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RESUMO

Vanilla palmarum e Lippia alba sdo plantas que podem ser encontradas no semiarido baiano.
Ambas s3o usadas para fins medicinais por populagdes locais, de diferentes maneiras.
Contudo, V. palmarum nao ¢ muito estuda em diversos aspectos, tais como a sua composi¢ao
quimica e as atividades biologicas que desempenha. L. alba, por sua vez, ¢ uma das espécies
vegetais mais estudadas, mas, devido a sua variabilidade geografica, a composi¢ao quimica de
seu Oleo essencial ¢ bastante varidvel. Por isso, objetivou-se, neste trabalho, analisar a
composi¢do quimica, a atividade antioxidante e a atividade antidermatofitica dos extratos
brutos de V. palmarum, bem como a composi¢do quimica e a atividade antidermatofitica do
6leo essencial de L. albacultivada no municipio de Feira de Santana. Os dermatofitos
utilizados foram Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Microsporum
gypseum. Avaliou-se a inibicdo do crescimento micelial de todos os fungos e foram
determinadas as concentracdes inibitdrias minimas e fungicidas minimas dos extratos e do
6leo. A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada por métodos de sequestro de radicais
livres. Os extratos de V. palmarum apresentaram atividade antioxidante. Tanto os extratos
quanto o 6leo essencial apresentaram atividade antidermatofitica. Carvona e limoneno sdo os
compostos majoritarios do oleo essencial analisado.

Palavras-chave: Vanilla palmarum. Lippia alba. Extratos. Oleo essencial. Composi¢o
quimica. Dermatofitos.



ABSTRACT

Vanilla palmarum and Lippia alba are plants that can be found in the semi-arid region of
Bahia. Both are used for medicinal purposes by local populations, in different ways. However,
V. palmarum is not much studied in several aspects, such as its chemical composition and the
biological activities that it performs. L. alba, on the other hand, is one of the most studied
vegetal species, but, due to its geographical variability, the chemical composition of its
essential oil is quite variable. Therefore, the objective of this work was to analyze the
chemical composition, antioxidant activity and antidermatophytic activity of the crude
extracts of V. palmarum, as well as the chemical composition and antidermatophytic activity
of the essential oil of L. albacultivated in Feira de Santana. Dermatophytes used were
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum and Microsporum gypseum. The
inhibition of mycelial growth of all fungi was evaluated and minimum and minimum
fungicidal inhibitory concentrations of extracts and oil were determined. The antioxidant
activity of the extracts was evaluated by free radical sequestration methods. The extracts of V.
palmarum presented antioxidant activity. Both the extracts and the essential oil presented
antidermatophytic activity. Carvone and limonene are the major compounds of theanalyzed
essential oil.

Key-words: Vanilla palmarum. Lippia alba. Extracts. Essential oil. Chemical composition.
Dermatophytes.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas desempenham, desde a antiguidade, papel fundamental para a humanidade,
pois, além de serem consumidas como alimentos, sdo fontes importantes de principios ativos
que podem ser utilizadas para diversas finalidades no tratamento de doengas, podendo atuar,
entre outras maneiras, como antioxidantes e antimicrobianos. Registros histdricos revelam os
vegetais como medicamentos comumente empregados nas grandes civilizagdes (ELUMALALI,
ESWARIAH, 2012).

Atualmente, as plantas ainda sdo usadas como medicamentos por diversos povos. Em
muitos casos, esse uso baseia-se apenas em conhecimento empirico, mas ha paises que
registraram as plantas medicinais de seu territério em farmacopeias (PETROVSKA, 2012).
Nesse sentido, as plantas do semiarido brasileiro recebem atencdo especial, pois, além de
serem muito utilizadas na medicina tradicional, muitas delas ja tiveram parte de seu potencial
farmacolodgico estabelecido, como, por exemplo, Lippia alba, a espécie mais conhecida do
género Lippia, sendo utilizada, entre outras coisas, para tratar problemas de pele. Contudo, ha
espécies pouco estudadas, como Vanilla palmarum, por exemplo.

Além de ser utilizada como alimento, ornamento e cosmético, V. palmarum é também
uma das muitas plantas utilizadas na medicina popular brasileira, sendo empregada para o
tratamento de coluna, rins e dor de ouvido (COSTA et al., 2006). No municipio de Milagres,
Bahia, V. palmarum ¢ utilizada por alguns moradores no combate a dermatofitoses, mas nao
ha pesquisas que comprovem a sua acao antifingica.

As dermatofitoses micoses sdo causadas pelos dermatofitos, um grupo de fungos que
invadem tecidos queratinizados (pele, cabelo e unha), onde, pela a¢do de enzimas
queratinoliticas, transformam a queratina em substrato para o seu crescimento.
(LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010).

Assim sendo, o presente trabalho dedicou-se a avaliar a atividade biologica e a
composicao quimica de duas espécies de ocorréncia no semi-arido baiano, V. palmarum e L.
alba, com relatos de uso popular frente a doengas provocadas por dermatofitos.Como
objetivos especificos buscou-se: a) investigar a acdo frente aos dermatofitos Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Microsporum gypseum dos extratos metandlicos
brutos de folhas e caules de V. palmarum; b) avaliar a atividade antioxidante dos extratos de
V. palmarum; c) determinar o teor de fendlicos e flavonoides nos extratos de V. palmarum; d)

determinar a agdo antimicrobiana frente a Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
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rubrum e Microsporum gypseumdo 6leo essencial de L. alba; d) determinar a composi¢ao

quimica do 6leo essencial para relacionar a atividade observada.

REVISAO DA LITERATURA

1 ORCHIDACEAE

Orchidaceae, da ordem Aspargales, ¢ uma das familias de angiospermas de maior
variedade, com aproximadamente 24.500 espécies catalogadas. Sua distribui¢do geografica ¢
ampla, sendo os polos e as regides desérticas os unicos lugares onde ndo ¢ encontrada
(SILVA, 2013). Todavia, as regides neotropicais detém 73% das espécies dessa familia
(KOCH; SANTOS; ILKIU-BORGES, 2014).

O Brasil, por sua vez, ¢ considerado o terceiro pais mais rico em espécies de
Orchidaceae, as quais sdo observadas em todas as suas formagdes florestais, com predominio
em florestas umidas, principalmente na Mata Atlantica (ROMANI, 2006). O Jardim Botanico
do Rio de Janeiro documentou 221 géneros e 2.494 espécies de Orchidaceae espalhados em
todo o territdrio brasileiro, estando entre eles o género Vanilla (ORCHIDACEAE, 2014).

Quanto a sua importancia, sabe-se que diversas espécies de Orchidaceae sdo utilizadas
na medicina tradicional com varias finalidades, tais como tratar dores musculares e
gastrointestinais e para contracep¢do, mas nao ha provas cientificas destas acdes
farmacoldgicas. A atividade antimicrobiana dessas plantas, no entanto, tem sido estudada com
afinco. Foi descoberto, através de testes de disco-difusdo, que o extrato aquoso das folhas das
espécies Aerides odorata, Acampe papilosa € Acampe ochracea inibe o crescimento de trés
diferentes cepas de E. coli (ampicilina resistente, canamicina resistente € nao resistente)
(PAUL et al., 2013). Dendrobium nobile também se mostrou eficaz contra as bactérias de
importancia clinica E. coli, S. aureus, Salmonella typhi e Proteus sp. (DEVI et al., 2009).
Contudo, apesar de o interesse pela atividade antimicrobiana das Orchidaceae ter aumentado
nos ultimos anos, nem todos os géneros dessa familia foram amplamente estudados nesse
sentido.

Outra caracteristica farmacolédgica, e de grande importancia, relacionada as orquideas
¢ a produgdo de metabolitos secundarios (MS) antioxidantes. As espécies Dendrobium
speciosum € Phalaenopsis violacea ja tiveram seu potencial antioxidante descrito (MIHN et

al., 2016).
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1.1 O género Vanilla

Um dos géneros de Orchidaceae ¢ oVanilla, que pertence a subfamilia Vanilloidae,
tribo Vanilleae, subtribo Vanillinae e consiste de aproximadamente 110 espécies
(KOYYAPPURATH, 2015).

No Brasil, diversas espécies de Vanilla foram documentadas em todas as regides do
pais, em diferentes vegetacdes, mas predominantemente na Amazonia (ORCHIDACEAE,
2014).

Esse género ¢ muito importante economicamente, pois € a partir das favas de Vanilla
planifolia que se obtém a baunilha, a segunda fragrancia mais cara do mundo (OSORIO et al.,
2012). Os maiores produtores de baunilha sdo a India, Indonésia, Madagascar, México,
Reunido das Ilhas e Comoros (SASIKUMAR, 2010). A baunilha ¢ utilizada na fabricacdo de
cosméticos e na industria alimenticia (AZEEZ, 2008).

Além de ter importancia econdémica no cendrio mundial, popularmente, espécies de
Vanilla sdo usadas para fins medicinais. No entanto, ndo ha muitas pesquisas cientificas que
comprovem as acdes benéficas do extrato das partes vegetais de diferentes espécies deste
género (UCHIDA, 2011). V. planifolia ¢, at¢é o momento, a espécie mais estudada nesse
sentido. Sabe-se que a baunilha ¢ uma mistura de compostos, sendo que a vanilina (Figura 1,
p. 16) ¢ o fenolico que se encontra em maior concentracao nessa mistura. Entretanto, ha
outros fenois de igual valor na baunilha, como p-hidroxibenzaldeidos, dacidos p-
hidroxibenzoicos e acido vanilico, todos eles empregados na industria farmacéutica (SINHA;

VERMA; SHARMA, 2007).

O/C HS

OH

Figura 1: Estrutura quimica da vanilina
Fonte: A autora

Devido a grande quantidade de fendlicos presentes no extrato de baunilha, ele ¢

considerado um poderoso antioxidante, ajudando na prevencao contra o cancer e agindo como
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antineoplésico. Pesquisadores detectaram, também, efeito redutor de colesterol na vanilina,
que estd relacionado ao seu efeito hipotrigliceridémico ou ao seu efeito regulatoério no
metabolismo do colesterol (KRISHNASREE; ANDALLU, 2013). Outros estudiosos
identificaram na vanilina efeito antibacteriano contra Eschericha coli e Listeria innocua
(AHMED, 2015).

Vanilla palmarum (Figura 2, p. 17)foi descrita pela primeira vez em 1832 com o
basionimo Epidendrum palmarum, mas, no ano de 1840, ela foi transferida para o género

Vanilla. No Brasil, ela pode ser encontrada, entre outros Estados, na Bahia, onde ¢ vista

frequentemente na caatinga, sobre Syagrus coronata,planta conhecida popularmente como

licuri (BASTOS, 2009).

Figura 2: Vanilla palmarum.
Fonte: A autora.

Nao sdo encontrados muitos estudos relacionados a V. palmarum na literatura, mas ha
registros de que esta espécie ¢ empregada na medicina popular para o tratamento de coluna,
rins e dor de ouvido, além de ser usada como ornamento, alimento e cosmético (tonico
capilar) (COSTA et al., 2006). No municipio de Milagres, Bahia, V. palmarum ¢ utilizada por
alguns moradores no combate a dermatofitoses, mas ndo hd pesquisas que comprovem a agao

antiftngica de V. palmarum.

2 Lippia
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O género Lippia ¢ um dos 36 géneros da familia Verbenaceae e o segundo maior
deles, apresentando 200 espécies distribuidas pelas Américas do Sul e Central e pela Africa
tropical, sendo que a maior parte dessas espécies (75%) estd em territorio brasileiro
(SALIMENA, 2000; VICCINI et al., 2006). Na natureza, as espécies desse género
caracterizam-se como arbustos ou subarbustos, geralmente ramosos, ou ervas perenes
(SALIMENA, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Conhecidas popularmente como alecrim do mato, alecrim do campo, cidreira, alecrim
de tabuleiro e alecrim, as espécies de Lippia sdo frequentemente utilizadas na culinaria e na
medicina tradicional. Nesta tltima, emprega-se a Lippia na forma de decoto ou infusdo, para o
tratamento, por via oral, de disturbios respiratorios e gastrointestinais € no combate a
infeccdes em geral (SALIMENA, 2000; PASCUAL et al., 2001). A partir desta informagao,
muitos estudiosos tém investigado o potencial de espécies de Lippia para inibir o crescimento
microbiano, sendo L. alba a mais estudada. Varias pesquisas comprovaram, por meio de
testes in vitro, a atividade antiflingica dos 6leos essenciais de Lippia sp. contra fungos de
diversas espécies, como Aspergillus niger, Trichophyton rubrum e Candida albicans, por
exemplo.

Lippia alba (erva-cidreira) (Figura 3, p. 19) é um arbusto aromdtico com ampla
distribuicdo nos paises da América Central e do Sul, com ocorréncia também na India e
Australia. E uma das espécies de Lippia mais utilizadas na medicina tradicional, com relatos
para o tratamento de desordens gastrointestinais, tosse, resfriado, dores e problemas de pele,
entre outros (LIMA, 2013; HENNEBELLE et al., 2008; PINTO et al., 2013). Em relagdo a
atividade bioldgica, ¢ também uma das espécies mais estudadas, em especial a agdo
antimicrobiana de seu Oleo essencial frente a bactérias como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Listeria innocua, Pseudomonas aerurginosa e Salmonella choleraesuis ¢
fungos, entre os quais os dermatofitos (MACHADO; PEREIRA; BATISTA, 2014; MESA-
ARANGO, 2009; HENNEBELLE et al., 2008). A atividade frente a Trichophyton rubrum,
Epidermophyton floccosum e Microsporum gypseum do 6leo essencial rico em linalol, bem
como seu possivel mecanismo de acdo, foi previamente descrita (COSTA et al, 2013).

Entretanto, devido a sua ampla distribuicdo geografica e variabilidade genética, o 6leo
essencial de L. alba apresenta uma larga variacdo em sua composicdo quimica, dando origem
a diferentes quimiotipos, classificados conforme seus componentes majoritarios. Sete
quimiotipos ja foram descritos: quimiotipo I (citral e/ou linalol e/ou E-cariofileno), II

(tagetenona), III (limoneno e carvona ou dihidrocarvona, piperitona, piperitenona), IV
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(mirceno), V (y-terpineno), VI (canfora/1,8 cineol) e VII (estragol), que podem apresentar

distintas acdes bioldgicas (HENNEBELLE et al., 2008; HENNEBELLE et al., 2006).

