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RESUMO

O uso de extratos de plantas com propriedades antimicrobianas tem grande significado no
tratamento terapéutico. No Brasil, somente 5% das espécies de plantas foram estudadas
fitoquimicamente e uma porcentagem ainda menor foi avaliada sob aspectos bioldgicos. Este trabalho
avaliou a atividade antifungica das folhas e cascas de Avicennia sp., Conocarpus erectus,
Laguncularia racemosa e Rhizophora mangle coletadas no estuario do rio Paripe (Vila Velha,
ltamaraca, PE), frente a dermatéfitos e leveduras. Apds a secagem, o material coletado foi reduzido a
pd e submetido a extracbes sucessivas com metanol. A abordagem fitoquimica foi realizada para
detectar os principais grupos quimicos presentes nessas plantas. Para determinacdo da atividade
antifangica dos extratos foram realizados o método de difusdo em disco e a determinagédo da
concentracdo minima inibitéria pelo método de microdiluicdo e macrodiluicdo. Os microrganismos
utilizados foram as leveduras Candida albicans, C. parakrusei, C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis, Trichosporon beigelii e T. pullulans e os dermatéfitos Epidermophyton floccosum,
Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes e T. rubrum. A abordagem fitoquimica revelou
a presenca de flavondides, terpenos e esterdides e taninos nessas plantas. Os taninos representam o
principal grupo existente nas plantas testadas e a casca da amostra 1 de Avicennia apresentou
terpenos e esteréides com grande intensidade. No teste de atividade pelo método de difusdo em
disco foram ativos, para as leveduras, os extratos da casca da amostra 1 de Avicennia, da casca de
C. erectus, da folha de L. racemosa e da folha e casca de R. mangle e, os dermatéfitos, foram
sensiveis a todos os extratos, com exceg¢do da amostra 2 de Avicennia. Para o teste de difusdo em
disco C. albicans foi a espécie mais resistente enquanto T. pullulans foi mais sensivel, seguido por C.
parakrusei, C. glabrata e C. parapsilosis e para os dermatofitos E. floccosum foi o microrganismo
mais sensivel, seguido por T. rubrum, T. mentagrophytes e M. gypseum. Na determinagcdo da
concentracdo minima inibitéria das espécies de leveduras T. beigelii, T. pullulans, C. parakrusei e C.
parapsilosis foram as mais sensiveis, com CMI de 15,625 mg/mL. Para os fungos dermatofiticos, E.
floccosum foi 0 mais sensivel, apresentando CMI de 15,625 mg/mL, enquanto M. gypseum foi 0 mais
resistente com CMI de 1000 mg/mL. O presente trabalho indica que as espécies estudadas, em
especial a casca da amostra 1 de Avicennia, possuem relevante potencial antifingico e estudos
posteriores devem ser conduzidos para isolar os compostos ativos.

Palavra-chave: Manguezal, Atividade Antifungica, Leveduras, Dermatéfitos.



ABSTRACT

The use of plants extracts with antimicrobial properties have great significance in the therapeutic
treatment. In Brazil, only 5% species by plants were studied their phytochemistry and one percent
these plants were evaluated about biologicals aspects. This work evaluated antifungal activity of
leaves and barks from Avicennia sp., Conocarpus erectus, Laguncularia racemosa and Rhizophora
mangle colleted in the Paripe river estuary (Vila Velha, ltamaraca-PE), against dermatophytes and
yeasts. After dryer, the plants were reduced powder and submited many extractions with MeOH.
Screening phytochemical was carried out in order to identify the chemicals groups presents these
plants. The antifungal activity test of extracts were performed by disk diffusion and minimum inhibition
concentration (MIC) methods. The microorganisms used: yeasts (Candida albicans, C. parakrusei, C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, Trichosporon beigelii and T. pullulans) and dermatophytes
(Epidermophyton floccosum, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes and T. rubrum).
Screening phytochemical showed the presence of flavonoids, terpenes, steroids and tannins these
plants. Tannis represented the group principal existent and bark of sample 1 from Avicennia showed
terpenes and steroids with high intensity. For yeasts, in disk diffusion test, was active bark extracts of
sample 1 from Avicennia, C. erectus and R. mangle, the leaves from L. racemosa. The dermatophytes
were sensible all extracts, execpt sample 2 from Avicennia. The disk diffusion test C. albicans was
specie more resistence than T. pullulans was more sensible, followed by C. parakrusei, C. glabrata
and C. parapsilosis. For dermatophytes, E. floccosum was more sensible, followed by T. rubrum, T.
menta grophytes and M. gypseum. Minimum inhibition concentration determination of yeasts species
T. beigelii, T. pullulans, C. parakrusei and C. parapsilosis were more susceptible, with MIC 15,625
mg/mL. The dermatophyte fungi, E. floccosum was more susceptible, showed MIC 15,625 mg/mL,
while M. gypseum was more resistence with MIC 1000 mg/mL. This work show that the species
studied, in special, bark of sample 1 from Avicennia, has great potential antifungal and study
posteriors must be conducted to isolate the compounds actives.

Keywords: Mangrove, Antifungal Activity, Yeasts, Dermatophytes.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas a industria farmacéutica produziu um grande nuimero de
novos antibidticos, mas a frequéncia e a resisténcia a estes farmacos por bactérias e
fungos tém aumentado (COHEN, 1992).

Tal fato € motivo de preocupacdo devido ao numero de pacientes em
hospitais que apresentam sua imunidade comprometida, conseqientemente nova
infeccbes ocorrem no ambiente hospitalar resultando numa alta mortalidade
(NASCIMENTO et al., 2000).

Sabe-se que Candida albicans é o principal patégeno oportunista em pessoas
com imunidade comprometida, como pacientes com HIV ou céancer. A aspergilose
pulmonar e a pneumonia causada por Pneumocystis carinii estao liderando causas
de morte em receptores de transplante de medula 6ssea e em pacientes infectados
com o virus HIV (OKADA, 1998).

Isolados de C. krusei e C. glabrata sao reconhecidos por terem
susceptibilidade reduzida a fluconazol e a resisténcia a essa droga também foi
documentada em espécies de C. albicans isoladas de pacientes com AIDS
submetidos a terapia com azoles (LAW et al., 1996).

Hoje, importantes grupos do mundo inteiro mobilizam-se na identificacdo de
novos metabdlitos, promovendo modificagdes quimicas em suas estruturas através
de processos semi-sintéticos e sintéticos. Estdo sendo procurados novos compostos
que possam ser utilizados clinicamente em altas dosagens por periodos
prolongados, apresentem baixa toxicidade, sejam absorvidos por via oral e ainda

com amplo espectro de aplicacao (HARVEY, 1993).
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Por um longo periodo de tempo, as plantas tém sido uma valiosa fonte de
produtos naturais para manutencdo da saude humana, especialmente na ultima
decada, onde os estudos realizados foram direcionados para a terapia natural
(NASCIMENTO et al., 2000).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as plantas
medicinais serdo as melhores fontes para se obter uma variedade de substancias
(SANTOS et al., 1995).

Segundo Cechinel Filho & Yunes (1998), a maioria das espécies de plantas
brasileiras permanece sem nenhum estudo quimico ou biolégico. Existem cerca de
250 - 500 mil espécies de plantas, na flora nacional, e somente cerca de 5% delas
foram estudadas fitoquimicamente e uma porcentagem menor avaliada sob aspectos
biolégicos, o que permite deduzir que muitas substancias com atividade medicinal
podem ainda ser isoladas, o que representa um potencial econémico valioso. Dentre
as plantas estudadas foi demonstrada a atividade inibidora de substancias isoladas
de Vatairea macrocarpa sobre espécies de Klebsiella e Staphylococcus aureus, bem
como de extratos de Eucaliptus spp. contra fungos do solo e posteriormente, a
atividade antifungica de 6leo essencial obtido a partir de folhas de Croton triangularis
sobre C. albicans (MATOS et al., 1988, BRUNA et al., 1989; LEMOS et al., 1992).

A atividade antimicrobiana e citotoxica de extratos de 30 espécies de plantas
frente a cinco espécies de bactérias e duas espécies de fungos foram analisadas
(NASCIMENTO et al,, 1990); os extratos etandlicos de 70% das plantas foram
toxicos para células e apenas Combretum duarteanum apresentou atividade
antimicrobiana.

