UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGIAS

CESAR AUGUSTO CANESCHI

POTENCIAL ANTIFUNGICO DO OLEO ESSENCIAL DE

Baccharis trimera Less (D.C.)

Juiz de Fora
2013



CESAR AUGUSTO CANESCHI

POTENCIAL ANTIFUNGICO DO OLEO ESSENCIAL DE

Baccharis trimera Less (D.C.)

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas: area de
concentragdo: Genética e Biotecnologia, da
Universidade Federal de Juiz de Fora, como
requisito parcial para obtencdo do grau de

Mestre.

Orientadora: Prof2. Dr2. Nadia Rezende Barbosa Raposo

Juiz de Fora
2013



Ficha catalografica elaborada através do Programa de geragdo
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Caneschi, César |

Potencial antifiingice do &leo essencial de Baccharis
trimeraz Less (D.C.) / César Augusto Caneschi. -- 2013

i

rgidade Fedarsl de

[ Y

M A

ntas medicinsis.

ITI. Titule.




FOLHA DE APROVACAO

POTENCIAL ANTIFUNGICO DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis

trimera Less (D.C.)

CESAR AUGUSTO CANESCHI

Dissertacdo de Mestrado submetida a banca
examinadora do Curso de Pds-Graduagcdo em
Ciéncias Bioldgicas — Area: Genética e
Biotecnologia, da Universidade Federal de Juiz
de Fora, como parte dos requisitos necessarios
para obtencéo do Titulo de Mestre em Ciéncias

Bioldgicas.

Aprovada em: I

Banca examinadora:

Profa. Dr2. Nadia Rezende Barbosa Raposo
Universidade Federal de Juiz de Fora
(Orientadora)

Profa. Dra. Pamela Souza Silva

Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude de Juiz de Fora

Prof. Dr. Murilo Gomes Oliveira

Universidade Federal de Juiz de Fora



DEDICATORIA

“Dedico esta Dissertacdo a minha familia, em especial ao meu pai Sebastido
de Paulo Caneschi e minha mée Maria Luiza Caneschi por terem me concedido

a oportunidade de realizar o mestrado”.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela forca e coragem para nunca desistir dos desafios.

Agradeco aos meus pais por todo carinho, paciéncia, estimulo,
educacao e suporte para que eu pudesse chegar a mais esta etapa.

Agradeco ao meu pai Sebastido que me ensinou desde sempre a
acreditar e buscar meus sonhos, meus objetivos, aonde quer que estejam, com
verdade, persisténcia e ética. Agradecer a Maria Luiza, minha mae, é lembrar
de todo o amor possivel, dedicagdo e carinho, que me proporciona para seguir
em frente.

Agradeco a meu irmdo Dr. Fernando que sempre foi fonte de inspiracéao
na minha vida académica.

Agradeco a minha orientadora, professora Dr® Nadia, por ter me aceito
como mestrando e possibilitado meu ingresso nesta jornada. Obrigado pela
paciéncia e transmissao de seu grande conhecimento.

Agradeco ao Rafael que iniciou todo este trabalho.

Aos amigos que me auxiliam continuamente nos trabalhos, em especial
a Fran, parceira de bancada.

A Dani e Edilene que me auxiliaram direta e indiretamente na realizacéo
das analises.

Aos amigos do NIQUA.

Ao Professor Jodo Picinini que sempre me apoiou, incentivou e confiou
em meu trabalho.

A Professora Beth, pelos momentos divertidos e pelo apoio e incentivo.

A FIOCRUZ e Fundagdo André Tosello que nos cedeu as linhagens
fungicas.

A CAPES pelo financiamento de minha bolsa de estudos.

Enfim, a todos que me ajudaram e torceram pelo sucesso deste trabalho

€ por este momento.



Vi

“Ndo importa onde vocé parou... em que momento da vida vocé
cansou...

O que importa é que sempre é possivel e necessdario recomecar.
Recomecar é dar uma nova chance a si mesmo...

T venovar as esperancas na vida e, o mais importante...
Acreditar em vocé de novo. Se desejarmos fortemente o melhor e...
Principalmente, (utarmos pelo melhor...

O melhor vai se instalar em nossa vida.

Porque sou do tamanho daquilo que vejo. E ndo do tamanho da
minha altura.”

Carlos Drummond de Andrade



Vil

RESUMO

As dermatofitoses séo infec¢des fuangicas que acometem o ser humano e 0s
animais. Sao causadas principalmente por fungos filamentosos dermatdfitos,
cuja presenca provoca alteracbes nos tecidos queratinizados. O tratamento
destas doencas é longo e recidivas sao frequentes. Isto posto, os objetivos
deste trabalho foram identificar os componentes do 6leo essencial de Baccharis
trimera Less (D.C.) e investigar in vitro seu potencial antifingico frente a seis
linhagens: Trichophyton rubrum CCT 5507 URM 1666, Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9533, Trichophyton mentagrophytes ATCC 11481 e
Trichophyton mentagrophytes ATCC 11480, Microsporum gypseum ATCC
14683 e Microsporum canis ATCC 32903. Foi realizada a analise da
composi¢cdo quimica do Oleo essencial por cromatografia gasosa (CG) e os
ensaios antifUngicos por meio da triagem microbiologica, da determinacédo das
concentragfes inibitéria  minima (CIM) e fungicida minima (CFM). Foi
empregada a microscopia eletrébnica de varredura (MEV) a fim de avaliar as
alteracdes morfologicas nas linhagens fangicas de interesse submetidas aos
tratamentos propostos. Os resultados cromatogréficos demonstraram a
presenca de vinte constituintes, sendo o B-pineno (23,4%) o majoritario. Os
valores da CIM para o 6leo essencial de B. trimera foram de 0,03 a 125 pg.mL™
para cinco linhagens de fungos filamentosos avaliados com destaque para sua
acao frente a linhagem de T. rubrum CCT 5507 URM 1666 que teve seu
crescimento inibido na menor concentracdo. Para o T. mentagrophytes ATCC
11481 a CIM foi = 1.000 pg.mL™. A acéo deste dleo essencial foi considerada
fungicida apos realizacdo da CFM que ficou na faixa de 0,06 a 125 pug.mL™.
Através das eletromicrografias foi possivel evidenciar alteragdes morfologicas
nas estruturas fangicas das cinco espécies submetidas a acdo do 6leo
essencial de B. trimera. Os resultados apresentados neste trabalho permitem
atribuir ao Oleo essencial de carqueja acdo antifungica frente a fungos
filamentosos dermatdfitos, o que pode representar uma nova alternativa para o
tratamento de dermatofitoses.

Palavras-chave: Dermatofitos, Baccharis, microscopia eletrénica de varredura,

plantas medicinais
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ABSTRACT

Dermatophytoses are fungal infections that affect humans and animals. These
are mainly caused by filamentous fungi dermatophytes, whose presence
causes changes in keratinized tissues. The treatment of this illness is long, and
recurrences are frequently detected. In this context, the purpose of the present
work was to identify the components of the essential oil of Baccharis trimera
Less (DC) and to investigate their in vitro antifungal activity against six strains:
Trichophyton rubrum CCT 5507 URM 1666, Trichophyton mentagrophytes
ATCC 9533, Trichophyton mentagrophytes ATCC 11481 e Trichophyton
mentagrophytes ATCC 11480, Microsporum gypseum ATCC 14683 e
Microsporum canis ATCC 32903. The chemical composition of the oil was
subjected to analysis by gas chromatography (GC) and the antifungal assay by
microbial screening, determining its minimum inhibitory concentrations (MIC)
and minimum fungicidal concentration (MFC). Scanning electron microscopy
(SEM) was used to investigate morphological changes in the strains of interest
submitted to the treatments. The chromatography results demonstrated the
presence of twenty compounds, with B-pinene being responsible for the majority
(23.4%) of its constitution. The MIC values for the essential oil of B. trimera
were 0.03 to 125 pg.mL™* for five strains of filamentous fungi evaluated
highlighting on the strain of action against T. rubrum CCT 5507 URM 1666 that
had their growth inhibited at lower concentrations. For T. mentagrophytes ATCC
11481 the MIC was = 1,000 pg.mL™. The oil was considered to have fungicide
potential after completion of CFM which was in the range from 0.06 to
125 pg.mL™. Through the images of scaning electron microscopy it was
possible to verify the morphological changes in the structures of the five fungal
species subjected to the action of the essential oil of B. trimera. The results
presented in this work allows us to assign the essential oil of carqueja as having
antifungal activity against filamentous fungi dermatophytes, which may
represent a new alternative for the treatment of dermatophytoses.

Keywords: Dermatophytes, Baccharis, microscopy electron of scaning,
medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

Entre as infecgBes fungicas que acometem o ser humano e 0s animais
temos as dermatofitoses. Trata-se de infec¢des flngicas superficiais que
afetam tecidos queratinizados como unhas, pele e pelos, sendo causada por
fungos dermatofitos pertencentes aos géneros Tricophyton spp, Microsporum
spp e Epidermophyton spp (SEKER, DOGAN, 2011; WISSELINK; ZANTEN;
KOOISTRA-SMID, 2011). S&o considerados a principal causa de micoses
superficiais, sendo um problema de saude publica, sendo a causa frequente de
visita ao dermatologista (KHOSRAVI et al., 2013; PELEGRINI et al., 2009).

Nos ultimos anos, a incidéncia de dermatofitoses apresentou
crescimento significativo, principalmente entre individuos com sistema
imunologico deprimidos, criancas e idosos (KHOSRAVI et al., 2013). Estudos
nesta area tém mostrado que o aumento desta incidéncia tem inUmeras causas
como populacdo susceptivel, aspectos sociais e culturais associados ao
esporte, ao uso de calcados com pouca ventilacdo, "a utilizacdo de piscinas
publicas e contato com animais portadores dos agentes infecciosos (ALONSO,
GIJON e PEREZ, 2010; FRAKI et al., 1997; GABURRI, 2007; WELSH, VERA-
CABRERA e WELSH, 2010).

Os dermatdéfitos também acometem animais domésticos em um
percentual de 7 a 40% das dermatopatias em cées e de 9 a 54,8% em gatos.
Podem afetar ainda coelhos, aves e animais de grande porte, como equinos e
bovinos (FRANCO, 2012).

O tratamento disponivel para as dermatofitoses proporciona diversos
problemas relacionados a sua toxicidade, reduzida eficacia e penetracdo e
inumeros casos de recidivas (KHOSRAVI et al., 2013).

Com o objetivo de superar tal problema, inGmeras pesquisas vém
sendo desenvolvidas em busca de novos produtos com acgéo antifingica.
Dessa forma, pesquisadores tém se engajado em estudos com plantas
medicinais, levando em consideragdo aspectos botanicos, etnofarmacolégicos,
constituintes quimicos e atividade biolégica, uma vez que sao consideradas

uma fonte de novos compostos com grande potencial farmacolégico.
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Entre as inUmeras espécies vegetais a Baccharis trimera Less (D.C.)
foi escolhida para a realizacdo do estudo por se enquadrar entre um grupo de
plantas originaria da América do Sul, possivelmente no Brasil, apresentar facil
cultivo em solos pobres em nutrientes e por apresentar reduzidos estudos
cientificos a respeito da atividade antifungica do seu 6leo essencial frente a

fungos filamentosos, atribuindo ao trabalho caracteristicas inéditas.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar o potencial antifungico in vitro do 6leo essencial de Baccharis

trimera Less (D.C.) contra linhagens dos de fungos filamentosos dermatéfitos.

2.2 ESPECIFICOS

Caracterizar o 6leo essencial de Baccharis trimera Less (D.C.) por
cromatografia gasosa (CG).

Realizar teste preliminar do poder antifungico do éleo essencial de
Baccharis trimera.

Determinar a concentracdo inibitéria minima e concentracéo fungicida
minima do 6leo essencial de Baccharis trimera.

Avaliar ao microscoépio eletrénico de varredura as alteracdes marcantes
nas estruturas morfolégicas das principais linhagens de fungos filamentosos
dermatofitos envolvidas neste estudo proporcionadas pelo 6leo essencial de B.

trimera e compara-las com as produzidas pelos os farmacos de referéncia.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 BIOLOGIA DOS FUNGOS

3.1.1 Morfologia e constituintes quimicos

Os fungos pertencem a um grupo diversificado de organismos que
ocupam muitos nichos no ambiente, em geral sdo de vida livre e abundantes na
natureza. S&o eucariontes, saprobios, simbiontes, comensais ou parasitas
(ESTEVES, CABRITA e NOBRE, 1990; LACAZ, PORTO e MARTINS, 1984;
MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006; SIDRIM e ROCHA, 2004).