Figura 3:Lippia alba.
Fonte: A autora.

3 METABOLITOS SECUNDARIOS

Nos organismos vivos, o metabolismo celular resulta na sintese de diversas
substancias que variam em composi¢ao, funcao e localizagdo. Este metabolismo ¢ dividido
em primario e secundario (DEWICK, 2002).

O metabolismo primdrio ¢ o responsavel pela produ¢do de compostos essenciais ao
crescimento e desenvolvimento celular, como os lipidios, carboidratos, aminoacidos, as
proteinas e as vitaminas, chamados de metabolitos primarios (MP) (BRIZUELA et al., 1998;
KUTCHAN, 2001). O metabolismo secunddrio, por sua vez, resulta em produtos importantes
para a interagdo dos vegetais com o meio ambiente, principalmente pelo fato de que plantas
enraizadas no solo nao conseguem realizar tal interacao através das vias geralmente utilizadas
pelos animais. Logo, os metabolitos secundarios (MS) encontrados nos vegetais apresentam,
em sua maioria, alguma atividade bioldgica (BRIZUELA et al., 1998; KUTCHAN, 2001).

A producdo das vérias classes de compostos originados a partir do metabolismo
secundario vegetal depende de diversos fatores — ambientais, genéticos, e fisiologicos — o que
torna os MS substancias com estruturas complexas, de composi¢do quimica muito variada,

especialmente no que diz respeito a diversidade de grupos funcionais (RISSATO;
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ALMEIDA; SILVA, 2004). Os flavonoides, as cumarinas, os glicosideos, isoflavonoides,
terpenoides, alcaloides, taninos e poliacetilenos sdo exemplos de substancias que ja foram
identificadas em diversas espécies, sendo que alguns deles sdo caracteristicos de determinadas
familias, géneros e espécies (COWAN, 1999).

E devido a essa grande diversidade molecular que os vegetais sio considerados fontes
importantes de matéria-prima para a produc¢do de novas drogas. Dessa forma, pode-se afirmar
que os MS beneficiam ndo apenas as plantas, mas também aos animais ¢ ao homem,
ajudando-os no combate a microrganismos, entre outras fungdes (LORENZI; MATOS, 2002).

Nas plantas, os MS, também conhecidos como produtos naturais € compostos
secundarios, possuem fungdes variadas — atuam como sinalizadores, como suporte estrutural,
como pigmentos, na defesa contra patdégenos e herbivoros, promovendo a interagdao do vegetal
com outros organismos € como atrativos para polinizadores, podendo, também, estimular ou
inibir agdes enzimaticas ou até mesmo desempenhar o papel de cofatores de enzimas
(TTIWARI; RANA, 2015). Contudo, alguns autores afirmam que, apesar de sua
funcionalidade, os MS, ao contrario dos MP, ndo sdo essenciais as plantas, ou seja, qualquer
planta pode se desenvolver e realizar seus processos normalmente na auséncia de MS
(SPRINGOB; KUTCHAN, 2009). Além disso, sua distribuicdo ¢ restrita, de maneira que
alguns MS sdo caracteristicos de uma espécie de planta ou de grupos de espécies relacionados
(TAIZ et al., 2015).

De acordo com a sua composi¢ao quimica, os MS sdo separados em trés grandes
grupos: terpenos, compostos fendlicos e compostos que contém nitrogénio (alcaloides). Eles
sdo produzidos através das mesmas vias pelas quais as plantas realizam processos essenciais a
sua sobrevivéncia (fotossintese, glicolise e ciclo do acido citrico). Nesses processos, siao
gerados intermedidrios biossintéticos que resultam na formag¢ao de MS. Os intermediarios
biossintéticos mais utilizados na biossintese de MS sdo a acetil coenzima A (acetil-CoA), o
acido xiquimico, o 4acido mevaldnico e a 1-deoxixilulose-5-fosfato (KABERA et al., 2014;

DIAS, URBAN; ROESSNER, 2012).

3.1 Terpenos

No que diz respeito aos terpenos, trata-se de uma classe de MS muito vasta, sendo a

maior classe de produtos naturais de origem vegetal, que tem como unidade estrutural basica

isoprenos de cinco carbonos, geralmente ligados uns aos outros obedecendo um arranjo
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cabeca-cauda (DEGENHARDT; KOLLNER GERSHENZON. 2009). Entretanto, os modelos
de ligagdo cabeca-cabeca e cabeca-meio também podem ocorrer (Figura 4, p. 21)
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2015). Estes MS podem assumir outras configuracdes,
variando em grau de insaturagdo, oxidacao, grupos funcionais e presenca de anéis, o que
contribui para a diversidade estrutural das classes de terpenos, os quais podem ser
encontrados em vegetais (plantas superiores), principalmente, e em alguns insetos e
organismos marinhos. S3o chamados terpenoides os compostos terpénicos que apresentam

oxigénio em sua estrutura (ZHANG et al., 2011).

a)

\ 7/

Isoprene

b) c) d)

Head-to-tail Head-to-head Head-to-middle
Figura 4: a) estrutura quimica do isopreno; b) modelo cabega-cauda; ¢) modelo cabega-cabega; d) modelo
cabega-meio.
Fonte: CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2015.

Nas plantas, duas vias podem, separadamente, promover a biossintese de terpenos — a
via citosdlica do mevalonato (MVA) e a via plastidial do metileritrol fosfato (MEP)
(RAMAK et al., 2014). Durante muito tempo, achava-se que as partes iniciais da via do MVA
eram responsaveis pela sintese de todos os derivados terpenoides. Porém, hoje, sabe-se que a
via do MEP, também conhecida como via mevalonato-independente ou via da deoxixilulose
fosfato, ¢ mais utilizada na natureza do que a via do MVA (DEWICK, 2002). A classificagao
dos terpenos ocorre de acordo com a quantidade de unidades isoprénicas presentes em seu
esqueleto (Figura 5, p. 22) (SANTOS, 2012).

No tocante as fungdes biologicas dos terpenos, nos vegetais, eles atuam como
defensores contra herbivoros, pois eles sdo toxinas deterrentes para insetos € mamiferos, o que
promove a sua atividade e a sua comercializagdo como inseticidas. Os 6leos essenciais,
formados por terpenos volateis (monoterpenos e sesquiterpenos), agem como repelentes de
insetos através do odor caracteristico que ddo as plantas, alertando esses predadores sobre a

sua toxicidade. Ademais, alguns terpenos estimulam o crescimento vegetal. Outros, os
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esterois, sdo componentes constitucionais essenciais as membranas celulares. Outros, ainda,
participam do processo de fotossintese como pigmentos acessorios e protegendo os tecidos
fotossintéticos da foto-oxidagao. Nesses casos, os terpenos funcionam como MP em vez de
MS, o que contradiz a afirmativa de que os MS ndo sdo essenciais aos organismos vegetais

(TAIZ; ZEIGER, 2006).
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Figura 5: Sintese de terpenos resumida.
Fonte: DEWICK, 2002.

3.2 Compostos fendlicos

Define-se compostos fendlicos como todo produto natural que possui um grupo fenol
— um grupo funcional hidroxila (-OH) ligado a um anel aromaético. Esses MS sao
quimicamente heterogéneos, variando quanto a solubilidade — alguns sdo soliveis somente em

solventes organicos, outros sdo soluveis em 4gua, outros sdo polimeros insoluveis
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(ANULIKA et al., 2016). Nos vegetais, a producdo dos fenolicos acontece pela via do acido
xiquimico (COOPER; NICOLA, 2014).

A classificacao desses compostos varia de autor para autor. Harbonne ¢ Simmonds,
por exemplo, separam-nos em grupos baseados na quantidade de carbonos presentes na
molécula (Tabela 1, p. 23). Por outro lado, Swain e Bate-Smith agrupam-nos numa relagao de
compostos comuns € menos comuns, observando a sua ocorréncia. Enquanto isso, Ribéreau-
Gayon reune os fenolicos em trés familias, de acordo com a sua distribui¢do. Estas familias
sao: 1) fenodis amplamente distribuidos; 2) fendis menos amplamente distribuidos; 3)

constituintes fenolicos presentes como polimeros (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

Tabela 1: Classificagdo de compostos fenodlicos segundo Harbonne e Simmonds (1964).

Estrutura Classe

Cs Fendlicos simples

Cs_Cl Acidos fenélicos e compostos relacionados
C6-C2 Acetofeona e acidos fenilacéticos
C6-C3 Acidos cinamicos, aldeidos cinamil e 4lcoois cinamil
C6-C3 Cumarinas, isocumarinas € cromonas
Cl15 Chalconas, auronas e dihidrochalconas
C15 Flavanos

C15 Flavonas

C15 Flavanonas

C15 Flavanondis

C15 Antocianidinas

C15 Antocianinas

C30 Biflavonil
C6—-Cl1-C6,C6-C2-C6 Benzofenonas, xantonas e estilbenos
Co6, C10,C14 Quinonas

C18 Betacianinas

Liganos, neoliganos Dimeros ou oligdmeros
Lignina Polimeros

Taninos Oligomeros ou polimeros
Flobafenos Polimeros

Fonte: VERMERRIS; NICHOLSON, 2006 (adaptado).

Devido a sua diversidade quimica, os fenolicos podem assumir diversas fungdes nas
plantas, agindo como defensores contra herbivoros e patogenos, dando coloragdo para
camuflagem, atraindo polinizadores, protegendo dos efeitos da radiagdo ultravioleta (UV)
(LIN et al., 2016).

Os flavonoides sdao polifendis achados abundantemente em plantas, onde podem
apresentar-se na forma livre (agliconas) e como glicosideos (PINHEIRO; JUSTINO, 2012).
Sua estrutura quimica basica ¢ constituida de um esqueleto com quinze carbonos (Cg-C3-Cg) —
dois anéis aromaticos (A e B) ligados por um anel pirano heterociclico (C) — (Figura 6, p. 24)

(KUMAR; PANDEY, 2013).
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Figura 6: Estrutura basica de um flavonoide.
Fonte. KUMAR; PANDEY, 2013.

No tocante a func¢do dos flavonoides, eles participam da relagdo planta-animais, visto
que eles sao responsaveis pela cor, pela fragrancia e pelo sabor dos vegetais, atuando, dessa
forma, como atrativos ou repelentes de insetos e mamiferos. Além disso, eles também sdo
importantes na relacdo simbidtica planta-microrganismo, em particular bactérias. Em se
tratando da relagdo plana-planta, os flavonoides exercem func¢do alelopatica, que pode ser
positiva, contribuindo para o desenvolvimento do organismo vizinho, ou negativa, inibindo a
germinagdo ¢ o crescimento deste. Outro papel importante dos flavonoides ¢ a defesa dos
vegetais contra fungos e bactérias patogénicos (MIERZIAK; KOSTYN; KULMAN, 2014).

Em relacdo as propriedades farmacoldgicas dos flavonoides, varios estudos
evidenciam seu potencial terapéutico como anti-inflamatorios, antioxidantes, antimicrobianos,
hepatoprotetores, antineoplasicos e fotoprotetores, bem como seus efeitos antidiabéticos,
antitlcera gastrintestinal, relaxante vascular, antiaterosclerotico, antitrombogénico,
cardioprotetor e ansiolitico (TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008). Um exemplo de
flavonoide com potencial terapéutico € a quercetina, um flavonol que tem sido muito estudado
como agente antineoplasico (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Entretanto, este MS possui
multiplos beneficios para a saide humana (ALRAWAIQ; ABDULLAH, 2014).

3.3 Alcaloides

Os alcaloides sdo um grupo de MS também formado pela via do acido xiquimico e
contém nitrogénio em sua composicdo quimica (com exce¢ao dos aminoacidos simples, das
proteinas e dos compostos glicosidicos nitrogenados). Eles sdo produzidos por diferentes
organismos, incluindo os humanos (BUCKINGHAM et al.,2010; GUTZEIT; LUDWIG-
MULLER, 2014). Sua classificacdo, em relagdo a estrutura quimica, separa os alcaloides em
alcaloides verdadeiros, protoalcaloides e pseudoalcaloides, sendo os dois primeiros originados

a partir de aminoacidos enquanto os ultimos ndo sdo derivados dessas substancias
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(ANISZEWSKI, 2007). Os alcaloides verdadeiros apresentam nitrogénio entre um anel
heterociclico, ao passo que os protoalcaloides possuem nitrogénio fora de um heterociclo
(BENNETT; WALLSGROVE, 1994).

Praticamente todos os alcaloides sdo toxicos para humanos, se ingeridos em
quantidade ndo recomendada, mas, ainda assim, muitos deles sdo utilizados pela medicina,
movimentando cerca de 4 bilhdes de dolares no mercado mundial (OLIVOTO et al.,2017). A
morfina, extraida de espécies do género Papaver, ¢ um exemplo de alcaloide muito utilizado

como analgésico.

4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

4.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante de um composto quimico ¢ determinada pela sua capacidade
de minimizar os danos causados pelo estresse oxidativo, impedindo a formacao de radicais
livres e outras espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas pela transferéncia de elétrons
realizada pelas células. Esses danos ocorrem porque os radicais livres — espécies quimicas que
possuem um ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada eletronica — sdo
altamente reativos, podendo reagir com qualquer molécula que entrar em contato com eles
(ANGELO; JORGE, 2007; DELMONDES et al., 2013).

Naturalmente, todos os organismos vivos produzem substincias antioxidantes. No
entanto, nem sempre a producdo endogena desses antioxidantes ¢ suficiente para a
manutengdo do organismo e para evitar a formagao de radicais livres ¢ EROs. Logo, ¢
necessario que se busque antioxidantes de fontes exdgenas. Assim, devido ao fato de serem
ricos em substincias antioxidantes, principalmente compostos fenodlicos, os vegetais
representam uma fonte exdgena dessas substdncias e devem estar entre os alimentos
consumidos diariamente pelo homem (OLIVEIRA et al., 2009).