A crescente incidéncia de infecgdes por fungos oportunistas, a resisténcia

destes aos azoles e as reacdes adversas produzidas pelos antifungicos de uso
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clinico, principalmente os polienos, tem atraido a atengcédo dos pesquisadores para o
desenvolvimento de novos e potentes antifungicos, bem como métodos para testes
de susceptibilidade in vitro. Além disso, novos antifungicos tendo mecanismos
especificos de acdo sdo continuamente requisitados para combater as infecgoes.

O problema da resisténcia microbiana esta crescendo e, portanto, medidas
devem ser tomadas para reduzi-lo, como controlar o uso de antibiéticos, desenvolver
pesquisas para melhor entender 0 mecanismo genético da resisténcia e continuar a
busca por novos farmacos, seja de origem natural ou sintética (NASCIMENTO et al.,
2000).

E com base na constante busca por novas substancias e no crescente
surgimento de microrganismos resistentes aos farmacos atualmente usados na
terapéutica que o alvo de nosso estudo foi avaliar a atividade antifingica de cascas

e folhas de Avicennia sp., Conocarpus erectus, Laguncularia racemosa e Rhizophora

mangle frente a dermatoéfitos e leveduras isoladas de pacientes imunodeprimidos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Ecossistema Manguezal

A palavra mangue é usada para designar um grupo de espécies vegetais
arboreas ou arbustivas pertencentes as familias co-relacionadas que compartilham
caracteristicas fisiolégicas e adaptacdes especiais, permitindo longos periodos de
exposicdo em agua, alta salinidade, baixo teor de oxigénio e substratos
inconsolidados (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 2000).

O termo manguezal é empregado para descrever ecossistemas costeiros, de
transicdo entre o ambiente terrestre e marinho, caracteristico de regiées tropicais e
subtropicais onde populacbes de plantas interagem entre si, com animais e
microrganismos ocupando um determinado ambiente fisico (BARROS, et al., 2000;
SCHAEFFER-NOVELLI et al., 2000).

As plantas de mangue sao conhecidas desde os tempos antigos, nos estudos
realizados Nearchus (325 a. C) e Theopharstus (305 d. C) em que relatam a
ocorréncia de Rhizophora em manguezais no mar Vermelho e no Golfo Pérsico
(MACNAE, 1968; CHAPMAN, 1986; TOMLINSON, 1986).

O Brasil abriga 10% de todos os manguezais do planeta. Possui 7.408 Km de
litoral, sendo 6.786 Km ocupados por florestas de mangue, cobrindo aproximada
mente 25.000 Km?2. Estende-se desde o Cabo Orange, ao Norte, até o estado de
Santa Catarina, ao Sul. No entanto, a vegetacao apresenta uma maior concentracao
ao longo da costa do Amapa, Para e Maranhao, constituindo 85% do manguezal do

Brasil (HETZ, 1991).
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O estado de Pernambuco, devido a sua posicao geografica, apresenta uma
das menores faixas litordneas da costa brasileira. Uma &rea de 23.973 hectares é
ocupada por mangue, e a maioria encontra-se localizado nos municipios de Goiana,
Igarassu, ltamaraca e Itapissuma; nas margens do Canal de Santa Cruz (7° 40’ S e
7° 50’ S de Latitude; 34° 50’ e 34° 54’ de Longitude) (BARROSet al., 2000) (Tabela
1).

Tabela 1. Distribuicao das areas de manguezais no litoral de Pernambuco.

Area

Denominacéao (ha) Rios principais Municipios
Estuario dos ros Goiana e 4,776 Goiana-Megaé Goiana
Megao
Estuario do rio Itapessoca 3.998 Itapessoca Goiana
Estuario Jaguaribe 212 Jaguaribe ltamaraca
. ltamaraca-
Complexo Estuarino do Igarassu-Botafogo- , i i
Canal de Santa Cruz 5.292 Maniquara-Arataca Itaplss%mg lgarassu
oiana
- C o _ . Paulista-Abreu e
Estuario do rio Timbo 1.397 Timbo-Arroio Desterro Lima-lgarassu
Estuario do rio Paratibe - Paratibe-Fragoso Paulista-Olinda
Estuario do rio Beberibe - Beberibe Olinda-Recife
. . 0 Capibaribe-Pina-Jordao- .
Estuério do rio Capibaribe Tejipio-Jiquia Recife
Estuario dF?.S rios Jaboatdo e 1.284 Jaboatdo e Pirapama Cabo e Jaboatao
irapama
Estuario dos rios ,S|r|nhaem 3.335 Sirinhaém-Maracaipe Ipojuca-Sirinhaém
e Maracaipe
L . Formoso-Dos Passos- Sirinhaém-Rio
Estuério do rio Formoso 2.724 Ariquinda Formoso
Estuério do rio Mamucabas Tamandaré e
o lihetas 402 Mamucabas e llhetas Barreiros
. . Barreiros-Sao José
Estuario do rio Una 553 Una da Coroa Grande
Total 23.973 - -

Fonte: Protecdo das Areas Estuarinas — FIDEM (1996).
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As florestas de mangue do litoral brasileiro sdo compostas basicamente por
trés géneros: Avicennia (Avicenniaceae), Laguncularia (Combretaceae) e
Rhizophora (Rhizophoraceae), podendo existir ainda representantes do género
Conocarpus (Combretaceae), encontrados nas bordas das florestas, comuns no
litoral norte em ambiente de restinga (BARROS et al., 2000).

Segundo Vasconcelos Sobrinho (1937), encontravam-se ao longo dos Rios
Capibaribe e Beberibe, cinco espécies de plantas pertencentes a trés familias
distintas: Avicenniaceae (Avicennia nitida e A. tomentosa), Combretaceae
(Conocarpus erectus e Laguncularia racemosa), Rhizophoraceae (Rhizophora
mangle). Hoje, apenas R. mangle e L. racemosa podem ser encontradas nos
manguezais do Recife.

O complexo estuarino do Canal de Santa Cruz € do tipo ribeirinho e recobre
uma area de aproximadamente 5.292 hectares, a vegetacao é constituida, em sua
maioria, por trés espécies: A. schaueriana, L. racemosa e R. mangle (SILVA, 1995).

Segundo Medeiros (1996), o bosque de mangue do estuario do Rio Paripe,
um dos mais expressivos da area, tem uma densidade média-alta de 3.487
individuos por hectare (ind. ha.™), sendo R. mangle a espécie com maior nimero de
individuos (74,3%), seguida por L. racemosa (19,9%), A. schaueriana (5,8%) e uma
pequena participagdo de C. erectus, Dalbergia ecastophyllum, Anonna glabra e,
ainda, varias espécies da familia Poaceae e Cyperaceae (LACERDA, 1994; COSTA,
2003).

O manguezal abrange uma area de 37,4 hectares, dos quais 80% correspondem a
areas cobertas por mangues. A agdo antropogénica neste ambiente é considerada
minima, vivendo a populacao local, basicamente, de atividade agricola e pesca

(LACERDA, 1994; SANTQOS, 2001; COSTA, 2003).
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As plantas de mangue sdo conhecidas vulgarmente por mangue vermelho,
branco, preto e de botdo. A espécie R. mangle, também chamada mangue vermelho
ou gaitero apresenta uma casca lisa, que quando raspada tem coloracéo
avermelhada. E uma espécie que se desenvolve melhor em ambientes com teores
de sal menores que 50 partes de sal por 1.000 partes de agua (BARROS et al.,
2000).

A espécie L. racemosa ou mangue branco apresenta suas folhas com peciolo
vermelho com duas glandulas na parte superior. Possui tolerdncia intermediaria ao
sal e encontra-se geralmente associada com Avicennia sp. (BARROS et al., 2000).

O mangue preto ou Avicennia sp. possui uma casca lisa, que quando raspada
apresenta coloragdo amarelada. E encontrada em areas com alta salinidade,
principalmente em desembocaduras dos rios (BARROS et al., 2000).

Por outro lado, a espécie C. erectus ou mangue botdo é considerado um
mangue associado por ndo apresentar algumas das caracteristicas apontadas como
mangue verdadeiro, tais como: raizes aéreas, viviparidade e por se localizarem em
regibes altas e muito proximas as ervas daninhas (SHAEFFER-NOVELLI, 1995;
BARROS et al., 2000; KATHIRESAN & BINGHAM, 2001).