Apresentam melhor crescimento em pH em torno de 6,0. Ndo sé&o
muito exigentes quanto a temperatura, mas a maioria desenvolve-se melhor
entre 25 a 30°C em ambiente Umido (OLIVEIRA, 1999; SIDRIM e ROCHA,
2004).

Os fungos sao croméparos, quando os pigmentos por eles produzidos
se difundem no meio de cultura microbiolégica. Cromoforos, quando os
pigmentos permanecem no micélio e nos esporos. As culturas apresentam-se
com variadas coloracdes: negra, vermelha, amarela, branca, acastanhada,
verde, entre outras tonalidades (ESTEVES, CABRITA e NOBRE, 1990;
LARONE, 1995; OLIVEIRA, 1999).

Desprovidos de clorofila, restam duas alternativas aos fungos: o
saprofitismo ou o parasitismo. Séo, portanto, heterotroficos, ao contrario das
algas e das plantas, seres clorofilados e autotréficos. Retiram o carbono (C) de
que necessitam dos compostos organicos vivos ou mortos, das proteinas, dos
carboidratos, dos lipidios e dos alcoois. Retiram o nitrogénio (N) de nitratos, de
sais de amonio, de acidos aminados, de uréia, da peptona e do acido glutamico
(KAVANAGH, 2005; OLIVEIRA, 1999).

Em relagdo ao oxigénio, os fungos sdo em sua maioria aerobios,
podendo desenvolver-se em anaerobiose, sob certas condigbes. Outros

elementos quimicos fundamentais sao: potassio (K); magnésio (Mg); ferro (Fe);
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cobre (Cu); fosforo (P); zinco (Zn); enxofre (S) e calcio (Ca) (KAVANAGH,
2005; OLIVEIRA, 1999).

O P ¢é fundamental para a biossintese de acidos nucléicos,
fosfolipidios, ATP e glicofosfatos. Por outro lado, alguns minerais como prata
(AQg), arsénio (As), bario (Ba), césio (Cs), cadmio (Cd), mercurio (Hg), litio (Li) e
chumbo (Pb) séo téxicos por afetarem o crescimento de fungos em
concentracdes superiores a 100 M (KAVANAGH, 2005).

Apresentam como principais estruturas celulares: parede celular de
quitina, plasmalema (composta de glicoproteinas, fosfolipidios e ergosterol),
mitocondrias, reticulo endoplasmaético, microfibrilas, macro e microvesiculas e
ndcleo. Sao heterotroficos e bioquimicamente versateis, produzindo
metabdlitos primarios e secundarios e sao divididos em filamentosos e
leveduriformes, podendo existir espécies dimorficas (SIDRIM e ROCHA, 2004).

A parede celular representa um exoesqueleto dinamicamente formado
protegendo os protoplastos do ambiente externo, além de definir o crescimento
celular. E composta por elementos microfibrilares insoltveis em agua, quitina e
glucanos, mergulhados em matriz amorfa, constituida de polissacarideos
soluveis em agua. Em fungos filamentosos a parede celular esta intimamente
ligada ao processo de crescimento apical (KAVANAGH, 2005; SIDRIM e
ROCHA, 2004).

Os lipidios sdo empregados pelos fungos como fonte de reserva de
carbono. A classe de lipidios alifaticos previne a desidratacéo dos esporos e a
protecdo contra temperaturas extremas. Ja os derivados isoprendis sao
substancias que intervém no metabolismo secundario, na constituicdo da
membrana, no crescimento e na reproducdo sexuada. Ha também a presenca
do esterol ergosterol, um dos principais componentes da membrana celular
fungica exercendo papel semelhante ao do colesterol nas células animais
(SANTOS, 2009; SIDRIM e ROCHA 2004).

O componente da membrana celular do envelope da célula fungica é
composto por uma bicamada fosfolipidica interligada com proteinas globulares,
constituindo o mosaico fluido, que dita a entrada de nutrientes e a saida de
metabolitos além de representar uma barreira seletiva para sua translocacao.
Em algumas espécies é possivel encontrar melanina na parede celular,

conferindo resisténcia aos raios ultravioleta (KAVANAGH, 2005).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_celular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Colesterol
http://pt.wikipedia.org/wiki/Animal
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No citoplasma ainda podemos encontrar estruturas como reticulo
endoplasmatico, aparelho de Golgi, mitocondrias, vacuolos, ribossomos e
microfilamentos associados aos microtibulos, o0s quais compdem o
citoesqueleto fangico. O ndcleo apresenta tamanho reduzido quando
comparado a outras células eucariotas, assim como menor quantidade de
DNA, o qual pode ser encontrado ainda em mitocondrias e plasmideos
dispersos pelo citoplasma (SIDRIM e ROCHA, 2004).

Todas as espécies fungicas se reproduzem por processos assexuados, e
a maioria pode se reproduzir por mecanismos sexuados (SIDRIM e ROCHA,
2004).

3.1.2 Caracteristicas primarias dos fungos

Por meio da observagcdo microscopica das diversas espécies de fungos
podemos encontrar seres unicelulares como as leveduras a formas complexas
chamada de filamentos, ou ainda seres dimorficos. A forma filamentosa é
constituida de estruturas tubulares denominadas hifas e o conjunto destas
compde o micélio (SIDRIM e ROCHA, 2004).

O grupo dimorfico pode ser encontrado na forma leveduriforme, quando
exposto a temperatura entre 37 — 39°C e filamentosa na temperatura ambiente
(25 — 28°C) (SIDRIM e ROCHA, 2004).

As hifas sdo estruturas ramificadas, pluricelulares. Os septos servem
para compartimentar as hifas, mas s&o tipicamente perfurados, permitindo
assim, passagem e comunicacédo de citoplasma ou mesmo protoplasma entre
0S compartimentos por meio dos poros. No entanto, os poros dos septos
podem ser bloqueados por estruturas denominadas Woronin, que isolam a
estrutura lesada do resto do filamento fungico, preservando a integridade do
micélio (KAVANAGH, 2005; MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006;
SIDRIM e ROCHA, 2004).

Com o crescimento das hifas h& formacgéo da coldnia fungica que pode
ser visualizada a olho nu. Sdo constituidas por quatro zonas concéntricas
(Figura 1). A regido mais periférica apresenta ramificacbes monopodiais,
simpodiais e dicotbmicas. Caminhando para o centro da col6nia temos a regiédo

de crescimento da biomassa que circunda a zona de frutificacdo, onde &
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possivel encontrar as estruturas de reproducdo. A regido central € a mais
velha, onde o crescimento fungico est4d muito reduzido e estd em fase de
declinio (SIDRIM e ROCHA, 2004).

Figura 1: Aspecto de uma macrocoldnia fungica.
A. zona periférica; B. zona de crescimento; C. zona de frutificacdo; D. zona central.
Fonte: Unido Brasiliense de Educagéo e Cultura (2011).

3.1.3 Caracteristicas secundarias dos fungos

As caracteristicas secundarias sdo estruturas, caracteristicas
marcantes, pontos chave para a diferenciacdo e identificacdo de uma espécie
fungica. Entre elas estdo a micromorfologia, padrdo enzimatico e necessidades
nutricionais (LACAZ, PORTO e MARTINS, 1984; SIDRIM e ROCHA, 2004).

Entre os fungos filamentosos as estruturas de identificagdo séo
conhecidas como estruturas de frutificacdo e de ornamentacdo. As primeiras
sdo responsaveis pela formacédo de células, conidiogénicas e esporogénicas,
necessarias na reproducdo assexuada dos fungos filamentosos e dimorficos.
As conidiogénicas vao originar os conidios (livres para se destacar das hifas e
propagar a espécie), e as esporogénicas produzem o0s esporos (envolto por
uma bolsa chamada esporangio) (LARONE, 1995; SIDRIM e ROCHA, 2004).

As estruturas de ornamentacdo podem estar presentes em muitas
espécies fungicas e auxiliar em sua identificacdo. Apesar de ndo serem
especificas de nenhuma espécie, podem ajudar na caracterizacao final
(LACAZ, PORTO e MARTINS, 1984; SIDRIM e ROCHA, 2004).

3.1.4 Importancia médica

A maioria dos fungos vive nos mais diversos substratos da natureza e
podem ser isolados do solo seco e umidos, troncos apodrecidos ou nas frutas,

leite, agua, poeira, entre outros locais. Podem ser classificados como geofilicos
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(preferéncia para o solo), zoofilicos (animais) e antropofilicos (seres humanos)
(OLIVEIRA, 1999; SIDRIM e ROCHA, 2004).

Sao responsaveis por inumeras infec¢cdes/doencas que afetam
diversos seres vivos como plantas, animais e seres humanos. Genericamente,
sdo conhecidas como micoses, as quais ocupam lugar de destaque na
patologia tropical. Grande numero de suas manifestacbes ocorre em nivel
superficial, na pele, unhas, cabelos e pelos; no entanto, podem atingir 6rgaos
internos como os pulmdes (LACAZ, PORTO e MARTINS, 1984; MURRAY,
ROSENTHAL e PFALLER, 2006).

O inicio de uma micose ocorre com a implantagdo de um fungo apto ao
parasitismo, o qual por meio de toxinas, mecanicamente ou através de outros
metabdlitos determinam o processo inflamatério (LACAZ, PORTO e MARTINS,
1984, MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006).

No ser humano, o aparecimento das micoses pode estar relacionado a
diversos fatores ambientais e aqueles associados ao individuo. Alimentos
contaminados, calcados e roupas, praticas esportivas, promiscuidade entre
objetos, condicdes climaticas e de vida, contato com animais e a profissédo
exercida sao considerados fatores externos de grande relevancia para se dar
inicio a uma infecgéo fungica. Entre os fatores associados ao individuo estao
as lesdes preexistentes, disturbios no sistema imunolégico e hormonal,
doencas cronicas como diabetes e AIDS, alteracbes no pH da pele, sexo,
idade, uso de medicamentos como antibiéticos, imunossupressores e
antineoplasicos, entre outros fatores (BROOKS et al.,, 2012; MURRAY,
ROSENTHAL e PFALLER, 2006).

Podem ser divididas em micoses superficiais, cutaneas, subcutaneas e
profundas. As primeiras se localizam nas camadas superficiais da pele e
cabelo, sdo responsaveis por processos inflamatérios. As micoses cutaneas
sao infecgcbes que envolvem as camadas mais profundas da epiderme e seus
tegumentos, cabelo e unhas. As micoses subcutaneas atingem os tecidos
subcutaneos, musculo e fascia. Por ultimo, as micoses profundas ou sistémicas
atingem principalmente oOrgéos internos e visceras, podendo afetar multiplos
tecidos ou o6rgdos (BROOKS et al, 2012; COPETO, 2010; MURRAY,
ROSENTHAL e PFALLER, 2006).
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As micoses cutaneas relacionadas a pele e anexos sdo conhecidas
como tinhas, “tineas” ou ringworm. Seus principais agentes sdo os dermatofitos
e nao-dermatdéfitos que podem ter origens variadas (OLIVEIRA, 1999;
MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006).

Podem localizar-se na pele, pelos, unhas, dobras periungueais e
mucosas, entre outras regioes. Trata-se de uma doenca na qual a notificacao
ndo € obrigatdria, impedindo a afirmacdo de uma exata extensdo do problema
em nosso meio (BROOKS et al., 2012).

As tinhas sédo classificadas clinicamente como tinhas de pele (Tinea
pedis, Tinea corporis, Tinea nigra, etc), tinhas dos pelos (Piedra, Tricomicose
nodular axilar), tinhas da pele e dos pelos (Tinea capitis, Tinea barbae e Tinea
tonsurans, entre outras) e tinha de unhas (Tinea unguium - onicomicose)
(ALMEIDA, 2011; BROOKS et al., 2012; MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER,
2006; SIDRIM e ROCHA, 2004).

3.2 DERMATOFITOSES

Os fungos dermatdfitos sdo as maiores causas de micoses superficiais,
possuem a habilidade de invadir tecido ricos em queratina e causar as
dermatofitoses, a mais comum infec¢éo fungica (KHOSRAVI et al., 2013)

As dermatofitoses sao infeccdes que acometem as estruturas de
gueratina da pele, pelo e unhas de seres humanos e animais. A denominacéo
dermatofito é atribuida somente aos fungos que sdo queratinofilicos (GOMES,
2004). Suas espécies distribuem-se em trés géneros: Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton. As manifestacGes clinicas decorrentes das
dermatofitoses resultam tanto da colonizacdo e multiplicacdo dos dermatofitos
na regido acometida, quanto pela consequente reacdo dos hospedeiros
(SANTOS, COELHO e NAPPI, 2002; SEKER e DOGAN, 2011).

A transmissdo das dermatofitoses ocorre pelo contato direto com
animais e humanos infectados ou através de fomites contaminados, e as
formas clinicas variam de acordo com o agente etiolégico e o sitio anatbmico
afetado (PERES et al., 2010).

