhantes as identificadas em T. mentagrophytes ATCC 11481. Do
mesmo modo, o fungo exposto aos farmacos de referéncia apresentou-se com
aspecto disforme e ressequido, se comparados ao fungo n&o exposto aos

tratamentos em questao (Figura 22).
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Figura 22 - Eletromicrografias de T. rubrum CCT 5507 submetido a acdo do 6éleo
resina de copaiba e farmacos de referéncia.
(A) T. rubrum ndo exposto aos tratamentos propostos. A seta
vermelha indica uma hifa sem alteracdes morfolégicas; T. rubrum tratado
com (B) 6leo resina de copaiba. A seta amarela indica a compactacao
das estruturas, formando um aglomerado de hifas; (C) cetoconazol. A
seta verde indica 0 aspecto ressequido da hifa e (D) terbinafina. A seta
azul aponta para hifas danificadas que ndo sdo mais visualizadas como
unidades. Escala correspondente a 10 um.
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6. DISCUSSAO

InUmeros estudos ja foram realizados com Oleos provenientes de diferentes
espécies do género Copaifera, a fim de confirmar sua eficacia farmacolégica para
diversas finalidades, bem como estabelecer os riscos de sua utilizacdo indevida
(VEIGA JR. et al., 2007; SACHETTI et al., 2011; ALVES et al., 2012; IZUMI et al.,
2012; PIERI et al., 2012a). De acordo com Leandro e colaboradores (2012), estudos
gue ndo especificam a composicdo quimica nem a espécie da qual o 6leo utilizado é
oriundo, tornam mais dificil a elabora¢do de um padrédo de uso adequado para o 6leo
de copaiba.

A diferenca de composicdo dos 6leos provenientes da mesma espécie pode
ser explicada pela variagcdo sazonal, assim como alteracdes genéticas apresentadas
pela espécie vegetal. As enzimas especializadas no metabolismo secundario das
plantas também sdo apontadas como responsaveis, pois estas teriam uma
propensdo em agir em diversos substratos e, dessa forma, os produtos ficariam
susceptiveis aos tipos e concentracdes dessas moléculas (PAULA et al., 2011).

Diante disso, ainda que com variacbes na quantidade, alguns componentes
podem sempre ser identificados nos 6leos vegetais e servem como identificacdo de
originalidade do produto (SOUZA-MOREIRA et al., 2010). Um exemplo disso € o
acido copdlico, no 6leo resina de copaiba, cuja presenca garante a originalidade da
amostra (VEIGA JR.; PATITUCCI; PINTO, 1997; VEIGA JR.; PINTO, 2002).

De acordo com Bakkali e colaboradores (2008), para um componente ser
considerado majoritario, este deve apresentar-se em quantidade entre 20 e 70% dos
constituintes totais. Para os mesmos autores, geralmente € este componente o

responsavel pela atividade farmacoldgica do 6leo.
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Tais achados estdo de acordo com os resultados obtidos na analise por CG-AR
do oleo utilizado neste estudo: presenca de &cido copdlico, que garante a sua
originalidade, e [-cariofileno, equivalente a 31,4% dos constituintes totais
(componente majoritario e marcador quimico dos 6leos oriundos de C. langsdorffii).

Algumas substancias presentes no O6leo resina de copaiba, como &cido
caurenoico, B-cariofileno e y-muuroleno, ja foram relacionados com atividade anti-
inflamatdria e antimicrobiana de diferentes 6leos essenciais e resinosos (VEIGA JR.;
PINTO, 2002; VIEIRA; TAKAHASHI; BOAVENTURA, 2002; PAIVA et al., 2004;
VEIGA JR.; PINTO; MACIEL, 2005; SANTOS et al., 2010; CARVALHO et al., 2011).
Tais constituintes corresponderam a 48,1% da composicédo total do 6leo resina
utilizado.