Os manguezais sdo ecossistemas de grande importdncia no equilibrio
ecoldgico das regides tropicais. Sua principal importancia é servir de bercéario para
varias espécies animais, bem como, ser responsavel pelo fornecimento de matéria
organica para o ambiente marinho. Representam areas de grande interesse para a
populacdo humana, em virtude de sua importancia s6cio-econdmica, reconhecida
principalmente pelos seguintes aspectos: a) exclusividade de sua flora; b) beleza

estética e potencial como atrativo turistico; ¢) producao pesqueira; d) potencial como
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fonte de madeira e combustivel; e) contribui para estabilizar as formacdes litoraneas
(BARROS et al., 2000).

Com o desenvolvimento de centros urbanos, verificou-se uma reducao nas
areas cobertas por mangues, o que resultou na destruicdo irreversivel dos
manguezais em decorréncia dos desmatamentos e aterros necessarios para
instalacao de industrias, complexos imobiliarios, hoteleiros e portuarios.

Um aspecto importante na questdo do desmatamento refere-se a perda do
conhecimento sobre o uso medicinal dessas plantas pelas populacdes a elas
associadas. A preocupante taxa de extincdo das espécies vegetais leva a
necessidade de considerar acdes e propostas para que a heranca genética dessas
espécies possa ser preservada (BORRIS, 1996).

Na tabela 2 encontram-se descritos estudos realizados com plantas de
manguezal e utilizados na medicina popular, como por exemplos, 0 uso da casca de
L. racemosa em casos de febre e afta, a casca de C. erectus utilizada para combater
anemia, conjuntivite, diabete, diarréia, febre e hemorragia, A. nitida tem acao
adstringente, antitumoral, cicatrizante, repelente e ténica. R. mangle tem acao
adstringente, expectorante, antiinflamatéria, cicatrizante, hemostatica e anti-
hemorragica (IRVINE, 1961; HARTWELL, 1971; DUKE & WAIN, 1981; MORTON,

1981).
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Tabela 2. Utilizagao das plantas de manguezais na medicina popular.

Familia Plantas

Nome Vulgar

Parte Usada

Uso Medicinal

Avicennia marina (Forssk) Vierh.

Avicennia alba Blume.

Avicenniaceae Avicennia rumphiana Hall.

Avicennia nitida Jacq.

Avicennia officinalis L.

Conocarpus erectus L.

Laguncularia racemosa Gaertn.
Combretaceae

Combretum spp., Terminalia spp.

Pteleopsis spp.

Rhizophoraceae Rhizophora mangle L.

Mangue Preto

Mangue de Botéo

Mangue Branco

Nao

Mangue Vermelho

Partes Aéreas

Partes Aéreas

Casca

Folhas

Casca

'Afrodisiaca, Adstringente
®Citotoxica, Antimicrobiana
®Doencas na Pele e Antimalaria
*Quimiopreventiva
*Quimiopreventiva
°Adstringente, Repelente
®Hemorragia, Reumatismo
" Antitumoral e Cicatrizante
8Antitumoral, Afrodisiaco

®Adstringente, Tonico
®Antitérmico e Antitumoral
°Antitérmico e Antitumoral
Doencas Gastrointestinais
"' Antimicrobiana, Cicatrizante

"?Antiftingica e Antiparasitica

'*Adstringente, Anti-séptica
“Hemostatica, Antiulcerogénica
'>Antimicrobiana e Cicatrizante

' Hogg & Gillan (1984); 2 Koning et al. (1985); > Mahasneh (2002); * Itoigawa et al. (2001); ° Hartwell (1971), © Duke & Wain (1981); ® Garcia-Barriga (1975); ° Morton

(1981); % Kerharo (1974); '° Saxena (1979),
15 Melchor et al. (2001) e 15 Pereira et al. (2001).

! Almagboul et al. (1988); "'

Alexander et al. (1992); '2

Baba - Moussa et al. (1999); 13 Roig (1974); 14

Caceres et al. (1991a);
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2.2. Antifangicos

Um dos primeiros agentes utilizados na terapéutica contra espécies de fungos
foi a griseofulvina. Seu mecanismo de acédo ainda € desconhecido, a explicacdo
mais favoravel € que ele interfira na formacdo dos microtdbulos. Devido a sua
toxicidade moderada, foi durante algum tempo usado com freqiiéncia, mas seu
espectro de acgao fica restrito a apenas alguns dermatéfitos (ODDS et al., 2003).

5-fluorocitosina, um anélogo da droga antineoplasica 5-fluorouracil, é
utilizada no tratamento de infecgbes causadas por Cryptococcus neoformans e
espécies de Candida. Ela atua ao nivel de sintese protéica, mas tem seu uso clinico
limitado pelo aparecimento de amostras resistentes, principalmente quando prescrito
sem a associacao de outra droga (PAUW, 2000).

Os antifungicos polienos, anfotericina-B e nistatina, sdo efetivos contra um amplo
espectro de fungos patdgenos, mas tém uso reduzido devido a sua alta toxicidade. A
anfotericina-B é a substancia mais utilizada em casos de infeccbes fungicas
sistémicas. O mecanismo de ag¢do da anfotericina-B é através de sua ligacdo com o
ergosterol, principal esterol encontrado na membrana dos fungos, impedindo a
integridade da membrana e permitindo a entrada de vérios ions. Por outro lado,
devido a similaridade do ergosterol com a molécula de colesterol encontrada nas
células dos mamiferos, o uso de anfotericina-B €& sempre acompanhado por
observacbes médicas para tentar minimizar seus efeitos colaterais, como por
exemplo, a nefrotoxicidade. No entanto, a anfotericina-B apesar de ser ativo contra
varias espécies de fungos, apresenta resisténcia primaria de C. lusitaniae (PAUW,

2000; ODDS et al., 2003).
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Os azoles representam a maior classe de antifungicos utilizados na
terapéutica e é dividido em dois grupos: os imidazoles, como o cetoconazol e
miconazol e os triazoles, como o fluconazol e itraconazol. Seu principal mecanismo
de acao ¢é inibir 14&-desmetilagdo do lanosterol na via de biosintese do ergosterol
(ODDS et al., 2003).

O fluconazol é efetivo em casos de infec¢des causadas por algumas espécies
de Candida em pacientes neutropénicos. No entanto, seu uso nao é recomendado
em caso de infecgbes por C. krusei, C. glabrata e por fungos filamentosos
oportunistas. Ao contrario do fluconazol, o itraconazol oferece uma ampla cobertura
em infecgdes por espécies de Aspergillus e fungos dimoérficos, mas o aumento de
espécies resistentes a este antifungico tem refletido de forma negativa no uso de
outros triazoles. Entretanto, os triazoles interagem com o citocromo P-450 e pode
causar disturbios hepaticos (PAUW, 2000; CHIOU et al. 2000; KARTSONIS et al.,
2003).

Atualmente, o numero de medicamentos disponiveis para o tratamento de
infecgbes fungicas € limitado. Basicamente, restringe-se aos polienos convencionais
e a primeira geragao dos ftriazoles, fluconazol e itraconazol. Muitas vezes, o uso
concomitante de anfotericina-B e um derivado azole, principalmente fluconazol,
torna-se uma pratica adotada na terapéutica como estratégia de seguranca e
eficacia (KARTSONIS et al., 2003).

Em 2003, Kartsoni et al, relatam uma nova formulagdo intravenosa de
itraconazol e uma segunda geracgao de triazoles, como o voriconazol, ravuconazol e
posaconazol que auxiliam no tratamento de infec¢cées graves causadas por fungos
filamentosos. Apesar desses avancos, a membrana celular continua ser o principal

alvo dos antifungicos. Entretanto, pesquisas estdo sendo desenvolvidas com a
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finalidade de se obter novas moléculas com mecanismos de agao especifico e, mais
recentemente, descobriu-se uma nova classe de antifungicos, as equinocandinas,
que inibe a sintese de & (1,3) D-glucana, um componente essencial da parede
celular de muitos fungos patogénicos inclusive espécies de Candida e de
Aspergillus.