As espécies de dermatofitos podem ser classificadas em zoofilicas,

geofilicas e antropofilicas. As espécies zoofilicas s&o responsaveis por
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aproximadamente 30% das dermatofitoses humanas e geralmente provocam
uma inflamacdo aguda, enquanto que as espécies antropofilicas séo
responsaveis por 70% das infeccBes nesses hospedeiros, levando ao quadro
clinico de infecgéo cronica e de progresséao lenta (PERES et al., 2010).

Entre os animais domésticos, as dermatofitoses acometem grande
parcela desta populacdo, podendo ser transmitidas de uma espécie animal
para outra, bem como do animal para o homem. A principal espécie isolada é o
M. canis, correspondendo a 80% dos casos nos cédes e a 98% nos gatos. Sua
infeccdo ocorre por contato direto com pelos de animais doentes, por objetos
contaminados (escovas, toalhas, camas, tesouras, transportes, etc) ou por
contaminagao ambiental (GOMES, 2004).

Entre os seres humanos, merece destaque a tinha que acomete as
unhas, a onicomicose. Nesta infeccdo pode ocorrer aparecimento de manchas
brancas e até distrofia total das unhas e até o descolamento das bordas,
espessamento (PERES et al., 2010).

3.2.1 Onicomicose

E considerada uma das dermatofitoses mais frequentes (TANRIVERDI
e OZER, 2013) com prevaléncia variando de 7 a 10%, sendo responsavel por
15 a 40% das alteragbes ungueais. Representam 10 a 30% das dermatofitoses
e sua incidéncia € de cerca de 2 a 13% da populacdo mundial (SOUZA, 2007).
Aflige 15 a 20 % das pessoas com idade entre 40 e 60 anos e naguelas acima
de 60 anos, em algumas circunstancias pode superar os 60% (GABURRI,
2007; LIMA, REGO e MONTENEGRO, 2007; RUIZ e DI CHIACCHIO, 2010) e
afetam cerca de 0,3% das criancas (GUPTA e PAQUET, 2012).

A onicomicose € uma micose cutanea de dificil diagndstico

D

tratamento, além de apresentar elevada prevaléncia (RELLOSO et al., 2012). E
caracterizada pela deformacédo da unha, com aumento de sua espessura e
descoloracdo, afetando principalmente as unhas dos pés (BROOKS et al.,
2012; CARNEY et al., 2011; VEJNOVIC, SIMMLER e BETZ 2010).

Podem ser classificadas em onicomicose subungueal distal e lateral
(OSDL), onicomicose subungueal proximal (OSP), endonyx, onicomicose
branca superficial (OSB); onicomicose com distrofia total e onicomicose por



26

candidiase (ALONSO; GIJON e PEREZ, 2010; GABURRI, 2007; HAY e
BARAN, 2011; MARTELOZO, GUILHERMETTI e SVIDZINSKI, 2005;
RELLOSO et al.,, 2012; SIDRIM e ROCHA, 2004; SOUZA, 2007; WELSH,
VERA-CABRERA e WELSH, 2010).

A OSDL representa a forma clinica mais frequente de onicomicose. A
infecgdo geralmente se inicia na borda livre da unha, onde o fungo invade a
porcdo inferior da placa ungueal, na camada cérnea do hiponiquio e no leito
ungueal, sendo a espécie Trichophyton rubrum o principal responsavel
(ELEWSKI et al., 2012; LIMA, REGO e MONTENEGRO, 2007; RUIZ e DI
CHIACCHIO, 2010, SANTOS, 2007, TANRIVERDI e OZER, 2013).

A OSP se caracteriza pelo inicio da invasao fungica abaixo da borda
ungueal proximal. Ha formacédo de manchas brancas ao nivel da linula e afeta
igualmente as unhas das maos e pés, sendo o Trichophyton rubrum a principal
espécie fungica responsavel pela infeccdo (ALONSO, GIJON e PEREZ 2010;
SIDRIM e ROCHA, 2004).

A endonyx pode ser definida como uma forma subungueal proximal
com acometimento da lamina e leito ungueal sem alteracdes inflamatdrias.
Caracteriza-se por uma coloracdo esbranquicada e difusa da lamina com
auséncia de hiperceratose e onicolise. O principal agente infeccioso € o
Trichophyton soudanense sendo de reduzida incidéncia (ALONSO, GIJON e
PEREZ 2010; GABURRI, 2007; HAY e BARAN, 2011; TOSTI et al., 1999).

Outro tipo de onicomicose muito comum entre 0s imunodeprimidos € a
OSB, causada na maioria dos casos por Trichophyton mentagrophytes e T.
rubrum (ALONSO, GIJON e PEREZ, 2010). Caracteriza-se pelo aparecimento
de manchas de coloracdo branca em um ponto qualquer da superficie da unha
(LIMA et al., 2009; LIMA, REGO e MONTENEGRO, 2007b; PEREIRA, 2009;
RUIZ e DI CHIACCHIO, 2010, SANTQOS, 2007; SOUZA, 2007; WELSH, VERA-
CABRERA e WELSH, 2010).

A onicomicose com distrofia total pode ser, muitas das vezes, uma
evolucdo do quadro clinico das lesGes anteriormente citadas. Caracteriza-se
pela fragilizacdo e queda de todas as laminas ungueais (COPETO, 2010;
GABURRI, 2007; LIMA, REGO e MONTENEGRO, 2007 e SIDRIM e ROCHA,
2004).
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Por ultimo, esta a onicomicose por candidiase. Também conhecida
como paroniquia, caracteriza-se pela infeccdo por leveduras do género
Candida (TANRIVERDI e OZER, 2013). A regido periungueal fica inchada e
coloracdo avermelhada, podendo apresentar liberacdo de exsudado purulento
na base da unha (ALONSO, GIJON e PEREZ; 2010; COPETO, 2010; LIMA,
REGO e MONTENEGRO, 2007, WELSH, VERA-CABRERA e WELSH, 2010).

As onicomicoses possuem como principais agentes etiolégicos trés
grupos de fungos bem definidos: dermatdfitos, leveduras e os fungos
filamentos nao-dermatofitos (LIMA et al., 2008; ZANARDI et al., 2008). No
entanto, neste trabalho serd abordado o grupo dos dermatéfitos, principal

responsavel por esta patologia fungica.

3.2.2 Fungos filamentosos dermatofitos

Os dermatofitos sdo fungos filamentosos que possuem filamentos
tubulares ramificados e filiformes denominados hifas, as quais, quando
agrupadas, denominam-se micélio. S&o classificados em trés géneros:
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (BROOKS et al., 2012;
KAVANAGH, 2005; MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006; PEREIRA,
2009; REZENDE et al., 2008; SANTOS, 2009; SIDRIM e ROCHA, 2004). As
hifas vegetativas sdo septadas e hialinas, possuem a capacidade de penetrar
no extrato corneo da pele e das unhas produzindo enzimas como proteases
queratinofilicas que sédo capazes de degradar queratina (KHOSRAVI et al.,
2013). Acima destas, e do substrato onde esta fixado, encontramos as hifas
aéreas, responsaveis pela producdo de estruturas reprodutivas denominadas
conidios ou propagulos, os quais sédo de extrema importancia na identificacédo
de espécies fungicas (LACAZ, PORTO e MARTINS, 1984; SIDRIM e ROCHA,
2004).

Ao grupo dos fungos filamentosos dermatofitos, pertencem os fungos
passiveis de colonizar e causar lesdes clinicas em pelos e/ou extrato corneo de
seres humanos e animais. As espécies mais comumente isoladas de
dermatofitoses no Brasil s&o: Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes,
Microsporum canis, M. gypseum e Epidermophyton floccosum (ALMEIDA,
2011; PEREIRA, 2009; VIEIRA, 2009).
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Para os dermatdfitos a queratina € um substrato necessario para a
obtencdo de nutrientes importantes para o seu desenvolvimento. Devido a
producdo de lipases, endopeptidases, glicosidases, nucleases, queratinase,
colagenases e elastases, 0s dermatodfitos possuem a capacidade de
metabolizar diversas estruturas além de propiciar a penetracdo e
desenvolvimento micelial em tecidos queratinizados, proporcionando respostas
inflamatoérias no hospedeiro (PEREIRA, 2009).

Para a identificacdo dos dermatofitos, é necessario analisar os aspectos
macroscopicos de sua colénia, com a producdo ou ndo de pigmentos,
caracteristicas do anverso e reverso da colbonia, além da avaliagdo
microscopica. Na analise micromorfologica deve-se observar a forma e
disposicédo dos macroconidios, superficie da parede das hifas e microconidios
(PEREIRA, 2009).

Género Trichophyton

O género Trichophyton € o mais isolado entre os materiais clinicos,
afetando pele, cabelo e unhas (SIDRIM e ROCHA, 2004).

Os fungos do género Trichophyton apresentam grande quantidade de
microconidios de forma arredondada distribuidos ao redor das hifas em forma
de cachos. Possuem poucos macroconidios em forma de clava alongada,
divididos por septos finos e transversais, tendo a superficie externa lisa
(MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006; SIDRIM e ROCHA, 2004).

Trichophyton rubrum

E um dermatofito antropofilico, sendo o mais comum e amplamente
distribuido, como causador de micoses como onicomicose, tinea pedis, tinea
corporis e tinea capitis (COPETO, 2010; PEREIRA, 2009; ROMERO-
CERECERO et al.,, 2009). Sua transmissdo € exclusivamente entre o0s
humanos ou por meio de material contaminado (SIDRIM e ROCHA, 2004).

Suas colbnias apresentam crescimento intermediario, entre 12 e 16 dias
apos semeadura. Apresentam aspecto cotonoso e branco com pregas radiais,
tornando-se posteriormente algodonosa, podendo adquirir coloragéo
avermelhada (HERNANDEZ-SALAZAR, et al., 2007). O reverso apresenta

coloracdo avermelhada, podendo evidenciar em algumas linhagens matizes
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castanho, sendo este pigmento difusivel pelo meio de cultura microbiolégica
(Figura 2) (BROOKS et al., 2012; LACAZ, PORTO e MARTINS, 1984;
LEMSADDEK, 2008; SIDRIM e ROCHA, 2004).

Figura 2: Col6nia de T. rubrum.
Anverso (A) e reverso (B) da colénia.
Fonte: O autor.

Microscopicamente revela-se grande namero de microconidios de 2 —
3um por 3 - 5um de tamanho dispostos ao longo das hifas ou em cachos.
Possuem raros macroconidios, com aspecto cilindrico e claviforme e com duas
a nove septacbes (Figura 3) (LARONE, 1995; MURRAY, ROSENTHAL e
PFALLER, 2006; SIDRIM e ROCHA, 2004).

T. rubrum

Figura 3: Aspectos micromorfolégicos de T. rubrum.
Fonte: LARONE, 1995.

Trichophyton mentagrophytes

Esta espécie é responsavel por varios tipos de dermatomicoses em
animais e nos homens (SYMOENS et al., 2011), sendo as principais
denominadas T. mentagrophytes var. mentagrophyes (zoofilico) e T.
mentagrophytes var. interdigitale preferencialmente antropofilico (ARNAUD,
PASSERON e GARI-TOUSSAINT, 2011; COPETO, 2010; SIDRIM e ROCHA,
2004). Sao diferenciadas por caracteristicas relacionadas a ecologia dos
dermatofitos, micro e macroscopicamente, sendo que nem sempre é possivel a
diferenciacdo (PEREIRA, 2009; SIDRIM e ROCHA, 2004).
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T. mentagrophytes é responsavel pela segunda causa de onicomicose,
lesbes no couro cabeludo e lesGes interdigiplantares (RODRIGUES, 2007;
SANTOS, 2009; SIDRIM e ROCHA, 2004).

Apresenta crescimento rapido com maturacdo por volta de 6 - 11 dias
apos a semeadura (PEREIRA, 2009; SIDRIM e ROCHA, 2004). As colbnias
possuem coloracdo bege-clara ou castanho-avermelhado com superficie
pulverulenta a granular. Culturas velhas adquirem micélio branco cotonoso
(Figura 4). O reverso da colbnia é pouco pigmentado de tom castanho ou
avermelhado (COPETO, 2010; PEREIRA, 2009; SIDRIM e ROCHA, 2004;
SYMOENS et al., 2011).

Microscopicamente € possivel visualizar microconidios redondos
agrupados, unicelulares de parede fina, isolados ou dispostos em cachos ao
longo da hifa em grande ndmero. Macroconidios podem ser raros ou
numerosos dependendo da linhagem, sendo clavados com 3 a 5 células,
parede fina, com 4 - 8um por 20 - 50um de tamanho, semelhante a um charuto
(Figura 5) (LARONE, 1995; PEREIRA, 2009; SIDRIM e ROCHA, 2004).