Considerando especificamente a atividade antimicrobiana, substancias obtidas
a partir de espécies vegetais sao importantes fontes de novas formas de inibicdo ou
combate de patdgenos que adquirem resisténcia aos antimicrobianos disponiveis
(GONCALVES et al.,, 2011). Corroborando essa informacdo, [-cariofileno foi
descrito como substancia com atividade antimicrobiana e antifungica por Grujic-
Jovanovic e colaboradores (2004). No entanto, essa atividade antifungica era
atribuida apenas ao 6xido de cariofileno, supondo-se que este era um antifungico
superior ao hidrocarboneto (3-cariofileno. Porém, essa atividade superior devia-se
apenas a sua maior solubilidade em meio aquoso proprio dos ensaios de CIM
(BLOISE, 2003; GOREN et al., 2011). Contudo, de acordo com Grujic-Jovanovic e
colaboradores (2004), a forma de terpendide ndo oxigenado € um antimicrobiano
ainda mais potente que o 6xido de cariofileno, e correspondente a 31,4% da

composicao total do 6leo empregado neste estudo. Esses autores descreveram
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ainda que, para manter a atividade do componente 3-cariofileno, basta que o mesmo
seja adequadamente solubilizado.

O conhecimento acerca da atividade farmacolégica dos componentes isolados
de um 6leo podem direcionar os estudos realizados com o0 mesmo. Deste modo, a
busca pela atividade de tais componentes baseia-se na suposi¢céo de que as plantas
possuem certos constituintes responsaveis por sua atividade (SOUZA-MOREIRA et
al., 2010). Segundo Dal Pozzo e coloboradores (2011), o composto
farmacologicamente ativo em um 6leo € aquele que aparece em maior quantidade,
ou seja, que pode ser chamado de majoritario. Para Souza-Moreira e colaboradores
(2010), a determinacdo da atividade farmacologica do componente majoritario
poderia ser util, uma vez que, o emprego de uma substancia isolada substituiria 0
uso da planta na sua totalidade e permitiria assim, doseamentos precisos e
determinacao das variacdes de bioatividade.

Contudo, deve-se lembrar que a atividade farmacolégica de uma planta
medicinal pode ocorrer devido ao sinergismo entre seus constituintes. Por isso,
algumas vezes, ao se isolar certos componentes considerados ativos, ao invés de se
obter uma resposta farmacoldgica mais potente ou mais facil de ser controlada,
surgem efeitos toxicos ou inatividade e ainda, compostos de solubilidade limitada
(LIANG et al., 2004; SPRINGFIELD; EAGLES; SCOTT, 2005).

Cabe ressaltar que, neste estudo, a concentracdo das solucfes do 6leo resina
de copaiba foram expressas com base no composto majoritario 3-cariofileno apenas
como forma de se estabelecer um parametro para padronizacdo das mesmas. Pois,
de acordo com Tappin (2004), o 6leo de copaiba, provavelmente, representa um

caso onde o perfil quimico total, assim como as caracterizacbes dos componentes
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presentes sdo mais importantes do que apenas uma substancia isolada na
determinacao de suas atividades farmacologicas.

Em relacdo as linhagens flungicas, assim como relatado por Copeto (2010),
Murray, Rosentahal e Pfaller (2006), Pereira (2009) e Sidrim e Rocha (2004), foi
possivel evidenciar, por meio do microcultivo em &gar batata, as principais
caracteristicas morfolégicas das coldnias fungicas trabalhadas. Além disso, tais
analises tém valor no que diz respeito a identificacdo de contamina¢des nas coldnias
por outros fungos, principalmente, anemofilos e, ainda, se existe no ambiente algum
fator interferente no crescimento fungico (calor e umidade em excesso, substancias
inibidoras do crescimento, etc).

Com relagéo aos testes de atividade antimicrobiana, Araujo e colaboradores
(2009) ressaltam que a determinacéo da susceptibilidade in vitro mostra-se util para
prever a capacidade de uma substancia na erradicacdo de um micro-organismo.
Deste modo, a realizacédo do teste de CIM apresenta boa correlacéo entre os dados
in vitro e o resultado clinico final. No presente estudo, o 6leo resina C. langsdorffii
apresentou atividade antifungica in vitro, do tipo fungicida contra as espécies T.
mentagrophytes ATCC 11481 e T. rubrum CCT 5507.

Para T. mentagrophytes (ATCC 11481) a CIM do Oleo resina de copaiba foi
igual & CFM, ambas iguais a 31,25 pg de B-cariofileno.mL™. Para T. rubrum a CIM
do Oleo teve atividade fungistatica e a CFM foi o dobro desta, equivalentes,
respectivamente, a 250 e 500 pg de B-cariofileno.mL™.

