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RESUMO

Nos ultimos anos, o aumento da incidéncia das infec¢des fungicas, bem como o registro
crescente de resisténcia e falha terapéutica tem impulsionado a realizacéo de estudos de
prospeccdo de fitoquimicos com propriedades antifingicas. Diante do exposto, 0
presente estudo investigou o potencial antifingico de extratos de Baccharis ligustrina,
Baccharis schultzii, Croton jacobinensis, Licania rigida, Moringa oleifera, Vernonia
sp., Vernonia brasiliana, assim como os 6leos essenciais de Lippia alba (Quimiotipos 1,
2, 3 e 4) e Ocimum gratissimum. Inicialmente, realizou-se uma avaliacdo qualitativa da
atividade antifangica de cada amostra por meio do método de difusdo em agar, frente a
cepas de Candida albicans e Microsporum canis. O screening inicial mostrou que
apenas o0s extratos de M. oleifera (MLF-C) e Vernonia sp. (TVS-H) mostraram
atividade frente a C. albicans e M. canis, com halos de inibicdo > 10 mm. Os demais
produtos testados ndo apresentaram atividade antiflngica satisfatéria (halo de inibi¢do >
10 mm contra ambas as espécies fangicas). Nos experimentos subsequentes, foram
determinadas a concentracgdo inibitdria minima (CIM) e a toxicidade aguda de MLF-C e
TVS-H, através de protocolos do CLSI e ensaio com Artemia salina, respectivamente.
A determinagdo da CIM foi realizada frente a 12 cepas de C. albicans e M. canis, por
meio do método de microdiluicdo em caldo e bioensaio com Artemia salina,
respectivamente. A CIM (80%) de TVS-H e MLF-C frente C. albicans variou de 0,156
a 2,5 mg/mL; enquanto em cepas de M. canis foi de 0,039 a 0,625 e 0,039 a 1,25
mg/mL, respectivamente. A CIM (100%) de TVS-H e MLF-C frente C. albicans variou
de 0,625 a > 2,5 mg/mL; enquanto em cepas de M. canis foi de 0,078 a 1,25 e 0,039 a
2,5 mg/mL, respectivamente. As doses letais (DLsp) para 0 MLF-C e TVS-H foram de
201.09 and 204.17 mg/mL, respectivamente. Conclui-se assim que os extratos de M.
oilifera e Vernonia sp. apresentaram atividade antifangica frente cepas de C. albicans e
M. canis, abrindo a perspectiva de estudos para caracterizacdo dos seus componentes
bioativos.

Palavras-Chaves: Plantas. Screening. Atividade antifungica. Toxicidade. Moringa
oleifera. Vernonia sp.



ABSTRACT

Considering the narrow arsenal of antifungal drugs, along with the occurrence of
resistance phenomenon in fungi, plant derivatives should be evaluated for their
antifungal potential. Based on this, this work initially screened extracts of the plants
Baccharis ligustrina, Baccharis schultzii, Croton jacobinensis, Licania rigida, Moringa
oleifera, Vernonia sp., Vernonia brasiliana, even as the essencial oils Lippia alba
(Chemotypes 1, 2, 3 and 4) and Ocimum gratissimum. Initially, a qualitative evaluation
of these products was performed through agar diffusion against strains of Candida
albicans and Microsporum canis. In this screening, only M. oleifera (MLF-C) and
Vernonia sp. (TVS-H) extracts presented antifungal activity against C. albicans and M.
canis, with inhibition halo > 10 mm. The other tested products did not present
satisfactory antifungal activity (inhibition halo > 10 mm for both fungal species). In the
subsequent experiments, the minimum inhibitory concentration (MIC) and acute
toxicity of MLF-C and TVS-H were determined by CLSI protocols and using assay of
Artemia salina, respectively. The determination of MICs was performed against 12
strains of C. albicans and M. canis, through broth microdilution method, as
standardized by CLSI (M27-A2 and M38-A). Additionally, acute toxicity assays of
these extracts against Artemia salina were performed and the lethal concentration
(LC50) was determined. MIC 80% for TVS-H and MLF-C against C. albicans varied
from 0.156 to 2.5 mg/mL, while against M. canis it was from 0.039 to 0.625 and 0.039
to 1.25 mg/mL, respectively. The MIC 100% for TVS-H and MLF-C against C.
albicans varied from 0.625 to > 2.5 mg/mL, while against M. canis it was from 0,078 a
1,25 e 0,039 a 2,5 mg/mL, respectively. Lethal Dose (LDso) for MLF-C and TVS-H
were 201.09 and 204.17 mg/mL, respectively. It can be concluded that M. oilifera and
Vernonia sp. extracts presented antifungal activity against strains of C. albicans and M.
canis, thus, providing perspectives for further studies to characterize their bioactive
components.

Keywords: Plants. Screening. Antifungal activity. Toxicity. Moringa oleifera. Vernonia
sp.
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, tem ocorrido um aumento crescente na frequéncia de
infeccbes fungicas devido ao aumento de individuos com comprometimento do
sistema imunoldgico, tais como: pacientes transplantados, acometidos por cancer,
infetados com o HIV, dentre outros (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Nos animais domeésticos, as dermatofitoses, consideradas como micoses
superficiais, possuem grande interesse por seu potencial zoonodtico. No meio
rural, 80% das infec¢des fungicas em humanos, em pele glabra, devem ser de
origem animal, sendo no meio urbano, responsavel por 20% das infeccdes,
devido ao contato proximo com animais de estimacdo, como cdes e gatos
(GARCIA; BLANCO, 2000). O Microsporum canis é o responsavel pela maioria
de casos de micoses em animais de estimacdo e o mais frequente dermatdfito
zoofilico de humanos, em diversas &reas urbanas (CABANES, 2000;
BRILHANTE et al., 2002). Vérios pesquisadores tém demonstrado a importancia
epidemioldgica dos animais nas dermatofitoses. Dentre os animais domésticos, o
gato ¢ o principal disseminador do M. canis (BENTUBO et al., 2006).

Quanto as micoses causadas por leveduras em animais domesticos, os fungos
do género Candida tém se destacado (BRITO et al., 2008). As Candida spp., em
decorréncia de distarbios nas protecGes fisica, quimica e imunoldgica de seres
humanos e animais, portadores naturais, podem se tornar patdégenos e causar
enfermidades, denominadas candidoses (FONZI, 2008).

As doencas fangicas, que ocorrem com relativa frequéncia na clinica, tanto
humana como veterinaria, apresentam uma problematica relacionada ao
tratamento principalmente de casos cronicos, que pode ser explicada devido a
baixo numero de substancias dentro do arsenal terapéutico quando comparado
com drogas antibacterianas, bem como efeitos colaterais e selecdo de cepas
resistentes (SIDRIM; ROCHA, 2004). Ademais, o crescente relato de
refratariedade e /ou resisténcia a terapéutica disponivel, impulsionam a realizacéo
de estudos para avaliacdo da resisténcia fungica emergente. Embora esse tema

ainda seja incipiente em Medicina Veterinaria, o relato de cepas fdngicas
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oriundas de cées exibindo resisténcia primaria in vitro a drogas de uso clinico,
desperta atencdo para o assunto (BRITO 2007; BRITO et al., 2008). Esta
realidade tem suscitado a execucdo de estudos em busca de novas alternativas
terapéuticas para o controle das micoses (FONTENELLE et al., 2007;
FONTENELLE et al., 2005).

Emerge deste cenario o estudo de plantas como fonte de substancias
bioativas, as quais podem subsidiar novos compostos na terapéutica flngica,
principalmente quando falamos de infeccGes sistémicas, as quais apresentam uma
caréncia de principios ativos quando comparada com a terapéutica antibacteriana
(RUKAYADI et al., 2008; ALVES et al., 2006).

Nesta perspectiva o género Vernonia sp., apresenta grande importancia
medicinal, pelo fato de possuir mais de 20 espécies com propriedades
terapéuticas descritas, principalmente no sistema etno-medicinal americano
(OLIVEIRA, 2008). Com relacdo a atividade antimicrobiana, sdo reportados na
literatura espécies de Vernonia apresentando tal eficacia. Kunle et al. (2010)
demonstrou que o extrato metandlico bruto das partes altas de Vernonia ambigua
apresentando atividade antimicrobiana.

A moringa, Moringa oleifera L., € uma planta tropical pertencente a familia
Moringaceae, nativa da india que foi introduzida no Brasil por volta de 1950. E
encontrada na regido Nordeste, principalmente nos Estados do Maranhéo, Piaui e
Ceard. Com relacdo a sua atividade antimicrobiana, pesquisas recentes tem
descrito sua eficaciafrente bactérias bem como fungos (CHUANG et al., 2007,
JABEEN et al., 2008; RAHMAN et al., 2009), apontando a mesma como
importante fonte de compostos bioativos de eficacia antimicrobiana.

Baseado no exposto, esta pesquisa investigara a possivel atividade antifingica
dos extratos das especies Moringa oleifera (MLF-C), Vernonia sp. (TVS-H),
Licania rigida Benth., Croton jacobinensis Bail., Vernonia brasiliana (L.)
Druce., Baccharis ligustrina DC., Baccharis schultzii Baker., e dos o6leos
essenciais de Lippia alba (Mill.) N.E. Brown. (Quimiotipos 1, 2, 3 e 4) e

Ocimum gratissimum L. em cepas de M. canis e C. albicans.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DERMATOFITOS

O estudo das dermatofitoses comecou juntamente com a historia da
Micologia Médica em 1839 com Robert Remak, que elucidou a etiologia do
favus. Quase um século depois os dermatofitos foram classificados
taxonomicamente pelo dermatologista francés Raymond Jacques Andrien
Sabouraud. Hoje existe uma infinidade de fungos pertencentes aos géneros
Trichophyton, Epidermophyton e Microsporum; entretanto, a denominagao
dermatofito € utilizada somente para os fungos pertencentes a esses géneros e
que sdo queratinofilicos e capazes de causar doencas em humanos e animais
(SIDRIM; ROCHA, 2004). Dentre as infec¢fes fungicas, as micoses superficiais
tém sido consideradas preocupantes para 0s veterinarios. Nos animais
domeésticos, as dermatofitoses, consideradas como micoses superficiais, possuem

grande interesse pelo seu potencial zoonotico (BIANCALANA et al., 2008).

A dermatofitose ¢ uma doenca flngica cutdnea de carater contagioso,
causada por um grupo de fungos patogénicos chamados dermato6fitos. Tem como
agentes etioldgicos as espécies de Microsporum sp., Trichophyton sp. e
Epidermophyton sp., que infectam vérias espécies animais, determinando de
modo geral, lesdes secas, arredondadas e, comumente, ndo pruriginosas que se
distribuem nos tecidos queratinizados da pele (camada celular cdrnea da
epiderme, pélos e potencialmente as unhas, cascos e chifres), levando a autolise
das estruturas fibrosas, a fragmentacéo dos pélos e a alopecia (AVANTE et al.,
2009). A infeccdo pode ocorrer em qualquer idade, embora os jovens sejam mais
comumente afetados que 0s idosos, assim como pacientes com imunossupressao
ou debilitados (BRASCH, 2009).