Figura 4: Colbnias de T. mentagrophytes.
Anverso (A) e reverso (B) da colbnia.
Fonte: O autor.

T. mentagrophytes

M acroconidio

+—  Microconidio

Figura 5: Aspectos micromorfoldgicos de T. mentagrophytes.
Fonte: LARONE, 1995.
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Género Microsporum

O género Microsporum caracteriza-se pela presenca, em cultura, de
estruturas de frutificacdo denominadas macroconidios. S&o divididos por
septos transversais e apresentam em sua superficie, uma grande quantidade
de protuberancia que lhes conferem um aspecto de verrucoso. Associados aos
macroconidios podem ser encontrados, em menor propor¢cdo, pequenas
estruturas de frutificacdo denominadas microconidios (MURRAY, ROSENTHAL
e PFALLER, 2006; SIDRIM e ROCHA, 2004).

As espécies mais frequentemente isoladas sdo M. canis, M. gypseum,
M. audouinii, M. ferrugineum e M. nanum, sendo as duas primeiras espécies as
mais frequentemente isoladas em patologias humanas (MURRAY,
ROSENTHAL e PFALLER, 2006).

Microsporum canis

Microsporum canis € um dermatofito zoofilico que acomete o ser
humano por meio do contato com animais domésticos sendo responsaveis por
lesGes no couro cabeludo caracterizadas por placas de alopecia, podendo
ocasionar onicomicose em casos mais raros (SIDRIM e ROCHA, 2004).

Cresce facilmente em meio agar Sabouraud dextrose com maturacao
em torno de 7 a 8 dias. Sua colbnia apresenta micélio cotonoso ou aveludado,
de cor branca ou amarelada podendo atingir coloragdo marrom no centro com
discreto relevo. O reverso da coldnia € amarelo ou amarelo-limao podendo ficar
castanho com o tempo (Figura 6). Sua analise por microscopia Optica revela
grande numero de macroconidios fusiformes, de paredes espessas com
septacbes variando entre 5 e 7 septos (Figura 7) (BROOKS et al.,, 2012;
LACAZ, PORTO e MARTINS, 1984; LARONE, 1995; MURRAY, ROSENTHAL
e PFALLER, 2006; SIDRIM e ROCHA, 2004).
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Figura 6: Colbnias de M. canis.
Anverso (A) e reverso (B) da col6nia.
Fonte: O autor.

M.canis

<— Macroconidio

+—— Microconidio

Figura 7: Aspectos micromorfolégicos de M. canis.
Fonte: LARONE, 1995.

Microsporum gypseum

Trata-se de uma espécie geofilica e abundante no solo. Pode infectar o
ser humano por meio do contato com solo contaminado ou através de animais
gue tenham sido contaminados pelo solo. Afeta regibes da pele sem cabelos
ou pelos e unhas (LACAZ, PORTO e MARTINS, 1984; SIDRIM e ROCHA,
2004).

Macroscopicamente, suas colbnias apresentam superficie plana,
pulverulenta, bordas irregulares, aspecto de areia de praia, com coloracao
branca a amarelo-acastanhado. O reverso da col6nia apresenta coloracédo do
alaranjado ao marrom (Figura 8) (LACAZ, PORTO e MARTINS, 1984; SIDRIM
e ROCHA, 2004).

Apresentam grande numero de macroconidios com 3 a 7 septos de
paredes finas, extremidades arredondadas e superficie rugosa (Figura 9)
(LACAZ, PORTO e MARTINS, 1984; LARONE, 1995; MURRAY, ROSENTHAL
e PFALLER, 2006; SIDRIM e ROCHA, 2004).
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Figura 8: Colbénias de M. gypseum.
Anverso (A) e reverso (B) da coldnia.
Fonte: O autor.

M. gypseum
=

Microconidio

<——— Macroconidio

Figura 9: Aspectos micromorfologicos de M. gypseum.
Fonte: LARONE, 1995.

Género Epidermophyton

E composto apenas pelas espécies E. stockdalaeae e E. floccosum,
sendo apenas esta Ultima de importancia humana (SIDRIM e ROCHA, 2004).

Quando observado  microscopicamente, demonstra  apenas
macroconidios na forma de clava divididos por septos, com superficie externa
lisa, arredondados na extremidade distal e agrupados em um Unico ponto de
insercdo na hifa. Podem aparecer agrupados uns aos outros em forma de
cacho, estando os microconidios sempre ausentes (MURRAY, ROSENTHAL e
PFALLER, 2006; SIDRIM e ROCHA, 2004).

Epidermophyton floccosum

As coldnias desta espécie possuem crescimento rapido, entre 7 e 10
dias com textura algodonosa evoluindo para pulverulenta na regido
intermediaria (COPETO, 2010). As bordas e o reverso possuem coloracao
amarelo-esverdeada ou castanho-amarelada ou, ainda, rubra. Reverso com
coloracdo semelhante ao verso, no entanto, pode ser encontrado um tom mais
acentuado dessa coloracdo, com pigmento difusivel no meio de -cultura
microbiolégica (Figura 10) (BROOKS et al., 2012; SIDRIM e ROCHA, 2004).
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Figura 10: Colénias de Epidermophyton floccosum.
Anverso (A) e reverso (B) da col6nia.
Fonte: O autor.

Microscopicamente possuem macroconidios de parede finas, com dois
a cinco septos agrupados em cacho e microconidios ausentes (Figura 11)
(LARONE, 1995; SIDRIM e ROCHA, 2004).

Figura 11: Aspectos micromorfolégicos de E. floccosum.
Fonte: LARONE, 1995.

3.2.3 Diagndstico laboratorial

O diagnéstico clinico de uma infeccdo fangica se orienta em pontos
fundamentais como o aspecto da lesdo, condicbes e habitos de vida do
paciente, nos antecedentes familiares, nas patologias correlatas, além da
avaliacdo de tratamentos especificos feitos anteriormente. Esta patologia é
considerada uma das micoses cutaneas mais dificeis de diagnosticar. Através
de analises laboratoriais os elementos fungicos por vezes ndo sédo observados
ao exame direto em microscépio Optico, e quando observados, na maioria dos
casos ndo crescem em cultura microbiolégica, podendo o tempo de espera
variar de uma a trés semanas, no entanto, a auséncia do crescimento fangico
ndo exclui a possibilidade de apresentar a infeccdo (ARAUJO et al., 2003;
BROOKS et al., 2012; DHIB et al., 2012; PURIM, 2006).

O tipo e a qualidade da amostra biolégica, submetida ao laboratério de
micologia, sdo fatores importantes no sucesso do isolamento e identificagdo do

verdadeiro agente etiolégico da infeccdo fungica. A amostra deve ser
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submetida ao exame microscopico direto e cultura em meios de crescimento
para isolamento e identificacdo acurada do agente etiologico (ARAUJO et al.,
2003; PURIM, 2006; ZANARDI et al., 2008).

Apesar da notavel evolucéo tecnologica acorrida nas ultimas décadas
na area da saude, seu diagnéstico ainda apresenta grandes dificuldades
(BONIFAZ et al., 2012; GABURRI, 2007).

3.2.3.1 Coleta e processamento do material clinico

Antes da realizacdo da coleta do material biol6gico, é importante
assegurar gue o paciente ndo esteja utilizando medicacéo antifingica, seja ela
tépica ou sistémica (COPETO, 2010).

As amostras devem ser separadas para exame microscoépico e cultura,
pois, para exame direto sdo clarificadas com solucéo aquosa de hidroxido de
potassio (KOH) (BRASIL, 2010a; SIDRIM e ROCHA, 2004).

3.2.3.2 Microscopia direta

A observacado direta de um fungo na amostra biolégica € um exame
preliminar e complementar, mas tem grande valor diagndstico, no entanto, ndo
devendo nunca substituir a cultura microbiol6gica do agente (BONIFAZ et al.,
2012; COPETO, 2010).

3.2.3.3 Diagnoéstico por cultura microbiolégica

A cultura € o Unico método pelo qual o micro-organismo causador da
infeccdo pode ser identificado de forma mais facil. No entanto, h& a ocorréncia
de grande numero de contaminacdo (DHIB et al., 2012). No caso das culturas
de fungos filamentosos, a avaliacdo de suas caracteristicas como textura da
superficie das colbnias, coloracdo do anverso e reverso e 0sS pigmentos
libertados no meio de cultura microbiologica devera ser efetuada apos
atingirem seu periodo de maturacdo (COPETO, 2010). A maioria das culturas
deve permanecer incubada por periodo de pelo menos quatro semanas antes
de serem consideradas negativas (COPETO, 2010; SIDRIM e ROCHA, 2004).
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3.2.3.4 Diagnoéstico por analise micromorfoldgica

A identificacdo de estruturas de frutificacdo e de ornamentacéo € de
fundamental importéncia para a identificagédo final de um fungo filamentoso e
garantir um diagnaostico preciso (SIDRIM e ROCHA, 2004).

A andlise micromorfolégica é realizada empregando uma pequena
amostra de uma cultura microbiolégica fangica de interesse e montada entre
uma lamina e uma laminula na presenca de azul de algod&o. Posteriormente,
toda esta estrutura montada devera ser observada em microscépio optico em
aumento de 40x. Nestas condicfes sera possivel evidenciar a presenca de
macro e microconidios e hifas em espiral, além de outras estruturas de
ornamentacao (SIDRIM e ROCHA, 2004).

Entretanto, essa observacdo muitas das vezes ndo serd possivel,
sendo necessaria a realizacdo da técnica do microcultivo empregando meio de
cultura microbiologica agar batata (SIDRIM e ROCHA, 2004).

3.2.3.5 Teste da urease

Esta prova bioguimica é processada em agar-uréia de Christensen, e
detecta a presenca ou auséncia da enzima urease produzida pelo fungo. Este
meio rico em uréia, quando em contato com a enzima urease, produzida por
algumas espécies de fungos, é hidrolisado com liberacdo de amédnia,
acarretando mudancas de pH, que vira para um pH alcalino e, posteriormente,
ocorre a viragem do indicador para rosa-escuro. A metodologia consiste em
semear fragmentos da col6nia no em agar-uréia de Christensen e incubar a
temperatura ambiente (25°C) por 96 horas. O resultado é considerado positivo
quando houver a mudanca do meio de amarelo para rosa-escuro e €
considerado negativo quando o meio se mantiver amarelo. (GOMES, 2004,

SIDRIM e ROCHA, 2004).

3.2.3.6 Diagnoéstico por analise molecular

Por meio do isolamento e sequenciamento do DNA fungico é possivel a
realizacdo de um diagnéstico rapido e direto, ndo necessitando isolar o fungo
(COPETO, 2010; DHIB et al., 2012).
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O DNA e o RNA tém sido utilizados como principal ferramenta para a
classificacdo e identificacdo de micro-organismos (fungos e bactérias) na
microbiologia clinica. Tais estruturas permitem ainda analises filogenéticas,

epidemioldgicas e estudos de genética de populacdes (DHIB et al., 2012).

3.2.4 Tratamento farmacolégico das dermatofitoses

O diagnéstico da infecgéo fungica é fundamental para se estabelecer a
terapia e o periodo de uso do medicamento, além de reduzir efeitos
indesejaveis da medicacdo e proporcionar gastos desnecessarios.
Recomenda-se ainda avaliar possiveis interacdes medicamentosas com
terapias destinadas a outras patologias e interacfes alimentares, além de
considerar a idade do paciente (NUNLEY e CORNELIUS, 2008; WELSH;
VERA-CABRERA e WELSH, 2010).

O tratamento deve ser realizado a partir da espécie fungica
identificada, extensdo da infeccdo, eficacia e biodisponibilidade do farmaco,
assim como possiveis casos de interagcdes medicamentosas (TANRIVERDI e
OZER, 2013). Podem ser empregados quatro tipos de procedimentos: a terapia
topica, a sistémica, a associacdo de ambas ou o0 uso de métodos mecanicos
(PEREIRA, 2009; PURIM, 2006). A administracdo via oral € o tratamento de
escolha (MAGAGNIN et al., 2011), no entanto, apresenta limitacbes tendo em
vista o grande numero de interacdes medicamentosas e toxicidade (ELEWSKI
et al., 2012), empregando a classe dos derivados azélicos e as alilaminas
(WELSH; VERA-CABRERA e WELSH, 2010).

Os medicamentos antifungicos empregados se dividem em dois
grupos, os fungistaticos, o0s quais proporcionam apenas a parada do
crescimento fungico e os fungicidas, capazes de matar as células fangicas
(PEREIRA, 2009).