A parede celular € o Unico componente ndo encontrado nas células dos
mamiferos, e como resultado, essa nova classe de antifungicos representa um
grande avanco na terapéutica e varios estudos estdo sendo realizados com a
associacdo das equinocandinas e azoles no tratamento de infec¢des fungicas
sistémicas (KARTSONIS et al., 2003; ODDS et al., 2003).

As infeccbes humanas constituem um sério problema, particularmente
aquelas envolvendo a pele e mucosas, principalmente nos paises tropicais e
subtropicais em desenvolvimento onde as espécies de Candida e alguns fungos
dermatéfitos sdo os patdégenos mais comuns. Além disso, 0 numero de casos
envolvendo pacientes imunocomprometidos que desenvolvem micoses superficiais e
profundas tais como candidiase, cryptococcose e aspergilose tém aumentado
significativamente, especialmente naqueles com AIDS (PORTILLO et al., 2001).

Stein & Sugar (1989) verificaram que a etiologia do microrganismo varia
dependendo do tipo da disfuncao imunolégica. Pacientes com neutropenia induzida
pela quimioterapia sdo mais susceptiveis a infec¢des por espécies de Candida e de
Aspergillus. Pacientes com AIDS s&do susceptiveis a candidiase mucocutanea e
pulmonar, assim como cryptococcose disseminada.

O principal agente da candidiase humana é a C. albicans, mas estudos feitos
recentemente indicam que outras espécies nao-C. albicans como C. tropicalis, C.

parapsilosis e C. krusei sao isolados com maior freqliéncia em pacientes
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imunocomprometidos. Todavia, pacientes que sao submetidos a procedimentos
diferenciados, como introducdo de catéteres ou injecdo intravenosa, sao
frequentemente infectados por C. parapsilosis (ODDS, 1993; PFALLER, 1994).

Uma pesquisa realizada no Hospital Universitario de Taiwan revelou que entre
as espécies de Candida isoladas de pacientes com infeccdo nosocomial, no periodo
de 1981-1988, 59% era C. albicans e 22% era C. tropicalis. No periodo de 1989-
1993, as proporcbes cairam para 49% e 17%, respectivamente, com o aumento
concomitante de 14% para C. parapsilosis e 9% para C. glabrata (CHEN et al.,
1996).

Aspergilose é a segunda micose mais comum em pacientes imunocom-
prometidos ou neutropénicos, sendo a maioria causada por A. fumigatus, mas A.
glaucus, A. niger e A. flavus tém sido isolados em menor freqiéncia (STEIN &
SUGAR, 1989).

Outras espécies de fungos também estdo associadas a infecgoes
oportunistas em pacientes com graves enfermidades. A fungemia causada pelo
género Trichosporon tem aumentado nos ultimos anos, principalmente em pacientes
com neutropenia profunda e distlrbios hematolégicos. A trichosporonose é causada
principalmente por seis espécies: Trichosporon asahii, T. mucoides; T. beigelii e T.
asteroides, T. ovoides e T. inkin. Raramente infec¢des sdo causadas por T. pullulans
e T. domesticum (KUNOVA et al., 1996; MORETTI-BRANCHINI et al., 2001).

Em casos de pacientes imunocomprometidos, T. beigelii pode causar
fungemia e levar a morte. A terapia para este microrganismo nem sempre é
otimizada, mas inclui o uso de substancias antifungicas como anfotericina-B,

fluconazol, miconazol, itraconazol e 5-fluorcitosina (CAWLEY et al., 2000).
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Os recentes avancgos na terapia e no diagndstico na medicina tém aumentado
a populagao de pacientes com imunossupressao. Estes pacientes sdo submetidos a
varios procedimentos e condi¢cdes que predispdem a infec¢coes graves. Durante as
duas ultimas décadas, o tratamento para leucemia tem mudado significativamente. O
grau de intensidade da quimioterapia e o transplante de medula éssea terminam
causando uma forte imunossupressao, conseqientemente, o tempo em hospitais €
prolongado e faz-se necessario o uso de cateteres, antibiéticos com amplo espectro
e antifingicos (KREMERY et al., 1999).

Estes fatores de risco tém mudado o espectro de patdégenos que causam
infeccoes sistémicas em favor das espécies nao-Candida. Um estudo realizado em
um centro hematolégico da Europa demonstrou a proporcdo de espécies nao-
Candida relacionadas com infecgdes isoladas de pacientes, houve um aumento de
5% na década de 80, de 25% na década de 90 e espécies de Trichosporon foram as
principais causas de infeccdes em pacientes com cancer (KREMERY et al., 1999).

A grande incidéncia de fungos resistentes aos antifungicos colabora para o
surgimento de novas infec¢cdes oportunistas. Law et al. (1996) estudaram a
resisténcia por C. tropicalis isolada de pacientes com AIDS aos antifungicos, 48%
foram resistentes a fluconazol, 33% para cetoconazol, 17% para 5-fluorocitosina e
17% para itraconazol; o que se pode concluir que C. tropicalis deve ser adicionada a
lista de leveduras que apresentam resisténcia aos antifungicos de uso continuo e é
comumente encontrada em unidades de tratamento intensivo (UTI) (ODDS, 1993).

Silva et al. (1998) analisaram a freqluéncia das espécies de Candida
resistentes aos derivados azoles isoladas da mucosa oral de pacientes com AIDS;
sendo 25,42% resistentes a itraconazol, 45,76% a cetoconazol e 66,10% a

fluconazol.
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Diante do aumento de fungos resistentes aos farmacos, novas op¢des na
terapéutica devem ser cuidadosamente avaliadas de modo a reduzir o uso
indiscriminado de antifungicos. Principalmente no que se refere a toxicidade,

qualidade de vida e saude.



SILVA, M. R. O. Deteccao da Atividade Antifungica de Extratos de Plantas... 16

2.3. Plantas Utilizadas na Medicina Popular

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as plantas
medicinais sdo as melhores fontes para obteng¢do de novos farmacos. Cerca de 80%
dos individuos de paises desenvolvidos usam a medicinal tradicional, que tem
compostos derivados de plantas medicinais. Diante desta realidade, as plantas
devem ser estudadas com mais intensidade para melhor entender suas
propriedades (ELOFF, 1998).

A importancia dos produtos naturais na medicina se baseia em seus efeitos
farmacoldgicos, além de ser uma possibilidade para que se desenvolvam, a partir de
sua estrutura, novos farmacos. Deste modo, o uso de extratos de plantas com
propriedades antimicrobianas conhecidas podem ser de grande significado na
medicina. Muitas plantas sao utilizadas por suas propriedades farmacol6gicas devido
aos metabolismos secundarios, tais como os compostos fendlicos presentes em
6leos essenciais e os taninos (SAXENA et al., 1994; MARQUEZ et al., 2003).

Solis (1992) estudou a atividade antimicrobiana de diterpendides isolados de
Eupatorium glutinosum (Asteraceae) frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. E relaciona as propriedades dessa planta utilizada na medicina tradicional
como agente adstringente, anti-reumatico, em casos de diarréia e dores de cabeca.

Outro trabalho realizado por Ferrea et al. (1993) demonstrou a atividade
antiviral contra HSV-1 e HSV-2 de extratos obtidos de Combretum micrantum
(Combretaceae).

Martini & Eloff (1998) estudaram a atividade antimicrobiana do extrato das

folhas de Combretum erythrophylum. Dos quatro microrganismos testes utilizados
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Sthaphylococcus aureus foi o mais sensivel (100%), seguido por Enterococcus
faecalis (36%), Escherichia coli (11%) e Pseudomonas aeruginosa (3%).

A atividade antibacteriana da casca de R. mangle contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas foi estudada por Melchor et al. (2001). Além da atividade
antibacteriana, R. mangle apresenta propriedade adstringente, cicatrizante,
hemostatica, antimicrobiana, antiviral (ROIG, 1974; ROIG, 1988; CACERES et al.,
1991a; CACERES et al., 1993).

ltoigawa et al. (2001) isolaram naftoquinonas e seus analogos de Avicennia
alba e A. rumphiana com atividade contra o virus Epstein-Barr e com atividade
quimiopreventiva contra o cancer.

Nawaz et al. (2001) testaram a atividade biolégica do extrato bruto de
Trianthema portulacastrum (Aizoaceae) contra fungos patogénicos. Trichophyton
schoen leinii apresentou uma sensibilidade de 71,4 % ao extrato bruto.