Deve-se evidenciar que varias espécies da familia Orchidaceae foram estudadas no
tocante a atividade antioxidante que seus extratos brutos desempenham. O extrato bruto das
folhas de Phalaenopsissp., por exemplo, reduziu a formagao de radicais livres em 50%, no
teste de sequestro do DPPH, numa concentracao de 8,01 mg/mL (NGUYEN et al. 2018). A

fracdo metanolica do extrato da raiz de Luisia zeylanica, por sua vez, desempenhou a mesma



26

acdo, porém numa concentracdo muito menor (150 pg/mL) (SOHAG; HOQUE; HUDA,
2017).

A atividade antioxidante dessas espécies deve-se ao fato de que os fendlicos nelas
presentes atuam interrompendo a formagao de radicais livres através da doagao de elétrons ou
de hidrogénio para estes radicais, conferindo assim a eles estabilidade termodindmica. Devido
a esse fator, os fendlicos sao importantes para a prevencao de diversas patologias, entre elas o

cancer (ANGELO; JORGE, 2007, DELMONDES et al., 2013).

4.2 Atividade antimicrobiana

Atualmente, a medicina tem lidado com um problema de saude publica a nivel
mundial — a resisténcia aos antimicrobianos convencionais. No Reino Unido, por exemplo, a
cepa bacteriana MRSA de Staphylococcus aureus meticilina-resistente ¢ a de maior
incidéncia. Diante disso, a industria farmacéutica tem buscado desenvolver novas drogas que
ajam em sitios de acdo diferentes daqueles usados pelas drogas classicas. Assim, os produtos
naturais advindos de plantas medicinais tém recebido bastante aten¢do e sdo frequentes
objetos de estudo (CUSHNIE; LAMB, 2005).

Numa pesquisa realizada em 2008, foi detectada a atividade antimicrobiana de
flavonoides extraidos das espécies vegetais Viscum album, Prunus armeniaca, G. fissurense €
C. hypoleucum contra a producdo da enzima B-lactamase de amplo espectro pela bactéria
Klebsiella pneuminiae. Entre os flavonoides citados na pesquisa estdo o canferol, a quercetina
e a naringenina (OZCELIK et al.,2008).

Outros estudos demonstram que alguns terpenos também exercem atividade
antimicrobiana. Saponinas isoladas a partir do extrato metandlico das folhas de Anabasis
articulata apresentaram atividade antifungica contra Candida albicans (MAATALAH et al.,
2012).

Quanto aos alcaloides, seu potencial como antimicrobiano ¢ esclarecido a partir da
investigacao das propriedades antibacterianas de alcaloides presentes na parte aérea de Sida
acuta, que inibiram o crescimento de uma variedade de bactérias de importancia clinica, tais
como S. aureus ¢ E. coli (KAROU et al., 2005).

Os trabalhos citados anteriormente ndo foram os tnicos a obter resultados satisfatorios
quanto ao potencial farmacologico dos MS de origem vegetal, revelando que eles sao,

portanto, principios ativos riquissimos. Contudo, ainda ha muito que investigar, pois diversas
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espécies vegetais ndao foram analisadas até entdo. Sabe-se que a vanilina, presente nas
espécies do género Vanilla, ¢ eficaz contra bactérias como E. coli e Listeria innocua € que
outras espécies da familia Orchidaceae, como Dendrobium nobile, por exemplo, também tém
propriedades antimicrobianas (FITZGERALD et al., 2004; MARASINI; JOSHI, 2012).
Porém, ndo ha estudos que indicam o potencial antimicrobiano de V. palmarum. O 6leo
essencial de L. alba (quimiotipo citral) no entanto, demonstrou atividade antifungica contra os
dermatofitos 7. mentagrophytes e T. rubrum, numa concentragdo inibitdria minima de 125
ng/mL para o primeiro e de 31,25 pg/mL para o segundo (TANGARIFE-CASTANO et al.,
2012). Vale ressaltar que os quimiotipos de L. alba sdo amplamente estudados em diversas

frentes de analise.

5 EXTRATOS VEGETAIS

Os MS podem ser produzidos em diferentes 6rgaos vegetais, nos quais permanecem
armazenados. Para extrair essas substancias, as principais técnicas de extragdo que podem ser
usadas sdo a extracdo com auxilio de solvente (so6lido-liquido), a extragdo a vapor ou a
extragdo com uso de fluido supercritico (VEGGI, 2009).

Entretanto, dessas trés técnicas, a extragdo sodlido-liquido ¢ a mais comum nos
processos industriais. Ela consiste na extragao de uma matéria solida, de compostos soltveis,
por um solvente liquido conhecido (AGUILERA, 2003). Ao entrar em contato com as c¢lulas
vegetais, o solvente dissolve o extrato, produzindo uma solu¢do concentrada, formada por
solvente e por soluto estraido. Porém, ¢ dificil obter a extracdo completa das substancias, visto
que parte do extrato permanece retido nas particulas continuas da matéria-prima vegetal
(GAMSE, 2002).

Diversos fatores podem influenciar na extracdo soélido-liquido, o que impde a
necessidade de se avaliar desde a matéria-prima (vegetal) a ser utilizada ao melhor solvente
para a extragdo das substancias desejadas (GAMSE, 2002).

O preparo da matéria-prima € um ponto chave do processo. A moagem do material ¢
de grande valia, pois ela aumenta a sua superficie de contato, permitindo que o solvente tenha
melhor acesso a matriz solida, o que também diminui o tempo de extracdo.A seletividade do
solvente e a temperatura de extragdo também devem ser observadas, pois altas temperaturas
contribuem para a melhor solublidade das substancias, aumentando assim, a taxa de

transferéncia de massa, entretanto,pode causar a degradacdo dos compostos termosensiveis. A
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secagem do material em condig¢des ndo degradativas também ¢ um ponto importante porque a
agua presente no material pode competir com o solvente, afetando a taxa de transferéncia de
massa. Em se tratando do solvente, ¢ preciso considerar, além da sua seletividade, a
densidade, a volatilidade, o ponto de ebulicdo, a viscosidade, a inflamabilidade, a toxicidade e
o custo (VEGGI, 2009). O metanol ¢ um dos solventes mais utilizados para a extragdo de MS,

principalmente de compostos fenodlicos (PESCHEL et al., 2006).

5.1 Métodos para analise da composi¢io quimica de extratos

5.1.1 Determinagao do teor de fenolicos totais

O teor de fenodlicos totais presentes numa amostra pode ser quantificado através do
método de espectroscopia na regido do visivel que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau. Esse
método ¢ o mais utilizado na determinacao de fenois totais, pois ele requer poucos reagentes,
todos comercialmente acessiveis, ¢ de baixo custo e pode ser facilmente reproduzido
(VIEIRA et al., 2015).

Dois 4cidos compdem o reagente de Folin-Ciocalteau: o acido fosfomolibdico e o
4cido fosfotungstico. Neles, o molibdénio e o tungsténio estio no estado de oxidagio 6,
ambos apresentando cor amarela. Porém, quando submetidos a a¢do de substancias redutoras,
como compostos fendlicos, por exemplo, sob condi¢gdes alcalinas, eles sofrem uma reacao de
oxirreducdo que da origem ao complexo molibdénio-tungsténio de coloracdo azul (SOUSA et
al., 2007). Neste complexo, o estado de oxidacdo dos metais encontra-se entre 5 € 6. Através
da coloracao, ¢ possivel determinar a concentracao de substancias redutoras na amostra.

A reacdo de oxirredugao ocorre entre o fenolato (agente redutor) e o complexo
molibdénio-tungsténio (agente oxidante) (DO RIO, 1996). A cor do meio reacional ¢
controlada pela quantidade de grupos potencialmente oxidaveis, seja grupos hidroxila ou nao.
Por isso, utiliza-se uma curva padrao de acido galico para expressar os resultados em
miligramas de equivalentes de acido galico por grama de extrato (mg EAG/g) (SILVA et al.,
2010). A solugdo alcalina mais indicada como meio reacional ¢ a solucdo de Na,Co;

(REZENDE, 2010).
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5.1.2 Determinagao do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais presentes em extratos vegetais pode ser determinado pelo
método colorimétrico de complexagdo com cloreto de aluminio (AICl;), que utiliza a
espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis) (MARQUES et al.,
2012).

O principio desse método se baseia na capacidade do cation AI’" de formar complexos
estaveis com as hidroxilas livres dos flavonoides, provocando, assim, a extensdo do sistema
conjugado de maneira que sua absor¢do maxima se desloca para regides de maior
comprimento de onda (BURIOL et al., 2009; MARQUES et al., 2012).

O complexo flavonoide-Al’" apresenta coloragio amarela, que varia em intensidade a

depender da concentracdo de flavonoides na amostra (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012).

6 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais (OEs) sao misturas volateis de diferentes MS — principalmente da
classe dos terpenos. Em sua composi¢do, predominam os mono e 0s sesquiterpenos, mas
compostos nao-terpénicos também podem ser encontrados. O niimero e a concentragdo desses
compostos variam, contudo, de espécie para espécie, de maneira que um 6leo pode apresentar
diferentes metabolitos em sua composicao (BAKKALI et al., 2008).

A produgdo de OEs ocorre em diferentes o6rgdos de plantas arométicas, onde sdo
secretados e armazenados em estruturas especializadas que diferem em morfologia, funcio e
distribuicao. Tais estruturas encontram-se na superficie dos 6rgaos vegetais e/ou em seus
tecidos, nos quais desempenham o papel de minimizadores do risco de autotoxicidade
(SUZARTE; SALGUEIRO, 2015).

Quanto as propriedades fisico-quimicas dos OEs, eles sdo insoliveis em agua,
apresentando-se em estado liquido e incolores a temperatura ambiente. Eles possuem odor
caracteristico e, por isso, sdo amplamente usados na industria de cosméticos, perfumaria e na
aromaterapia (DHIFI et al., 2016).

A variabilidade dos OEs depende de diversos fatores, tais como a sazonalidade, o grau
de desenvolvimento da planta, a genética e o meio ambiente. Todos estes fatores influenciam
ndo somente no teor de compostos secundarios nos OEs, mas também nas fungdes biologicas

que eles desempenhardo no vegetal (DHIFI et al., 2016). Sabe-se que os OEs atuam na defesa
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das plantas contra microrganismos, como atrativos para dispersores de sementes e de polen,
como inseticidas, como repelentes de insetos e diminuindo a herbivoria (BAKKALI et al.,
2008).

Diante das muitas fun¢des que os OEs desempenham no organismo vegetal, a
comunidade cientifica passou a investigar a possibilidade de essas substancias produzirem
efeitos farmacologicos benéficos para os seres humanos. Assim, os OEs sdo bastante
estudados e, através de métodos padronizados, tem-se descoberto que OEs produzidos por
diferentes espécies podem atuar, entre outras maneiras, como antioxidantes, antibacterianos,
antifungicos e anti-inflamatorios. O OE de Lippia origanoides, por exemplo, mostrou-se
eficaz contra o fungo Aspergillus flavus (SILVA et al., 2012).

E valido destacar que o termo “6leo essencial” foi usado pela primeira vez no século
XVI por Paracelsus Von Hohenheim, que nomeou o componente efetivo de uma droga como
Quinta essentia (BURT, 2004). Atualmente, pode-se extrair OEs por meio de técnicas
diferenciadas, tais como a destilagdo a vapor, a destilagdo destrutiva e a hidrodifusao.
Entretanto, a hidrodestilacao (Figura 7, p. 30) € a técnica de extracdo mais utilizada (LI et al.,
2014). Nela, a 4gua, na qual a biomassa ¢ imersa e submetida a fervura, entra em contato com
a célula vegetal, abrindo seus poros e liberando o OE das glandulas. Os vapores de agua e
6leo gerados condensam-se por resfriamento em condensador e escoam para o recipiente de
coleta, no qual dgua e o6leo liquidos podem ser separados por uma substancia higroscdpica ou

por densidade (NORA; BORGES, 2017).

Oleo Essencial

; _ ¥ Tube Graduado
L Tub o de
Retomao L3

Droga com Agua

Figura 7:Hidrodestilagao.
Fonte: OLEOS ESSENCIAIS.
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6.1 Método de analise da composicio quimica de 6leos essenciais

H4 muito que os ensaios espectrométricos tém sido utilizados para detectar
metabolitos secundarios isolados. Porém, métodos de alta acuracia e sensibilidade, capazes de
analisar misturas complexas, foram desenvolvidos com o passar dos anos. A cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) ¢ um deles (LISEC et al., 2006).

Usada em diversas areas da ciéncia e da tecnologia, a cromatografia gasosa (CG) ¢
capaz de quantificar os componentes presentes numa mistura, mas essa capacidade ¢ ambigua
e reduzida. Além disso, esse método ¢ incapaz de estabelecer a natureza e a estrutura quimica
desses componentes, de modo que se faz necessario o uso de testes espectrométricos. A
espectrometria de massas (EM) ¢, por sua vez, o sistema mais adequado para isso, pois,
através do espectro de massas por ela captado, sao fornecidas informagdes sobre o peso
molecular e a composicdo das substincias. A depender da resolugdo do espectrometro
utilizado, os grupos funcionais, a geometria e a isomeria espacial dos compostos também

poderao ser detectados (GUO, 2014).

7 METODOS PARA ANALISE DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE EXTRATOS E OLEOS
ESSENCIAIS

7.1 Teste da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre 2,2-difenil-

1-picril-hidrazil (DPPH)

O 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe) ¢ um radical livre estavel de coloragao
purpura que reage com compostos doadores de hidrogénio. Este radical, quando submetido a
acdo de um agente antioxidante ou uma espécie radicalar, sofre reducdo a 2,2-difenilpicril-
hidrazina (DPPH-H) (Figura 8, p. 32), que apresenta colora¢cdo amarela. O DPPH-H absorve
energia a um comprimento de onda menor que aquele no qual o DPPHe absorve. Portanto,
quanto maior for a concentragdo de antioxidantes no meio menor sera a absorbancia da

mistura (OLIVEIRA et al., 2009).



32

RSN N

saclllieae
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(Purpura) (Amarelo)

Figura 8: Formas radicalar e ndo radicalar do DPPH, respectivamente.
Fonte: NUNES et al., 2012.