O tratamento tOpico pode ser suficiente quando n&o houver o
acometimento da matriz, uma vez que apresenta eficacia reduzida (ELEWSKI
et al., 2012). A associacdo das terapias, tOpica e sistémica, geralmente é

recomendada quando existe envolvimento da matriz ungueal (PURIM, 2006).
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3.2.4.1 Derivados azdélicos

Os farmacos deste grupo apresentam estrutura quimica e mecanismo
de acdo semelhante. Quimicamente, séo divididos em imidazéis (duas
moléculas de nitrogénio no anel azol): cetoconazol (Figura 12), miconazol,
tioconazol, clotrimazol, entre outros e os triazois (trés moléculas de nitrogénio
no anel azol): fluconazol, itraconazol e voriconazol (MURRAY, ROSENTHAL e
PFALLER, 2006; RANG et al., 2007; WELSH; VERA-CABRERA e WELSH,

2010).
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Figura 12: Estrutura quimica do cetoconazol.
Fonte: SIDRIM e ROCHA, 2004.

A classe dos imidazdis inibe a enzima 14-a-demetilase, presente no
citocromo P-450 da célula fungica, a qual é fundamental na biossintese de
ergosterol para a formacao da parede celular, aumentando a permeabilidade
desta (BROOKS et al.,, 2012; RANG et al., 2007; SIDRIM e ROCHA, 2004;
WELSH; VERA-CABRERA e WELSH, 2010).

3.2.4.2 Alilaminas

Sdo os farmacos responsaveis pela inibicdo da enzima esqualeno
epoxidase de forma independente do citocromo P-450, o que garante a inibicao
da sintese de ergosterol e acumulo téxico de esqualeno dentro da membrana
celular fungica levando a morte do fungo (BROOKS et al., 2012; MURRAY,
ROSENTHAL e PFALLER, 2006). Como principais representantes tém a
terbinafina e naftifina. A terbinafina foi sintetizada e corresponde a um analogo
da naftifina (RANG et al., 2007; SIDRIM e ROCHA, 2004; WELSH; VERA-
CABRERA e WELSH, 2010).
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As alilaminas apresentam atividade fungicida contra T. rubrum, T.
mentagrophytes, M. canis e E. floccosum e potencial fungistatico frente as
espécies de Candida (WELSH; VERA-CABRERA e WELSH, 2010).

A terbinafina € um agente fungicida de uso oral e esta entre os mais
potentes agentes antifiungicos contra dermatéfitos (Figura 13) (TANRIVERDI e
OZER, 2013). Apresenta elevada lipossolubilidade, sendo facilmente absorvida
por via oral e desencadeia diversos efeitos colaterais (MURRAY, ROSENTHAL
e PFALLER, 2006; RANG et al., 2007; SIDRIM e ROCHA, 2004).
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Figura 13: Estrutura quimica da terbinafina. )
Fonte: FUGLSETH et al., (2009) e MATYSOVA et al., (2006).

3.2.4.3 Terapias topicas

A terapia tOpica possui aplicacdo limitada quando utilizada como
monoterapia, em funcéo da sua reduzida capacidade de penetracdo pela unha
(NUNLEY e CORNELIUS, 2008). As preparacfes tOpicas estdo disponiveis
para grande parte dos antiflingicos nas apresentacdes como cremes, locdes,
pomadas, pos e aerossois (MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006).

O ciclopirox, disponivel na forma de esmalte, membro da familia
hidroxipirimidina, atua na inibicdo de enzimas dependentes de metais como
aluminio (Al) e Fe, ndo deixando disponiveis os fons polivalentes Fe*" e AI**,
levando a producdo de peroxidos toxicos a célula fungica e a reducdo da
sintese protéica (WELSH, VERA-CABRERA e WELSH, 2010).

Podem ser utilizados ainda na terapia topica os esmaltes contendo os
medicamentos antifingicos tioconazol 28% e amorolfina e gel de terbinafina
(WELSH, VERA-CABRERA e WELSH, 2010).
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3.2.5 Resisténcia microbiana aos agentes antifungicos

Em oposicdo aos mecanismos de resisténcia aos agentes
antibacterianos, os fungos ndo estdo aptos a destruir ou alterar os farmacos
antifangicos, a fim de adquirir resisténcia. Outra caracteristica peculiar aos
fungos é o fato de seus genes de resisténcia ndo serem transmissiveis de
célula a célula como ocorre entre as bactérias (MURRAY, ROSENTHAL e
PFALLER, 2006).

A resisténcia antifungica desenvolve-se lentamente, quando
comparadas as bactérias, e promove o0 surgimento de espécies
intrinsecamente resistentes ou com alteracbes das estruturas ou funcdes
celulares, levando a resisténcia a um agente que tenha sido exposto
previamente (MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006).

Nos dermatdfitos, a resisténcia a medicamentos envolve a participacéo
de modificadores de enzimas alvo, super expressao de transportadores ABC
(ATP binding cassette) e proteinas relacionadas ao estresse. Na espécie de T.
rubrum, os transportadores ABC e os genes TruMDR1 e TruMDR2 também
estdo ligados ao estabelecimento do processo infeccioso (MARTINEZ-ROSSI;
PERES e ROSSI, 2008). Outro mecanismo responsavel pela resisténcia aos
antifingicos sdo as respostas de estresse celular necesséarias para superar
seus efeitos toxicos, proporcionando a sobrevivéncia do fungo (PERES et al.,
2010).

O tratamento das onicomicoses € complicado ja que a infeccao
apresenta um grande numero de formas de contdgio e as recidivas sao
frequentes (GUPTA, COOPER, 2012; ROMERO-CERECERO et al., 2009). O
sucesso do tratamento depende do correto diagndstico etiologico (RUIZ e DI
CHIACCHIO, 2010). Outro fator importante para a eliminacdo do fungo é a
adesao do paciente a terapia, uma vez que o tratamento € de elevado custo e
por longo periodo (ESTEVES, CABRITA e NOBRE, 1990).

As recidivas sdo rapidas e frequentes ap0s a suspensao da terapia
medicamentosa (KHOSRAVI et al., 2013) em fun¢éo da presenca de estruturas
reprodutiveis resistentes ao tratamento medicamentoso. Este fato, associado
com a dificuldade de diagndstico torna as onicomicoses uma problematica da
atualidade (ZANARDI et al., 2008).
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O tratamento das onicomicoses dura em média seis meses para as
unhas das maos e até dezoito meses para as unhas dos pés (NUNLEY e
CORNELIUS, 2008).

Ao longo do tempo percebe-se o desenvolvimento de resisténcia de
fungos a medicamentos eficazes dificultando a obtencdo da cura da infecgéao.
Assim, frente a estes problemas os pesquisadores buscam por novos
antifangicos para um tratamento eficaz da onicomicose. Concomitantemente ao
avanco da medicina, as pesquisas com plantas medicinais estdo ganhando
espaco, tendo importante papel e proporcionando grandes contribuicbées no
tratamento de doencas (PONNUSAMY et al., 2010).

3.3 PRODUTOS NATURAIS PARA O TRATAMENTO DA ONICOMICOSE

O emprego de produtos naturais na medicina se baseia nos seus
efeitos farmacoldgicos, além de ser uma possibilidade de desenvolvimento de
novos farmacos. Assim, o uso de material de origem vegetal com propriedades
antimicrobianas popularmente relatadas pode ser de grande significado na
medicina contemporanea (KHAN e AHMAD, 2011). Suas propriedades
farmacolégicas estdo relacionadas muitas das vezes aos metabdlitos
secundarios, tais como os compostos fendlicos presentes em 6leos essenciais,
alcaldides, flavondides, saponinas, cumarinas, taninos entre outros compostos
(SILVA, 2004b).

No tratamento de infec¢cdes flngicas, poucos medicamentos sao
considerados eficazes, especialmente para onicomicoses. Dessa forma, as
plantas que apresentam substancias farmacologicamente ativas e seus
derivados Vvém ganhando espaco na terapéutica contemporanea
(PONNUSAMY et al., 2010).

Entre espécies com potencial para o tratamento de infeccbes por
fungos filamentosos esta a Copaifera langsdorffii Desf. (FRANCO, 2012) e a
Melaleuca alternifélia (BENGER et al., 2004) que demonstraram acdo contra o
Trichophyton rubrum, uma das principais linhagens causadora de onicomicose.
De acordo com estudos realizados por Khosravi et al, (2013) os Oleos

essenciais extraidos das espécies Artemisia sieberi, Cuminum cyminum,
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Foeniculum vulgare, Heracleum persicum, Menta spicata, Nigella sativa,
Rosmarinus officinalis, Zataria multiflora e Ziziphora clinopodioides
demosntraram acao contra as linhagens clinicas de T. mentagrophytes, T.
rubrum, E. floccosum, M. gypseum e M. canis.

Os Oleos essenciais podem ser encontrados em mais de 3.000
espécies de plantas, das quais cerca de 300 sdo comercialmente importantes
tanto na area farmacéutica, na agricultura e no setor de alimentos, em
cosméticos e perfumes, com destaque para o 6leo essencial de B. trimera que
foi material de estudo deste trabalho (ANTIGNAC et al., 2011; VILA et al.,
2010).

3.4 BACCHARIS TRIMERA LESS (D.C.)

Popularmente conhecida como cargueja-amarga, carqueja-amargosa,
carqueja-do-mato, carquejinha ou simplesmente carqueja, a espécie Baccharis
trimera Less (D.C.) pertence a familia Asteraceae (Compositae), um dos
grupos  sistematicos mais numerosos dentro das angiospermas,
compreendendo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies (FLORAO, 2006;
LORENZI e MATOS, 2008; MARTINS et al., 2003).

O género Baccharis estd representado por mais de quinhentas
espécies distribuidas principalmente no Brasil, Argentina, Coldémbia, Chile e
México, sendo encontrada nas regides mais altas e solos arenosos (CARIDDI
et al., 2012; GRECCO et al., 2012). O elevado numero de espécies no Brasil e
nos Andes indica que uma dessas regides pode ser o0 provavel ponto de origem
desse género (BIONDO et al., 2011; FLORAO, 2006; LORENZI e MATOS,
2008; PADUA et al., 2010).

A carqueja também é conhecida como Baccharis genistelloides var.
trimera (Less.) Baker (BRASIL, 2010b), trata-se de um subarbusto perene,
ereto, ramificado na base, de caule e ramos verdes com expansdes trialadas,
de 50 - 80 cm de altura. As folhas estao dispostas ao longo do caule sendo a
inflorescéncia do tipo capitulo (AMARAL et al.,, 2010; XAVIER et al., 2012)
(Figura 14). Entre os constituintes do seu metabolismo secundario, pode-se
mencionar os diterpenos, sesquiterpenos, flavonoides, saponinas, lactonas,

taninos, compostos fenolicos e o Oleo essencial, lignina, a € f — pineno,
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esteroides, polifendis, beta cardineno, calameno, sesquiterpenos, canfero,
ledol, acetato de carquejila, nerotidol, hispirulina, campferol, esqualeno,
glicosidios e muitos outros (ABOY et al., 2012; GONCALVES, 2010; GRECCO
et al., 2012; SILVA, 2004a; SILVA et al., 2007).

Figura 14: Fotos de Baccharis trimera.
Fonte: O autor.

As folhas de Baccharis trimera sdo largamente utilizadas na medicina
popular na forma de infusédo a fim de obter as propriedades anti-inflamatorias,
cicatrizantes, antitlcera e digestivas (ABOY et al., 2012; DIAS et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2012; SILVA et al.,, 2010), além de potencial antioxidante
(PADUA et al., 2010), sendo utilizada também no tratamento de reumatismo,
desordens hepatobiliares (RODRIGUES et al., 2009), diabetes, acao
antimicrobiana (MARTINS et al., 2003; SILVA et al., 2007) e contra leveduras
(GONCALVES, 2010).

Fenner e colaboradores (2006), por meio de uma pesquisa de revisdo
de literatura etnobotanica, apresentam a carqueja amarga como uma das
espécies de plantas brasileiras com potencial antifingico. O género Bacharis
apresenta ainda atividade antimicrobiana, antifingica e antiviral (GUIMARAES
et al., 2012; LAZARO et al., 2013; PAUL, 2005; SCHUCH, 2007) e seu 6leo
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essencial revelou atividade contra Candida albicans (GONCALVES, 2010;
LERMEN et al., 2009).

A toxicidade do oleo essencial de B. trimera foi avaliada demonstrando
sua acdao inibitéria sobre as células de retina em cultura in vitro, tendo sido
observada a inibicdo da arborizacdo axodendritica e diminuicdo na proliferacéo
e diferenciacdo de células gliais (LOSQUI et al., 2009). Seu dleo essencial
também foi empregado por Oliveira e colaboradores (2012) que realizaram
trabalho inédito demonstrando seu potecial shistosomicida.