Santos e colaboradores (2008) propuseram uma classificacdo para a atividade
antimicrobiana das substancias conforme os valores de CIM encontrados. Assim,
substancias que apresentassem CIM menores ou iguais a 100 pug.mL™ poderiam ser

consideradas como fortes inibidores; substancias com CIM entre 100 e 500 ug.mL™,
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como inibidores moderados; substancias com CIM entre 500 e 1.000 ug.mL™,
inibidores fracos e com CIM superior a 1.000 ug.mL™, inativas. Com base nesta
classificacdo e sabendo-se que a concentracdo do 6leo resina de C. langsdorffii
(expressa em pg.mL™ do 6leo resina (vide pag. 59)) que demonstrou atividade
antifingica para T. mentagrophytes ATCC 11481 foi igual a 170 pyg.mL™, ele pode
ser classificado como inibidor moderado do crescimento fungico desta espécie. Para
T. rubrum CCT 5507, a CIM do 6leo resina de copaiba foi igual a 1.360 pg.mL™,
sendo classificado, portanto, como inativo frente a esta espécie.

Em contrapartida, resultados de atividade antifungica do Oleo resina de C.
langsdorffii obtidos por Santos e colaboradores (2008) mostraram que o 6leo era
ativo apenas contra T. rubrum. Em tal estudo, das diferentes espécies de copaiba
gue tiveram seus Oleos resinas testados, nenhum mostrou-se ativo frente a
linhagens de T. mentagrophytes ATCC 4481 e M. gypseum ATCC 14683.

Essa variabilidade nos valores de CIM para o género Tricophyton spp pode
estar relacionada as variedades de cada espécie como, por exemplo, o fato de
espécies zoofilicas responderem melhor ao tratamento que as antropofilicas.
Contudo, outras caracteristicas inerentes ao fungo também devem ser investigadas
a fim de esclarecer o que os fazem ter respostas diferentes frente aos mesmos
agentes antifungicos (ALMEIDA et al., 2009). Neste estudo, o 6leo resina de copaiba
apresentou atividade antifangica frente a uma linhagem de T. mentagrophytes de
origem antropofilica, mais dificil de ser inibida pelas substancias disponiveis.

As informacdes obtidas por Almeida e colaboradores (2009) vao ao encontro
do exposto sobre T. mentagrophytes. Tais autores encontraram grande variacdo das
CIM's relativas as quatro drogas analisadas, incluindo o cetoconazol e a terbinafina,

frente as espécies de Trichophyton spp e M. canis (exceto frente a terbinafina),
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provenientes de isolados clinicos. Entre as 35 amostras de T. mentagrophytes,
apesar da grande variagdo quanto a suscetibilidade aos antifungicos, a tendéncia de
resposta foi para CIMs intermediarias (entre 1 e 2 pg.mL™). No entanto, oito
amostras foram inibidas apenas pela CIM mais alta (16 ug.mL™) de itraconazol, e
outras quatro exibiram esse comportamento para as demais drogas (cetoconazol,
terbinafina e fluconazol), sugerindo serem resistentes a todos os antifUngicos
testados. Isto posto, é justificaAvel que o éleo resina de copaiba tenha apresentado
acdo antifingica apenas frente a uma das trés linhagens de T. mentagrophytes
testadas no presente estudo.

Os resultados de atividade antifungica do oOleo resina de copaiba
encontrados no presente estudo somam-se aos achados sobre a atividade
farmacologica do género Copaifera spp. de outros pesquisadores. Deus, Alves e
Arruda (2011) identificaram a atividade do oOleo resina de C. multijjuga contra o
fungo filamentoso Aspergillus flavus e a levedura Candida parapsilosis; Santos
e colaboradores (2010) encontraram atividade moderada dos Oleos de C.
paupera e C. lucens contra T. rubrum e M. canis, dentre outros (SANTOS et al.,
2008).