Os resultados obtidos a partir da leitura da absorbancia da mistura levam a
determinagdo da porcentagem de atividade antioxidante (%AA) — quantidade de DPPH
consumido pelo antioxidante. Calcula-se, entdo, o valor da concentracdo eficiente para
diminuir em 50% a concentra¢do de DPPH inicial (CEsg). A CEs( ¢ inversamente proporcional
a concentracdo de DPPH na mistura, ou seja, quanto menor a CEsy, maior o consumo de

DPPH no meio (SOUSA et al., 2007).

7.2 Teste da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre 2,2°-

azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS)

O teste da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre 2,2'-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS) (Figura9, p. 32) segue o mesmo
principio utilizado pelo teste feito com o radical livie DPPH, ou seja, ele ¢ baseado na
transferéncia de um elétron para o radical. O resultado visivel desse teste ¢ a diminui¢cdo da

intensidade da cor no meio reacional (MOHARRAM; YOUSSEF, 2014).
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Figura 9: Estabilizacio do radical ABTS " por um antioxidante e sua formacao pelo persulfato de potéssio.
Fonte: EMBRAPA, 2007.
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O objetivo do ensaio de ABTS ¢ estabelecer a capacidade de uma substancia para
sequiestrar o radical ABTS gerado numa fase aquosa. O resultado obtido ¢ comparado a um
padrao de Trolox, um analogo da vitamina E solivel em &4gua e ¢ dado em mol de
equivalentes de Trolox por mL. A reacdo entre o antioxidante ¢ o ABTS ¢ mensurada por
meio de espectrofotometria em comprimento de onda de 734 nm. Calcula-se, entdo, o valor da
concentracdo eficiente para diminuir em 50% a concentracdo de ABTS inicial (CEjs).

(SHALABY; SHANAB, 2013; HIDALGO; ALMAJANO, 2017).

7.3 Testes antimicrobianos

Os testes laboratoriais de atividade antimicrobiana sdo realizados com a finalidade de
predizer a sensibilidade in vitro de determinado microrganismo. O teste de inibicdo do
crescimento micelial ¢ uma das maneiras de analisar a acdo de antimicrobianos contra fungos
filamentosos. Esse teste, feito, geralmente, em cinco repeticdes, consiste na semeadura do
fungo em estudo em meio de cultura sélido contendo a substincia a ser testada numa
concentragcdo previamente estabelecida. O resultado do teste ¢ calculado em percentagem,
conforme a formula de Edington, em que a média dos didmetros das colonias submetidas ao
antimicrobiano ¢ comparada a média de um controle negativo (meio sem antimicrobiano)
(EDINGTON; KHEW; BARRON, 1971).

Contudo, mesmo tendo a sua metodologia padronizada, o teste de inibi¢do do
crescimento micelial ndo ¢ suficiente para fornecer resultados definitivos, devendo este ser
associado ao teste de microdilui¢do, no qual varias concentragdes do antimicrobiano em
analise sao distribuidas em placas ou tubos contendo meio caldo ou &gar, onde o
microrganismo teste ¢ inoculado (NCCLS, 2003; CLSI, 2012). Ap6s um periodo determinado
de incubacdo a 35°C, as placas sdo analisadas e se determina a concentragdo inibitoéria minima
(CIM) do agente antimicrobiano — menor concentragdo de agente antimicrobiano capaz de

inibir o crescimento visivel do microrganismo (NCCLS, 2002).

8 DERMATOFITOS

Os dermatoéfitos sao um grupo de fungos queratinofilicos que invadem tecidos

queratinizados (pele, cabelo e unha), onde formam colonias e transformam a queratina em
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substrato. Estes fungos sdo distribuidos em trés géneros: Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton.O habitat natural deles ¢ o solo, mas, devido a especificidade adquirida no
decorrer da evolugdo, eles podem infectar tecidos de animais € humanos, o que os leva para
trés diferentes classificacdes ecoldgicas. A primeira delas ¢ a de fungos geofilos, que engloba
as espécies exclusivamente do solo. A segunda, por sua vez, ¢ a de fungos zoofilos, na qual se
enquadram as espécies capazes de infectar animais. E a terceira ¢ a de fungos antropodfilos —
aqueles que infectam seres humanos. Na verdade, zo6filos e antropofilos podem infectar tanto
animais quanto humanos. 7. mentagrophytes e M. canis sdao exemplos de zoofilos
transmitidos via animal-homem. 7. rubrum, T. tonsurans, M. gypseum e E. floccosum sio
exemplos de antropofilos transmitidos via homem-homem (LAKSHMIPATHY;
KANNABIRAN, 2010).

Geralmente, esses fungos colonizam a parte morta do extrato corneo, do cabelo e das
unhas, onde se desenvolvem produzindo hifas e artroconidios importantes para o diagndstico
das dermatofitoses. Ao alojar-se no tecido alvo, esses patogenos produzem enzimas
queratinoliticas, para quebrar a queratina e transforma-la em substrato para seu crescimento
(HAYETTE; SACHELI, 2015). Essas enzimas estdo associadas a patogenicidade dos
dermat6fitos. Um estudo realizado com M. canis isolado de cdes e gatos comprovou que a
atividade as proteases queratinoliticas era maior nos animais sintomaticos e induziam infec¢ao
cronica nas cobaias. Acredita-se que a penetragdo dos dermato6fitos na pele do hospedeiro
também seja auxiliada por proteases (PERES et al., 2010).

O tratamento das dermatofitoses ¢ feito com drogas das classes das alilaminas e dos
azodis, principalmente itraconazol e terbinafina. Frequentemente opta-se pelo uso combinado
de antifungicos topicos e orais. Porém, ha relatos de resisténcia a essas drogas, com recidivas

recorrentes apos a interrupgao do tratamento (PERES et al., 2010).

8.1 O género Trichophyton

Vinte e quatro espécies integram o género Trichophyton, algumas das quais sdo
nutricionalmente exigentes, como 7. mentagrophytes e T. tonsurans, por exemplo, que
requerem a presenca de aminoacidos no meio de cultura (metionina para o primeiro e ornitina,
citrulina e arginina para o segundo), que servirdo como fonte de nitrogénio.
Macroscopicamente, as unidades formadoras de colonia (UFC) de Trichophyton sp. possuem

aspecto pulverulento, aveludado ou ceroso (Figura 10b, p. 35). Os microconidios predominam
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nas espécies desse género, mostrando-se globosos, piriformes ou sésseis, com pigmentacao
lateral reversa, dispostos individualmente ou em grupos ao longo das hifas (Figura 10a, p. 35).
Raros macroconidios podem ser observados microscopicamente. Tanto as exigéncias
nutricionais quanto a pigmentagdo das espécies desse género sdo caracteristicas utilizadas

para o seu diagndstico (SUGANTHI, 2017; WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995).

Figura 10: A: Hifa e microconidios de 7. mentagrophytes; B: Colonia de T. mentagrophytes.
Fonte: A autora.

8.2 O género Microsporum

Das 16 espécies do género Microsporum, M. canis, que ¢é capaz de se alojar no cabelo
e na pele glabra, ¢ a de maior relevancia. Sua reprodugdo ocorre via macroconidios,
principalmente. Estes sdo multiseptados, com parede grossa e superficie aspera (Figura 11, p.
36). As UFC sao aveludadas ou pulverulentas, com pigmenta¢do marrom ou branca (Figura

11b, p. 36) (SUGANTHI, 2017; WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995).
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Figura 11: A: Macroconidio de M. gypseum. B: Colonia de M. gypseum.
Fonte: A autora
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CAPITULO 1

COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
ATIVIDADE ANTIDERMATOFITICA DE Vanilla palmarum
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1.1 INTRODUCAO

O uso de vegetais para o tratamento de doengas ¢ uma pratica que se perpetuou atraveés
das geracdes. Nao se sabe exatamente em que ponto da histéria o homem passou a utilizar as
plantas com essa finalidade, mas ¢ dito que esse habito confunde-se com o surgimento do
proprio homem — escrituras de antigas civilizagdes relatam essa pratica entre 4000 e 5000 a.C.
(HOSSEINZADEH et al., 2015).

Através de métodos padronizados, comprovou-se que os vegetais podem atuar, entre
outras maneiras, como antioxidantes, inibindo a formagao de radicais livres e de espécies
reativas de oxigénio, e como antimicrobianos (KRISHNAIAH; SARBATLY;
NITHYANANDAM, 2011; SILVA; FERNADES JUNIOR, 2010). Varias espécies da familia
Orchidaceae foram estudadas no tocante a atividade antioxidante que seus extratos brutos
desempenham. O extrato bruto das folhas de Phalaenopsissp., por exemplo, reduziu a
formagdo de radicais livres em 50%, no teste de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazila), numa concentragao de 8,01 mg/mL (NGUYEN et al. 2018).

Um composto antioxidante possui a capacidade de impedir a formagdo de radicais
livres e de outras espécies reativas de oxigénio (ERO) no organismo. A formagdo desses
radicais ¢ ERO ¢ um processo natural do organismo humano, porém indesejado, visto que ele
leva ao estresse oxidativo, o qual estd associado a desordens a nivel celular e pode provocar
doencgas como o cancer (ANGELO; JORGE, 2007; DELMONDES et al., 2013). Apesar de o
organismo humano produzir antioxidantes naturalmente, ele ndo os produz em quantidade
suficiente, devendo o homem, portanto, consumir antioxidantes de fontes exdgenas, e os
vegetais, por serem ricos em compostos fenolicos, metabolitos secundarios que atuam como
poderosos antioxidantes, sdo a principal fonte (OLIVEIRA et al., 2009).

No que concerne a atividade antimicrobiana dos vegetais, muitos se mostraram bons
antimicrobianos em testes in vitro, inibindo o crescimento de diferentes espécies de bactérias
e fungos, inclusive dermatofitos, fungos que provocam micoses superficiais.

As micoses superficiais conhecidas como dermatofitoses ou 7inea sdo provocadas por
um grupo de fungos especializados classificados em trés géneros. Sao eles Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton. As proteases queratinoliticas desses fungos sdo as enzimas
responsaveis pela transformagdo da queratina dos tecidos do hospedeiro (pele, pelos e unhas)
em alimento para eles proprios. (LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010).

A ocorréncia das dermatofitoses ¢ mundial. Porém, de todos os dermatofitos,

Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes sdo os mais incidentes nas regioes Sul e Sudeste
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do Brasil, pais no qual a prevaléncia de dermatofitoses ¢ de aproximadamente 23% (PIRES et
al., 2014; CORTEZ et al., 2012; PERES et al., 2010). O tratamento dessas infecgdes ¢
frequentemente associado a resisténcia aos antifingicos convencionais, que podem ser de uso
oral ou topico, além de provocarem efeitos adversos agressivos, tais como hepatoxicidade,
distarbios gastrointestinais e leucopenia. Esses efeitos estdo relacionados a toxicidade do
antifingico perante as células do hospedeiro, as quais possuem algumas similaridades com as
células dos patogenos. Diante disso, tem-se buscado o desenvolvimento de novos farmacos
mais eficaes e menos agressivos para o tratamento das dermatofitoses. Nesse sentido, os
produtos naturais de origem vegetal despertam grande interesse (GUPTA; COOPER, 2008;
LANA et al., 2016; BOUCHARA, MIGNO, CHATUVERDI, 2017).

Vanilla palmarum, uma Orchidaceae do género Vanilla, conhecida popularmente
como bananinha do licurizeiro, vista frequentemente na caatinga sobre Syagrus coronata
(licuri), estd entre as varias plantas empregadas na medicina popular para o tratamento de
infecgdoes (BASTOS, 2009). Essa espécie ¢ utilizada por moradores de Milagres, cidade do
interior do Estado da Bahia, para tratar micoses de pele (dermatofitoses). Contudo, nao ha
estudos cientificos que comprovem as atividades biologicas de V. palmarum, ou indiquem sua
composi¢ao quimica. Por isso, o objetivo deste trabalho foi investigar a composi¢do quimica
dos extratos metanolicos de V. palmarum, determinar a sua atividade antifungica contra

dermatofitos e a atividade antioxidante.

1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 Coleta do material vegetal

A espécie foi coletada na regido de Feira de Santana, no campus da Universidade

Estadual de Feira de Santana, no periodo de janeiro a marg¢o de 2016, e o material fértil foi

herborizado e depositado, em forma de exsicata, no Herbario do Departamento de Biologia da

Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS), com o nimero de tombo 220952.

1.2.2 Obtencio e processamento do extrato bruto
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Os orgaos vegetais (folhas, caules, raizes, flores e/ou frutos) foram separados, secos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Depois de pulverizados separadamente, em moinho
de facas, as folhas e o caule de V. palmarum foram submetidos a extragdo em metanol por
maceracao assistida por ultrassom, em recipientes de vidro, por cinco vezes consecutivas. Os
extratos foram concentrados em evaporadores rotatorios, sob pressao reduzida, em
temperaturas entre 40 e 45 °C. O residuo de solvente foi retirado por evaporagdo em capela de
exaustao.

A massa total de folhas secas maceradas foi de 1.013,62 g. A massa total de caule seco

macerado foi de 731,08 g O rendimento do extrato foi avaliado em porcentagem (m/m).

1.2.3 Analise da composicao quimica

1.2.3.2 Determinagao de fenodlicos totais

A quantidade de fendlicos totais nos extratos metanolicos brutos da folha e do caule de
V. palmarum foi determinada pelo método que utiliza o reagente Folin-Ciocalteau, descrito
por Peres et al. (2009), com algumas modificagdes. Primeiramente, uma solugdo mae em
triplicata de cada extrato foi preparada com 0,04 g de extrato de caule e 0,02 g de extrato de
folha para 10 mL de metanol espectroscdpico. A partir disso, novas triplicatas foram feitas em
tubos de ensaio, cada uma contendo 100 puL da solu¢do mae. Em seguida, foi adicionado 1
mL de 4agua deionizada as triplicatas, mais 200 uL do reagente Folin-Ciocalteau. Depois de
homogeneizadas, as triplicatas foram deixadas em repouso durante 5 minutos, ao abrigo da
luz. Passado este tempo, foram adicionados 600 pLde solucdo de carbonato de sodio
(NayCOs3) a 15% mais 5 mL de dgua deionizada.