O carquejol, um dos principais constituintes isolados das partes aéreas
da B. trimera, é irritante a mucosa ocular e nasal. Em solucéo de 6leo de oliva,
este composto quimico apresentou baixa toxicidade quando utilizado via oral

ou intraperitonealmente (SILVA, 2004a).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OLEO ESSENCIAL DE BACCHARIS TRIMERA LESS (D.C.)

O o6leo essencial de folhas de B. trimera, lote BATRIO111, foi adquirido
da empresa Laszlo Aromatologia LTDA e obtido por arraste de vapor. Foi
fornecido ainda pela Empresa o laudo de certificacdo de pureza do 6leo e o

cromatograma do mesmo.
4.2 CROMATOGRAFIA GASOSA

A fim de se caracterizar quali e quantitativamente os principais
constituintes quimicos deste 6leo essencial, uma aliquota (50 pL) foi enviada
para analise por cromatografia gasosa (CG) no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais.

A andlise foi realizada em cromatografo a gas de alta resolucdo (HP
5890) equipado com detector por ionizacdo de chamas. Foi utilizada uma
coluna BP-1 (SGE) 25 m x 0,25 mm, com gradiente de temperatura de
60°C/1minuto, 3°C/minuto até 220°C; injetor (split de 1/ 50) a 220°C e detector
a 220°C. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio (2 mL/minuto) e volume de
injecdo de 1 puL. As amostras foram diluidas a 0,5% em cloroférmio. A
caracterizacdo dos picos foi feita através do calculo do indice de retencao de

Kovats e comparados com os dados da literatura.
4.3 LINHAGENS FUNGICAS

Foram empregadas linhagens-padrao de fungos filamentosos
dermatofitos, Trichophyton rubrum CCT 5507 URM 1666, Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9533 e Trichophyton mentagrophytes ATCC 11481
isoladas do ser humano e Trichophyton mentagrophytes ATCC 11480 isoladas
de gato, Microsporum gypseum ATCC 14683 e Microsporum canis ATCC
32903, as quais ficaram armazenadas em criotubos contendo agua destilada

estéril sob temperatura de - 20°C.
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O T. rubrum CCT 5507 URM 1666 foi adquirido da Fundagdo André
Tosello, as demais linhagens fangicas foram fornecidas pelo Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude da Fundag&o Oswaldo Cruz.

Embora a espécie de Epidermophyton floccosum esteja entre os
principais agentes responsaveis pela onicomicose, néo foi possivel realizar as
andlises necessarias para o estabelecimento da atividade antifingica com a
mesma, no periodo de trabalho. Diversas tentativas estdo sendo elaboradas

pela equipe deste nucleo de pesquisa.

4.4 REALIZACAO DO MICROCULTIVO

ApoOs a obtencao das linhagens fungicas, foi realizada a transferéncia
do material fungico liofilizado para tubos estéreis com tampa contendo meio de
enriguecimento, caldo Sabourad dextrose (SDB), que possui em sua
formulacédo, nutrientes necessarios para que as linhagens possam multiplicar-
se.

O microcultivo em lamina para fungos filamentosos corresponde a uma
técnica que permite a andlise da morfologia microscopica, uma vez que
preserva a disposicdo original dos conidios sobre as hifas e mantém integras
as estruturas responsaveis pela formacdo dos conidios (BRASIL, 2010a).
Trata-se de uma técnica que causa reduzidos danos as estruturas fangicas,
mantendo a disposicdo original das hifas, macro e microconidios (BRASIL,
2010a; PEREIRA, 2009; SIDRIM e ROCHA, 2004).

O procedimento consiste no emprego de laminas de vidro e placa de
Petri estéril, um bloco de agar batata de 1,0 cm?com 4 — 5 mm de altura e um
suporte (Figura 15). A lamina deve ser colocada sobre o suporte de forma
asséptica e sobre esta o bloco de agar. Semear o fungo, a partir de um repique
recente, nas quatro extremidades do bloco de &gar. Recobrir com uma laminula
estéril e montar uma camara umida adicionando um pedaco de algodao esteéril
umedecido com agua também estéril no interior da placa, a fim de evitar a
dessecacdo do meio de cultura microbiologica. Tampar a placa e incubar a
28 * 2°C por 7 a 10 dias, até o aparecimento de hifas (BRASIL, 2010a;
PEREIRA, 2009; SIDRIM e ROCHA, 2004).
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Laminas de vidro Bloco de meio Agar batata

Algodao umedecido
com agua

Laminula de vidro Fragmento fungico

Placa de Petri

Figura 15: Esquema do microcultivo em lamina de vidro.
Fonte: O autor.

Ap6s o periodo de crescimento fungico, retirar a laminula na qual
estardo aderidos o micélio e os conidios. Acrescentar uma gota do corante
lactofenol azul de algoddo sobre uma lamina e sobre esta apoiar a laminula,
vedar com parafina ou esmalte e observar ao microscopio optico (Eclipse -
E200, Nikon, Japdo) com o auxilio da objetiva que amplia 40 vezes a imagem.
Nestas condicbes, € possivel visualizar as estruturas de reprodugdo (micro e
macroconidios), bem como estruturas de ornamentacdo (hifas) (BRASIL,
2010a; SIDRIM e ROCHA, 2004).

As laminas do microcultivo das linhagens de T. rubrum CCT 5507 URM
1666 (Figura 16) e T. mentagrophytes ATCC 9533, T. mentagrophytes ATCC
11480 e T. mentagrophytes ATCC 11481 (Figura 17) permitiram constatar a
presenca de hifas septadas. Foi observado ainda a predominancia de
microconidios em forma de cachos distribuidos em torno das hifas e auséncia
de macroconidios para ambas as linhagens, como descrito por Murray,
Rosentahal e Pfaller (2006) e Pereira (2009).
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Figura 16: Imagem de microcultura de Trichophyton rubrum CCT 5507 URM 1666.
A seta vermelha indica a presenc¢a de microconidios e a amarela uma hifa. A barra
corresponde a 10 pum.

N\

Figura 17: Imagem de microcultura de Trichophyton mentagrophytes.
A seta vermelha indica a presenc¢a de microconidios e a amarela uma hifa. A barra
corresponde a 10 pm.

Para a linhagem de M. gypseum ATCC 14683 (Figura 18) foram
observados macroconidios fusiformes com as extremidades arredondadas
contendo cinco células em seu interior e uma superficie rugosa, sendo menos

fusiformes que os do M. canis como foi descrito por Copeto (2010).

\

Figura 18: Imagem de microcultura de Microsporum gypseum ATCC 14683.
A seta vermelha indica um macroconidio fusiforme e a amarela uma hifa. A barra
corresponde a 10 um.

No cultivo da linhagem de M. canis ATCC 32903 (Figura 19) foram
evidenciados macroconidios fusiformes, de paredes espessas e extremidades

afiladas. Sao divididos por septos transversais com a presenca de nove células
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internas, e com as extremidades afiladas, confirmando o que foi descrito por
Marques e colaboradores (2005) e Sidrim e Rocha (2004). Para as duas
linhagens do género Microsporum, a presenca de microconidios foi pouco

evidenciada.

Figura 19: Imagem de microcultura de Microsporum canis ATCC 32903.
A seta vermelha indica um macroconidio e a amarela o micélio. A barra corresponde
a 10 pm.

4.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

4.5.1 Triagem microbioldgica

A triagem microbioldgica foi realizada de acordo com a técnica do
fragmento fungico descrito por Souza e colaboradores (2002), a fim de avaliar o
potencial antifingico do 6leo essencial de B. trimera.

As andlises foram realizadas em placas estéreis para cultura de células
com vinte e quatro pocos (Sarstedt, Alemanha). Foi avaliada a atividade do
Oleo essencial de B. trimera, calculando-se a concentracéo-teste em fungéo do
teor de B — pineno, para que 0 mesmo estivesse na concentracdo de
1.000 pg.mL™; do controle reacional e do controle de viabilidade fingica como

descrito nas Tabelas 1 e 2. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Tabela 1: Composi¢ao das solucbes estoques.

Tween80/ DMSO Oleo essencial de  Salina estéril 0,9%
(2:1, viv) (uL) B. trimera (uL) (uL)
Oleo essencial 35 42 423
Controle reacional 35 - 465

- auséncia.

A concentracdo da solucdo estoque (SE) do 6leo essencial foi
calculada de acordo com o0 ajuste da concentracao para 100% do constituinte

majoritario, B - pineno.

Tabela 2: Solugbes empregadas na triagem microbioldgica.

. . . * Controle Fragmento
Agar Sabourad  *Oleo essencial . o

reacional fungico
dextrose** (uL) (uL)

(WL) (2 mm)
Teste (6leo) 1.900 100 - +
Controle de viabilidade fungica 1.900 - 100 +
Controle reacional 1.900 - 100 -

*. solugdo estoque; **: agar Sabourad dextrose contendo 0,05% de cloranfenicol e mantido a
37 — 40°C; -: auséncia e +: presenca.

Apés a completa homogeneizacao e solidificacdo do meio de cultura,
foi acrescentado o fragmento de 2 mm de cada linhagem fungica (SOUZA et
al., 2002).

Finalmente, a placa foi incubada a temperatura de 28 + 2°C por 7 dias.
Apés periodo de incubacédo, o crescimento de cada espécie fungica frente ao
Oleo essencial de B. trimera foi avaliado com o auxilio do microscopio
(SMZ800, Nikon, Japéo).

Pocos nos quais ocorreu crescimento fungico sdo sugestivos de
auséncia de atividade antifungica do Oleo essencial e a inibicdo total do
crescimento pode representar possivel atividade antifungica, ambos nestas

condicdes de analise.

4.5.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A determinacdo da CIM do 6leo essencial de B. trimera foi realizada

conforme o protocolo M38-A2 do The National Committee for Clinical



o1

Laboratory Standards (CLSI) (2008) adaptado, conforme estabelecido por
Almeida e colaboradores (2009).
Foram utilizadas placas de microtitulacdo estéreis de 96 pocos (Sarstedt,

Alemanha); todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.5.2.1 Padronizacado do indculo

No preparo da suspensdao fungica, foram utilizadas culturas de 7 dias.
Ao tubo com meio agar Sabouraud dextrose (SDA), contendo 0,05% de
cloranfenicol, inclinado contendo o fungo de interesse, foi realizada a primeira
lavagem por meio da adicdo de 2 mL de solucéo salina estéril 0,9% e 20 pL de
solucdo Tween-80/ DMSO PA (1: 1, v/v) com o auxilio de uma alca de
inoculacao estéril.

Procedeu-se mais 3 lavagens sequenciais, utilizando apenas solucéo
salina estéril 0,9%. A mistura de hifas e conidios formada foi transferida para
um tubo coénico de 50 mL estéril e homogeneizado em vortex (Genie 2,
Scientific Industries, USA) por 1 minuto. Apdés 5 minutos em repouso para
decantacdo das particulas maiores, o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo de 50 mL estéril e a ele adicionado salina estéril 0,9% e
homogeneizado formando uma suspenséo (CLSI, 2008).

A segquir, a suspensao foi analisada em espectrofotdmetro (Libra S12,
Biochrom, UK) empregando cubeta de quartzo com 1,0cm de caminho 6ptico e
transmitancia ajustada na faixa de 68 - 70% em comprimento de onda fixo de
530 nm (ALMEIDA et al., 2009). Posteriormente esta suspensao foi diluida na
proporcao de 1: 50 (v/v) em meio RPMI-1640 (Sigma, EUA) tamponado com
acido 3(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS, JTBaker, EUA).

A suspenséo final preparada foi empregada para a determinacdo da
CIM, por meio da transferéncia de uma aliquota de 100 uL desta solucéo para
a microplaca. Todas as solucbes e suspensdes descritas foram empregadas

logo apés o preparo das mesmas.
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4.5.2.2 Diluicdo dos agentes antifungicos

Para a realizacdo da atividade antifungica foi necessario realizar o
preparo dos farmacos de referéncia: terbinafina e cetoconazol e do Oleo
essencial de B. trimera.

Os farmacos terbinafina e cetoconazol foram avaliados nas
concentracdes finais de 0,0234 a 12 pg.mL™ e 0,0313 a 16 upg.mL™,
respectivamente (ALMEIDA et al., 2009; CLSI, 2008).

As solucdes de trabalho sdo duas vezes mais concentradas do que as
concentracdes finais, uma vez que ocorre uma diluicdo 1: 2 (v/v) dos agentes
antifangicos, quando combinados com o in6culo na microplaca.

Foram preparadas dez SE dos farmacos terbinafina e cetoconazol nas
respectivas faixas de concentracéo 0,0468 a 24 pg.mL™ e 0,0626 a 32 pg.mL™
em meio RPMI-1640 tamponado com MOPS (ALMEIDA et al., 2009; CLSI,
2008). Para a solubilizacdo dos mesmaos foi empregado dimetilsulféxido (DMSO
P.A., Sigma, Brasil) (CLSI, 2008).