Algumas espécies de dermatofitos vivem no solo e ocasionalmente
infectam o homem; sdo denominadas espécies geofilicas. As espécies zoofilicas
parasitam animais e raramente o homem, enquanto as espécies antropofilicas
parasitam preferencialmente o homem. A distribuicdo da biota dermatofitica é

variavel, tanto de regido como no decorrer do tempo. E influenciada por fatores



16

como variacOes climéticas, aspectos socioecondémicos, modo de vida, presenca
de animais domésticos e idade. O contagio pode ser feito por contato direto com
seres humanos, animais ou solo contaminado, ou indiretamente, por exposi¢cdo a
fomites contaminados. A coloniza¢do comeca na camada cornea da pele, pelo ou
unha, e sua progressdo depende de varios fatores inerentes ao dermatofito ou ao
hospedeiro. As dermatofitoses apresentam variantes clinicas denominadas
conforme a topografia do acometimento: tinha do couro cabeludo, tinha da barba,
tinha do corpo, tinha inguinocrural, tinha da unha, tinha do pé, tinha da méo e
tinha imbrincada. Existe ainda a doenca alérgica chamada de dermatofitide
(ZAITZ, 2010).

O M. canis € o responsavel pela maioria de casos de micoses em animais
de estimacdo e o mais freqliente dermatofito zoofilico de humanos, em diversas
areas urbanas (CABANES, 2000; BRILHANTE et al., 2002). As enfermidades
micéticas tém importancia distinta dentro das enfermidades veterinarias devido
ao seu potencial zoondtico. Varios pesquisadores tém demonstrado a importancia
epidemioldgica dos animais nas dermatofitoses. Dentre os animais domesticos o
gato € o principal disseminador do M. canis (GURTLER et al., 2005). O M. canis
é cosmopolita, endémico em criacBGes de felinos, onde todos os animais jovens
podem estar clinicamente afetados e em contraste, os adultos portadores podem
ndo apresentar lesdes. Porém existe forte correlagdo quando os proprietarios séo
portadores de dermatofitose, e a presenca de M. canis em isolados de cées e gatos
assintomaticos (CARFACHIA et al., 2006).

2.2 LEVEDURAS

A histéria natural das doencas causadas por leveduras pode ser melhor
compreendida a luz da susceptibilidade do hospedeiro. O individuo sadio
apresenta mecanismos de defesa inespecificos e especificos, tais como; barreiras
anatdbmicas e fisiologicas, resposta inflamatoria e resposta imunologica, que,
juntos, representam obstaculo ao estabelecimento da infec¢édo fungica (SIDRIM,;
ROCHA, 2004).
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A candidose é a mais frequente infeccdo fungica oportunista. O termo
candidose ou candidiase tem conotacdo genérica, sendo utilizado para denominar
0 conjunto de doencas causadas por C. albicans, assim como por outras espécies
de leveduras relacionadas (SPETH et al., 2008).

A espécie C. albicans apesar de fazer parte da microbiota normal do trato
intestinal, pode se constituir um patdgeno oportunista das regiées mucocutaneas,
trato digestivo e genital de mamiferos e aves, além de envolver pele, unhas e
trato respiratorio com riscos de desencadear fungemias. A candidose como
doenca primaria é extremamente rara, e via de regra, esta associada a neoplasias,
doencas imunomediadas e ao uso prolongado de corticosteroides,

antimicrobianos ou citostaticos (SPETH et al., 2008).

Diversos sdo os relatos de cepas de Candida isoladas de humanos e
animais resistentes in vivo e in vitro a farmacos antiflngicos, principalmente a
derivados azolicos, e dentre estes, ao fluconazol, sendo as espécies C. albicans,
C. krusei e C. glabrata as mais citadas (SANGLARD; ODSS, 2002;
POSTERARO et al., 2006; KALKANCI et al., 2007; BRITO et al., 2009;
SIDRIM et al., 2010). Nos ultimos anos, cepas de C. albicans e C. tropicalis,
oriundas de animais, apresentaram resisténcia, in vitro, a fluconazol, cetoconazol
e itraconazol (OZAWA et al., 2001; BRITO et al., 2009; SIDRIM et al., 2010).

Diversas sdo as causas descritas para o fendmeno da resisténcia
apresentada por
cepas de Candida spp., tais como: pontos de mutacdo em genes, reducdo da
permeabilidade da membrana, exposicdo continua a antifungicos, entre outras
(PEREA et al., 2002; SANGLARD; ODSS, 2002; CHONG et al., 2007).

O desenvolvimento de resisténcia aos derivados azolicos pode também
decorrer da exposic¢do prolongada da cepa fungica a este grupo de drogas, fato ja
observado em cepas de C. albicans e comum em pacientes portadores de HIV.
Comumente tais pacientes apresentam candidiase orofaringeal e sdo tratados com
fluconazol oral, que, apesar de eficiente e pouco tdxico, comumente acarreta
aumento da freqliéncia de resisténcia clinica, levando a infeccdo por cepas

resistentes a este farmaco (MARTINEZ et al., 2009). A resisténcia clinica pode
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ocorrer por variados mecanismos, tais, como: infeccdo por microrganismo que
apresenta resisténcia intrinseca; selecao de cepas resistentes, oriundas da pressao
exercida pelo antifungico; e desenvolvimento de resisténcia no microrganismo

anteriormente sensivel (BRITO et al., 2009).

2.3 PLANTAS MEDICINAIS
2.3.1 Importancia das Plantas Medicinais

O fornecimento de substancias de origem vegetal com aplicagdo no
tratamento de doencas tem sido de grande interesse na medicina tradicional.
Documentos histéricos, tais como a Tabuinha sumeriana, fragmentos do Papyrus
Ebers, Matéria Médica e El libro de medicina interna Del Emperador Amarillo,
mostram a relagdo do homem com as plantas, demonstrando o interesse do
homem no uso destas para o tratamento de suas enfermidades. Foi por meio do
tratamento com as plantas medicinais que surgiu a Fitoterapia, cuja origem grega
(phto = planta e terapéias = tratamento) se caracteriza como a terapéutica por
meio de plantas frescas, secas e seus preparados (MIGUEL; MIGUEL, 1999).

Até meados do século XIX, as plantas medicinais e seus derivados
constituiam a base da terapéutica medicamentosa, quando do surgimento da
sintese quimica, a qual ganhou espaco na confeccdo dos medicamentos. Porém
este processo passou por uma reversdo no final do século XX, iniciando-se assim
uma nova fase de desenvolvimento vertiginoso da pesquisa de fitoterapicos.
Atualmente cerca de 50% dos medicamentos utilizados sdo de origem sintética e
cerca de 25% sdo de origem vegetal, isolados ou produzidos por semi-sintese
(CALIXTO, 2000). Apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e dos
processos biotecnoldgicos, cerca de 25 % dos medicamentos prescritos nos
paises industrializados sdo originarios de plantas, oriundos de nada mais do que
90 espécies, na utilizacdo na terapia moderna. No entanto, durante os ultimos 20
anos, os farmacos de origem natural que apareceram no mercado sdo, quase que
na totalidade, oriundos das pesquisas cientificas de paises como China, Coréia e
Japdo, sendo que a contribuicdo dos outros paises € bem menor. Existem na Terra

aproximadamente entre 350.000 e 550.000 espécies de plantas, mas grande parte
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das plantas ainda ndo tem estudos quimicos, analiticos e farmacoldgicos. Muitas
espécies sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico quanto a eficacia e
seguranca. Em todo o mundo, apenas 17% das plantas foram estudadas de
alguma maneira quanto ao seu emprego medicinal (SOEJARTO, 1996) e, na
maioria dos casos, sem grande aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e
farmacologicos. Esses dados demonstram o enorme potencial das plantas para a
descoberta de novos fitoterapicos e fitomedicamentos (FERNANDES, 2004).

No Brasil, 20% da populacdo séo responsaveis por 63% do consumo dos
medicamentos disponiveis; o restante encontra nos produtos de origem natural,
especialmente as plantas medicinais, a Unica fonte de recursos terapéuticos. Essa
alternativa € utilizada tanto dentro de um contexto cultural, na medicina popular,
quanto na forma de fitoterapicos. As fabricas brasileiras passaram por um
processo, em sua maioria, de desativacdo ou foram substituidas por
multinacionais. Assim, o uso de plantas medicinais passou a ser negligenciado -
até algumas déecadas atras, quando os produtos naturais foram recuperados e a
sua utilizacdo voltou a ser pesquisada (FERNANDES, 2004). Apesar do aumento
nos ultimos anos dos estudos sobre plantas medicinais, menos de 25% destas
foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal. Considerando a grande
biodiversidade da flora brasileira, esse numero poderia ser bem maior
(RABELO, 2003; VALGAS 2002).

2.3.2 Vernonia sp.

O género Vernonia pertence a familia Asteraceae, responsavel por cerca
de 10% da flora mundial, possuindo distribuicdo cosmopolita ndo ocorrendo em
regiGes temperadas e frias de ambos os hemisférios, apresentando muitas vezes
especies com um endemismo pronunciado para uma dada localidade
(OLIVEIRA, 2008). No Brasil a familia esta distribuida em 250 géneros e 2000
especies, sendo subdividida, segundo Judd et al. (2008), em 17 tribos. A tribo
Vernonieae é representada por 1300 espécies, das quais 100 sdo representantes
do género Vernonia, sendo este o nucleo central da tribo. Este género (Figura 1)

é representado por ervas, arbustos ou arvores, com folhas quase sempre alternas;
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seus capitulos podem ser solitarios, em paniculas, corimbos, cimas, escorpioides
ou tirsoides. Suas folhas podem ser brancas, rosas, violetas, vermelhas, azuis ou
roxas, nunca sendo amarelas; as cipselas podem ser angulosas ou costadas,
glabras ou sericeas; o papus € quase sempre duplo com uma fileira externa de
cerdas curtas e a fileira interna com muitas cerdas plumosas, barbeladas ou
escabrosas, persistentes ou ndo (RIVERA, 2006). Vernonia € um dos géneros de
maior complexidade taxonémica na familia Asteraceae. Esta complexidade é
gerada principalmente pela extrema diversidade de formas bioldgicas que o
género exibe, desde pequenas ervas rosuladas até grandes arvores (OLIVEIRA,
2008).

O género Vernonia apresenta uma grande importancia econémica, por
possuir propriedades medicinais ja documentadas, principalmente curativas, bem
como algumas espécies sdo produtoras de 0leos esséncias e fornecem mel de boa
qualidade, sendo procuradas pelas abelhas, tanto pelo néctar como pelo poélen
(BARTH et al., 2005). No continente africano, muitas espécies de Vernonia séo
utilizadas medicinalmente para o tratamento de malaria, infeccGes e amebiase
(TONA et al., 2004).
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(Fonte: Laborat6rio de Quimica Orgéanica — UFC, 2009).