As amostras foram agitadas em vortex e deixadas em repouso durante 90 minutos, ao
abrigo da luz. Depois disso, utilizando cubetas de vidro, fez-se a leitura da absorbancia das
triplicatas em espectrofotometro UV-1800 Shimadzu, no comprimento de onda de 750 nm,
tendo como branco todos os reagentes utilizados no método, com excecao do extrato. Os
resultados obtidos foram expressos como miligramas de equivalentes de acido galico (EAG)
por grama de extrato (mg EAG/g ) através da interpolacdo da absorbancia das amostras contra
uma curva de calibragdo de 4cido galico. A curva de calibracdo foi construida a partir de
solucdes de acido galico nas concentracdes de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 pg/mL. A

equagao da curva de calibragao do acido galico ¢ y = 0,002x + 0,011, com coeficiente de
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66,9 (13

determinac¢do igual a R* = 0,992, sendo “x” a concentracdo de acido galico e “y” a

absorbancia resultante da leitura a 750 nm.

1.2.3.3 Determinag¢ao do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais dos extratos brutos das folhas e do caule de V. palmarum
foi determinado pelo método colorimétrico de complexagao com cloreto de aluminio (AICl3),
que utiliza a espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis),
segundo a descricao de Woisky (1996).

Primeiramente, duas solugdes mae foram confeccionadas em triplicata, uma contendo
0,01 g de extrato metanolico bruto das folhas e outra contendo 0,02 g de extrato metandlico
bruto do caule, cada uma com 10 mL de metanol. Em seguida, 1.500 pL de cada uma foram
colocados em tubos, também em triplicata. A essa quantidade foram adicionados 200 pL de
solucao metanolica de AlClza 5% mais 3.400 puL de solucao metanolica de acido acético a
5%. Por fim, 100 pL de solu¢do metandlica de DPPH foram adicionados. A mistura foi
agitada em vortex e deixada em repouso durante 30 minutos, ao abrigo da luz. A leitura da
absorbancia foi feita a 425 nm. Os resultados obtidos foram expressos em miligramas de
equivalente de quercetina por grama de extrato (mg EQ/g) através da interpolacdo da
absorbancia das amostras contra uma curva de calibragao de quercetina. A curva de calibragao
foi construida a partir de solugdes de quercetina nas concentragdes de 8, 14, 20, 26, 32 e 45
pg/mL. A equagdo da curva de calibragdo da quercetina ¢ y = 0,021x — 0,034, , com
coeficiente de determinacdo igual a R* = 0,997 sendo “x” a concentracdo de quercetina e “y” a

absorbancia resultante da leitura a 425 nm.

1.2.4 Analise da atividade antioxidante

1.2.4.1 Teste de sequestro do radial livie DPPH

Solugdes maes de EMB a 0,01 g/10 mL foram confeccionadas em triplicata, para cada
extrato de V. palmarum. Destas solucoes, diferentes volumes em microlitros (500 a 800 pL)
foram pipetados, aumentando de 50 em 50 pL, e dispostos em tubos de ensaio. A essas

aliquotas, por sua vez, adicionou-se o volume necessario de metanol para completar 1 mL de
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amostra em cada tubo. Em seguida, adicionou-se 2 mL de solu¢do metanolica de DPPH,
agitou-se em vortex e, apos repouso de 30 minutos, leu-se a absorbancia da amostra em
espectrofotometro a 517 nm. Sete amostras com diferentes concentracdes (0,5 a 0,8 mg/mL)
foram analisadas.

Metanol puro foi usado como branco. A absorbancia da solu¢do de DPPH foi
observada e o seu valor foi aplicado no calculo do sequestro do radical livie DPPH. A
inibicdo do radical foi dada em porcentagem e, com os valores obtidos em cada amostra
triplicata, foram construidos graficos de disperco nos quais os valores de R? sio maiores que
0,9. A CEs final (mg/mL) de cada extrato foi calculada como sendo a média das triplicatas de
cada extrato. A comparacdo entre as médias de cada tratamento foi realizada a analise de
variancia pelo teste de Tukey, que foi conduzido utilizando-se programa de analises
estatisticas Sisvar. O teste foi realizado de acordo com Sousa et al. (2007). Foram utilizados

trolox e 4cido ascorbico como padrdes.

1.2.4.2 Teste do sequestro do radical livre ABTS

Solugdes maes de EMB a 0,03 g/5 mL foram confeccionadas em triplicata, para cada
extrato de V. palmarum. Destas solugdes, foram pipetados diferentes volumes, em microlitros
(375 a 1000 puL), aumentando de 125 em 125 pL,o0s quais foram distribuidos em tubos Falcon.
A essas concentragdes, por sua vez, adicionou-se o volume necessario de metanol para
completar 1 mL de amostra em cada tubo, exceto no que ja havia 1 mL de amostra. Em
seguida, foram retirados 30 pL de cada tubo, os quais foram depositados, separadamente, em
tubos de ensaio. Por fim, adicionou-se 3 mL de solucdo etanolica de ABTS, e, apds repouso
de 6 minutos, leu-se a absorbancia da amostra em espectrofotdmetro num cmprimento de
onda de 734 nm.

Seis amostras com diferentes concentragdes (2,25 a 6 mg/mL). A leitura do branco foi
realizada com etanol. A absorbancia do controle da solu¢do de ABTS foi de 0,718. O
sequestro do radical ABTS foi analisado em porcentagem e, com os valores obtidos em cada
unidade da triplicata, foram construidos graficos de dispersio, nos quais os valores de R? sdo
maiores que 0,9. A CEs final (mg/mL) de cada extrato foi calculada como sendo a média das
triplicatas de cada extrato. A comparagdo entre as médias de cada tratamento foi realizada a

analise de variancia pelo teste de Tukey, que foi conduzido utilizando-se programa de analises
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estatisticas Sisvar. O teste foi realizado de acordo com as instru¢coes da EMBRAPA (2007),

com adaptacdes, e o padrao utilizado foi o trolox.

1.2.5 Testes antimicrobianos

1.2.5.1Microrganismos

As espécies de dermatofitos testadas (7richophyton mentagrophytes, Trichophyton
rubrum e Microsporum gypseum) foram isoladas de material clinico e identificadas como
agentes de micoses cutaneas (pele, pelos e unhas). Todos os dermatofitos citados foram
cedidos pela Colecao de Culturas URM do Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco, na qual as linhagens estdo registradas
com os codigos 6272, 4727 e 6199, respectivamente. Os dermat6fitos foram preservados em

meio batata-dextrose-agar (BDA).

1.2.5.2 Teste de inibi¢ao do crescimento micelial

O teste de inibigdo do crescimento micelial foi realizado segundo a metodologia
indicada por Edgington, Khew e Barron (1971), com algumas modificagdes. Solugdes de
extrato e DMSO foram preparadas de maneira que as concentragdes finais fossem 1 mg/mL, 2
mg/mL, 4 mg/mL e 8 mg/mL, em 100 mL de meio de cultura BDA. A mistura extrato-meio
de cultura foi, entdo, distribuida em cinco placas de Petri estéreis, cada uma contendo 20 mL
da mistura. As placas contendo a mistura permaneceram expostas a luz ultravioleta por duas
horas, para que ela viesse a se solidificar e para que se evitasse a contaminagao desta. Passado
esse tempo, foi inoculado, em cada placa, um plug micelial de 6 mm de didmetro.

Depois de inoculados, os dermatofitos foram incubados em estufa a temperatura
de28°C, e, apds 48 horas, o crescimento das coldnias foi acompanhado até o sétimo dia, tendo
seu didmetro medido diariamente com régua. Também foram semeados os controles negativos
(meio de cultura sem extrato) e os controles positivos (meio de cultura com itraconazol). Para
cada tratamento, foram feitas cinco repeticoes.

No sétimo dia, foi calculada a média dos didmetros das colonias de cada dermatofito e

os resultados foram empregados na formula de Edington, para o célculo da porcentagem de
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inibi¢do do crescimento micelial, da seguinte maneira: [ = (MC, — MT) x 100 / MC,, em que |
¢ a porcentagem de inibi¢do, MC, ¢ a média dos didmetros dos controles negativos e MT ¢ a
média dos diametros do tratamento em analise.

Para comparagdo entre as médias de cada tratamento, foi realizada a analise de
variancia pelo teste de Tukey, que foi conduzido utilizando-se programa de analises

estatisticas Sisvar.

1.2.5.3 Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Fungicida Minima (CFM)

Para a determinagdo da CIM dos extratos brutos, foi utilizado o ensaio de
susceptibilidade por microdilui¢cao em caldo recomendado pelo NCCLS (2002).

Para a preparag@o do indculo, as amostras fungicas foram cultivadas em placas de petri
contendo BDA e incubadas a 35° C por sete dias. Passado este tempo, as colonias fungicas
foram raspadas com o auxilio de canudo estéril e o raspado foi transferido para tubo estéril
contendo 5 mL de solucdo salina a 0,85%. Depois de agitd-la em vortex, deixou-se a mistura
de esporangiosporos e fragmentos de hifas em repouso por 20 minutos e, em seguida,
transferiu-se o sobrenadante para tubos para colorimetro estéreis. A suspensao foi ajustada
para uma absorbancia entre 0,09 e 0,17, na leitura em colorimetro. 1 mL dessa suspensdo foi
diluido em 49 mL de meio caldo Sabouraud-dextrose (SD), de modo a obter uma
concentracdo final entre 0,4 x 10* a 5 x 10 UFC/mL, numa suspensdao 1:50 de
microrganismo. Essa concentrag¢do foi conferida por meio da semeadura de 10 pL do indculo
preparado em meio BDA e contagem do niimero de coldnias.

Os testes foram realizados em meio de cultura caldo SD. Triplicatas de 80 mg de cada
extrato foram dissolvidas em 800 uL de dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida, adicionou-se
1200 pL de 4gua destilada ao extrato dissolvido, formando, portanto, uma solu¢do de extrato
de 40 mg/mL. Essa solugdo foi esterilizada por filtracdo através da membrana de acetato
celulose (0,22 pm).

Nas microplacas de 96 pocgos, 100 puL de caldo SD foram colocados em cada po¢o. Em
seguida, as solugdes de extrato estéreis foram testadas em triplicata, de maneira que 300 pL
de cada solucdo fossem distribuidos nos primeiros pocos (100 pL. em cada). A partir dos
primeiros pogos, foram feitas diluicdes para os pocos seguintes (Figura 12, p. 54). Por fim,

cada poco recebeu 100 puL de suspensao de microrganismo.
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Figura 12: Procedimentos para o teste da concentragdo inibitéria minima dos extratos de V. palmarum, em que a
letra “T’ representa a triplicata.
Fonte: A autora.

A concentragdo inicial de extrato nos primeiros pogos foi de 500 pg/mL. Itraconazol
em pellet, preparado numa solu¢dao com 400 pL de DMSO e 600 pL de agua destilada
autoclavada, foi utilizado como controle positivo, na concentracdo inicial de 110 pg/mL, para
as espécies de Trichophyton e 550 pg/mL para M. gypseum. Foram realizados também
controles de viabilidade dos microrganismos testados ¢ do meio de cultura. Também foi
testada a CIM da solucao de DMSO-4agua na mesma concentracao utilizada com os extratos
(40%), para eliminar a possibilidade de interferéncia do DMSO nos resultados. A esterilidade
das solugdes de extrato ¢ do caldo SD utilizados foi verificada através da inoculacao de todos
eles em microplaca. A pesagem do itraconazol em pellet foi realizada mediante a
multiplicagdo da concentragdo inicial desejada pelo fator de corregdo 4,55, calculo necessario
para se obter o valor real de principio ativo presente na forma farmacéutica em que este se
encontra.

As placas foram incubadas a 35°C durante 72 horas. Passado esse periodo, para analise
qualitativa do crescimento microbiano nos pocos de ensaio, foram adicionados 50 pL do
revelador resazurina em cada pogo, na concentragao final de 0,005 mg/poco. A CIM foi
definida como a menor concentragdo, nas triplicatas, em que nao se observou crescimento
microbiano. A CIM final foi obtida pelo calculo da média aritmética e desvio padrao de todas
as triplicatas.

Para confirmar a atividade fungicida, foi determinada a concentragdo fungicida
minima (CFM) da solucdo de extrato testada, e também do itraconazol, para cada pogo do

teste de CIM que ndo apresentou crescimento microbiano. Para isso, placas de Petri contendo
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meio de cultura BDA foram divididas em pequenos quadrados identificados com a letra e o
numero correspondente ao poco do qual foi realizada a semeadura. 5 pL do contetido de cada
poco foram semeados dentro dos limites do respectivo quadrado. As placas foram incubadas
nas mesmas condi¢oes usadas no teste da CIM. A CFM foi definida como a menor
concentragdo sem crescimento microbiano, calculada pela média aritmética e desvio padrao

de todas as triplicatas.

1.3 RESULTADOS

O rendimento do EMB das folhas foi de 6,75% (68,41 g) e o rendimento do EMB do
caule foi de 6,7% (49 g). O teor de fendlicos e flavonoides totais dos extratos metanolitos

brutos das folhas e do caule de V. palmarum esta descrito na Tabela 2 (p. 55).

Tabela 2: Teor de fendlicos e flavonoides totais nos extratos metanélicos brutos de V. palmarumexpresso em
média e desvio padrio de trés andlises independentes.

Amostra FT (mg EAG/g) FLT (mg EQ/g)
EMB folha 50,87 £ 0,64 31,15+2,29
EMB caule 47 £ 6,97 16,58 + 0,46

EMB, extrato metandlico bruto; FT, fendlicos totais; mg EAG/g, miligramas de equivalentes de acido galico por grama; FLT,
flavonoides totais; mg EQ/g, miligramas de equivalentes de quercetina por grama.

Os resultados do teste da atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH
e do teste da atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre ABTS estao descritos na

Tabela 3 (p. 55).

Tabela 3: Atividade antioxidante in vitro dos extratos metandlicos brutos da folha e do caule de V. palmarum.