O 6leo essencial de B. trimera foi avaliado empregando oito SE com
concentracdes na faixa de 15,6 a 2.000 ug.mL™ do constituinte majoritario em
meio RPMI-1640 tamponado com MOPS. A solubilizacdo deste Oleo foi
auxiliada pela adicdo de uma aliguota da solucdo de Tween-80/ DMSO P.A.
(1: 1, v/v), na proporcéo de 83,33% do volume de Oleo essencial utilizado.

Os controles, positivo e negativo, foram preparados conforme descrito na
Tabela 3.

Tabela 3: Composicao das solugdes estoque das substancias quimicas de interesse.

Tween80/ DMSO DMSO Terbinafina Cetoconazol RPMI-1640*

(1: 1, viv) (L) (HL) (Hg) (H9) (ML)

Controle positivo 1

) - 30,0 36,0 - 1470,0
(terbinafna)

Controle positivo 2

- 30,0 - 48,0 1470,0
(cetoconazol)

Controle reacional 1 3,5 - - - 496,5
Controle reacional 2 - 10,0 - - 490,0

DMSO: Dimetilsulféxido; *: RPMI-1640 tamponado com MOPS; Tween80: polissorbato 80 e
- auséncia.
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4.5.2.3 Preparo da microplaca

Em cada microplaca foram avaliados os farmacos de referéncia, o 6leo
essencial e os controles, positivo e negativo, sendo todos realizados em
triplicata.

Para a terbinafina, cetoconazol e o 6leo essencial, foi transferida uma
aliquota de 100 pL de cada SE preparada para o po¢o da microplaca, seguida
pela adi¢gdo de 100 pL de meio RPMI-1640 tamponado com MOPS e contendo
o0 in6culo padronizado (ALMEIDA et al., 2009; CLSI, 2002).

O preparo das solucdes de interesse dos controles positivos e

negativos foi realizado como descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Solucdes empregadas no preparo da microplaca.

Solugdes estoque preparadas (uL)

Amostras Controle Controle RPMI*  RPMI**
R OF reacional 1  reacional 2 Pl P2

OE - 100 - - - - - 100

FR 100 - - - - - - 100
CN OE - - 100 - - - 100 -
CNFR - - - 100 - - 100 -

CP1 - - - - 100 - - 100

CP2 - - - - - 100 - 100

CM 1 - - 100 - - - - 100

CM 2 - - - 100 - - - 100

FR: farmacos de referéncia; OE: 6leo essencial; CN: controle negativo; CP 1: controle positivo
(terbinafina); CP 2: controle positivo (cetoconazol); CM: controle dos micro-organismos; RPMI*:
meio RPMI-1640 tamponado com MOPS; RPMI**: meio RPMI-1640 tamponado com MOPS
contendo in6culo fungico e -: auséncia.

O teste de viabilidade fungica foi preparado pela adicdo de 200 pL de
meio RPMI-1640 tamponado com MOPS contendo o indculo flngico a
microplaca.

Apods estes procedimentos, a microplaca foi homogeneizada em agitador
de microplacas (SI-0400, Genie Scientific, Estados Unidos), durante 2 minutos
e incubada a 28 + 2°C por 7 dias.

A CIM é a menor concentracdo que uma solucdo contendo uma
substancia antifungica capaz de inibir o crescimento fungico visualmente

detectado. O crescimento fangico em cada poc¢o da microplaca foi visualmente
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comparado ao crescimento obtido no poco do controle negativo e no teste de

viabilidade fungica de acordo com o protocolo do CLSI (2002).

4.5.3 Concentracao fungicida minima (CFM)

A CFM é estabelecida como a menor concentracdo da substancia
testada na qual a linhagem fungica ndo apresenta capacidade de crescimento,
quando inoculada em meio de cultura microbiolégico sem antifangicos
(PEREIRA, 2009).

Apoés a leitura da CIM, foi determinada a CFM (MAGAGNIN et al.,
2011). Para tal, aliquotas de 10 yL do meio de cultura microbiolégico presente
NOS PO¢os nos quais ndo se observou, visualmente, crescimento fangico foram
transferidas para microplacas de 96 pocos contendo 200 uyL de SDB
desprovidas de qualquer antifungico.

Dessa forma, caso o crescimento flungico ocorra apos a diluicdo do
meio contendo o0 agente antifingico, este € considerado um agente fungistéatico
ou fungicida na auséncia de crescimento e incubada a 28 + 2°C por 7 dias
(ESPINEL-INGROFF et al., 2002).

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para a realizacdo de MEV, foram preparados os seguintes materiais:
fragmentos fldngicos nao tratados e fragmentos fangicos apds serem
submetidos ao tratamento com terbinafina, cetoconazol ou com 6leo essencial
de B. trimera. Todas as substancias foram empregadas na concentragéo
maxima de interesse (1.000 ug.mL™ em relagdo ao constituinte B - pineno).

Inicialmente, foi realizado plagueamento dos fungos em placas de Petri
contendo meio SDA, contendo 0,05% de cloranfenicol, e incubados em estufa a
temperatura de 28 + 2°C por 7 dias. Apos a formacao de coldnias, foi retirado
um fragmento fungico de 2 mm e transferido para uma nova placa de Petri
estéril contendo a substancia a ser testada incorporada no meio SDA a
1.000 pg/mL, contendo 0,05% de cloranfenicol, ja solidificado. Posteriormente,
a placa foi incubada a 28 + 2°C por 7 dias (SOUZA et al., 2002).
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Decorrido este periodo, o fragmento fungico foi retirado e preparado
para a realizagdo de MEV, segundo Martinelli e Santos (2010) e Mio, Novaes e
Alves (2006).

Os fragmentos fangicos submetidos ao MEV, foram preparados de
acordo com as seguintes etapas:

a) fixacdo com aldeido: foi usada a solucdo de Karnovsky como fixador —
(glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de sédio 0,05 M,
cloreto de calcio 0,001 M, pH 7,2). A amostra ficou submersa nesta solucéo
durante 24 horas na geladeira;

b) pés-fixagdo com solucdo de tetroxido de 6smio a 1% (OsQOg,): as amostras
pré-fixadas com aldeido foram lavadas (3 passagens consecutivas de cerca de
10 minutos cada em tampao cacodilato 0,05 M pH 7,2 e deixadas por mais
1 hora em solucéo de OsO,4 1%, a temperatura ambiente ao abrigo da luz;

c) desidratacéo: decorrido o tempo de uma hora, as amostras fixadas em
solucdo de 0OsO4 1% foram lavadas com agua destilada por trés vezes;

d) dessecacdo: as amostras passaram por concentracdes crescentes de
solucdo de acetona (25%, 50%, 70% e 90%), permanecendo cerca de 10
minutos em cada uma. Posteriormente a amostra foi lavada trés vezes com
acetona 100%;

e) por ultimo, o fragmento resultante foi fixado sobre stubs de aluminio com
auxilio de uma fita de carbono dupla face e levadas ao metalizador (FL-9496
Balzers/ Furstentum Liechtenstein), onde receberam um banho de vapor de
ouro por 180 segundos (equivalente a uma camada de ouro de 2 nm de
espessura).

As amostras de cada linhagem fungica avaliada foram submetidas ao
processo de MEV (JSM-5310, JEOL) sob as condi¢des de 25 Kv de poténcia e
distancia de trabalho de 17 mm. As anélises foram realizadas no Laborat6rio de
Ultraestrutura Celular Hertha Meyer do Instituto de Biofisica Carlos Chagas

Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados através da CG vinte constituintes quimicos na
composicdo do 6leo essencial de B. trimera com destaque para o  — pineno e
0 acetato de carquejila com os maiores percentuais, como pode ser visualizado
na Figura 20 e na Tabela 5. No entanto, de acordo com Bakkali e
colaboradores (2008), para que um marcador quimico seja considerado
majoritario, este deve apresentar percentual entre 20 e 70%, o0 que permite
atribuir apenas ao B - pineno esta caracteristica.

Foi identificada ainda a presenca de constituintes que sé&o
considerados como marcadores quimicos do 6leo essencial desta espécie
como o acetato de carquejila e o carquejol (GONCALVES, 2010; LERMEN et
al., 2009; MORAIS e CASTANHA, 2011; SILVA, 2004a, SILVA et al., 2010), no

entanto, estes estavam presentes em pequenos percentuais.
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Figura 20: Perfil cromatografico do 6leo essencial de Baccharis trimera.
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Tabela 5: Perfil quimico do 6leo essencial de Baccharis trimera.

Pico Constituintes % Kl
1 a-pineno 2.2 928
2 Sabineno 0.5 967
3 B-pineno 23.4 973
4 Mirceno 0.8 986
5 Limoneno 5.9 1021
6 E-B-ocimeno 0.6 1039
7 Carquejol 0.4 1150
8 Neral 2.3 1231
9 Geranial 4.1 1258
10 Acetato de carquejila 19.0 1295
11 B-elemeno 0.8 1388
12 B-cariofileno 6.4 1412
13 a-humuleno 3.1 1477
14 Germacreno D 5.0 1494
15 biciclogermacreno 1.6 1523
16 Ledol 4.6 1563
17 Espatulenol 4.4 1569
18 Globulol 2.3 1575
19 Epiglobulol 1.3 1586

20 Oxido humuleno 1.0 1596

Total 89.7

Kl: indice de retencdo de Kovats calculado.

Ao empregar o mesmo processo de extracdo do Oleo essencial
descrito, Silva e colaboradores (2007) obtiveram valores de germacreno D
(26,0%) e B-cariofileno (17,0%). Da mesma forma, Silva e colaboradores (2006)
encontraram como constituintes majoritarios do 6leo essencial de carqueja o
espatulenol (27,45%) e epiglobulol (11,10%) e, Lago e colaboradores (2008)
caracterizaram o a-humuleno (19,44%) como constituinte majoritario.
Empregando outra técnica de extracdo, supercritica, para 0 mesmo tipo de 6leo
essencial, Silva e colaboradores (2009) encontraram constituintes com
diferencas quali e quantitativa dos apresentados na tabela 5.

Tais diferengas entre os constituintes nos diferentes estudos realizados
podem estar relacionadas aos distintos processos extrativos empregados,
arraste de vapor e extracdo supercritica. Cabe ressaltar que existem outros
fatores que também podem proporcionar altera¢cdes na composi¢cao quimica do

Oleo essencial, tais como: época de coleta e secagem do material vegetal, tipos
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de solos, fatores genéticos, climaticos (SILVA et al., 2009; SIMOES et al.,
2004) e o percentual de nitrogénio disponivel para a planta no solo (PALACIO
et al., 2007).

Embora alguns autores afirmem que o marcador quimico deste 6leo é o
carquejol e o acetato de carquejila (GONCALVES, 2010; LERMEN et al., 2009;
MORAIS e CASTANHA, 2011; SILVA, 2004a, SILVA et al., 2010); tal afirmativa
pode ser questionada, uma vez que a constituicdo de um 6leo essencial esta
sujeita a inimeras variacdes como ja descritas (PALACIO et al., 2007; SILVA et
al., 2009; SIMOES et al., 2004). Na quarta edi¢cdo da Farmacopéia Brasileira
(FB) especifica que o 6leo essencial de B. trimera deve ser “constituido de, no
minimo, 9% de carquejol e 45% de acetato de carquejila”; no entanto, na Ultima
edicdo da FB (BRASIL, 2010b) ndo é apresentado nenhum parametro que
caracterize sua autenticidade, uma vez que diversas monografias de
fitoterapicos estédo passando por reavaliacao.

Por meio da andlise preliminar dos fragmentos fangicos, as linhagens
de T. mentagrophytes ATCC 9533; T. mentagrophytes ATCC 11480, T. rubrum
CCT 5507 URM 1666, M. canis ATCC 32903 e M. gypseum ATCC 14683 né&o
apresentaram crescimento fungico visivel quando expostas ao Oleo de B.
trimera (1.000 pug.mL™* em relacdo ao teor de B — pineno). No entanto, T.
mentagrophytes ATCC 11481 demonstrou crescimento. Dessa forma, foi
possivel sugerir acdo antifingica do respectivo 6leo essencial frente a cinco
linhagens de fungos testadas.

Os valores da CIM para o 6leo essencial de B. trimera estéo listados na
Tabela 6 e permitem realizar uma comparag¢do com os farmacos de referéncia,
terbinafina e cetoconazol. B. trimera apresentou valor da CIM e CFM inferiores
aos dos farmacos de referéncia frente a espécie de Tricophyton rubrum CCT
5507 URM 1666, demonstrando assim ser mais potente que 0S mesmos nos
testes realizados. Estes resultados sdo de grande importancia para a
terapéutica da onicomicose, uma vez que o T. rubrum esta entre as principais
espécies causadoras da onicomicose.