O extrato metandlico e aquoso de Alstonia macrophylla (Apocinaceae)
demonstraram atividade antimicrobiana frente a bactérias e dermatofitos
(CHATTOPADHYAY et al., 2001).

Katerere et al. (2003) isolaram triterpenos pentaciclicos de Combretum
imberbe e Terminalia stuhimannii (Combretaceae) e testaram a atividade biologica
contra bactérias e fungos. Mycobacterium fortuitum e S. aureus foram os
microrganismos mais sensiveis, enquanto E. coli e C. albicans foram os mais
resistentes.

Recentemente, Coelho de Souza et al. (2004) realizaram um estudo sobre a
atividade antimicrobiana de plantas medicinais no sul do Brasil. Das 18 plantas
estudadas, a casca de Parapiptadenia rigida (Fabaceae) foi ativa para as bactérias

S. aureus, S. epidermidis, Bacilus subtillis e Micrococcus luteus.
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O grande potencial das plantas no tratamento terapéutico revelado pela
literatura estimula a busca pela descoberta de novos compostos que apresentem
alguma atividade biolégica. Plantas da flora brasileira, devido a sua
megadiversidade, estdo sendo exploradas na medicina popular. Muitos compostos
secundarios com acao bioativa foram identificados, como terpenos, lactonas,

flavonoides, entre outros (CECHINEL FILHO, 2000).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Area de Estudo

O estudo foi realizado no estuario do Rio Paripe em Vila Velha, Municipio da
llha de ltamaraca (7°34°00”— 7°55’16” latitude Sul e 34°48'48”— 34°52'24” longitude
Oeste) localizado no litoral norte do estado de Pernambuco, a 50 Km da cidade do
Recife pela BR-101, na direcdo S-N. Possui uma area de 65 Km? e esta separada do

continente pelo Canal de Santa Cruz.

3.2. Coletas

As folhas e cascas de 'Avicennia amostra 1 e Avicennia amostra 2, C.
erectus, L. racemosa e R. mangle, foram coletadas no Estuario de Rio Paripe, Vila
Velha, llha de ltamaraca, PE, no més de Outubro/2002 durante a maré baixa.

As folhas e cascas foram retiradas com o auxilio de uma tesoura de
jardinagem, acondicionadas em sacos plasticos e levadas ao laboratério. Em
seguida, foram colocadas para secar em uma estufa a 60°C e trituradas em moinho

no Laboratoério de Nutricao Animal (UFRPE).

'Foram encontradas duas plantas com caracteristicas de Avicennia, mas pela auséncia de
florescéncia durante as coleta ndao foram identificadas no decorrer do trabalho, portanto, receberam a
denominagao amostra 1 e amostra 2.
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3.3. Abordagem Fitoquimica
A abordagem fitoquimica das espécies vegetais do manguezal foi conduzida
seguindo a metodologia descrita em Costa (1994) para as principais classes de

compostos:

3.3.1. Alcaldides

A presengca de alcalbides foi observada através do ensaio confirmativo
especifico que consiste em dissolver 1 g de material triturado em 10 mL de HCI 1%,
em seguida aquecer a mistura em banho-maria numa temperatura de 100°C durante
2 minutos. Posteriormente, filtra-se e coloca-se uma aliquota do Reativo de Meyer, a
presenca de alcaléides € confirmada pelo aparecimento de precipitado

esbranquigado.

3.3.2. Flavonéides

A presenca de flavondides foi determinada pelo teste de Shinoda. Dissolve-se
1 g de material triturado em 5 mL de metanol (MeOH). Filtra-se a solu¢ao e adiciona-
se 1 mL de &acido cloridrico (HCI) concentrado. Posteriormente, deixa a solucao
reagir com uma fita de magnésio. O aparecimento da coloracéo rosa caracteriza a

presenca de flavondides na planta.

3.3.3. Saponinas

A presenca de saponinas foi determinada pelo teste de espuma. Adiciona-se
a 1 g de material triturado, 5 mL de agua destilada. Agitar vigorosamente durante 5
minutos e a formagao de espuma persistente por 30 minutos evidenciara a presenca

de saponinas.
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3.3.4. Taninos

Os taninos tiveram sua presenca determinada pelo método de cloreto férrico,
adicionando-se 1g de material triturado de cada planta com 10 mL de agua
destilada. Posteriormente, filtra-se a solugcédo e goteja lentamente com a solucédo de
cloreto férrico 1%. O surgimento de uma coloracdo ou precipitado verde ou azul

indicara reacao positiva para taninos.

3.3.5. Terpenos e Esterdides

Os terpenos e esterdides tiveram sua presenca determinada pelo método de
Liebermann-Buchard, que consiste em dissolver 1 g de material triturado em 3 mL de
cloroférmio (CHCIs). Em seguida, filtra-se a solucéo e, ao filtrado, junta-se 2 mL de
anidrido acético e agita vagarosamente. Posteriormente, adiciona-se quantidade
suficiente de acido sulfurico (H.SO4) para o aparecimento sucessivo das cores rosa,

azul e verde, caracterizando a presenca de terpenos e esterdides.
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3.4. Preparacao dos Extratos Brutos

As folhas e as cascas das plantas do manguezal foram submetidas a trés
extracdes sucessivas com MeOH durante 24 horas, a temperatura ambiente (Tabela

3). Em seguida, os extratos foram evaporados utilizando um evaporador rotatério a

45°C.

Tabela 3. Peso seco e volume do solvente utilizado na extracdo das plantas do
manguezal usadas para obtencao dos extratos.

Plantas Pca’:lte Peso seco(g)  Volume do solvente (mL)
Planta Material triturado Metanol
Folha 36,2 1000
Avicennia amostra 1
Casca 8,3 1000
Folha 51,3 1000
Avicennia amostra 2
Casca 25,5 1000
Folha 52,3 1000
Conocarpus erectus
Casca 10,2 1000
Folha 78,4 1000
Laguncularia racemosa
Casca 119,1 1000
Folha 64,1 1000
Rhizophora mangle
Casca 113,7 1000
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3.5. Atividade Antifungica dos Extratos Brutos

3.5.1. Microrganismos Testes

Os microrganismos que foram usados para o teste de atividade antifungica
pertencem a Micoteca do Departamento de Micologia/UFPE. Todos os fungos foram
mantidos em meio Agar Sabouraud (SAB) a uma temperatura de 4°C. Na Tabela 4,

encontram-se os fungos utilizados e o numero de registro na Micoteca.

Tabela 4. Fungos utilizados para o teste de atividade e seus
respectivos numeros de registros na Micoteca.

Microrganismo Numero do Registro
Candida albicans URM 4385
Candida glabrata URM 4264
Candida parakrusei URM 1134
Candida parapsilosis URM 4607
Candida tropicalis URM 4262
Trichosporon beigelii URM 4437
Trichosporon pullulans URM 4259
Epidermophyton floccosum URM 4150
Microsporum gypseum URM 3645
Trichopyton mentagrophytes URM 4156

Trichophyton rubrum URM 4569
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3.5.2. Antifungicos

Foram utilizados, de acordo com National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) (M27-A2), os antifungicos: cetoconazol (Teuto), nas
concentragdes de 5, 10, 50, 100 e 128 1 g/mL; fluconczdl (Hexd), nas concentrogdes
e l,2,4,6e8igmL; itraconaza (Neo Quimica), nas concentragdes de 5, 10, 25,

50 e 641 g/mL. Todos os antifungicos foram retomados em dimetilsulféxido (DMSO).