Amostra Sequestro de DPPH (CE5q, mg/mL)  Sequestro de ABTS (CEs), mg/mL)
EMB folha 0,67a 5,96a

EMB caule 0,69a 4,53b

Trolox 0,008b 0,18¢

Acido ascorbico 0,005b NT

EMB, extrato metanolico bruto; CEs, concentracdo que sequestrou 50% do radical DPPH; NT, nio testado. Nas colunas,
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente.
Quanto a atividade antidermatofitica, o extrato do caule mostrou-se mais eficaz na
inibi¢do do crescimento micelial de todos os dematoéfitos (Apéndice B), em todas as

concentragoes utilizadas, conforme mostrado nas Tabelas 4 € 5 (p. 56).
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Tabela 4: Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial dos dermatoéfitos diante do extrato metandlico das
folhas de Vanilla palmarum.

Inibicao do crescimento micelial (%)

Dermatoéfito 1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL 8 mg/Ml1 Itraconazol
32 pg/mL

T. mentagrophytes 1,03a 25,3b 53,14c¢ 59,89¢ 71,81d

T. rubrum 13,46a 48,94b 68,8¢c 74,93¢ 71,94¢

M. gypseum 6,87a 15,34a 63,6b 68,59b 24.86¢

Nas linhas, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente.

Tabela 5: Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial dos dermatofitos diante do extrato metandlico do
caule de Vanilla palmarum.

Inibicao do crescimento micelial (%)

Dermatoéfito 1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL 8 mg/mL Itraconazol
32 pg/mL

T. mentagrophytes 4,19a 35,84b 60,87¢ 61,23¢ 71,81d

T. rubrum 22,22a 54,77b 65,2¢c 74,07c 71,94¢

M. gypseum 11,5a 26,05b 65,9¢ 67,83c¢ 24,86b

Nas linhas, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente.

A CIM e a CFM do extrato das folhas e do caule e do itraconazol contra os
dermatofitos testados estdo descritos nas Tabelas 6, 7 (p. 56) e 8 (p. 57), respectivamente. O
DMSO inibiu o crescimento de todos os fungos apenas na concentracdo maxima (40%), com
efeito fungistatico perante todos os dermatofitos. Em relagdo a CIM, ambos os extratos
tiveram efeito fungistatico para 7. mentagrophytes e fungicida para 7. rubrum e M. gypseum.

O itraconazol foi fungistatico para todos os fungos.

Tabela 6: Concentragdo inibitoria minima (ug/mL) e concentragdo fungicida minima (ug/mL) do extrato
metandlico bruto das folhas de V. palmarum contra dermatéfitos.

Espécie CIM-EF CFM-EF

T. mentagrophytes 250+£0 500+£0

T. rubrum 388,89 + 127,29 388,89 +£127,29
M. gypseum 444,44 + 96,23 444,44 £ 96,23

CIM-EF, concentragdo inibitoéria minima do extrato da folha; CFM-EF,
concentracdo fungicida minima do extrato da folha.

Tabela 7: Concentragdo inibitoria minima (ug/mL) e concentragdo fungicida minima (ug/mL) do extrato
metanolico bruto do caule de V. palmarum contra dermatofitos.

Espécie CIM-EC CFM-EC

T. mentagrophytes 36,46 £0 388,89 + 104,86
T. rubrum 187,5+ 72,17 187,5 72,17
M. gypseum 319,44 + 168,39 319,44 + 168,39

CIM-EC, concentragdo inibitoria minima do extrato do caule;CFM-
EC,concentragdo fungicida minima do extrato do caule.
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Tabela 8: Concentragdo inibitéria minima (pg/mL) e concentragdo fungicida minima (pg/mL) do
itraconazolcontra dermatofitos.

Espécie CIM-I CFM-1

T. mentagrophytes 6,87+0 244,44 £ 26,46
T. rubrum 55+£0 129,86 + 52,92
M. gypseum 137,5+0 213,89 £190,82

CIM-I, concentragéo inibitéria minima do itraconazol; CFM-I, concentragdo
fungicida minima do itraconazol.

1.4 DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, o EMB das folhas de V. palmarum possui teor
de fendlicos e de flavonoides mais elevado o (50,87 mg EAG/g e 31,15 mg EQ/g,
respectivamente), em relacdo a outras espécies da familia Orchidaceae, como Phalaenopsis
sp., por exemplo (MINH et al., 2016). Porém, a maioria das pesquisas realizadas até entdo foi
feita com o extrato etanodlico das folhas dessas espécies. De fato, a escolha do solvente ¢
extremamente importante para a extragdo eficiente de determinados componentes de uma
mistura, ¢ a afinidade dos compostos em estudo com o solvente empregado varia de uma
espécie para outra (SASIDHARAN et al., 2011).

Ha, ainda, outro ponto a ser destacado no que concerne a determinagdo do teor de
fenois totais em extratos vegetais: 0 método comumente utilizado. Sabe-se que o reagente de
Folin-Ciocalteau possui algumas limitagdes — ele ndo detecta apenas compostos fendlicos,
mas também outras substancias, tais como agucares, clorofila, gorduras e terpenos — o que faz
dele um método nao especifico (ANGELO; JORGE, 2007). Assim sendo, pode-se inferir que
o conteudo de fenois em algumas espécies € superestimado. De qualquer maneira, resultados
positivos para fenolicos e flavonoides representam o potencial farmacologico da espécie
estudada, visto que esses compostos atuam de diversas maneiras, inclusive como
antioxidantes e antimicrobianos (TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008). Esta informagao,
por sua vez, corrobora com os resultados dos testes de atividade antioxidante pelo sequestro
do radical livie DPPH e pelo sequestro do radical livie ABTS, os quais mostram que ambos
os EMBs das folhas e do caule de V. palmarum apresentaram atividade antioxidante, sendo a
CEsp do EMB bruto do caule (0,69 mg/mL) maior que a CEso do EMB das folhas (0,67
mg/mL), para o DPPH, e o contrario para o ABTS (5,96 mg/mL para o EMB das folhas e 4,53
mg/mL para o EMB do caule). Porém, no teste de sequestro do DPPH esses valores nao

diferem significativamente entre os extratos.
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Quando comparados aos resultados obtidos por Nguyen et al. (2018) com os extratos
metanodlicos de espécies do género Phalaenopsis, a atividade antioxidante de V. palamrum é
mais elevada, visto que a CEsy dos extratos de Phalaenopsis (8,01 mg/mL) € muito maior que
a dos extratos de V. palmarum. Porém, comparados aos padroes acido ascorbico e trolox,
ambos os extratos tiveram baixa atividade antioxidante.

Vale ressaltar que a quantidade de fendlicos num vegetal depende de vérios fatores, e
a ontogenia (periodo do desenvolvimento vegetal) ¢ um deles. Um estudo realizado com V.
planifolia revelou que as folhas jovens desta espécie expressam maior quantidade de fenois do
que folhas mais velhas (PALAMA et al., 2010).

Em se tratando da atividade antimicrobiana dos extratos analisados, ndo ha estudos
sobre a atividade antifungica de V. palmarum. A espécie de Vanilla mais estudada, até o
momento, € V. planifolia, a qual teve a sua atividade antimicrobiana analisada, num estudo
preliminar, mas ndo contra dermatéfitos. Contra Aspergillus niger, o extrato metandlico das
folhas de V. planifolia foi eficaz numa concentracdo minima de 50 mg, em teste de difusdao
em disco (JAMAL UDDIN et al., 2015).Extratos etandlicos de outras espécies da familia
Orchidaceae, tais como Luisia zeylanica, Pholidota pallidae Dendrobium nutantiflorum,
inibiram o crescimento micelial do fungo filamentoso Fusarium oxysporum, o que justifica a
importancia de se estudar os efeitos antifungicos de espécies de Orchidaceae contra fungos
filamentosos, inclusive dermatéfitos (SHWETA et al., 2015).

Neste trabalho, o extrato metanolico do caule mostrou-se mais eficaz contra os
dermatofitos testados que o extrato metandlico das folhas, em ambos os testes
antimicrobianos realizados, sendo que a porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial de
cada fungo decresce conforme a concentragdo de extrato no meio diminui, revelando assim
uma relacao dose dependente entre os resultados. 7. mentagrophytes foi o dermatofito mais
resistente a acao dos extratos, de acordo com os resultados do teste de inibi¢ao do crescimento
micelial. No teste da CIM, no entanto, ele se mostrou o mais susceptivel de todos aos extratos
e ao itraconazol, apresentando a CIM mais baixa (250 pg/mL para o extrato das folhas, 36,46
ng/mL para o extrato do caule e 0,98 ug/mL para o itraconazol). O itraconazol desempenhou
efeito fungistatico diante de todos os dermatofitos. Os extratos das folhas e do caule foram
fungistaticos para 7. mentagrophytes e fungicidas para 7. rubrum e M. gypseum.

Diante da atividade antifingica dos extratos testados, pode-se considerar V. palmarum
uma fonte de principios ativos para a produgdo de antiflingicos derivados de produtos
naturais. Na literatura, hd varios registros de resisténcia a terapia antifingica convencional.

Essa resisténcia esta relacionada a semelhanga de processos moleculares existente entre as
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células humanas e as células fungicas, de maneira que a toxicidade do antifiingico sintético
pode atingir também as células do hospedeiro (ARIF et al., 2009). Por isso, a busca por novas
substancias eficazes, porém menos agressivas aos usudrios, tem se tornado cada vez maior, ¢
os produtos naturais sao constantemente avaliados nesse sentido (HEMALATHA et al.,
2013). Assim, a presenga de compostos fenolicos nos extratos de V. palmarum contribui com
as informacdes anteriores, visto que diversas pesquisas apontam para o potencial desses
compostos como antimicrobianos.

Contudo, a agdo antifiungica de um extrato pode variar devido a uma série de fatores —
a quantidade e os tipos de fendlicos em sua composi¢ao, o solvente utilizado para extracao
desses compostos e os métodos empregados para a avaliacdo de sua atividade antifungica sao
alguns deles (TEODORO et al., 2015; COS et al., 2006). Assim sendo, outras analises devem
ser realizadas, inclusive com as substincias isoladas a partir dos extratos contra os

dermatofitos. A toxicidade desses extratos também deve ser avaliada.
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO ESSENCIAL DE
Lippia alba RICO EM CARVONA FRENTE A
DERMATOFITOS
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2.1 INTRODUCAO

Os dermatofitos sdo um grupo de fungos que invadem tecidos queratinizados (pele,
cabelo e unha), onde, pela agdo de enzimas queratinoliticas, transformam a queratina em
substrato para o seu crescimento. Esses fungos sdo classificados em trés géneros:
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Seu habitat natural é o solo, mas eles sdo
capazes de infectar animais e humanos, provocando as dermatofitoses conhecidas como
“tinha” (LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010).

No Brasil, a prevaléncia das dermatofitoses varia entre 18 e 23%, com os dermatofitos
Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes sendo os mais incidentes nas regides Sul e Sudeste
do pais (CORTEZ et al., 2012; PERES et al., 2010). Porém, elas tém ocorréncia mundial,
sendo mais frequentes em regides de clima tropical e subtropical. Atualmente, o tratamento
dessas micoses ¢ feito de acordo com a gravidade da infec¢do e com o patégeno envolvido
(PIRES et al., 2014). Frequentemente, a profilaxia oral ¢ combinada com a aplicagdo topica
de antifiingicos, principalmente quando as lesdes sdo generalizadas, recorrentes, cronicas ou
persistentes perante o tratamento topico. No entanto, além dos efeitos adversos (disturbios
gastrointestinais, hepatotoxicidade e leucopenia), ha relatos de resisténcia microbiana aos
antifingicos comumente utilizados, especialmente os azois (itraconazol e fluconazol, por
exemplo), bem como de limitagdes nesses medicamentos devido as similaridades entre as
células eucaridticas humanas e as células fungicas (GUPTA; COOPER, 2008; LANA et al.,
2016). Por isso, a busca por novas alternativas de tratamento ¢ constante, ¢ o estudo de
principios ativos obtidos de fontes naturais ¢ muito importante nesse sentido (BOUCHARA,
MIGNO, CHATUVERDI, 2017).

Os oleos essenciais (OEs) produzidos por plantas medicinais sdo misturas volateis
ricas numa variedade de substancias que lhes conferem propriedades organolépticas Uinicas
(sabor e fragrancia) interessantes para as industrias de cosméticos e de alimentos
(DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHEZON, 2009). Compostos principalmente por mono e
sesquiterpenos, eles sdo usados na medicina tradicional para fins terapéuticos, e muitos ja
tiveram sua atividade antimicrobiana comprovada por testes in vitro (BAKKALI et al., 2008;
ALl etal., 2015; SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Dentre as espécies produtoras de OEs estdo as da familia Verbenaceae que, com 34
géneros, possui diversos relatos de agdo antimicrobiana (ZAMORA; TORRES; NUNES,
2018; PINTO et al, 2013). Lippia ¢ um dos géneros de destaque, abrangendo mais de 200
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espécies com ampla distribui¢do na Africa, América Central e do Sul (FRANCA; ATKINS,
2009), das quais 83 estdo localizadas no Brasil, sendo 59 endémicas (Lippia, 2018).

Lippia alba é um arbusto aromatico com ampla distribui¢ao nos paises da América
Central e do Sul, com ocorréncia também na India e Australia. E uma das espécies de Lippia
mais utilizadas na medicina tradicional, com relatos para o tratamento de desordens
gastrointestinais, tosse, resfriado, dores e problemas de pele, entre outros (HENNEBELLE et
al., 2008; PINTO et al., 2013). Em relagdo a atividade biologica, ¢ também uma das espécies
mais estudadas, em especial a acdo antimicrobiana de seu oleo essencial frente a bactérias
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria innocua, Pseudomonas aerurginosa
Salmonella choleraesuis e fungos, entre os quais os dermatofitos. (MACHADO; PEREIRA;
BATISTA, 2014; MESA-ARANGO, 2009; HENNEBELLE et al., 2008). A atividade frente a
Trichophyton rubrum, Epidermophyton floccosum e Microsporum gypseum do 6leo essencial
rico em linalol, bem como seu possivel mecanismo de acdo, foi previamente descrita (COSTA
et al, 2013).