Embora os valores de CIM do Oleo essencial para as demais linhagens
tenham sido maiores que as dos farmacos listados, o emprego desta
substancia de origem vegetal (6leo essencial) pode representar um tratamento

alternativo para a onicomicose, quer seja como nova op¢ao medicamentosa ou
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como adjuvante terapéutico. Com o aumento de recidivas, desenvolvimento de
resisténcia fungica e o elevado numero de reacdes adversas ocasionadas pelo
tratamento disponivel; o emprego de um produto da flora nacional pode

representar uma solucéo para os problemas listados.

Tabela 6: Suscetibilidade in vitro de fungos filamentosos dermatéfitos frente ao 6éleo essencial
de B. trimera e aos farmacos de referéncia.

Linhagem fungica Oleo essencial de B. trimera Terbinafina Cetoconazol
CIM CFM CIM CFM CIM CFM
T. mentagrophytes ATCC 9533 31,25 62,5 3 3 2 4
T. mentagrophytes ATCC 11480 125 125 0,03 0,03 1 1
T. mentagrophytes ATCC 11481 >1.000 - 0,03 0,03 0,25 0,25
T. rubrum CCT 5507 URM 1666 0,03 0,06 0,19 0,19 1 4
M. canis ATCC 32903 0,24 0,98 0,19 0,19 0,06 8,01
M. gypseum ATCC 14683 125 125 0,12 0,12 8 16

CIM: concentracdo inibitéria minima; CFM: concentracdo fungicida minima; resultados
expressos como pg.mL™,

E importante evidenciar e destacar a proximidade entre os valores de
CIM e CFM proporcionados pelo 6leo essencial de carqueja frente as linhagens
fungicas, o que |he garante maior poténcia frente aos dermatéfitos analisados,
com destaque para as linhagens de T. mentagrophytes ATCC 11480, T. rubrum
CCT 5507 URM 1666, M. canis ATCC 32903 e M. gypseum ATCC 14683.

Almeida e colaboradores (2009), ao avaliarem o perfil in vitro de
susceptibilidade de linhagens clinicas de fungos filamentosos frente aos
antifingicos cetoconazol e terbinafina, encontraram CIM de 8 pg.mL™ para o
cetoconazol frente ao M. canis. Em relacdo a terbinafina, foram obtidos valores
médios de CIM = 32 ug.mL™ frente ao T. mentagrophytes e de 2 ug.mL™ frente
ao T. rubrum. Ao estabelecer uma comparacdo com os valores da CIM
apresentados na Tabela 6, é notéria a elevacdo das concentrac¢des inibitorias,
0 que pode representar indicios de resisténcia fungica das linhagens clinicas
aos farmacos citados e, consequentemente, dificuldade de tratamento da

infeccéo.
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O 6leo essencial de carqueja revelou CIM >1.000 pg.mL™ frente ao T.
mentagrophytes ATCC 11481, ndo sendo efetivo diante desta linhagem,
ratificando o resultado obtido no teste preliminar.

As eletromicrografias permitiram identificar morfologicamente as
estruturas fungicas e evidenciar expressivos danos ocasionados nas mesmas,
guando submetidas aos tratamentos propostos. As imagens foram obtidas dos
fragmentos de T. rubrum CCT 5507 URM 1666 (Figura 21), T. mentagrophytes
ATCC 9533 (Figura 22); M. canis ATCC 32903 (Figura 23) e M. gypseum
ATCC 14683 (Figura 24) submetidos a acdo dos farmacos de referéncia
(terbinafina e cetoconazol) ou ao 6leo essencial de B. trimera, além das
eletromicrografias de linhagens que n&o receberam nenhum tratamento com as
trés substancias descritas.

Observa-se na Figura 21A grande namero de hifas em formato tubular
e com ramificacdes, as quais formam o micélio como demonstrado por Koroishi
e colaboradores (2010). Foi possivel identificar ainda, alteracfes
proporcionadas pelos farmacos de referéncia (Figuras 21B e 21C) e pelo 6leo
essencial de B. trimera (Figura 21D) como o encolhimento e a presenca de

rugosidades nas hifas.
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Figura 21: Eletromicrografias de fragmentos de T. rubrum CCT 5507 URM 1666.
Imagens com letras e o numero | correspondem ao aumento de 1500x e letras
seguidas do numero Il ao aumento de 3500x. Fragmentos flngicos: ndo expostos a
nenhuma substéncia de interesse (A); expostos ao cetoconazol (B); a terbinafina (C)
e ao oleo essencial de B. trimera (D). “a” indica hifas sem alteracdes e com aspecto
tubular. “b” demonstra hifas/ micélio enrugadas e/ou compactadas



62

Através das Figuras 22Al e 22All é possivel observar um grande
namero de hifas com forma cilindrica e paredes lisas (seta “a”) e a presenca de
microconidios em formato esférico (seta “b”). Nas Figuras 22BI e 22BIl ocorreu
a destruicdo das hifas e ha presenca de estruturas arredondadas que se
assemelham a microconidios, o que pode caracterizar a acdo do cetoconazol
como fungistatica. Por outro lado, a terbinafina, de a¢do fungicida, ocasionou o
achatamento das hifas formando uma espécie de placas sobrepostas (Figuras
22Cl e 22CIlI) revelando danos as estruturas fungicas. A acao do 6leo essencial
de carqueja ficou evidente nas Figuras 22Dl e 22DIl nas quais as hifas
ganharam aspecto segmentado formando uma massa compacta. Dessa forma,
por meio da andlise morfolégica € possivel observar a diferenca entre a acao
farmacoldgica de cada substancia testada.

Observa-se nas Figuras 22Al e 22All a presenca de hifas com
morfologia semelhantes as encontradas por Park e colaboradores (2009),
assim como alteragcdes nas estruturas da linhagem de T. mentagrophytes
submetidos a acdo de nerolidol, terpineol e citral. Inouye e colaboradores
(2007), também demonstraram mudancas na morfologia do T. mentagrophytes
TIMM 2798 submetidas a acéo do timol, como o “achatamento e enrugamento”

das estruturas fungicas.
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Figura 22: Eletromicrografias de fragmentos de T. mentagrophytes ATCC 9533.
Imagens com letras e o ndmero | correspondem ao aumento de 1500x e letras
seguidas do namero Il ao aumento de 3500x. Fragmentos fungicos: ndo expostos a
nenhuma substéncia de interesse (A); expostos ao cetoconazol (B); a terbinafina (C)
e ao Oleo essencial de B. trimera (D). “a” hifas sem alteracdes e “b” indica os
microconidios ; “c” indica hifas/ micélio formando uma massa compacta.
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Na Figura 23 é possivel visualizar a linhagem de M. canis ATCC 32903
em Al e All, com destaque para um macroconidio (seta “a”) e o micélio (seta
“b”). No entanto, quando a mesma linhagem fudngica foi submetida ao
tratamento com cetoconazol (Figuras 23BI e 23Bll), terbinafina (Figuras 23Cl e
23ClI) e oleo essencial de B. trimera (Figuras 23Dl e 23DII), foram observadas

hifas contorcidas com rugosidades e compactadas.
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Figura 23: Eletromicrografias de fragmentos de M. canis ATCC 32903.
Imagens com letras e nimero | correspondem ao aumento de 1500x e letras seguidas
do ndmero Il ao aumento de 3500x. Fragmentos fdngicos: ndo expostos a nenhuma
substancia com potencial antifingico (A); expostos ao cetoconazol (B); terbinafina (C)
e ao 6leo essencial de B. trimera (D). “a”: indica um macroconidio, “b”: hifas sem
alteracdes e “c”: hifas/ micélio compactados e/ou contorcidas e aspecto rugoso.
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Observando a Figura 24, em Al e All é possivel notar a presenca de

hifas tubulares com superficie lisa (seta “a”) e a presenca de macroconidios
(seta “b”). Apds serem submetidos aos farmacos de referéncia, cetoconazol
(Figuras 24BI e 24BIl) e terbinafina (Figuras 24Cl e 24Cll), e ao 6leo essencial
de carqueja (Figuras 24Dl e 24DIl) as hifas ficaram compactadas (seta “c”) e os

macroconidios apresentaram consideravel enrugamento (seta “d”).
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Figura 24: Eletromicrografias de fragmentos de M. gypseum ATCC 14683.

Imagens com letras e numero | correspondem ao aumento de 1500x e, letras
seguidas do namero Il ao aumento de 3500x; com excecdo das imagens Cll e DI que
estdo nos respectivos aumentos de 4000x e 1900x. Fragmentos flngicos: nado
expostos a nenhuma substancia de interesse (A); expostos ao cetoconazol (B); a
terbinafina (C) e ao 6leo essencial de B. trimera (D). “a” e “b” indicam
respectivamente as hifas e os macroconidios sem altera¢gdes. “c” indica hifas/ micélio
compactados e “d" um macroconidio enrugado.
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Khan e Ahmad (2011) acreditam que o carater lipofilico dos o6leos
essenciais pode ajudar na penetracdo da membrana celular e o acimulo de
polissacarideos em condicdo de estresse pode levar a sua ruptura em células
fungicas. Mencionam ainda que tais efeitos sobre hifas fungicas sao
responsaveis por uma diminuicdo na taxa de crescimento de esporos, micélio,
producdo de biomassa e da morfogénese.

As alteracdes observadas nas eletromicrografias dos fungos tratados
com cetoconazol podem estar relacionadas diretamente as membranas
internas. De fato, sabe-se que essas substancias inibem da sintese do
ergosterol, o que ocasiona maior fluidez da membrana e consequentemente
sua desestabilizacdo. Este dano também pode afetar a montagem da parede
celular fangica ao inibir enzimas de membrana responsaveis pela sintese de
quitina (ROMAGNOLI et al., 2001).

Portanto, a andlise conjunta dos dados demonstra a atividade
antifangica do 6leo essencial de B. trimera frente a cinco linhagens de fungos
filamentosos dermatofitos causadores de onicomicose, 0 que possibilitara o
desenvolvimento de formulacdes inovadoras e o emprego das mesmas no
controle alternativo da onicomicose. No entanto, estudos mais elaborados
serao necessarios para sabermos se a utilizacdo deste 6leo ou de alguns de
seus componentes representara uma alternativa segura e viavel para o controle

destes fungos.
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6 CONCLUSAO

Os ensaios in vitro com o 6leo essencial de B. trimera utilizado neste
estudo demonstraram potencial antifingico frente a cinco linhagens de fungos
filamentosos dermatofitos.

Por meio da cromatografia gasosa foi evidenciada a presenga de vinte
constituintes quimicos do 6leo essencial de carqueja, entre eles o  — pineno,
caracterizado como majoritario.

No teste preliminar ndo foi observada a acdo do Oleo essencial de B.
trimera apenas frente a linhagem de T. mentagrophytes ATCC 11481. Através
da atividade antifungica foi possivel observar sua efetividade com destaque
para os valores da CIM (0,03 pg.mL™) e CFM (0,06 pg.mL™) obtidos diante a
linhagem de T. rubrum CCT 5507 URM 1666; para as demais linhagens
testadas, os valores da concentracéo inibitéria e fungicida minima variaram de
0,03 a 125 ug.mL™. Foi possivel evidenciar e destacar a proximidade entre os
valores de CIM e CFM proporcionados pelo 6leo essencial de carqueja que Ihe
garante maior poténcia frente aos dermatofitos analisados.

Por meio da analise das eletromicrografias foi possivel identificar as
estruturas flungicas e avaliar os expressivos danos ocasionados nos
fragmentos fangicos nos quais o 6leo essencial de interesse foi ativo e, ainda,
sugerir resultados semelhantes ao dos farmacos de referéncia, mas com
intensidade distinta.

Tais resultados justificam a realizacdo futura de ensaios que
demonstrem o mecanismo de acdo deste 6leo e/ou componentes do mesmo, 0
desenvolvimento de formulacdes topicas antifingicas e a realizacdo de ensaios

in vivo a fim de confirmar sua eficacia e garantir sua seguranca.
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ANEXOS

Anexo A - Laudo de analise do 6leo essencial de Baccharis trimera
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Anexo B - Preparo do meio RPMI- 1640

O meio de cultura foi preparado conforme preconizado pelo CLSI
(2008). Adicionar 10,49 de RPMI-1640 e 34,53g de tampao MOPS para cada
1 litro de agua destilada. Apds ajustar o volume, o pH da solucao foi corrigido
para 7,0 a 25°C, pela adicdo NaOH 1,0 mol/L. Posteriormente foi filtrado em
membrana de 0,22 um (CLSI, 2008).