Figura 1 - Fotografia de Vernonia sp. em seu local de coleta. NUumero da
excicata: 46091 do Herbario Prisco Bezerra, Escola de Agronomia do Ceara.
Foto cedida pelo prof. Francisco Geraldo Barbosa, do Departamento de Quimica

Organica e Inorganica, Centro de Ciéncias, Universidade Federal do Ceara.

No Brasil, as folhas das plantas deste género sdo empregadas na medicina
popular principalmente em casos de gripe, tosses, bronquite, contusoes,
hemorroidas e infecgdes do Gtero (CORREA et al., 2004).

Dentre as espécies que possuem acdo comprovada cientificamente,
destacamos, V. cinerea (L.) Less., com atividade analgésica, anti-inflamatoria,
antipirética e acdo citotoxica (IWALEWA et al., 2003). Vernonia herbéacea
(Vell.) Rusby, possui um sistema subterraneo rico em frutanos do tipo inulina
que, por hidrélise enzimatica, podem constituir alternativa para a producdo
comercial de frutose (PESSONI et al., 2004).

As folhas de V. polyanthes Less., séo utilizadas no tratamento de afecc¢des
do parelho respiratério, de problemas renais, de feridas e em tor¢des, contusdes e
luxacOes. A espécie ainda € indicada como tonica e diurética. Com relagdo a
atividade antifingica, o extrato da raiz de Vernonia scorpioides, apresentou
atividade antibiotica frente Penicillium citrinum (FREIRE; ABREU, 1996). Em
estudo utilizando a técnica de difusdo em disco, os Oleos essenciais de V.
brasiliana e V. remotiflora apresentaram atividade antimicrobiana frente
bactérias Gram-negativas (MAIA et al., 2010).
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Dentre os compostos bioativos, que foram isolados deste género, apos
screening fitoquimico, podemos destacar a presenca de saponinas, taninos,
alcaloides e flavonoides. Lactonas sesquiterpénicas com propriedades anticancer
e antiespasmodica, glicosideos esteroidais com atividade anti-inflamatoria e

sesquiterpendides citotoxicos (MAIA et al., 2010).

2.3.3 Moringa oleifera Lam.

O género Moringa é possuidor de 14 espécies arbdreas e arbustivas,
destacando-se a espécie M. oleifera (Figura 2), que € uma arvore nativa da india,
na regido Norte, sendo hoje cultivada ao longo dos trépicos. E conhecida como
“drumstick” ou “bastdo de tambor” devido ao formato de seus frutos, e por causa
do formato de sua vagem; ‘“Rabanete picante”, por conta do gosto de suas raizes.
Seu crescimento se da rapidamente, seja a partir de suas sementes ou de enxertos,
néo sendo muito exigente com relacdo ao solo. Cresce bem sem grandes cuidados
e sobrevive a longos periodos de estiagem. Produz flores e frutos dentro de um
ano de plantio, crescendo rapidamente até quatro metros de altura. (BEZERRA et
al., 2004).

No Brasil, amostras sdo encontradas na regido Nordeste, principalmente
nos Estados do Maranh&o, Piaui e Ceara, onde foi introduzida por volta de 1950.
Tem como principais caracteristicas botanicas, ser uma arvore de grande porte,
com folhas bipinadas, com sete foliolos pequenos em cada pina. Apresenta um
tronco Unico, de pequeno porte, sendo bem menor no Brasil do que na india.
Possui caule delgado (até 10 cm), muitas vezes Unico, e copa aberta, em forma de
sombrinha. O seu crescimento é bastante rapido (1,5 cm por dia), podendo a
planta atingir cerca de doze metros de altura, desenvolvendo-se bem em regides
quentes, semi-aridas e Umidas e em terras arenosas ou argilosas bem drenadas.
Apresenta em sua casca latex. Em sua medula central, hd uma grande quantidade
de mucilagem, rica em arabinose, galactose e acido glucurénico. Suas folhas sdo
verdes pélidas, deciduas alternadas, pecioladas e compostas, podendo, ou ndo
apresentar estipula, mucilagem epidérmica, estdbmatos ou pelos. Os foliolos

laterais possuem formas elipticas enquanto que os terminais sdo ligeiramente
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maiores que os laterais. Possuem em seus mesofilos, cristais de calcio. (CYSNE,
2006).

As flores sdo diclamideas, ou seja, o perianto dividiu-se em célice e
corola. Sdo ainda monoclinas, perfumadas, de cores creme ou branca, estando
agrupadas em inflorescéncias terminais do tipo cimosa, as chamadas paniculas.
Em lugares onde o indice pluviométrico € maior do que seiscentos milimetros
por ano, as arvores estdo sempre floridas; caso contrario, a planta s6 se reproduz
na estacdo chuvosa. O androceu apresenta estaminoides e estames. O gineceu €
sincérpico, tricarpelar, gamocarpelar, uniloculado, pluriovulado, com ovério
supero, e apresenta placentacdo parietal. Os frutos sdo vagens, possuindo uma
cor verde a marrom esverdeado, formato triangular e se quebra longitudinalmente
em trés partes quando seco, sendo deiscente, é uma capsula, tem
aproximadamente trinta a cento e vinte centimetros de comprimento e 1,8
centimetros de espessura. As vagens contém de 10 a 20 sementes armazenadas
em um polpa branca. As sementes globoides, sdo escuras por fora e contém no
seu interior uma massa branca e oleosa. O nucleo é encoberto por uma concha
sendo trialadas, oleaginosas, e medindo at¢ um cm de diametro. A raiz
assemelha-se na aparéncia e no sabor ao rabanete. A casca da raiz é espessa,
mole e reticulada, de cor pardo-clara, externamente, e branca, internamente,
lenho mole, poroso e amarelo. Tem odor pungente e sabor semelhante ao do
rabanete (CYSNE, 2006).

No nordeste brasileiro, inclusive no Ceard, onde é cultivada como planta
ornamental e medicinal, é conhecida como lirio-branco, quiabo de quina ou
simplesmente moringa (MATOS, 1998).
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(Fonte: Laboratorio de Quimica Orgéanica — UFC, 2009)

Figura 2 — A. Fotografias de Moringa oleifera em seu local de coleta. Numero
da excicata: 47374 do Herbéario Prisco Bezerra, Escola de Agronomia do Ceara.
B. Destaque para as flores. Fonte: Foto cedida pelo prof. Francisco Geraldo
Barbosa, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica, Centro de

Ciéncias, Universidade Federal do Ceara.

Pode ser explorada, tanto em condic¢Ges irrigadas como de sequeiro,
apresentando um grande potencial em face de sua multiplicidade de usos
(LORENZI; MATOS, 2002) sendo referida como ‘arvore milagrosa’ (FUGLIE,
1999). Quase todas as partes da planta sdo consumidas sendo as sementes
conhecidas como um tipo de amendoim em Malawi. Em outros lugares do
mundo as arvores da moringa sdo apreciadas pelos camponeses pela qualidade de
suas vagens e folhas. As folhas séo especialmente, ricas em vitaminas, minerais e
proteinas constituindo assim um alimento de grande valor nutricional (FAHEY,
2005). As folhas tém um alto contetdo de proteina (27%) e sdo ricas em vitamina
A e C, calcio, ferro e fosforo, podendo ser usadas na alimentagdo humana ou
animal. Uma vantagem é que as folhas da moringa podem ser colhidas durante a

estacdo seca. A cultura da moringa é de grande importancia comercial em toda a
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india. No sul, muitas variedades foram desenvolvidas com diferentes
comprimentos de vagem e periodos de crescimento. As vagens sdo vendidas nos
mercados locais. Ja as raizes e outras partes da planta sdo utilizadas na medicina
tradicional. Vagens verdes sdo cortadas em secdes e enlatadas em salmoura para
exportacdo para a Europa e Estados Unidos (JAHN et al., 1986). O 6leo contido
nas sementes tem alto valor alimenticio e industrial. E conhecido como ‘Ben Oil’
sendo claro, doce, inodoro e resistente a rancificacdo; por conseguinte é
comestivel e Util na fabricacdo de cosméticos. As sementes da moringa contém
38% de seu peso em Oleo que é constituido de glicerideos dos acidos oléico
(63,4%), linoleico (3,1%), palmitico (8,3%) e estearico (8,0%) (DAHOT, 1998).
Testes laboratoriais em Leicester confirmaram que o que resta das sementes apds
a extracdo do Oleo, contém ainda coagulantes ativos. Estes restos podem ser
usados para o tratamento de agua sendo obtidos sem nenhum custo como
subproduto da extracdo do 6leo (EILERT et al., 1981). Um ponto importante €
que as sementes da moringa podem primeiro ser usadas para a extracdo de 6leo,
sem reduzir a eficacia no tratamento da agua. O 6leo da moringa é de alta
qualidade e potencialmente tem alto valor no mercado. Tem valor, tanto para a
cozinha como para ingrediente principal na producédo de sabdo. A demanda por
6leo no Malawi é muito maior do que a producdo atual dentro do pais,
necessitando da importacdo do 6leo de soja da América do Sul (EILERT et al.,
1981).

De acordo com Jahn et al. (1986), as sementes de moringa possuem
polissacarideos com forte poder aglutinante, o que permite 0 uso das sementes
pulverizadas no tratamento da agua por floculacdo e sedimentacdo, capaz de
eliminar a turvacdo, micro-particulas, fungos, bactérias e virus. O uso de
sementes trituradas de moringa para purificagdo da agua a um custo de uma
pequena fracdo do tratamento quimico convencional é uma tentativa da mais alta
importancia. Isto possibilitaria a substituicdo de agentes coagulantes usados
atualmente (sulfato de aluminio, por exemplo), muitas vezes prejudiciais a satde
humana e animal. Num projeto piloto para tratamento de agua em Malawi, na

Africa, foi constatado que, enquanto o aluminio é eficiente como coagulante em
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uma faixa restrita de pH da 4&gua, as sementes de moringa atuam
independentemente do pH, constituindo numa vantagem adicional em regides
mais pobres, onde normalmente ndo é possivel controlar efetivamente o pH
antes da coagulacdo (OKUDA et al., 2001). Segundo Folkard et al. (1993), para a
purificagdo da &gua, coloca-se 0 pé da semente sobre a superficie da agua na
proporcao de 0,2 g/litro, mistura-se bem e, apos um dia, a agua estara pronta para
uso domeéstico podendo ser este tipo de tratamento da agua muito Gtil no controle
dos surtos diarréicos, inclusive da célera, especialmente nas areas onde outras
medidas sanitarias sdo dificilmente aplicaveis.