Entretanto, devido a sua ampla distribui¢do geografica e variabilidade genética, o 6leo
essencial de L. alba apresenta uma larga variagao em sua composi¢ao quimica , dando origem
a diferentes quimiotipos, classificados conforme seus componentes majoritarios. Sete
quimiotipos ja foram descritos: quimiotipo I (citral e/ou linalol e/ou E-cariofileno), II
(tagetenona), III (limoneno e carvona ou dihidrocarvona, piperitona, piperitenona), IV
(mirceno), V (y-terpineno), VI (canfora/1,8 cineol) e VII (estragol), que podem apresentar
distintas acdes biologicas (HENNEBELLE et al., 2008; HENNEBELLE et al., 2006).

Considerando esta diversidade quimica, o objetivo deste trabalho foi analisar a
atividade frente a dermat6fitos do dleo essencial do quimiotipo rico em carvona da espécie L.

alba.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Coleta do material vegetal

A coleta do material vegetal foi realizada no més de fevereiro, no ano de 2018, no

banco de germoplasma do Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana, no

periodo da manha. O material fértil foi herborizado e depositado, em forma de exsicata, no
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Herbéario do Departamento de Biologia da Universidade Estadual de Feira de Santana
(HUEFS), com o nimero de depdsito 240989. As folhas do material coletado foram separadas

e submetidas a secagem em temperatura ambiente.

2.2.2 Extracao do dleo essencial

Para a extracdo dos Oleos essenciais, as folhas secas (1,6 kg) foram separadas em
por¢des de aproximadamente 200 g, sendo trituradas em liquidificador com o auxilio de 4gua
destilada. Em seguida, o material triturado foi submetido a uma hidrodestilacdo em aparelho
de Clevenger para extracao do 6leo essencial. O 6leo obtido foi coletado, seco com sulfato de
sodio anidro e armazenado a — 20 °C até a realizagao das analises. O teor de 6leo extraido foi

calculado em mL de 6leo por 100 g de folhas secas.

2.2.3 Analise da composicio quimica

A analise da composi¢do quimica dos dleos essenciais foi realizada por cromatografia
em fase gasosa, empregando-se cromatdgrafo a gis com detector de ionizagdo em chama
(CG/DIC) para a quantificacdo e cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometro de massas
(CG/EM) para identificagdo dos constituintes. Para a analise foi injetado 1 pL de uma solugao
do 6leo essencial em acetato de etila, a 25 mg/mL, com razdo de split de 1:100.

Na analise por CG/DIC foi utilizado um Cromatografo Shimadzu® CG-2010 com
coluna capilar DB-5 (30 m x 0,5 mm, com espessura do filme de 0,25 pum), temperatura do
injetor de 220 °C e do detector de 240 °C, hélio como gas de arraste (1 mL/min), com
programa de temperatura do forno de 60 °C a 240 °C (3 °C/min), 240 °C (20 min). As
analises por CG/EM foram realizadas em Cromatografo Shimadzu® CG-2010 acoplado a
Espectrometro de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu®, coluna capilar DB-5ms (30 m x 0,25
mm, com espessura de filme 0.25 pwm), temperatura do injetor 220 °C, gés de arraste hélio (1
mL/min), temperatura da interface de 240 °C, temperatura da fonte de ioniza¢do de 240 °C,
energia de ionizagdo 70 eV, corrente de ionizagdo: 0,7kV e programa de temperatura do forno
similar a supracitada.

A identificacdo dos constituintes foi realizada por espectrometria de massas e por meio

do tempo de retencdo corrigido de cada pico (indice arimético - IA), utilizando-se uma



67

solugdo de n-alcanos (C8 a C24) como padrao. O IA foi calculado conforme férmula descrita
por Adams (2007): IA =100 N + 100. [(tRA) - R(N))]/[tR(N+1) - t' R(N)], onde, N = Numero
de atomos de carbono do padrdo do alcano t’R(A) = tempo de retengdo do pico calculado,
t’R(N) = tempo de retengao do alcano correspondente ao pico calculado e t’'R(N + 1) = tempo
de retencdo do alcano que elui posteriormente ao pico calculado.

Cada pico do cromatograma (Apéndice A) foi identificado pelo seu espectro de
massas, por comparagdo com a biblioteca do equipamento (Nist 21 e Nist 72) e fontes da
literatura (ADAMS, 2007; JOULAIN; KONIG, 1998). A quantificagdo do percentual relativo
foi obtida com base nas areas dos picos cromatograficos correspondentes calculados pelo

método da normalizagao.

2.2.4 Testes antimicrobianos

2.2.4.1 Microrganismos

As espécies de dermatofitos testadas (7richophyton mentagrophytes, Trichophyton
rubrum e Microsporum gypseum) foram isoladas de material clinico e identificadas como
agentes de micoses cutaneas (pele, pelos e unhas). Todos os dermatofitos citados foram
cedidos pela Colecao de Culturas URM do Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco, na qual as linhagens estdo registradas
com os codigos 6272, 4727 e 6199, respectivamente. Os dermat6fitos foram preservados em

meio batata-dextrose-agar (BDA).

2.2.4.2 Teste de inibi¢dao do crescimento micelial

O teste de inibigdo do crescimento micelial foi realizado segundo Edington, Khew e
Barron (1971), com algumas modificacdes. As emulsdes do 6leo essencial foram preparadas
em Tween a 5%. Apos terem sido esterilizadas por meio de filtragdo em membrana de nylon
de 0,22 ym, 1 mL das emulsdo foram dispensadas em 99 mL de meio de cultura BDA e
vertido em placas de Petri, nas concentracdes de 930, 465, 260 ¢ 130 ug/mL, As placas

contendo o meio de cultura permaneceram expostas a luz ultravioleta por duas horas, até a
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solidificagdo. Passado esse tempo, foi inoculado, no centro de cada placa, um disco micelial
de 6 mm de didmetro.

Depois de inoculados, os dermatofitos foram incubados em estufa a 28°C, por 48
horas, e o crescimento das coldnias foi monitorado diariamente pela medida de seu diametro
(em duas direcdes) até o sétimo dia pds inoculagdo. O experimento foi acompanhado pelos
controles negativos (meio de cultura sem 6leo) e os controles positivos (meio de cultura com
itraconazol).

No sétimo dia, foi calculada a média dos didmetros das colonias de cada dermatofito e
os resultados foram empregados na formula de Edington, para o célculo da porcentagem de
inibi¢do do crescimento micelial: I = (MC, — MT) x 100 / MC,, em que I ¢ a porcentagem de
inibicao, MC, ¢ a média dos didmetros dos controles negativos ¢ MT ¢ a média dos didmetros
do tratamento em analise. Para cada tratamento, foram feitas cinco repetigoes.

Para comparacdo entre as médias de cada tratamento, foi realizada a andlise de
variancia pelo teste de Tukey, que foi conduzido utilizando-se programa de analises

estatisticas Sisvar.

2.2.4.3 Determinac¢do da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Fungicida Minima (CFM)

Foi utilizado o ensaio de susceptibilidade por microdilui¢do em caldo, recomendado
pelo NCCLS (2002), para a determinagao da CIM do OE de L. alba. Os testes foram
realizados em caldo Sabouraud-dextrose (SD). Para cada dermatéfito, foram confeccionadas
trés emulsdes do dleo essencial em Tween 80 a 5%, na concentragdo de 9,3 mg/mL. Essas
emulsodes foram esterilizadas por meio de filtragao através de membrana de nylon (0,22 pum).

Para a preparacao do indculo, as amostras fingicas foram cultivadas em placas de petri
contendo BDA e incubadas a 35°C por sete dias. Passado este tempo, as colonias fingicas
foram raspadas com o auxilio de canudo estéril e o raspado foi transferido para tubo estéril
contendo 5 mL de solucdo salina a 0,85%. Depois de agitd-la em vortex, deixou-se a mistura
de esporangiosporos e fragmentos de hifas em repouso por 20 minutos e, em seguida,
transferiu-se o sobrenadante para tubos para colorimetro estéreis. A suspensao foi ajustada
para uma absorbancia entre 0,09 e 0,17, na leitura em colorimetro. Um volume de 1 mL dessa
suspensao foi diluido em 49 mL de meio caldo Sabouraud-dextrose (SD), de modo a obter

uma concentragio final entre 0,4 x 10*a 5 x 10* UFC/mL, numa suspensdo 1:50 de micro-
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organismo. Essa concentracdo foi conferida por meio da semeadura de 10 pL do indculo
preparado em meio BDA e contagem do niimero de coldnias.

Nas microplacas de 96 pocgos, 100 puL de caldo SD foram colocados em cada po¢o. Em
seguida, as emulsdes estéreis foram testadas em triplicata, de maneira que 300 puL de cada
emulsdo fossem distribuidos nos primeiros pocos (100 uL em cada). A partir dos primeiros
pocos foram feitas dilui¢des seriadas para os pogos seguintes. Por fim, cada poco recebeu 100
puL de suspensdo de microrganismo (Figura 13, p. 69). A concentracdo de OE nos primeiros

pocos foi de cerca de 2 400 pg/mL.
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Figura 13: Procedimentos para o teste da concentragdo inibitoria minima do 6leo essencial de L. alba, em que a
letra “T” representa a triplicata.
Fonte: A autora.

Itraconazol em pellet, preparado numa solucdo com 400 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO) e 600 pL de agua destilada autoclavada, foi utilizado como controle positivo, na
concentracdo inicial (primeiro pogo) de 550 pg/mL. Foram realizados também controles de
viabilidade dos microrganismos testados e do meio de cultura. Também foi testada a CIM da
solugdo de Tween 80 a 5%, para eliminar a possibilidade de interferéncia do Tween nos
resultados. A esterilidade das emulsdes e do caldo SD utilizados foi verificada através da
inoculagdo de todos eles em microplaca. A pesagem do itraconazol em pellet foi realizada

mediante a multiplicacdo da concentragao inicial desejada pelo fator de corregao 4,55, calculo
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necessario para se obter o valor real de principio ativo presente na forma farmacéutica em que
este se encontra.

As placas foram incubadas a 35°C durante 72 horas. Passado esse periodo, para analise
qualitativa do crescimento microbiano nos pocos de ensaio, foram adicionados 50 pL do
revelador resazurina em cada pogo, na concentragdo final de 0,005 mg/poco. A CIM foi
definida como a menor concentragdo, nas triplicatas, em que nao se observou crescimento
microbiano. A CIM final foi obtida pelo calculo da média aritmética e desvio padrao de todas
as triplicatas.

Para confirmar a atividade fungicida, foi determinada a concentragdo fungicida
minima (CFM) da solugdo de OE testada, e também do itraconazol, para cada pogo do teste de
CIM que nao apresentou crescimento microbiano. Para isso, placas de Petri contendo meio de
cultura BDA foram divididas em pequenos quadrados identificados com a letra e o niimero
correspondente ao pogo do qual foi realizada a semeadura. Um volume de 5 pL do conteudo
de cada poco foi semeado dentro dos limites do respectivo quadrado (Figura 14, p. 70). As
placas foram incubadas nas mesmas condi¢gdes usadas no teste da CIM. A CFM foi definida
como a menor concentragao sem crescimento microbiano, calculada pela média aritmética e
desvio padrao de todas as triplicatas.

Todas as medidas foram feitas em quadruplicata e com trés experimentos

independentes.
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Figura 14: Procedimentos para o teste da concentrag@o fungicida minima.
Fonte: A autora.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Composicao quimica do 6leo essencial

O ¢leo essencial foi obtido com um teor de 1,96+0,15% (V/m). Pela anélise quimica
(Tabela 9, p. 71) foi possivel identificar 34 compostos quimicos, correspondendo a 98,32% do
6leo essencial, dos quais 58,82% pertencem a classe dos monoterpenos e 41,18% sao
sesquiterpenos. A carvona foi o composto majoritario (48,17%), seguida pelo limoneno
(14,6%), germacreno-D (12,09%), B-mirceno (7,1%) e a-pineno (3,68%) (Figura 15, p. 72).
Exceto o germacreno-D (sesquiterpeno), todos os compostos majoritarios detectados sao

monoterpenos.

Tabela 9: Composi¢do quimica do 6leo essencial de Lippia alba.

Composto TAj;¢ TA.e Média £ DP
(%)
a-tujeno 924 928 0,14 +0,01
a-pineno 932 938 3,68+0,12
Canfeno 946 957 T
Sabineno 969 978 0,12+0,01
B-pineno 974 981 0,33+ 0,02
B-mirceno 988 991 7,1+0,41
d-3-careno 1008 1013 0,170
Limoneno 1024 1036 14,6 + 0,35
E-B-ocimeno 1044 1049 0,47 £ 0,02
Linalol 1095 1106 0,77 £ 0,03
cis-verbenol 1137 1154 0,20+ 0
trans-verbenol 1140 1158 1,31+0,01
Mirtenol 1194 1209 0,35+ 0,02
Mirtenal 1195 1212 1,53+ 0,07
trans-carveol 1215 1233 0,17 +0,05
Carvona 1239 1263 48,17+ 1,15
Piperitona 1249 1272 0,72 +£ 0,02
trans-mirtanol 1258 1281 0,36+ 0,03
Acetato de mirtenila 1334 1324 0,22 +0,01
Piperitenona 1340 1359 0,86 £0,13
Eugenol 1356 1368 0,14 +£ 0,05
a-copaeno 1374 1385 0,14+ 0,01
B-bourboneno 1387 1394 0,80+ 0,09
B-cubebeno+ B-elemeno 1387/1389 1397 0,67+0,13
E-cariofileno 1417 1432 0,24+ 0,02
B-copaeno 1430 1442 0,22 +0,03
B-gurjuneno+(2)-p-farneseno 1431/1440 1458 0,24 + 0,01
allo-aromadendreno 1458 1474 0,38 £ 0,05
Germacreno D 1484 1495 12,09 £ 1,90
Biciclogermacreno+o-muuroleno 1500 1510 0,65+ 0,09
d-cadineno 1522 1531 0,57+ 0,09
(E)-nerolidol 1561 1569 0,75+0,1

Espatulenol 1577 1597 0,12+0
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a-cadinol 1652 1678 0,12+0
Total de compostos identificados 98,32
IAy;, indice aritmético da literatura; [A,, indice aritmético calculado; DP, desvio padrdo

O D Ay

Limonene Carvone Myrcene
H
H
H
H
H
Alpha-pinene Germacrene D

Figura 15: Compostos majoritarios do 6leo essencial de L. alba, quimiotipo III.
Fonte: A autora.