Muitas outras espécies vegetais apresentam oO6leos com atividades
farmacologicas  relevantes, destacando-se  aqueles com  atividade
antimicrobiana. Dentre varios exemplos, cabe ressaltar a atividade antibacteriana
do oOleo esséncia de Cymbopogon citratus, basicamente constituido de citral (70 a
85% v/v), tem sido relatada contra frente a varios patogenos (CIMANGA et al.,
2002). Ao Oleo essencial de Mentha piperita atribuiu-se atividade antibacteriana,
antiviral e antifungica, sendo estas associada, principalmente, aos compostos

majoritarios mentol, mentona, acetato de metila, iso-mentona (SINGH et al., 2011). O
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0leo essencial de Origanum majorana é rico em compostos bioativos como terpinen-
4-ol, sabineno, acetato de linalol,y-terpineno e linalol que exibem atividade
antibacteriana elevada e amplo espectro de acao (SELLAMI et al., 2009). Em adic&o
0 género Ocimum basilicum é conhecido por possuir uma gama de atividades
biolégicas, tais como repelente de insetos, inibidora de nematdides, antibacteriana,
antifingica e atividades antioxidantes (LEE et al., 2005).

Uma vez que a constituicdo dos 6leos de copaiba variam entre espécies e,
até mesmo dentro da mesma espécie (dependendo de fatores externos como
clima, solo, idade da arvore, etc), estdo sujeitos a apresentarem espectros de
acao e poténcia de determinada atividade farmacologica distintas.

Os valores de CIM e CFM para cetoconazol e terbinafina para T.
mentagrophytes ATCC 11481 e T. rubrum CCT 5507 foram menores que aqueles
obtidos para o 6leo resina de copaiba em ambos os casos. Nao existe, no entanto,
um consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para produtos naturais quando
comparados com farmacos padrdes (ALIGIANIS et al., 2001).

Como ambos os farmacos mostraram-se ativos contra as demais espécies
fungicas para as quais o Oleo testado ndo mostrou atividade, confirmaram sua
eficacia como controles positivos dos ensaios de atividade antifungica realizados.

Para Almeida e colaboradores (2009), uma dosagem de cetoconazol de até 2
ug.mL™* é mediana (entre baixa e alta dose) e capaz de inibir o crescimento de boa
parte das espécies fungicas. Considerando este parametro e comparando-o com 0S
valores de CIM estabelecidos para o cetoconazol neste estudo, é possivel inferir que
M. gypseum ATCC 14683 e T. mentagrophytes ATCC 9533 sdo espécies que
necessitaram de uma dose maior que 2 ug.mL™, portanto alta, para terem seu

crescimento inibido. Essa informacdo pode ajudar a explicar porque o Oleo resina de
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copaiba ndo inibiu o crescimento das espécies em questdo, visto que poderiam
necessitar de doses mais elevadas do 6leo para a manifestagdo de um efeito
fungicida ou fungistatico.

A terbinafina, considerada como um antifungico de alta poténcia, é capaz de
exercer sua atividade fungicida em baixas dosagens. A CIM deste farmaco
determinada para M. canis ATCC 32903, M. gypseum ATCC 14683, T.
mentagrophytes ATCC 9533, ATCC 11480 e ATCC 11481 e T. rubrum CCT 5507
apresentaram-se de acordo com os obtidos em outros estudos (BARROS; HANDAM,
2005; ARAUJO et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2008; ALMEIDA et al., 2009).

Darkes, Scott e Goa (2003) descreveram a terbinafina como um dos
antifingicos mais recomendados para o tratamento das dermatofitoses, sobretudo
de onicomicoses. No entanto, alguns casos de dermatofitos (T. rubrum,
principalmente) resistentes a terbinafina foram relatados. Isso justifica a busca por
agentes antifungicos alternativos, tal como o 6leo resina de copaiba e outras plantas
medicinais ou derivados das mesmas (MUKHERJHEE et al., 2003).

A comparacao das micrografias dos fungos T. mentagrophytes ATCC 11481 e
T. rubrum tratados com Oleo resina de copaiba com as amostras que néo receberam
tratamento e com as amostras que foram tratadas com cetoconazol e com
terbinafina, revelou alteracdes na superficies das hifas. O 6leo resina de copaiba
promoveu O entumescimento e a compactagdo das estruturas, enquanto o0s
farmacos tornaram as hifas ressequidas e com aspecto rugoso.