3.5.3. Teste de Atividade Antifungica

3.5.3.1. Método de Difusao em Disco

O teste de atividade antifungica foi realizado segundo Bauer et al. (1966).
Foram preparadas suspensdes com 3 x 10® células/mL (tubo 1 da escala de Mac
Farland) para as leveduras e suspensdes contendo hifas e esporos para 0s
dermatofitos. Posteriormente, foram inoculadas com swab em placas de Petri
contendo meio sélido YNBD (Yeast Nitrogen Base Dextrose). Discos de papéis com
501 | de extrato bruto na concentraogdo de 900 mg/mL foram depositados nas placas
previamente preparadas (meio + fungo). As placas foram incubadas a uma
temperatura de 37°C para as leveduras e 30°C para os dermatéfitos. Os resultados
foram avaliados de acordo com a formagao de halos de inibicdo em torno dos discos
apos 24 horas para as leveduras e 48 horas para os dermatéfitos. Todo experimento
foi realizado em duplicata e o valor final corresponde a média aritmética expressa

em milimetros.
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3.6. Determinacao da Concentracao Minima Inibitéria

Para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria, utilizaram-se os
extratos que apresentaram melhor atividade antifungica. Foi realizado o teste de
microdiluicdo para as leveduras e o teste de macrodiluicdo para os dermatofitos e
utilizados os antifungicos cetoconazol, itraconazol e fluconazol nas diferentes
concentragdes referidas acima, de acordo com as normas do NCCLS. Os extratos
das plantas foram diluidos na propor¢céo de 1:2 v/v (concentracées de 1000, 500,

250, 125, 62,5, 31,25 e 15,625 mg/mL).

3.6.1. Método de Microdiluicao

A determinacdo da concentracdo minima inibitéria para as leveduras foi
realizada pelo método de microdiluicdo segundo a metodologia descrita por Lorian
(1986) e de acordo com as normas do protocolo NCCLS (M27-A2). Para este ensaio,
foram utilizadas microplacas com 96 pocos (Difco) e suspensdées com 3 x 10°
células/mL (tubo 1 da escala de Mac Farland) utilizando o meio YNBD. Em cada
poco foi colocado 50 iL de meio YNBD, 30 iL dos extratos nos dferentes
concentragdes e 50 1L da suspensdo de leveduras. Foram feitos dois controles
positivos: o primeiro foi representado pelo meio de cultura mais as leveduras e o
segundo pelo meio de cultura, as leveduras e o solvente, sem os extratos testados.
Para o controle negativo, foram usados os antifingicos nas respectivas
concentragdes descritas no item 3.5.2. Em cada pogo foi colocado 50 i L de meio
liquido YNBD, 50 i L da suspensdo de leveduras e 30 i L dos ontifingicos nas
diferentes concentragdes. As microplacas foram incubadas a uma temperatura de
37°C e foram realizadas leituras ap6s 24 horas utilizando um leitor de ELISA a 595

nm.



SILVA, M. R. O. Deteccao da Atividade Antifungica de Extratos de Plantas... 26

3.6.2 Método de Macrodiluicao

A determinagdo da concentracdo minima inibitdéria para os dermatoéfitos foi
realizada pelo método de macrodiluicdo segundo a metodologia descrita por Lorian
(1986) e de acordo com as normas do protocolo NCCLS (M38-P). Foram preparadas
suspensdes contendo hifas e esporos para cada dermatéfito e os extratos foram
diluidos nas concentragdes descritas no item 3.6. Em cada tubo de ensaio, colocou-
se TmL de meio liquido YNBD, 150 i L dos exiratos nos dferentes concentragdes e
50017 L dasuspensao de cada dermatéfito. Para o controle positivo, fez-se tubos de
ensaio contendo o meio de cultura mais a suspensdao dos dermatofitos, sem os
extratos testados. Para o controle negativo, foram usados os antifungicos nas
respectivas concentracées descritas no item 3.5.2. Preparou-se tubos de ensaio
contendo 1 mL de meio liquido YNBD, 150 i L dos anfifingicos nas diferentes
concentragdes e 500 i L da suspensdo de cada dermatéfito. Os tubos de ensaio
foram incubados a uma temperatura de 30°C e os resultados avaliados apo6s 24 e 48

horas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Abordagem Fitoquimica

O resultado da abordagem fitoquimica para as plantas do manguezal pode
ser visualizado na tabela 5. As duas amostras de Avicennia tiveram perfis
semelhantes, mas apenas a casca da amostra 1 apresentou uma forte intensidade
para terpenos e esterodides.

Os resultados apresentados na tabela 5 sao corroborados por Wannigama et
al. (1981), que indicaram a presenca de sitosterol como sendo o principal esterol
encontrado em A. marina. Posteriormente, Hogg & Gillan (1984) reforcaram que
sitosterol esta presente em grande quantidade nas folhas de A. marina e A. marina
var. resinifera, seguido por estigmasterol, colesterol e campesterol. Por outro lado,
Ghosh et al. (1985) isoaam os friterpenos &amiring, &amirina, lupeol e os
esterdides sitosterol e estigmasterol das folhas de A. officinalis.

A presenca de taninos € muito fraca nas amostras 1 e 2 de Avicennia. Esses
resultados estdo de acordo com Perry (1980), que detectou a presenca de taninos e
lapachol na casca de A. officinalis, mas segundo o Council of Scientific and Industrial
Research (CSIR) a quantidade de taninos € inferior a 2,5%.

As amostras de C. erectus e L. racemosa exibiram uma forte intensidade para
taninos. Esses resultados estdo condizentes com Irvine (1961), que encontrou
valores que variam entre 16-18% de taninos na casca de C. erectus e, entre 10-20%
e 12-24% nas folhas e casca de L. racemosa, respectivamente. Baba-Moussa et al.

(1999) revelaram a presenga, em estudo fitoquimico, de grande quantidade de
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taninos e saponinas em Combretum nigricans, Pteleopsis suberosa e Terminalia
avicennioides, representantes da familia Combretaceae.

A presenca de flavonoides para C. erectus e L. racemosa é semelhante.
Segundo Larcher (2000), os flavonoides sao classificados dentro do grupo dos
compostos fendlicos e possuem varias substancias com atividade biolégica (Ex.
Eupatorina).

R. mangle também exibiu forte intensidade para os taninos. Em 1965, Morton
descreve que a casca de R. mangle é rica em taninos (10-40%) e &cido
quercetanico. Entretanto Melchor et al. (2001) verificou uma porcentagem entre 20-

40% de taninos na casca de R. mangle.

Tabela 5. Resultado da abordagem fitoquimica para as plantas do manguezal.

Grupos
Parte da
Plantas Planta
Alcaléides Flavonéides Saponinas Taninos Terpenos
e Esterdides
] ] Folha - - - + +
Avicennia amostra 1
Casca - + - ++ +++
Folha - - - + +
Avicennia amostra 2
Casca - + - ++ +
Folha - ++ - +++ +
Conocarpus erectus
Casca - ++ - +++ +
Folha - ++ - +++ +
Laguncularia racemosa
Casca - ++ - +++ +
Folha - + - ++ +
Rhizophora mangle
Casca - + - F++ +

+ Fraca Intensidade; ++ Média Intensidade; +++ Forte Intensidade.
- Nao Reativo



SILVA, M. R. O. Deteccao da Atividade Antifungica de Extratos de Plantas... 29

A presenga de alcaldides e saponinas ndo foi detectada nas plantas do
manguezal. Nao existe, atualmente, nenhum registro na literatura sobre a presenca

desses grupos quimicos em mangue.

4.2. Rendimento dos Extratos Brutos

O rendimento, em porcentagem, dos extratos brutos esta apresentado na
tabela 6. O extrato da casca de Avicennia amostra 1 obteve melhor rendimento
(14,45%), partindo de um peso inicial de 8,3 g; enquanto o extrato da casca de L.
racemosa foi o de menor rendimento (7,05%), com um peso inicial de 119,1 ¢
(Tabela 6). Com excegédo das amostras de C. erectus e R. mangle, os demais

extratos tiveram melhor rendimento na folha do que na casca (Tabela 6).

Tabela 6. Rendimento do extrato bruto das plantas do manguezal.

Parte da  *Peso Inicial(g) **Peso Final (g) Rendimento

Plantas Planta (%)
Folha 36,2 6,1 16,85
Avicennia amostra 1
Casca 8,3 1,2 14,45
Folha 51,3 12,8 24,95
Avicennia amostra 2
Casca 25,5 3,6 14,11
Folha 52,3 7,9 15,10
Conocarpus erectus
Casca 10,2 2 19,60
Folha 78,4 22 28,06
Laguncularia racemosa
Casca 119,1 8,4 7,05
Folha 64,1 12,1 18,87
Rhizophora mangle
Casca 113,7 22,8 20,05

* Material Triturado; ** Extrato Bruto Concentrado.
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4.3. Teste de Atividade Antifungica

4.3.1 Teste de difusao em disco

Os resultados obtidos no teste de difusdo em disco para as leveduras estao
apresentados na tabela 7. A casca de Avicennia, amostra 1, apresentou melhores
resultados para a atividade bioldgica, as leveduras C. glabrata, C. parapsilosis € C.
tropicalis foram as espécies mais sensiveis ao extrato, com halos de inibicdo de 19,

18 e 17 mm, respectivamente (Figura 1).