Conttm um principio dotado de atividade antimicrobiana, a
pterigospermina, bem como os glicosideos moringina, 4-(a-L-ramnosilori)-
isotiocianato de benzila e 4-(a-L-ramnosilori)- fenil-acetonitrila. Estes
componentes oriundos das folhas, mostraram atividade antimicrobiana
principalmente contra Bacillus subtilis, Mycobacterium phei, Serratia
marcescens e ainda, sobre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella e
Streptococcus (CYSNE, 2006).
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando-se o estreito arsenal de drogas antifingicas, aliado ao fato
do surgimento do fenbmeno de resisténcia em fungos, faz-se necessario uma
bioprospeccdo de produtos naturais, especialmente derivados de plantas, com

potencialidade antifungica.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

Os extratos das plantas Baccharis ligustrina, Baccharis schultzii, Croton
jacobinensis, Licania rigida, Moringa oleifera, Vernonia sp., Vernonia
brasiliana, assim como os 6leos essenciais de Lippia alba (Quimiotipos 1, 2, 3 e
4) e Ocimum gratissimum, apresentam atividade antifungica frente C. albicans e
M. canis, in vitro.
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5 OBJETIVOS:

5.1 OBJETIVO GERAL
Realizar um screening de plantas com potencialidade antifingica frente a

cepas de C. albicans e M. canis.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Averiguar a atividade antiflngica de extratos das plantas Baccharis ligustrina,
Baccharis schultzii, Croton jacobinensis, Licania rigida, Moringa oleifera,
Vernonia sp., Vernonia brasiliana, assim como os 0leos essenciais de Lippia
alba (Quimiotipos 1, 2, 3 e 4) e Ocimum gratissimum, frente C. albicans, através

do método de difusdo em agar;

2- Averiguar a atividade antifungica de extratos das plantas Baccharis ligustrina,
Baccharis schultzii, Croton jacobinensis, Licania rigida, Moringa oleifera,
Vernonia sp., Vernonia brasiliana, assim como os 0leos essenciais de Lippia
alba (Quimiotipos 1, 2, 3 e 4) e Ocimum gratissimum, frente M. canis, através do

método de difusdo em &gar;

3- Determinar através do método de microdiluicdo em caldo, a concentracdo
inibitéria minima dos produtos das plantas que apresentaram atividade positiva

no screening inicial;

4- Averiguar a toxicidade aguda dos produtos das plantas que apresentaram
atividade antifingica, através da determinacdo da CL50 no modelo experimental

de Artemia salina.
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Resumo

Nos ultimos anos, o aumento da incidéncia das infecgdes fungicas, bem
como o registro crescente de resisténcia e falha terapéutica tem impulsionado a
realizacdo de estudos de prospeccdo de fitoquimicos com propriedades
antifingicas. Diante do exposto, 0 presente estudo investigou o potencial
antifingico de extratos de Baccharis ligustrina, Baccharis schultzii, Croton
jacobinensis, Licania rigida, Moringa oleifera, Vernonia sp., Vernonia
brasiliana, assim como os 6leos essenciais de Lippia alba (Quimiotipos 1, 2, 3 e
4) e Ocimum gratissimum. Inicialmente, realizou-se uma avaliacdo qualitativa da
atividade antifungica de cada amostra por meio do método de difusdo em agar,
frente a cepas de Candida albicans e Microsporum canis. O screening inicial
mostrou que apenas os extratos de M. oleifera (MLF-C) e Vernonia sp. (TVS-H)
apresentaram atividade frente a C. albicans e M. canis, com halos de inibigao >
10 mm. Os demais produtos testados ndo apresentaram atividade antifungica
satisfatdria (halo de inibicdo > 10 mm contra ambas as espécies fungicas). Nos
experimentos subseqlientes, foram determinadas a concentracdo inibitoria
minima (CIM) e a toxicidade aguda de MLF-C e TVS-H, através de protocolos
do CLSI e ensaio com Artemia salina, respectivamente. A determinacdo da CIM
foi realizada frente a 12 cepas de C. albicans e M. canis, por meio do método de
microdiluicdo em caldo e bioensaio com Artemia salina, respectivamente. A
CIM (80%) de TVS-H e MLF-C frente C. albicans variou de 0,156 a 2,5 mg/mL;
enquanto em cepas de M. canis foi de 0,039 a 0,625 e 0,039 a 1,25 mg/mL,
respectivamente. A CIM (100%) de TVS-H e MLF-C frente C. albicans variou
de 0,625 a > 2,5 mg/mL; enquanto em cepas de M. canis foi de 0,078 a 1,25 e
0,039 a 2,5 mg/mL, respectivamente. As concentracdes letais (CLsy) para o
MLF-C e TVS-H foram de 201.09 and 204.17 mg/mL, respectivamente. Conclui-
se assim que os extratos de M. oilifera e Vernonia sp. apresentaram atividade
antifangica frente cepas de C. albicans e M. canis, abrindo a perspectiva de
estudos para caracterizagdo dos seus componentes bioativos.
Palavras-Chaves: Plantas, screening, atividade antifingica, toxicidade, Moringa

oleifera, Vernonia sp.
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Abstract

Considering the narrow arsenal of antifungal drugs, along with the
occurrence of resistance phenomenon in fungi, plant derivatives should be
evaluated for their antifungal potential. Based on this, this work initially screened
extracts of the plants Baccharis ligustrina, Baccharis schultzii, Croton
jacobinensis, Licania rigida, Moringa oleifera, Vernonia sp., Vernonia
brasiliana, as well as the essencial oils of Lippia alba (Chemotypes 1, 2, 3 and 4)
and Ocimum gratissimum. Initially, a qualitative evaluation of these products was
performed through agar diffusion against strains of Candida albicans and
Microsporum canis. In this screening, only M. oleifera (MLF-C) and Vernonia
sp. (TVS-H) extracts presented antifungal activity against C. albicans and M.
canis, with inhibition halo > 10 mm. The other tested products did not present
satisfactory antifungal activity (inhibition halo > 10 mm for both fungal species).
In the subsequent experiments, the minimum inhibitory concentration (MIC) and
acute toxicity of MLF-C and TVS-H were determined by CLSI protocols and
using assay of Artemia salina, respectively. The determination of MICs was
performed against 12 strains of C. albicans and M. canis, through broth
microdilution method, as standardized by CLSI (M27-A2 and M38-A).
Additionally, acute toxicity assays of these extracts against Artemia salina were
performed and the lethal concentration (LC50) was determined. MIC 80% for
TVS-H and MLF-C against C. albicans varied from 0.156 to 2.5 mg/mL, while
against M. canis it was from 0.039 to 0.625 and 0.039 to 1.25 mg/mL,
respectively. The MIC 100% for TVS-H and MLF-C against C. albicans varied
from 0.625 to > 2.5 mg/mL, while against M. canis it was from 0.078 a 1.25 e
0.039 a 2.5 mg/mL, respectively. Lethal Concentration (LC50) for MLF-C and
TVS-H were 201.09 and 204.17 mg/mL, respectively. It can be concluded that
M. oleifera and Vernonia sp. extracts presented antifungal activity against strains
of C. albicans and M. canis, thus, providing perspectives for further studies to
characterize their bioactive components.
Keywords: Plants, screening, antifungal activity, toxicity, Moringa oleifera,

Vernonia sp.
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Introducéo
Com o aumento da freqliéncia de infec¢Bes fangicas em seres humanos, a

realizacdo de pesquisas visando suscitar novas alternativas terapéuticas frente
fungos de importancia médica-veterindria ganhou forca. As plantas sédo
tradicionalmente usadas por populacdes de todos 0s continentes no tratamento de
doencas desde a antiguidade, sendo fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais constituem modelos para a sintese de um
grande numero de farmacos, revelando nestes produtos alta diversidade em
termos de estrutura e de propriedades fisico-quimico-biolégicas (Simdes, 2007).

Nos animais domésticos, as dermatofitoses, consideradas como micoses
superficiais, possuem grande interesse pelo seu potencial zoondético. O
Microsporum canis € o responsavel pela maioria de casos de micoses em animais
de estimacdo e o mais frequente dermatofito zoofilico de humanos, em diversas
areas urbanas, segundo Brilhante et al.(2003). Dentre os animais de companbhia, o
gato € o principal disseminador do M. canis por porta-lo muitas vezes de maneira
assintomatica (Cafarchia et al., 2006; Mendoza et al., 2010).

Quanto as micoses causadas por leveduras em animais domeésticos,
destacam-se os fungos do género Candida (Brito et al., 2007). As leveduras do
género Candida podem tornar-se patdgenas em decorréncia de desequilibrio nas
protecGes fisica, quimica e imunoldgica de seres humanos e animais, levando
assim a enfermidades, denominadas candidoses, as quais requerem investimentos
no tratamento, principalmente na sua forma sisttmica (Moran et al., 2010).

As doencas flngicas, apresentam uma problematica relacionada ao
tratamento principalmente de casos cronicos, que pode ser explicada devido a
baixo numero de substancias dentro do arsenal terapéutico quando comparado
com as drogas antibacterianas, bem como efeitos colaterais e selecdo de cepas
resistentes e/ou refratarias a terapéutica disponivel (Kontoyiannis e Lewis, 2002).
Esta realidade tem suscitado a execucdo de estudos em busca de novas
alternativas terapéuticas para o controle das micoses.

Segundo Soejarto (1996), apesar do aumento dos estudos sobre plantas

medicinais, somente 15 a 17% destas foram estudadas quanto ao seu potencial
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medicinal. Considerando a grande biodiversidade da flora brasileira, esse nimero
poderia ser bem maior (Rabelo, 2003; Valgas 2002). Emerge deste cenario o
estudo de plantas como fonte de substancias bioativas, as quais podem subsidiar
novos compostos na terapéutica flngica através da busca ativa, por meio da
bioprospeccao (Alves et al., 2006; Rukayadi et al., 2008).

Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antifingica de
extratos e 6leos essenciais das seguintes plantas usadas na medicina popular:
Baccharis ligustrina, Baccharis schultzii, Croton jacobinensis, Licania rigida,
Moringa oleifera, Vernonia sp., Vernonia brasiliana, assim como os 6leos
essenciais de Lippia alba (Quimiotipos 1, 2, 3 e 4) e Ocimum gratissimum frente

a cepas de Candida albicans e Microsporum canis.

Material e Métodos

- Amostras testadas

Os extratos de Baccharis ligustrina, Baccharis schultzii, Croton
jacobinensis, Licania rigida, Moringa oleifera, Vernonia sp., Vernonia
brasiliana, assim como os 6leos essenciais de Lippia alba (Quimiotipos 1, 2, 3 e
4) e Ocimum gratissimum foram preparados com base em trabalhos anteriores
(Fontenelle et al., 2007; Fontenelle et al., 2008; Leite et al., 2009). Considerando
que o screening inicial mostrou que apenas os extratos de M. oleifera (MLF-C) e
Vernonia sp. (TVS-H) tiveram atividade frente a C. albicans e M. canis, ao longo
deste trabalho, serdo abordados somente estes dois produtos, com énfase na
preparacao, determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) e toxicidade

aguda.