O cetoconazol e a terbinafina, por inibicdo de diferentes enzimas envolvidas na
sintese de ergosterol, causam alteracdo na funcéo da célula fungica e alteram as
propriedades da membrana celular. Isso resulta em alteracdes na permeabilidade,

crescimento, acumulo de metabdlitos téxicos e morte ou paralisacdo do crescimento
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fangico (BENNET, 2003; MA et al., 2003; MURRAY; CATALAN; MONTEJO, 2006;
ROSENTHAL; PFALLER, 2006). Algumas destas alteragfes, provavelmente, foram
as responsaveis pela perda de formato das hifas, visualizadas como uma massa
compacta nas eletromicrografias.

A alteracdo manifestada pelos fungos tratados com o 6leo resina de copaiba
sugeriram uma alteracdo na permeabilidade das células, dando as hifas um aspecto
intumescido e compactado. Alteracdes deste tipo sdo sugestivas de comprometerem
a viabilidade do fungo e seu desenvolvimento. A concentragdo do Oleo resina de
copaiba e dos farmacos, utilizadas para tratar as amostras encaminhadas para o
MEYV, foram 5 vezes maior que a CFM obtidas para cada espécie. A finalidade desse
ajuste na concentracdo foi garantir a atividade antifingica do 6leo e dos controles
positivos, pois o fragmento utilizado para analise em questéo carregava consigo uma
guantidade relativamente grande de células viaveis. Isso ocorre porque nao é
possivel padronizar um intervalo para a quantidade de esporos, do modo como é
feito e padronizado no ensaio de CIM.

Devido ao fato de o 6leo de copaiba ter sido classificado como um agente
facilitador de permeabilidade cutanea (OLIVEIRA et al., 2010), pode-se inferir que,
mesmo diante as diferencas estruturais apresentadas pela célula fungica, essa
caracteristica pode ter auxiliado na acédo antifungica do mesmo. Tal caracteristica
deve ser considerada para o desenvolvimento de novos farmacos, pois o 6leo pode
aumentar tanto a permeabilidade da pele para seus proprios ativos, bem como pode
atuar como carreador de outros farmacos, o que seria Util, por exemplo, no
tratamento de onicomicoses.

Além disso, os 6leos resinas de diferentes espécies de Copaifera spp. sao

descritos como anti-inflamatérios (LEANDRO et al., 2012) e o estudo de Vieira e
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colaboradores (2008) identificou que processos cicatrizantes séo prejudicados com o
uso de 6leo resina de C. langsdorffii. Desta forma, futuros ensaios in vivo séo
necessarios para determinar se tais caracteristicas interferem no processo de cura
da lesdo dermatofitica.

Por fim, o conhecimento da atividade farmacoldgica, em especial
antimicrobiana, da copaiba vem sendo consolidado a cada novo estudo realizado
com a mesma. Certamente, o estudo das plantas medicinais propiciard um impulso,
tanto direto como indireto, para a melhoria nas condi¢cdes de vida de populacdes de
paises em desenvolvimento, considerando-se a importancia das mesmas, nao
apenas como recurso terapéutico, mas também como fonte de recursos

econdmicos.
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7. CONCLUSAO

O perfil quimico do 6leo resina de copaiba obtido por CG-AR apresentou 14
constituintes principais. Foi confirmada a presenca de acido copalico, sugerido
como possivel marcador quimico deste oOleo, e determinado o B-cariofileno como
componente majoritario (31,4%) do mesmo.

O dleo resina de C. langsdorffii demonstrou atividade antifingica fungicida
frente as espécies de fungos dermatéfitos T. mentagrophytes ATCC 11481 e T.
rubrum CCT 5507. Para T. mentagrophytes (ATCC 11481) a CIM do 6leo resina de
copaiba foi igual & CFM, ambas iguais a 31,25 pg de B-cariofileno. mL™. Para T.
rubrum CCT 5507 a CIM do oleo teve atividade fungistatica e a CFM foi o dobro
desta, equivalentes, respectivamente, a 250 e 500 pg.mL™ de B-cariofileno.

As eletromicrografias dos fungos ndo expostos a tratamentos e tratados com
Oleo resina de copaiba, cetoconazol e terbinafina sugeriram alteracdées na estrutura
das hifas, principalmente.

Frente a potencial atividade fungicida in vitro apresentada pelo 6leo resina de
copaiba, sugere-se que estudos in vivo sejam realizados, a fim de confirmar sua

utilidade como alternativa no tratamento antifingico.
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