Tabela 7. Resultados do teste de difusdo em disco dos extratos brutos metandlicos (1 g/mL) frente as leveduras.

Parte e
Planta da Halo de Inibicao (mm)
Planta C. albicans C. glabrata C. parakrusei C. parapsilosis C. tropicalis T. beigelii T. pullulans
Avicennia amostral Folha - - - 14
Casca 16,5 19 16,5 18 17 11,5 15
Conocarpus erectus Folha ) ) - - - - 14,5
Casca - 15 16 10,5 15 9,5 16,5
Laguncularia racemosa Falha ) 10 - - - - 17,75
Casca
Rhizophora mangle Folha ) ) - - - 10 10
Casca - - 13 i _ i} 15

- Auséncia de Atividade.



SILVA, M. R. O. Detecgéo da Atividade Antifungica de Extratos de Plantas... 31

m C. albicans

m C. glabrata

m C. parakrusei
B C. parapsilosis
W C. tropicalis

W T. beigelii

W 7. pullulans

Halo de Inibicao (mm)

Casca

Avicennia amostra 1

Figura 1. Atividade antifungica do extrato da casca de Avicennia amostra 1
frente as leveduras.

A casca de C. erectus também apresentou uma forte atividade antifungica.
Apenas C. albicans foi resistente ao extrato. T. pullulans foi 0 microrganismo mais
sensivel (16,5 mm), seguido por C. parakrusei (16 mm). As espécies C. glabratae C.
tropicalis mostraram a mesma sensibilidade ao extrato, com halo de inibicdo de 15

mm (Figura 2).

18 -
16 -
g 14 - m C. glabrata
:é 12 - m C. parakrusei
.:_; 10 - W C. parapsilosis
£ 8- m C. tropicalis
§ 6 m T. beigelii
S 4 W T. pullulans
2 |
0 |
Casca
Conocarpus erectus

Figura 2. Atividade antifungica do extrato da casca de Conocarpus erectus
frente as leveduras.
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O extrato da folha de L. racemosa foi ativo para T. pullulans (17,75 mm) e C.
glabrata (10 mm). Por outro lado, extrato da folha de R. mangle apresentou atividade
para T. beigelii (10 mm) e T. pullulans (10 mm) e o extrato da casca para T. pullulans
(15 mm) e C. parakrusei (13 mm). Tanto L. racemosa quanto R. mangle
demonstraram atividade intermediaria.

Os extratos das folhas de Avicennia amostra 1 e C. erectus tiveram baixa
atividade antifungica e a amostra 2 de Avicennia ndao apresentou atividade para
nenhuma das leveduras testadas.

Com base nesses resultados, foram selecionados para a determinagdo da
concentragdo minima inibitéria os seguintes extratos: casca da amostra 1 de
Avicennia, casca de C. erectus, folha de L. racemosa e casca de R. mangle.

O extrato da folha de C. erectus foi utilizado para determinar a concentracao
minima inibitéria apenas em T. pullulans, tendo em vista que esta espécie foi
sensivel a 75% dos extratos das plantas do manguezal.

Na tabela 8 estao representados os resultados do teste de difusdo em disco

para os fungos dermatéfitos.

Tabela 8. Resultados do teste de difusdo em disco dos extratos brutos metandlicos (1 g/mL) frente
aos dermatéfitos.

Halo de Inibicdo (mm)

Planta Parte da Planta
M. gypseum T. mentagrophytes T. rubrum
Avicennia amostrat Folha - 13 14,5
Casca 33 43 45
Conocarpus erectus Folha 29,5 33 35
Casca 34 35 42
Laguncularia racemosa Folha 32,5 34 36
Casca 23 30 36,5
Rhizophora mangle Folha 19 21,5 24
Casca 24,5 24 32,5

- Auséncia de Atividade.
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Ao contrario das leveduras, todos os microrganismos testados apresentaram
uma alta sensibilidade. O extrato da casca da amostra 1 de Avicennia revelou uma
alta atividade. O fungo dermatéfito 7. rubrum foi o mais sensivel (45 mm), seguido

por T. mentagrophytes (43 mm) e M. gypseum (33 mm) (Figura 3).

B M. gypseum
W T. mentagrophytes

W T. rubrum

Halo de Inibicao (mm)
N
(&)}

Casca

Avicennia amostra 1

Figura 3. Atividade antifingica do extrato da casca de Avicennia amostra 1
frente aos dermatofitos

Os halos de inibicao para o extrato da folha de C. erectus foi de 35 mm para
T. rubrum, 33 mm para T. mentagrophytes e 29,5 para M. gypseum, enquanto que o
extrato da casca foi de 42 mm para T. rubrum, 35 mm para T. mentagrophytes e 34

para M. gypseum (Figura 4 e 5).

36 -
35 -
34
33 A
32 -
31
30 -
29 -
28 A
27 A
26 -

B M. gypseum
W T. mentagrophytes

W T. rubrum

Halo de Inibigdo (mm)

Folha

Conocarpus erectus

Figura 4. Atividade antifingica do extrato da folha de Conocarpus
erectus frente aos dermatofitos.
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B M. gypseum
B T. mentagrophytes
W 7. rubrum

Halo de Inibicao
o

Casca

Conocarpus erectus

Figura 5. Atividade antifingica do extrato da casca de Conocarpus
erectus frente aos dermatdfitos.

A atividade da folha de L. racemosa apresentou halos de 36 mm para T.

rubrum, 34 mm para T. mentagrophytes e 32,5 para M. gypseum (Figura 6).
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Folha

Laguncularia racemosa

Figura 6. Atividade antifungica do extrato da folha de Laguncularia
racemosa frente aos dermatofitos.
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Diante do bom resultado obtido neste experimento, todas os extratos
apresentados na tabela 8 foram utilizados para a determinacdo da concentracao
minima inibitéria. Com excecdo da amostra 2 de Avicennia que ndo demonstrou

atividade para os fungos dermatoéfitos testados.

4.4. Determinacao da Concentracao Minima Inibitéria.
Na tabela 9 encontram-se os valores da concentragdo minima inibitoria (CMI)

para as leveduras.

Tabela 9. Determinag&o da concentragdo minima inibitéria dos extratos metandlicos das plantas do manguezal frente
as leveduras.

Planta Parte Concentracao Minima Inibitéria (mg/mL)

da Planta C. albicans C. glabrata C. parakrusei C. parapsilosis C. tropicalis T. beigelii T. pullulans

Avicennia amostra1l Casca 125 125 15,625 15,625 31,25 15,625 15,625
Conocarpus erectus Folha ANT NT NT NT NT NT 500

Casca 125 250 250 250 62,5 62,5 15,625

Laguncularia racemosa Folha °NI NI 500 NI NI 31,25 31,25
Rhizophora mangle Casca 500 500 500 1000 NI 1000 NI
Cetoconazol - S S S S S S S
Fluconazol - S S S S S S S
ltraconazol - S S S S S S S

a- Nao testado
b- Nao houve inibi¢céo
S- Sensivel

A concentragdo minima inibitéria para o extrato da casca de Avicennia
amostra 1 foi de 15,625 mg/mL para T. pullulans, T. beigelli, C. parapsilosis e C.
parakrusei ; 31,25 mg/mL para C. tropicalis e 125 mg/mL para C. albicans e C.

glabrata.
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Esses resultados estdo de acordo com o trabalho de Mahasneh (2002) no
qual C. albicans foi a espécie mais resistente aos extratos de A. marina. No entanto,
Benoit-Vical et al. (2003) estudaram a atividade antifingica de um triterpeno isolado
da raiz de Iris germanica (lridaceae), C. albicans e C. parapsilosis foram as
espécies mais sensiveis com concentracado minima inibitéria superior a50 1 g/mL.