- Preparacdo do extrato MFL - C a partir das flores de Moringa oleifera
Lam.

As flores de Moringa oleifera foram coletadas a partir de espécimes
cultivados em Fortaleza, Ceara. Depois de secas em estufa a 40 °C, as flores (50

g), foram submetidas a trés extracOes sucessivas por maceracdo a frio com
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cloroformio (1 L) em intervalos de 24 h. Apés filtracdo e evaporacdo do solvente
sob pressdo reduzida em evaporador rotativo obteve-se 14,73 g do extrato, o qual
foi denominado MFLC.

- Preparacéo do extrato TVS-H a partir dos talos de Vernonia sp.

Os talos de Vernonia sp., foram coletados na serra de Sdo Miguel no
municipio de Itapipoca-Ceara. Depois de secos em estufa a 40 °C, os talos (60,50
g), foram submetidas a trés extracOes sucessivas por maceracdo a frio com
hexano (250 mL) em intervalos de 24 h. Apos filtracdo e evaporacdo do solvente
sob pressdo reduzida em evaporador rotativo obteve-se 0,341 g do extrato, o qual
foi denominado TVS-H. A torta resultante foi submetida a trés extracGes
sucessivas por maceracdo a frio com etanol (250 mL) em intervalos de 24 h.
Apbs filtracdo e evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida em evaporador
rotativo obteve-se 1,31 g do extrato, o qual foi denominado TVS-E. Os extratos
TVS-H e TVS-E foram submetidos a ensaios de atividade antifungica in vitro,

mas somente o extrato TVS-H se mostrou ativo.

- Cepas fangicas

Neste estudo foram utilizadas cepas de C. albicans e M. canis,
provenientes da Micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica
(CEMM) - Universidade Federal do Ceara, mantidas em &gar batata dextrose
acrescido de DMSO a -20°C. Para a andlise de viabilidade, as culturas foram
descongeladas e repicadas em agar batata dextrose, sendo incubadas a 28° C por
4 ou 10 dias, para C. albicans e M. canis, respectivamente. Foram selecionadas
cepas de C. albicans (n=12) e M. canis (n=12) isoladas de cées e gatos saudaveis

ou com dermatomicose.

- Preparacéo do in6culo para testes de sensibilidade antifiingica
O preparo do inoculo fangico para os testes de difusdo em é&gar foi
realizado conforme metodologias descritas por Gurgel et al. (2005) e Fontenelle

et al. (2007), a partir de culturas de C. albicans e M. canis mantidas em agar
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batata dextrose a 28° C por 2 ou 7 dias, respectivamente. Apos esse periodo, 0s
cultivos fangicos foram cobertos com 2 mL de salina estéril e, com auxilio de
alca microbiologica, foram realizadas raspagens da superficie de cada cultura, a
fim de obter uma suspensdo livre de fragmentos do meio de cultura. As
suspensdes foram transferidas para tubos de ensaio estéreis e, em seguida,
deixadas em repouso a 28 °C por 5 minutos. O sobrenadante foi lido em
espectrofotdmetro a 530 nm e a sua transmitancia ajustada para 95%, a fim de se
obter indculo de padronizado em aproximadamente 10° UFC/mI™ e 10° UFC/mI™
para C. albicans e M. canis respectivamente.

Para o teste de microdiluicdo, as suspensdes de C. albicans a suspenséo
foram diluidas na proporc¢édo de 1:100 seguida de uma diluicdo 1:20 com RPMI
1640 (Sigma Chemical Co.) com L-glutamina, sem bicarbonato de sddio,
tamponados em pH 7,0 com 0,165 M de &cido morfolinopropanosulfonico
(MOPS) (Sigma Chemical Co.) para obtencdo de inculo final de 2,5 - 5 x 10°
UFC mL™. As suspensdes de M. canis foram diluidas na proporcédo 1:5 em caldo
RPMI 1640 para obtencéo de inéculo de 5 x 10* UFC ml™ (Fontenelle et al.,
2007; Brilhante et al., 2004).

- Método de difusédo em agar

Os extratos de Baccharis ligustrina, B. schultzii, Croton jacobinensis,
Licania rigida, Moringa oleifera, Vernonia sp., V. brasiliana, assim como os
6leos essenciais de Lippia alba (Quimiotipos 1, 2, 3 e 4) e Ocimum gratissimum
foram inicialmente testados contra as cepas de C. albicans (n=8) e M. canis
(n=7), por meio do método de difusdo em &gar (Fontenelle et al. 2007) Os
extratos foram submetidos a teste para certificacdo da qualidade do extrato
através da adicdo de 10 pl do extrato em 2 mL de BHI por 24 horas para
observacao de crescimento microbiano, o qual ndo foi observado em nenhuma
das amostras. Em seguida, placas de Petri de 150 mm de didmetro foram
preparadas contendo 22 mL de &gar dextrose batata (Difco, Detroit, USA) e, em
seguida, cada inoculo fangico foi estriado na superficie do meio com o auxilio de

um swab estéril. Quatro pequenos pocos equidistantes (diametro 6 mm) foram
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feitos no centro da placa e 60 ul do extrato das plantas foram adicionados aos
pocos na concentragdo padronizada de 10 mg/ml. Foram empregados o0s
seguintes controles: anfotericina B (5 mg/L; Sigma Chemical Co.) e
griseofulvina (1 mg/mL; Sigma Chemical Co), para as cepas de C. albicans e M.
canis, respectivamente. Adicionalmente, todas as cepas foram testadas frente ao
DMSO (100%), empregado como diluente dos extratos vegetais. As placas foram
incubadas a 28 °C e a leitura foi feita ap6s 3 a 5 dias para C. albicans e 5 a 8 dias
para M. canis. O didmetro da zona de inibicdo do crescimento ao redor do pogo
foi medido em milimetros com uso de halémetro e registrado nas quatro direcdes
radiais diferentes. Cada experimento foi repetido pelo menos duas vezes. Foi
considerada satisfatoria a presenca de halo de inibi¢do maior ou igual a 10 mm
bem como atividade antifungica contra ambas as espécies fungicas testadas (C.
albicans e M. canis). Para controle de qualidade, foram utilizadas as cepas C.
albicans (ATCC 10231), C. parapsilosis (ATCC 22019), e C. krusei (ATCC
6528).

- Método de microdiluicdo em caldo

Para a determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) foram
empregados apenas 0s extratos que mostraram atividade antifungica por meio do
teste de difusdo em &gar. Para tanto, foi empregado o método de microdiluicédo
em caldo segundo o documento M27-A2 (CLSI, 2002) para cepas de C. albicans.
Para as cepas de M. canis foi utilizado o protocolo descrito por Brilhante et al.
(2004) o qual foi adaptado a partir do documento do CLSI M 38-A (CLSI, 2002).

Os extratos vegetais foram avaliados nas concentragdes nos intervalos de
concentragbes de 0,005 a 2,5 mg/mL; As drogas-controle foram testadas nas
concentracOes de 0,125 a 64 pg/mL. O ensaio de microdiluicdo foi realizado em
placas contendo 96 cavidades, em volume total de 200 pL. As placas foram
incubadas a 35°C e as leituras foram realizadas apés 2 dias para C. albicans e 5
dias para M. canis. Todos os testes foram realizados em duplicata. A leitura dos
testes foi feita atraves de comparacdo visual com o controle de crescimento

fangico sem droga. Foram empregados os parametros de inibicdo total (CIM
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100%) ou parcial (80%) do crescimento (Brilhante et al., 2004; Fontenelle et al.,
2007). Para controle de qualidade, foram utilizadas as cepas C. albicans (ATCC
10231), C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei (ATCC 6528).

- Determinacéo da toxicidade e da Concentracao Letal (CLx)

A avaliacéo da toxicidade dos extratos vegetais com atividade antifungica
frente a Artemia salina foi realizada segundo o método descrito por MEYER
(1982), com adaptacGes. Para determinacdo da toxicidade, foram utilizadas
larvas de A. salina, nas fases de metanauplio Il e Ill. Inicialmente, cistos de A.
salina (0,5 g) foram lavados em agua filtrada por 1 hora e, em seguida,
transferidos para agua salgada (salinidade de 10 a 15%.), sendo mantidos sob
iluminacéo artificial e aeragdo abundante durante um periodo de 36 a 48 horas,
até eclosdo dos cistos. Apds esse periodo, as larvas eclodidas foram separadas e
incubadas em A&gua salgada por um periodo de 24 horas, até a fase de
metanauplio Il ou Ill. Decorridas 48 horas, as larvas foram consideradas
adequadas para os testes de toxicidade. Os extratos com atividade antifingica
foram testados nas seguintes concentracdes: 300, 250, 225, 200, 175, 150, 125 e
100 mg/mL. Os ensaios foram conduzidos em tubos de ensaio contendo 5 mL da
solucdo-teste e 10 larvas de A. salina. Os tubos com as devidas concentragdes
foram incubados a 29 °C (+ 1 °C) sob iluminacgéo artificial (luz branca) por um
periodo de 24 horas. Um grupo controle também foi preparado nas mesmas
condicdes dos tratamentos, mas sem a presenca da substancia-teste. Apds este
periodo foi realizada a contagem do nimero de larvas mortas nos diferentes
tratamentos e no grupo controle. A CLs, 24 h (concentracéo letal para 50% das
larvas) com intervalo de confianca de 95% foi determinada para cada extrato de

acordo com método ja descrito (Litchfield & Wilcoxon 1949).

- Analise Estatistica
A atividade antifingica avaliada pelo método de difusdo em &gar foi

expressa como média + desvio padrdo do didmetro de crescimento da zona de
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inibicdo (mm). A atividade antifingica dos extratos foi analisada por correlagédo
linear por andlise individual e teste T-Student pareado foi utilizado para avaliar
as diferencas entre os dados dos extratos e dos controles. Ja para o calculo da CL

50, foi utilizado o aplicativo Trimmed Spesrman-Karber Method Version 1.5.

- Resultados

Dentre os extratos testados, apenas aqueles obtidos de M. oileifera e
Vernonia sp. mostraram atividade antifingica por meio do método de difusdo em
agar frente a C. albicans (3/8) e M. canis (7/7) (Tabela 1). O extrato TVS-H
apresentou atividade frente C. albicans, com halos de inibicdo de 10 mm, bem
como frente a M. canis, cujos halos de inibicdo variaram de 12,5 a 28,0 mm. O
extrato MLF-C apresentou atividade frente C. albicans e M. canis com halos
variando de 13,0 — 14,0 mm e 17,5 — 37,0 mm, respectivamente.