2.3.2 Testes antimicrobianos

No teste de inibi¢do do crescimento micelial (Tabela 10, p. 73), todos os dermatofitos
apresentaram uma diminuicdo consideravel em seu crescimento, perante todas as
concentragdes de OE testadas (Apéndice B). E importante destacar que a solugdo de Tween a
5% foi também avaliada e ndo inibiu o crescimento microbiano. 7. rubrum foi o fungo mais
sensivel, sendo inibido em 61,97% pela menor concentragdo de 6leo (130 pg/mL), ndo
havendo diferenca significativa entre as concentragdes de 465 ng/mL e 260 pg/mL de OE, e
entre essas concentragdes e o itraconazol. H4 uma relacdo dose dependente em todos os
resultados, pois a inibicdo microbiana pelo OE decresce conforme a concentragdo diminui,
sendo que a maior concentragdo utilizada nos testes (930 pg/mL) inibiu o crescimento dos

dermatofitos em 100%.
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Tabela 10: Inibi¢ao do crescimento micelial de dermatofitos perante diferentes concentragdes de 6leo essencial
de L. alba rico em carvona (p < 0,05).

Inibicao do crescimento micelial (%)

Dermatoéfito 930 pg/mL 465 pg/mL 260 pg/mL 130 pg/mL Itraconazol
32 pg/mL

T. mentagrophytes 100a 79,49b 63,37¢ 40,80d 71,81e

T. rubrum 100a 77,99b 74,96b 61,97c 71,94b

M. gypseum 100a 60,54b 52,09¢ 37,54d 24,86¢

Nas linhas, médias seguidas pela mesma letra ndo possuem diferenga significativa segundo o Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os resultados para o teste da CIM e da CFM estdo descritos na Tabela 11 (p. 73), na
qual ¢ possivel observar que o dermatéfito mais resistente a acdo do OE estudado e do
itraconazol ¢ M. gypseum, o qual exige uma CIM maior de ambos (72 pg/mL e 137,5 ng/mL,
respectivamente), em relagdo aos outros dermatoéfitos testados. Os dados de CFM do OE de L.
alba indicam que, para todas essas cepas de dermatofitos, ele possui efeito fungistatico, assim

como o itraconazol, ja que os valores de CFM foram mais altos que de CIM.

Tabela 11: Concentracdo inibitoria minima (pg/mL) e concentra¢do fungicida minima (pg/mL) do dleo
essencial de Lippia albae do itraconazol frente a dermatofitos (média e desvio padrdo).

Espécie CIM-LA CFM-LA CIM-I CFM-I

T. mentagrophytes 360 240 + 48 6,87+ 0 244,44 +£26,46
T. rubrum 36+£0 116 +48 55+0 129,87 +£ 52,92
M. gypseum 72+0 256 +£99 137,5+0 213,89 + 190,82

CIM-LA, concentragdo inibitéria minima de L. alba; CFM-LA, concentracdo fungicida minima de L. alba; CIM-I,
concentracdo inibitéria minima de itraconazol, CFM-I, concentragdo fungicida minima de itraconazol.

2.4 DISCUSSAO

A composi¢do quimica dos OEs de uma mesma espécie pode variar devido a
influéncia de fatores intrinsecos as plantas que os produzem, tais como o seu estagio de
crescimento e a sua saude, bem como devido a fatores externos (clima, meio ambiente,
composicdo e caracteristicas do solo, entre outros), interferindo assim na atividade biologica
deste material (FIGUEIREDO et al., 2008; SCHIMIDT, 2010; TELES et al., 2012).

De acordo com os resultados obtidos pela andlise quimica, o OE de L. albadeste
estudo enquadra-se, segundo os critérios de Hennebelle et al. (2008), no quimiotipo III, o qual
¢ caracterizado pela grande quantidade de carvona e limoneno. Muitos pesquisadores relatam
o potencial farmacologico desses dois monoterpenos — ambos podem atuar como
antimicrobianos, antioxidantes e imunomoduladores (OUMZIL et al., 2002; YU; YAN; SUN,
2017, RAPHAEL; KUTTAN, 2003), sugerindo assim que a atividade antidermatofitica

onbservada pode ser atribuido a essas substancias.



74

O monoterpeno oxigenado carvona pode ser encontrado em OEs de diversas espécies
vegetais, tais como Mentha spicata L. e Mentha viridis L. (CARVALHO; FONSECA, 2006).
Uma série de OEs ricos em carvona foi testada para diferentes tipos de atividade bioldgica,
comprovando, assim, que esse monoterpeno tem potencial farmacolégico para combater
fungos e bactérias patogénicos, como Candida sp.e Listeria monocytogenes, por exemplo, e
para prevenir contra o cancer (MCGEADY; WANSLEY; LOGAN, 2002; ZHENG;
KENNEY; LAM, 1992; MORO et al., 2017). Além disso, Aggarwal et al. (2002) detectaram
a atividade antidermatofitica dos OEs de M. spicata e Anethum sowa ricos em carvona €
limoneno contra 7. rubrum e M. gypseum. Outro ponto que merece destaque em se tratando
da carvona ¢ a sua baixa citotoxicidade, que a faz adequada para ser empregada como um
complemento aos protocolos clinicos utilizados na terapia antifingica (BONI et al., 2016).

O limoneno, por sua vez, ¢ um monoterpeno de baixa toxicidade muito utilizado como
aromatizante e flavorizante, sendo considerado seguro pela Food and Drug Administration
(FLAMM; LEHMAN-MCKEEMAN, 1991). Além de ser amplamente utilizado nas industrias
de cosméticos e de alimentos, o limoneno pode ser aplicado clinicamente, pois diversos
estudos comprovam o seu potencial terapéutico e preventivo contra determinadas doengas —
ele tem provado ser um quimiopreventivo contra varios tipos de cancer (SUN, 2007). Quanto
a sua atividade antimicrobiana, o nimero de pesquisas que atestam essa atividade é extenso e
OEs que apresentam o limoneno como composto majoritdrio mostraram-se excelentes
antimicrobianos frente a fungos e bactérias patogénicos (JAVED et al., 2013). Num estudo in
vitro realizado com limoneno comercial, foi detectado que esse composto possui agdo
inibitdéria com efeito fungicida contra 7. rubrum (CHE; KIM; LEE, 2009).

No tocante ao B-mirceno, ele ¢ outro monoterpeno considerado seguro pela Food and
Drug Administration, com baixa toxicidade oral e dérmica, sendo frequentemente empregado
como aromatizante e flavorizante em industrias de cosméticos e de alimentos (BEHR;
JOHNEN, 2009). Ele pode ser encontrado em OEs de muitas plantas, apresentando-se como
um dos compostos majoritarios de varios deles (BONAMIN et al., 2014). Entretanto, uma
pesquisa feita com mirceno extraido de fontes naturais revelou que ele ndo desempenha
atividade antibacteriana contra as espécies Escherichia coli e Staphylococcus aureus
(GALLUCCI et al., 2009). Essa informagao traz a tona a necessidade de se investigar mais a
propriedade antimicrobiana dessa substancia isolada perante outros microrganismos

patogénicos, inclusive dermatofitos.
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Em se tratando do a-pineno,0 composto majoritario encontrado em menor quantidade
na amostra, sabe-se que, nas plantas, ele apresenta propriedades fungicidas (SILVA et al.,
2012).

O germacreno-D ¢ o Unico sesquiterpeno que se apresenta como um componente
majoritario do quimiotipo analisado. Ele ¢ um dos cinco isdmeros do germacreno e pode ser
encontrado em OEs de espécies de outros géneros da familia Verbenaceae (ZAMORA;
TORRES; NUNES, 2018). Montanari et al. (2011) analisaram vérias espécies dessa familia,
inclusive algumas do género Lippia, todas coletadas no Brasil e ricas em germacreno-D, e
detectaram a atividade antibacteriana de seus OEs contra S. aureus, E. colie Bacillus cereus.
Houicher, Hechachna e Ozogul (2016), por sua vez, confirmaram a atividade antifiingica do
OE de Artemisia campestris, rico deste mesmo composto, contra diferentes espécies de
fungos filamentosos patogénicos, tais como Aspergillus niger e Fusarium graminearum,
deixando clara a importancia de se testar os OEs em que o germacreno-D ¢é majoritario contra
dermatofitos, que também sdo fungos filamentosos, e de se verificar o potencial dessa
substancia.

O potencial antimicrobiano dos OEs pode ser associado aos compostos majoritarios,
contudo, ¢ possivel que os componentes presentes em menor quantidade no 6leo contribuam
para a sua acdo antimicrobiana por meio de algum sinergismo com os componentes
predominantes (AFOLAYAN; ASHAFA, 2009). De acordo com os resultados dos testes
antimicrobianos realizados neste trabalho, o quimiotipo carvona de L. alba possui atividade
antidermatofitica fungistatica contra todos os dermatéfitos testados, com uma CIM de 72
ng/mL frente a M. gypseum e 36 ng/mL para T. mentagrophytes e T. rubrum. Outro
quimiotipo desta espécie, rico em linalol, inibiu o crescimento de 7. rubrum e M. gypseum
com valores de CIM de 39 pg/mL e 312 pg/mL, respectivamente (COSTA, et al, 2013), com
eficiéncia inferior ao aqui observado. O OE L. gracilis (MELO et al., 2013) também inibiu
isolado de 7. rubrum, mas com valores de CIM de 46,87 e 93,75 pg/mL. Entretanto,
variagdes de cepas e de metodologia dificultam uma comparagdo direta entre estes trabalhos.
E importante também salientar o fato de que os resultados dos testes antimicrobianos podem
ser influenciados pelos métodos usados, visto que eles ndo possuem a mesma sensibilidade ou
ndo se baseiam nos mesmos principios (COS et al., 2006).

Em relagdo a utilidade dos OEs no tratamento contra dermatofitoses, a caracteristica
lipofilica dos componentes desses 6leos pode facilitar a sua distribuicao pelo estrato corneo da

pele, de maneira que a sua aplicagdo topica pode, a depender da gravidade da infeccao, ser
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suficiente (ARA et al., 2011), mas ensaios posteriores para determinacdo do mecanismo de

acao e toxicidade devem ser conduzidos.
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CONCLUSAO GERAL

A presenca de fendlicos e flavonoides nos extratos de V. palmarum sugere o seu
potencial farmacologico, visto que esses metabolitos atuam como antimicrobianos e
antioxidantes.

Tanto os extratos metanodlicos brutos de V. palmarum quanto 6leo essencial de L. alba
desempenharam atividade antidermatofitica contra as trés espécies de dermatofitos testadas.

Dos resultados apresentados frente aos dermatéfitos testados neste trabalho, o OE de
L. alba quimiotipo III representa uma alternativa promissora para o tratamento de
dermatofitoses, principalmente pelo fato de seus componentes majoritdrios (carvona e
limoneno) ja terem sido testados em modelos animais, nos quais, em sua maioria, nao foram
detectadas reagdes adversas ou mutagdes, 0 que indicaa seguranga desses compostos para o
uso em humanos.

Estudos futuros de determina¢do do mecanismo de agdo do oOleo essencial, de

toxicidade e ensaios em modelos animais devem ser conduzidos.



APENDICE A - Perfil cromatografico do 6leo essencial de L. alba obtido por CG/DIC
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APENDICE B — Inibi¢io do crescimento micelial dos dermatofitos perante os extratos de V.

palmarum e o 6leo essencial de L. alba, em diferentes concentragoes

Inibig¢ao do crescimento micelial de 7. mentagrophytes pelo extrato metanolico bruto dos
caules de V. palmarum em diferentes concentragdes. A: controle negativo; B: 1 mg/mL; C: 2
mg/mL; C: 4 mg/mL; E: 8 mg/mL; F: itraconazol.

Inibicao do crescimento micelial de 7. mentagrophytes pelo extrato metandlico bruto das
folhas de V. palmarum em diferentes concentragdes. A: controle negativo; B: 1 mg/mL; C: 2
mg/mL; C: 4 mg/mL; E: 8 mg/mL; F: itraconazol.
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Inibig¢ao do crescimento micelial de M. gypseum pelo 6leo essencial de L. alba em diferentes
concentragdes. A: controle negativo; B: 930 pg/mL; C: 465 pg/mL; C: 260 pg/mL; E: 130
ug/mL; F: itraconazol.

Inibi¢do do crescimento micelial de 7. rubrum pelo extrato metanolico bruto dos caules de V.
palmarum em diferentes concentragdes. A: controle negativo; B: 1 mg/mL; C: 2 mg/mL; C: 4
mg/mL; E: 8 mg/mL; F: itraconazol.
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Inibicao do crescimento micelial de 7. rubrum pelo extrato metanolico bruto das folhas de V.
palmarum em diferentes concentragdes. A: controle negativo; B: 1 mg/mL; C: 2 mg/mL; C: 4
mg/mL; E: 8 mg/mL; F: itraconazol.

Inibicao do crescimento micelial de 7. rubrum pelo 6leo essencial de L. alba em diferentes
concentragdes. A: controle negativo; B: 930 pg/mL; C: 465 pug/mL; C: 260 pug/mL; E: 130
png/mL; F: itraconazol.
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Inibi¢ao do crescimento micelial de M. gypseum pelo extrato metandlico bruto dos caules de
V. palmarum em diferentes concentracdes. A: controle negativo; B: 1 mg/mL; C: 2 mg/mL;
C: 4 mg/mL; E: 8 mg/mL; F: itraconazol.

Inibig¢do do crescimento micelial de M. gypseum pelo extrato metanolico bruto das folhas de
V. palmarum em diferentes concentracdes. A: controle negativo; B: 1 mg/mL; C: 2 mg/mL;
C: 4 mg/mL; E: 8 mg/mL; F: itraconazol.
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Inibi¢do do crescimento micelial de M. gypseum pelo dleo essencial de L. alba em diferentes
concentragdes. A: controle negativo; B: 930 pg/mL; C: 465 pg/mL; C: 260 pg/mL; E: 130
png/mL; F: itraconazol.