O extrato da casca de C. erectus apresentou a segunda melhor atividade,
com valores de 15,625 mg/mL para T. pullulans; 62,5 mg/mL para T. beigelii e C.
tropicalis; 125 mg/mL para C. albicans e 250 mg/mL para C. glabrata, C. parakrusei
e C. parapsilosis. O teste de atividade antifingica para as leveduras contra o extrato
da folha de C. erectus foi realizada apenas para T. pullulans e a concentracao
minima inibitoria foi de 500 mg/mL.

A folha de L. racemosa obteve valores 31,25 mg/mL para T. pullulans e T.
beigelii e 500 mg/mL para C. parakrusei.

As leveduras foram mais sensiveis ao extrato da casca de R. mangle no teste
de determinagao da concentracao minima inibitéria do que em difusao em disco. Os
valores foram 500 mg/mL para C. albicans, C. glabrata e C. parakrusei e 1000
mg/mL para T. beigelii e C. parapsilosis.

Segundo Caceres et al. (1993), a casca de R. mangle é ativa para C.
albicans, C. krusei e C. parapsilosis apresentando uma CMI de 40 mg/mL. Em um
estudo realizado por Caceres et al. (1991c), o extrato etandlico da casca de R.
mangle foi pouco ativo para C. albicans.

Na tabela 10 estdo apresentados os resultados da concentragdo minima
inibitéria para os fungos dermatéfitos. Todas as leveduras foram sensiveis aos
antifangicos utilizados na terapéutica e testados nas concentragdes recomendadas

pelo NCCLS.
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Tabela 10. Determinagédo da concentragdo minima inibitéria dos extratos metandlicos das plantas do manguezal

frente aos dermatéfitos.

Planta Parte Concentracao Minima Inibitéria (mg/mL)
da Planta E. floccosum M. gypseum T. mentagrophytes T. rubrum
Avicennia amostra 1 Folha 15,625 1000 1000 1000
Casca 15,625 250 250 125
Conocarpus erectus Folha 15,625 1000 1000 250
Casca 15,625 500 500 500
; Folha 15,625 500 250 62,5
Laguncularia racemosa
Casca 15,625 1000 1000 15,625
. Folha 15,625 1000 1000 1000
Rhizophora mangle
Casca 15,625 1000 1000 1000
Cetoconazol - S S S S
Fluconazol - S S S S
Itraconazol - S S S S

S- Sensivel

O extrato da casca de Avicennia amostra 1 foi ativo nas concentragoes de

15,625 mg/mL para E. floccosum, 125 mg/mL para T. rubrum e 250 mg/mL para T.

mentagrophytes e M. gypseum.

O extrato da casca de C. erectus foi ativo nas concentragdes 15,625 mg/mL

para E. floccosum e 500 mg/mL para T. rubrum, T. mentagrophytes e M. gypseum. O
extrato da folha mostrou atividade nas concentragbes 15,625 mg/mL para E.
floccosum, 250 mg/mL para T. rubrum e 1000 mg/mL para T. mentagrophytes e M.
gypseum.

A casca de L. racemosa foi ativa nas concentragdes de 15,625 mg/mL para E.
floccosum e T. rubrum e de 1000 mg/mL para T. mentagrophytes e M. gypseum. O
extrato da folha apresentou atividade nas concentragdes de 15,625 mg/mL para E.
floccosum, 62,5 mg/mL para T. rubrum; 250 mg/mL para T. mentagrophytes e 500

mg/mL para M. gypseum.
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Baba-Moussa et al. (1999) estudaram a atividade antifungica de sete plantas
da familia Combretaceae e as amostras de Pteleopsis suberosa e Terminalia
avicennioides apresentaram melhor atividade, onde T. mentagrophytes foi o
microrganismo mais sensivel, seguido por E. floccosum, T. rubrum e M. gypseum.

Os extratos da casca e da folha de R. mangle foram ativos nas concentragoes
15,625 mg/mL para E. floccosum e 1000 mg/mL para T. rubrum, T. mentagrophytes
e M. gypseum.

Céceres et al. (1991b) estudaram a atividade antifingica de plantas usadas
no tratamento de doencas causadas por dermatéfitos, 72% dos extratos tiveram
atividade fungicida. O extrato aquoso da casca de R. mangle foi ativo para T.
mentagrophytes var. granulare, M. gypseum e M. canis, com as CMI de 700, 600 e
500 mg/mL respectivamente.

Os extratos das plantas do manguezal isoladas no municipio da llha de
ltamaraca apresentaram forte atividade contra os fungos dermatéfitos, no entanto
sua sensibilidade € maior do que para as leveduras. O fungo dermatéfito E.
floccosum foi a espécie mais sensivel, seguido por T. rubrum, T. mentagrophytes e
M. gypseum. Esses dados estdo de acordo com Caceres et al. (1991c) o qual
utilizaram o extrato de 100 plantas no tratamento de doengas causadas por
dermatofitos, 44% foram ativas para os principais agentes de dermatomicoses.
Dentre os dermatoéfitos E. floccosum (43,2%) foi o mais sensivel, seguido por T.
rubrum (36%), T. mentagrophytes (31,8%), M. gypseum (24%) e M. canis (22,7%).

Céceres et al. (1993) observaram que o extrato da casca de R. mangle foi
ativo para T. rubrum e M. canis com CMI de 600 mg/mL. Chattopadhyay et al. (2001)
analisaram a atividade Alstonia macrophylla e verificaram que T. rubrum, T.

mentagrophytes e M. gypseum foram os mais sensiveis. Também relacionaram a
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atividade antifungica com a presenca de taninos, esterdides, triterpendides e
flavondides.

A atividade antifingica da casca de Avicennia, amostra 1, pode estar
associada a presenca de terpenos e esterbides, e no caso da casca de C. erectus a
presenca de taninos e flavondides.

Um estudo realizado com 88 plantas da Espanha demonstrou que os
terpenos, esterdides e flavondides eram os responsaveis pela atividade contra
espécies de Candida (RIOS et al., 1987). Por outro lado, Ahmad & Beg (2001)
relacionaram a atividade antimicrobiana de plantas medicinais na india pela
presenca de compostos fendlicos e taninos.

O efeito dos taninos na atividade antimicrobiana esta muito bem documentado
na literatura. Fungos como A. niger, Trichoderma viride, Botrytis cinerea e espécies
de Penicillium foram inibidas pelos taninos em diferentes concentracdes
(SCALBERT, 1991; CHUNG et al. 1998).

O acido tanico inibiu o crescimento de bactérias como E. coli, S. aureus,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus faecalis e Salmonella enteritidis. e sua
propriedade antimicrobiana esta relacionada com as ligacdées do acido galico e os

poliols (CHUNG et al. 1996)
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5. CONCLUSOES

Os taninos representam o principal grupo quimico presente nas plantas;

C. erectus e L. racemosa apresentaram uma forte intensidade para taninos e
intensidade intermediaria para flavondides;

A casca de Avicennia amostra 1 é rica em terpenos e esterdides;

Nenhuma das plantas revelaram a presenca de alcalbides e saponinas;

O extrato bruto da casca de Avicennia amostra 1 obteve o melhor rendimento;

A casca de Avicennia amostra 1 e de C. erectus demonstraram melhor atividade
para as leveduras no teste de difusdo em disco;

T. pullulans mostrou-se mais sensivel no teste de difusdo em disco para as
leveduras;

C. albicans apresentou-se mais resistente;

Os fungos dermatéfitos tiveram maior sensibilidade aos extratos das plantas do
que as leveduras;

T. rubrum mostrou-se mais sensivel no teste de difusdo em disco para os
dermatofitos;

E. floccosum apresentou maior sensibilidade na determinacdo da concentracao
minima inibitéria;

A atividade antifungica da casca de Avicennia amostra 1 ndo esta associada a
presencga de taninos;

As espécies estudadas, em especial a casca de Avicennia amostra 1 possuem

substancias com relevante potencial antifingico.
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MEIOS DE CULTURA
1. Meio para Manutencao

Agar Sabouraud (SAB)

Glicose 40 ¢
Peptona 109
Agar 159

Agua Destilada 1000 mL
2. Meio para o Teste de Atividade Antifungica
Solucao 10X concentrada YNBD (Yeast Nitrogen Base Dextrose)

YNB 6,7 ¢
Glicose 359
Agua Destilada 100 mL

Meio YNBD (Yeast Nitrogen Base Dextrose)

Solugao YNB 10 mL
10X
Agua Destilada 100 mL
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