Com relagdo a concentracdo inibitéria minima (CIM), os valores podem
ser observados na tabela 2. A CIM (80%) de TVS-H e MLF-C frente C. albicans
variou de 0,156 a 2,5 mg/mL; enquanto em cepas de M. canis foi de 0,039 a
0,625 e 0,039 a 1,25 mg/mL, respectivamente. A CIM (100%) de TVS-H e MLF-
C frente C. albicans variou de 0,625 a > 2,5 mg/mL; enquanto em cepas de M.
canis foi de 0,078 a 1,25 e 0,039 a 2,5 mg/mL, respectivamente. No controle de
qualidade do experimento, a Anfotericina B apresentou valores de CIM de
1ug/mL frente cepa controle ATCC 22.019 (C. parapsilosis), enquanto que, a
griseofulvina, apresentou valores de CIM de 0,25ug/mL frente a cepa de M.
canis padrdo do CEMM (CEMM 01-03-088).

O teste para determinacdo da toxicidade frente A. salina, apresentou 0s
seguintes resultados: para o extrato TVS-H, a CL50 estimada foi de 204,17
mg/mL, com intervalo de confianca de 95% variando entre 211,28 a 197,31
mg/mL, enquanto que o extrato MLF-C apresentou CL50 estimada de 201,09

mg/mL, com intervalo de confianga de 95% variando de 216,25 a 187 mg/mL.
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- Discusséo

Nos ultimos anos, o aumento da incidéncia das micoses tem alterado o
perfil epidemioldgico dessas infeccbes em todo o mundo (Petrikkos & Skiada,
2007). O uso terapéutico e/ou profilatico indiscriminado de antibidticos e
imunossupressores; o aumento da populagdo imunossuprimida por infecgdes
virais, particularmente a AIDS, e o progresso técnico nos procedimentos
cirurgicos, em especial aqueles relacionados aos transplantes de érgdos solidos,
tém contribuido para o aumento dessas infec¢cfes (Dixit et al., 2009). Acredita-se
que parte da dificuldade existente no tratamento das infecgdes fingicas esteja
relacionada ao limitado numero de drogas de uso terapéutico (George &
Selitrennikoff, 2006). Este cenario possui grande impacto também em Medicina
Veterinaria, haja vista o crescente relato de casos de dermatomicoses (Brilhante
et al., 2003; Prado et al., 2008; Brito et al. 2009), bem como o isolamento de
microrganismos exibindo resisténcia primaria in vitro aos antifingicos (Brito et
al. 2009; Sidrim et al. 2010). Adicionalmente, a ocorréncia de dermatofitose em
humanos, por contaminacdo zoofilica, tem sido relatada (Cafarchia et al., 2006;
Bond, 2010). Nesta perspectiva, estudos tém sido realizados por nosso grupo de
pesquisa visando a descoberta de fitoquimicos com propriedades antifngicas
(Fontenelle et al., 2007; Fontenelle et al., 2008; Leite et al., 2009).

M. oleifera € uma das espécies mais comuns da familia Moringaceae. A
planta € usada hd muitos anos pelos seres humanos e vem sendo estudada
intensamente devido as suas diversas propriedades farmacoldgicas, que incluem
atividades antiinflamatoria, anti hipertensiva e antitumoral (Fahey et al., 2005).
Estudos recentes mostraram a atividade antiflngica de extratos e 6leo essencial
de M. oleifera (Chuang et al., 2007), frente a diversas espécies fungicas, tais,
como: organismos do género Aspergillus (Kekuda et al.,, 2010), bem como
Penicillium sclerotigenum, Cladosporium cladosporioides (Oluduro et al., 2010),
levando ao grande interesse da comunidade cientifica. Segundo Chuang et al.
(2007), o extrato de sementes e Oleo essencial M. oleifera possui atividade
inibitéria frente aos dermatofitos Epidermophyton floccosum, Trichophyton

rubrum, T. mentagrophytes e M. canis, mostrando CIMs variando de 0,2 a 1,6
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mg/mL. No presente estudo foi mostrado que o extrato de flores de M. oleifera
também é capaz de inibir o crescimento de M. canis, exibindo CIMs que
variaram de 0,03 a 2,5 mg/mL.

Vernonia sp. compreende espécies de plantas herbaceas comuns em
resquicios de Mata Atlantica, com conhecida atividade antifungica frente ao
fitopatogeno Penicillium citrinum (Freire et al., 1998). Estudo realizado por
Ogundare et al. 2006, mostrou que extratos obtidos da casca de V. tenoreana
inibiram o crescimento de C. albicans, Aspergillus flavus e A. niger, com CIMs
de 15 mg/mL. O presente estudo sugere que o extrato obtido dos talos de
Vernonia sp. é mais eficaz frente a C. albicans, haja vista os menores valores de
CIMs encontrados, quando comparado com 0s extratos obtidos da casca de V.
tenoreana,

Embora existam muitos estudos sobre as propriedades antifungicas de M.
oleifera e Vernonia sp., a grande diversidade de metodologias empregadas na
obtencdo dos extratos, bem como na realizacdo dos testes de sensibilidade in
vitro dificultam a comparacgéo dos dados.

O presente estudo adiciona dados importantes sobre o potencial
antifingico dos extratos de M. oleifera e Vernonia sp. frente aos patdgenos C.
albicans e M. canis — sendo este 0 primeiro relato de atividade antifingica de
extrato de Vernonia sp. para este dermatofito. Os dados apresentados abrem
perspectiva para a realizacdo de estudos fitoquimicos guiados, a fim de se
identificar os compostos responsaveis pela atividade antifingica detectada.
Estudos prévios tém apontado que flavonodides, alcaldides e taninos, bem como
triterpendides, saponinas, coumarinas e antrachonas, como CcOmpostos
importantes na composicao quimica desses produtos (Braga et al., 2006).

Embora j4 tenha sido relatada atividade antifingica em extratos de
Baccharis spp. (Morales et al., 2008), Croton jacobinensis (Ramos et al. 2009),
Croton jacobinensis, Lippia alba (Aguiar et al., 2008, Hennebelle et al., 2008)
Quimiotipos 1, 2, 3 e 4) e Ocimum gratissimum (Faria et al., 2006), o presente
estudo mostrou que os extratos oriundos desses vegetais apresentaram reduzida

ou nula atividade inibitéria frente aos modelos bioldgicos empregados, haja vista
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0 reduzido tamanho dos halos de inibicdo encontrados (< 10 mm). Novamente,
discrepancias nos procedimentos metodoldgicos de obtencdo dos extratos podem
estar relacionadas aos resultados encontrados.

A reduzida toxicidade dos extratos de M. oleifera e Vernonia sp. no
modelo bioldgico de A. salina, o qual possui boa correlagdo com o modelo
murino (Logarto et al., 2001), reforca o potencial fitoterapico antifungico destes
produtos naturais.

Por fim, conclui-se que os extratos de M. oilifera e Vernonia sp. possuem
atividade antifungica frente cepas de C. albicans e M. canis in vitro e baixa
toxicidade no modelo de A. salina, abrindo a perspectiva de estudos para
caracterizacdo quimica dos componentes bioativos, que devem ser testados
isoladamente contra este fungos e avaliados em protocolos de toxicidade
subaguda, aguda e crbnica, para posteriormente serem usados em modelos

experimentais in vivo.
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Tabela 1. Atividade antifungica de extratos TVS-H e MLF-C na concentracdo de 10mg/mL frente a C. albicans e M. canis através do

método de difusdo em agar.

Zona de inibig¢do (mm)

Anfotericina B

Griseofulvina

Candida albicans ~ TVS-H MFL-C Microsporum canis TVS-H MFL-C

(Img/mL) (64pug/mL)
CEMM 01-2-165 - - 19,0 CEMM 01-3-179 18,0 30,0 40,0
CEMM 02-1-070 10,0 14,0 19,0 CEMM 01-3-088 18,5 17,5 48,0
CEMM 01-5-004 10,0 14,0 20,0 CEMM 01-3-162 12,5 22,5 45,0
CEMM 01-5-005 10,0 13,0 19,0 CEMM 01-3-165 28,0 37,0 41,0
CEMM 03-2-033 - - 17,0 CEMM 01-5-190 12,5 18,0 40,0
CEMM 01-2-078 - - 16,0 CEMM 01-3-164 17,0 21,0 39,0
CEMM 01-4-037 - - 16,0 CEMM 01-3-168 16,0 19,0 41,0
CEMM 01-5-006 - - 17,0

- sem inibi¢do do crescimento



9
10

11
12

por meio do método de microdiluicdo em caldo.

TVS-H MLF-C TVS-H MLF-C

MIC (mg/mL) MIC (mg/mL) ) ] MIC (mg/mL) MIC (mg/mL)
Candida albicans Microsporum canis

100% 80%  100%  80% 100% 80% 100% 80%
CEMM 02-1-070 1,25 0,625 1,25 0,625 CEMM 03-2-023 0,156 0,078 0,078 0,039
CEMM 01-4-037 1,25 0,625 1,25 0,625 CEMM 01-4-080 0,312 0,156 1,25 0,625
CEMM 01-2-184 1,25 0,625 >25 0625 CEMM 01-3-179 0,156 0,078 0,039 0,039
CEMM 01-5-004 0,625 0,312 0,625 0,312 CEMM 01-3-162 0,312 0,156 2,5 1,25
CEMM 01-5-005 1,25 0,625 0,625 0,312 CEMM 01-3-168 0,625 0,312 1,25 0,625
CEMM 01-5-006 2,5 1,25 >2,5 0,156 CEMM 01-3-164 0,078 0,039 0,078 0,039
CEMM 01-5-012 2,5 125  >25 2,5 CEMM 01-3-165 0,156 0,078 0,156 0,078
CEMM 02-2-170 1,25 0312 >25 0,625 CEMM 01-3-088 0,156 0,078 0,625 0,312
CEMM 02-2-261 0,625 0,156 >25 0,156  CEMM 01-5-188 1,25 0,625 1,25 0,625
CEMM 03-2-033 2,5 1,25  >25 0,312 CEMM 01-3-167 1,25 0,625 0,078 0,039
CEMM 01-2-078 >2,5 2,5 1,25 0,625  CEMM 01-3-170 0625 03125 0,3125 0,156
CEMM 01-3-077 2,5 1,25  >25 0312 CEMM 02-6-074 0,156 0,078 0,625 0,312
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Tabela 2. Concentracdo inibitoria minima dos extratos brutos de TVS-H (Vernonia sp.) MLF-C (Moriga oilifera) frente C. albicans e M. canis



7 CONCLUSOES

1- Os extratos das plantas Moringa oleifera e Vernonia sp. apresentam atividade
antifangica frente a cepas de C. albicans e M. canis, mostrando halo de inibigdo

> 10 mm, no método de difusdo em agar;

2- Os extratos das plantas Licania rigida Benth., Croton jacobinensis Bail.,
Vernonia brasiliana (L.) Druce., Baccharis ligustrina DC., Baccharis schultzii
Baker. E os 6leos essenciais de Lippia alba (Mill.) N.E. Brown. (Quimiotipos 1,
2, 3 e 4) e Ocimum gratissimum ndo apresentaram atividade antifingica
satisfatoria (halo de inibigdo > 10 mm contra ambas as espécies - C. albicans e

M. canis), no método de difusdo em agar;

3- A concentracdo inibitoria minima que mata 100% das cepas, para 0s extratos
Vernonia sp. e Moringa oleifera frente C. albicans é alta (0,625 a > 2,5 mg/mL);

enguanto em cepas de M. canis € menor (0,039 a 2,5 mg/mL);

4- Os extratos de Vernonia sp. e Moringa oleifera apresenta larga margem de
seguranca, com CL50 de 204,17 e 201,09 mg/mL, respectivamente, no modelo

experimental de Artemia salina.
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8 PERSPECTIVAS

Os extratos de M. oleifera e Vernonia sp. apresentaram atividade
antifangica frente cepas de C. albicans e M. canis, abrindo a perspectiva de
estudos para caracterizacdo quimica dos componentes bioativos, que devem ser
testados isoladamente contra este fungos. Caso seja observada uma atividade
antifingica positiva, tais compostos serdo avaliados em protocolos de toxicidade
subaguda, aguda e cronica, para posteriormente serem usados em modelos

experimentais in vivo.

52



53

REFERENCIAS

ALVES, P.M.; LEITE, P.H.AS.; PEREIRA, J.V.; PEREIRA, L.F;
PEREIRA, M.S.V.; HIGINO, J.S.; LIMA, E.O. Atividade antifingica do
extrato de Psidium guajava Linn. (goiabeira) sobre leveduras do género
Candida da cavidade oral: uma avaliagdo in vitro, Brazilian Journal of
Pharmacognosy, v.16. n.2, p. 192-196, 2006.

AVANTE, M. L.; CAMPOS, C. P.; FERREIRA, M.M.G.; MARTINS, I.S;;
ROSA, B.R.T.; SOUZA, G. D. P.; AVANZA, M. F. B. Dermatofitose em
grandes animais, Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria, v. 7,
n. 12, 20009.

BARTH, M.O.; MAIORINO, C.; BENATTI, A.P.T.; BASTOS, D.H.M.
Determinacdo de pardmetros fisico-quimicos e da origem boténica de meis
indicados indicados monoflorais do sudeste do Brasil, Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, v. 25, p. 229-233, 2005.

BENTUBO, H.D.L.; FEDULLO, J.D.L.; CORREA, S.H.R.; TEIXEIRA,
R.H.F.; COUTINHO, S.D. lIsolation of Microsporum gypseum from the
haircoat of health wild felids kept in captivity in Brazil, Brazilian Journal of
Microbiology, v. 37, n. 2, p. 148-152, 2006.

BEZERRA, AM.E.; MOMENTE, V.G, MEDEIROS-FILHO, S.
Germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas de moringa
(Moringa oleifera Lam.) em fungdo do peso da semente e do tipo de
substrato, Horticultura Brasileira, v.22, n.2, p.295-299, 2004.

BIANCALANA, S.C.; TELLES, P.F.G.; LYRA L.E.; SCHREIBER A.Z.
Preanalytical conditions for broth microdilution antifungal susceptibility of
Microsporum spp., Mycoses, v. 51, p. 313-317, 2008.

BRASCH J. Current knowledge of host response in human tinea, Mycoses,
v.52, p.304-312, 20009.

53



54

BRILHANTE, R.S.N. Estudo das dermatofitoses canina e felina: Aspectos
epidemioldgicos e comportamentais do Microsporum canis frente a diferentes
métodos de estocagem. Fortaleza, 2002. 85p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) - Universidade Estadual do Ceara.

BRILHANTE, R.S.N.; CAVALCANTE, C.S.; SOARES-JUNIOR, F.A. High
rate of Microsporum canis feline and canine dermatophytoses in Northeast
Brazil: epidemiological and diagnostic features, Mycopathologia, v. 156, p.
303-308, 2003.

BRILHANTE, R.S.N.; CORDEIRO, R.A.; ROCHA, M.F.G.; MONTEIRO,
AJ.; MEIRELES, T. E. F.; SIDRIM, J.J.C. Tinea capitis in a dermatology
center in the city of Fortaleza, Brasil: the role of Trichophyton tonsurans,
Tropical Medicine Rounds, v. 43, p. 575-579, 2004.

BRITO, E.H.S.; FONTENELLE, R.O.S,; BRILHANTE, R.S.N.;
CORDEIRO R. A.; MONTEIRO, AJ.; SIDRIM, JJ.C.; ROCHA, M.F.G.
The anatomical distribution and antimicrobial susceptibility of yeast species
isolated from healthy dogs, The Veterinary Journal, v.182, n. 2, p. 320-326,
2000.

BRITO, E.H.S.; FONTENELLE, R.O.S; BRILHANTE, R.S.N.;
CORDEIRO, R. A.; JUNIOR, F.AS.; MONTEIRO, A.J.; SIDRIM, JJ.C;
ROCHA, M.F.G.; Phenotypic characterization and in vitro antifungal
sensitivity of Candida spp. and Malassezia pachydermatis strains from dogs,
The Veterinary Journal, v. 174, p.147-153, 2007.

CABANES, F.J. Dermatofitosis animales. Recientes advances, Revista
Iberoamericana de Micologia, v.17, p. 8-12, 2000.

CAFARCHIA, C.; ROMITO, D.; CAPELLI, G.; GUILLQOT, J.; OTRANTO,
D. Isolation of Microsporum canis from the hair coat of pet dogs and cats

54


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14682455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14682455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14682455

55

belonging to owners diagnosed with M. canis tinea corporis, European
Society of Veterinary Dermatology, v. 17, p. 327-331. 2006.

CALIXTO, J. B. Efficacy, safety, quality control, marketing and regulatory
guidelines for herbal medicines (phytotherapeutic agents), Brazilian Journal
of Medical and Biological Research, v. 33, p. 179-189, 2000.

CHONG, P.P.; HADI, S.R.A.; LEE, Y.L.; PHAN, C.L.; TAN, B.C.; NG,
K.P.; SEOWD, H.F. Genotyping and drug resistance profile of Candida spp.
in recurrent and one-off vaginitis, and high association of non-albicans
species with non-pregnant status, Infection, Genetics and Evolution, v. 7, p.
449-456, 2007.

CHUANG, P.H.; LEE, C.W.; CHOU, J.Y.; MURUGAN, M.; SHIEH, B. J.;
CHEN, H.M. Anti-fungal activity of crude extracts and essential oil of
Moringa oleifera Lam, Bioresource Technology, n.98, p. 232-236, 2007.

CLSI, Método de referéncia para testes de diluicdo em caldo para a
determinacdo da sensibilidade a terapia antifingica de fungos filamentosos:
Norma aprovada. Brasilia, DF, v. 22, n. 16, p. 1-29, 2002.

CLSI, Método de referéncia para testes de diluicio em caldo para a
determinacdo da sensibilidade a terapia antifungica das leveduras: Norma
aprovada. Brasilia, DF, v. 22, n. 15, p. 1-51, 2002.

CORREA, R.M.; BERTOLUCCI, S.K.V.; PINTO, JE.B.P.; REIS, E.S:;
ALVES, T.L. Rendimento de 6leo essencial e caracterizacdo organoléptica de
folhas de assa-peixe submetidas a diferentes tipos de secagem, Ciéncia e
Agrotecnologia, v.28, n.2, p. 339-344, 2004.

55



56

CYSNE, J.R.B. Propagacéo in vitro de Moringa oleifera L. Fortaleza, 81p.
Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) Universidade Federal do Ceard,
Fortaleza, 2006.

DAHOT, M.U. Vitamin contents of the flowers and seeds of Moringa oleifera
L., Journal of Biochemistry, v.21, n.1-2, p.21-24, 1998.

EILERT, U.; WOLTERS, B.; NAHRSTEDT, A. The antibiotic principle of
seeds of Moringaoleifera and Moringa stenopetala, Journal Medicinal Plant
Reserch, v.42, p.55-61, 1981.

FAHEY, J.W. Moringa oleifera: A Review of the Medical Evidence for Its
Nutritional, Therapeutic, and Prophylactic Properties. Part 1, Trees for Life
Journal, p.1-15, 2005.

FERNANDES, T.M. Plantas Medicinais: memoria da ciéncia no Brasil. Rio
de Janeiro: Fiocruz. p.260, 2004.

FOLKARD, G.K.; SUTHERLAND, J.P.; GRANT,W.D. Natural coagulants
at pilot scale; In: Pickford,J., ed. Water, Environment and Management: Proc.
of the 18th WEDC Conference, Kathmandu, Nepal, 30 Aug.-3 Sept.1992.
Loughborough University Press, p51-54, 1993.

FONTENELE, A.F.; CARVALHO, U.; MELO, V.M.M.; BRAGA; L.M,
AGUIAR,A.; FONTENELLE, R. O. S. Avaliacédo do potencial antifingico de
6leos essenciais de plantas do Nordeste brasileiro frente a diferentes cepas de
Microsporum canis, Candida spp e Malassezia pachydermatis. Dissertacéo
(Mestrado em Curso de Pos Graduacdo Em Ciéncias Veterinarias).
Universidade Estadual do Ceara. 2005.

56



57

FONTENELLE, R. O. S.; MORAIS, S. M.; BRITO, E. H.S.; BRILHANTE,
R. S. N.; CORDEIRO, R. A.; NASCIMENTO, N. R. F.; KERNTOPF, M. R;;
SIDRIM, J. J. C.; ROCHA, M.F.G. Antifungal activity of essential oils
Croton species from the Brazilian Caatinga biome, Journal of Applied
Microbiology, v, 104, n. 5, p. 1383-1390, 2007.

FONZI, W.A. The protein secretory pathway of Candida albicans, Mycoses,
v.52,n. 4, p. 291 - 303, 2008.

FREIRE, M. F. I; ABREU, H. S. Extratos de Raizes de Vernonia scorpioides
com potencial antibidtico contra Penicillium citrinum. XIII Congresso latino
Americano de Ciéncia do Solo — | Reunido Brasileira de Biologia do Solo -
IV Simpdsio Brasileiro Sobre Microbiologia do solo - VI Reunido Brasileira
sobre Micorrizas e XI Reunido Brasileira de Manejo e Conservacao do Solo e
da Agua. Aguas de Linddia, SP- Brasil - 4 a 8 de agosto de 1996.

FUGLIE, L. J. The miracle tree: Moringa oleifera. Natural nutrition for the
tropics. Church World Service, Dakar, Senegal, p.63, 1999.

GARCIA, M.E.; BLANCO, J.L. Principales enfermedades fungicas que
afetam a los animales domésticos, Revista Iberoamericana de Micologia v.
17, p. S2-S7, 2000.

GURGEL, L.A.; SIDRIM, J.J.C.; MARTINS, D.T.; CECHINEL-FILHO, V.;
RAO, V.S. In vitro antifungal activity of dragon’s blood from Croton
urucurana against dermatophytes, Journal Ethnopharmacol, v. 97, p. 409-
412, 2005.

GURTLER, T.G.R.; DINIZ, L.M.; NICCHIO, L. Microepidemia de tinha do
couro cabeludo por Microsporum canis em creche de Vitoria — Espirito Santo
(Brasil), Anais Brasileiros de Dermatologia, v. 80, n.3, p.267-272, 2005.

57


http://www3.interscience.wiley.com/journal/122443546/issue

58

HENNEBELLE, T.; SAHPAZ, S.; JOSEPH, H.; BAILLEUL, F;
Ethnopharmacology of Lippia Alba, Journal of Ethnopharmacology. v.116,
p.211-222, 2008.

IWALEWA, E.O.; IWALEWA, O.J.; ADEBOYE, J.O. Analgesic antipyretic,
anti-inflamatory effects of methanol, chloroform end ether extracts of
Vernonia cinerea Less. Leaf, Journal of Ethnopharmacology, v.86, p.229,
2003.

JABEEN, R.; SHARID, M.; JAMIL, A.; ASHRAF, M. Microscopic
Evaluation of the antimicrobial activity of seed extracts of Moringa oleifera,
Pakistan Journal of Botany, v. 40, n. 4, 2008.

JAHN, S.A.A.; MUSNAD, H.A.; BURGSTALLER, H. The tree that purifies
water: Cultivating multipurpose Moringaceae in the Sudan, Unasylva, v.38,
p.23-28, 1986.

JUDD, W.S.; CAMPBELL, C.S.; KELLOGG, E. A.; STEVENS, P. F,;
DOOGHUE M.J.; Plant Systematics: A Phylogenetic Approach. Sunderland,
Ma, Sinauer Associates, Inc (2008).

KALKANCI, A.; BERK, E.; AYKAN, B.; CAGLAR, K.; HIZEL, K,
ARMAN, D.; KUSTIMUR, S. Epidemiology and antifungal susceptibility of
Candida species isolated from hospitalized patients, Journal de Mycologie
Médicale, v. 17, p. 16-20, 2007.

KUNLE, O.F.; EGHAREVBA, H.O.; IBRAHIM, J.; ILIYA, I.; ILIYA, A;
MAKAILU, S.; OKWUTE, S.K., OKOGUN, J.I. Antimicrobial activity of
the Extract of Vernonia Ambigua (Aerial Part). Researcher, n 2, v.6, p. 74-80.
2010.

LACAZ, C.S.; PORTO, E.; HEINS-VACARI, E.M.; TAKAHASHI, N. Guia
para identificacdo. Fungos Actinomicetos Algas de interesse médico. Sao
Paulo: Savier, 1998, 445p.

58



59

LAGO, J.H.G.; ROMOFF. P.; FAVERO. O.A.; SOARES, M.G.; BARALDI,
P.T., CORREA, A.G.; SOUZA, F.O. Composi¢do quimica dos o6leos
essenciais das folhas de seis espécies do género Baccharis DE “CAMPOS DE
ALTITUDE” da mata Atlantica Paulista, Quimica Nova, v. 31, n. 4, p. 727-
730, 2008.

LITCHFIELD, J.T.; WILCOXON, F. A simplified method of evaluating
dose-effect experiments, Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, v.95, p.99-113, 1949.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. Plantas medicinais no Brasil — nativas e
exoticas cultivadas. Nova Odessa, SP: Instituto Plantarum, p. 346-347, 2002.

MAIA, A.LLV.; TORRES, M.C.M.; PESSOA, 0O.D.L.; MENEZES, J.E.S.A;;
COSTA, S.M.O.; NOGUEIRA, V.L.R.; MELO, V.M.M.; SOUZA, E.B,;
CAVALCANTE, G.B.; ALBUQUERQUE, M.R.J.R. Oleos essenciais das
folhas de Vernonia Remotiflora e Vernonia Brasiliana: composicdo quimica e
atividade biologica, Quimica Nova, v.33, n.3, p.584-586, 2010.

MARTINEZ, M.; LOPEZ-RIBOT, J.L.; KIRKPATRICK, W.R;
BACHMANN, S.P.;MARTINS, C.V.B.; DA SILVA, D.L.; NERES, A.T.M.;
MAGALHAES, T.F.F.; WATANABE, G.A.; MODOLO, L.V.; SABINO,
AA.; DE FATIMA, AE.; RESENDE, M.A. Curcumin as a promising
antifungal of clinical interest, Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v.63,
p.337-339, 2009.

MATQOS, F.J.A. Farmécias vivas: sistema de utilizacdo de plantas medicinais
projetados para pequenas comunidades. 3. ed. Fortaleza: EUFC, 220 p. 1998.

59



60

MEYER, B.N.; FERRIGNI, N.R.; PUTNAM, J.E.; JACOBSEN, L.B;
NICHOLS, D.E.; MCLAUGHLIN, J.L. Brine shrimp: a convenient general
bioassay for active plant constituents. Planta Médica, v. 45, p.31-34, 1982.

MIGUEL, M.D.; MIGUEL, O.G. Desenvolvimento de fitoterapicos. Séo
Paulo: Robe Editorial, 1999. p.11-17.

MOREIRA, F.P.M.; BRANCO, A.; PIZZOLATTI, M.G.; MORAIS, AA;;
MONACHE, F.D.; Acid triterpenes and flavonoids from Baccharis ligustrina
(Astracd), Biochemical Systematics and Ecology, v.31, 319-321, 2003.

OKUDA, T.; BAES, A.U.; NISHIUIMA, W.; OKADA, M. Isolation and
characterization of coagulant extracted from Moringa oleifera seed by salt
solution. Water Research, v.35, n.2, p. 405-410, 2001.

OLIVEIRA, V.M. Caracterizacdo cariotipica de espéecies de Vernonia Schreb.
(Asteraceae: Vernonoeae) com técnicas de diferencial longitudinal de
cromossomos (bandamentos e hibridizacdo de DNA in situ. Tese de
Doutorado — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Biologia, Sé&o
Paulo, 2008.

OZAWA, H.; OKABAYASHI, K.; KANO, R.; WATARI, T.; WATANABE,
S.; PEREA, S.; LOPEZ-RIBOT, J.L.; KIRKPATRICK, W.R.; McATEE,
R.K.; SANTILLAN, R.A; MARTINEZ, M.; CALABRESE, D;
SANGLARD D.; PATTERSON, T.F. Prevalence of molecular mechanisms
of resistance to azole antifungal agents in Candida albicans strains displaying
high-level fluconazole resistance isolated from human immunodeficiency
virus-infected patients, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 45, p.
676—2684, 2001.

PEREA, S.; RUESGAB, M. T.; PATTERSON, T. F. Heterogeneous
mechanisms of azole resistance in Candida albicans clinical isolates from an
HIV-infected patient on continuous fluconazole therapy for oropharyngeal
candidosis, Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 49, p. 515-524, 2002.

60



61

PESSONI, R.A.; OLMEDO, P.M.O; CLEMENTE-FILHA, AC,;
FIGUEIREDO-RIBEIRO, R.C.L. Producdo de concentrados de frutose por
inulinases de Penicillium janczewskii e atividade sobre o nivel de glicose
plasmatica em ratos diabéticos, Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.24,
p.372-377. 2004.

POSTERARO, B.; TUMBARELLO, M.; LA SORDA, M.; SPANU, T,
TRECARICHI, E. M.; DE BERNARDIS, F.; SCOPPETTUOLO, G,
SANGUINETTI, M.; FADDA, G. Azole resistance of Candida glabrata in a
case of recurrent fungemia, Journal of Clinical Microbiology, v. 44, n. 8, p.
3046-7, 2006.

RABELO, M. Avaliacdo do efeito antiedematogénico e antinociceptivo do
6leo essencial de Ocimum gratissimum (OEOG) Labiatae. Fortaleza, 2003.
116p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisioldgicas) — Centro de Ciéncias
da Saude, Universidade Estadual do Ceara.

RAHMAN, M.M.; SHEIKH, M.M.l.; SHAMIMA, AS.; ISLAM, M.S,
RAHMAN, M.A.; RAHMAN, M.M.; ALAM, M.F. Antibacterial Activity of
leaf juice and extracts of Moringa oleifera Lam. against some human
pathogenic bacteria. Chiang Mai University Journal of Natural Science, v. 8,
n. 2, p. 219-227, 2009.

RIVERA,V.L. 2006, “Estudos fitogeograficos em Vernonia Schreb. sensu
lato (Asteraceae) no Bioma Cerrado”, 119f. Dissertagdo (Mestrado em
Boténica)-Universidade de Brasilia, Brasilia.

RUKAYADI, Y.; SHIM, J.S.; HWANG, J.K. Screening of Thai medicinal
plants for anticandidal activity, Mycoses, v.51, p.308-312, 2008.

SANGLARD, D.; ODSS, F.C. Resistance on Candida species to antifungal
agents: Molecular mechanisms and clinical consequances, The Lancet
Infectious Diseases, v. 2, p. 73-85, 2002.

61



62

SIDRIM, J.J.C.; CASTELO-BRANCO, D.S.C.M.; BRILHANTE, R.S.N.;
SOARES, G.D.P.; CORDEIRO, R.A.; MONTEIRO, A.J.; ROCHA, M.F.G.
Candida species isolated from the gastrointestinal tract of cockatiels
(Nymphicus hollandicus): In vitro antifungal susceptibility profile and
phospholipase activity. Veterinary Microbiology, in press, 2010.

SIDRIM, JJ.C.; ROCHA, M.F.G. Micologia médica a luz de autores
contemporaneos. Rio de Janeiro: Guanabara, 2004.

SOEJARTO, D.D. Biodiversity prospecting and benefit sharing: perspectives
from the field, Journal of Ethnopharmacology, v. 51, p. 1-15, 1996.

SPETH, C., RAMBACH, G.; WURZNER, R.E.; LASS-FLORL, C.
Complement and fungal pathogens: an update, Mycoses, v. 51, p.477-496,
2008.

TONA, L.; CIMANGA, R. K.; MESIA, K.; MUSUAMBA, C.T.; DE
BRUYNE, T.; APERS, S.; HERNANS, N.; VAN MIERT, S.; PIETERS, L
TOTTE, J.; VLIETINCK, A.J. In vitro antiplasmodial activity of extracts and
fractions from seven medicinal plant used in the Democratic Republic of
Congo, Journal of Ethnopharmacology, v. 93, p. 27-32. 2004.

VALGAS, C. Avaliacdo de métodos de triagem para determinacdo de
atividade antibacteriana de produtos naturais. Floriandpolis, 2002. 103p.
Dissertacdo (Mestrado Em Farmécia) - Centro De Ciéncias Da Salde
Universidade Federal De Santa Catarina.

62



63

ZAITZ, C. Compéndio de micologia médica. 2.ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, p.434, 2010.

63



