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Resumo

Fungos dermatofiticos sdo patégenos oportunistas, cujos agentes etiol 6gicos pertencem
aos géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. O género Trichophyton é
composto por diversas espécies, dentre as quais Trichophyton rubrum se destaca pela
frequéncia com que € isolado, podendo produzir praticamente todos os quadros clinicos
de dermatofitose. Suas caracteristicas principais sdo a tendéncia a cronicidade e a
resisténcia aos tratamentos convencionais. Este estudo foi realizado com o objetivo de
avaliar o efeito antifungico através da técnica de diluicdo em HIA de extratos de Croton
campestris A., Ocimum gratissimum L. e produtos naturais de Rhinella jimi. Os extratos
de C. campestris e O. gratissimum demonstraram atividade antifungica, assim como o0s
extratos, fragdes e solugdo de R. jimi, com excecdo da fracdo hexéanica do extrato
metandlico. Estes resultados indicam que os organismos testados devem ser estudados
como uma possivel fonte de produtos naturais com atividade antifingica,
principalmente contra dermatéfitos.

Palavras-Chave: dermatéfitos, fungos, Trichophyton rubrum, Rhinella jimi, Croton
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Antifungal activity of animal and plant extractsfrom theregion of Cariri

Abstract

Dermatophitic fungi are opportunistic pathogens with etiological agents mainly on the
genus Trichophyton, Microsporum and Epidermophyton. The main pathogen of the
genus Trichophyton is T. rubrum, due its isolating frequence and producing all clinical
features characterized as dermatophytosis. The main characteristics of this pathogen are
the high probability of a chronic infection and the resistance to the usual clinical
treatments. This work was realized with the objective to evaluate the antifungal effect of
extracts and other natural products of Croton campestris A., Ocimum gratissimum L.
and Rhinella jimi (Stevaux) by the dilution method using HIA. All natural products
assayed shown antifungal activity, except the hexane fraction of the methanol extract
from R. jimi. These results indicate that these organisms must be studied as a possible
source of natural compounds with antifungal activity, mainly against dermatophytic
Ones.

Key-words: dermatophytes, fungi, Trichophyton rubrum, Rhinella jimi, Croton
campestris, Ocimum gratissimum
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Introducéo

Fungos dematiaceos ou

deméceos sdo caracterizados por
pigmentagdo
melaninogénica em suas paredes

apresentarem

celulares, que é aprincipal caracteristica
do grupo dos fungos escuros. Alguns
autores tém mostrado os fungos
dematiaceos como patégenos
oportunistas geralmente com baixa
patogenicidade, que poderiam entrar no
corpo humano ou animal por inoculagdo
repetida (WARNOCK;
JOHNSON, 1991; WILHELMUS,

2005). As dermatofitoses, cujos agentes

traumética

etiologicos pertencem aos géneros
Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton, constituem um dos
grupos de infecgbes fungicas mais
frequentes na pratica dermatoldgica

(CHIMELLI et &, 2003).

O género Trichophyton é
composto por vinte e duas espécies
identificadas, dentre as quais se destaca
Trichophyton

produzir praticamente todos os quadros

rubrum, que pode

clinicos de dermatofitose e tem como
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caracteristicas principais a tendéncia
para cronicidade e a resisténcia aos
tratamentos convencionais (LACAZ et
al., 1998; VELAZQUEZ, 2002). Vérios
motivos sdo aventados para explicar o
aumento da  incidéncia  destas
dermatofitoses nas Ultimas décadas,
entre eles; 0 uso abusivo de antibi6ticos,
drogas imunossupressoras e citostéticas,
bem como o aparecimento de pacientes
com HIV/SIDA, os quais constituem
avo para o desenvolvimento destas
infeccbes (LACAZ et a., 1991;
SIDRIM; MOREIRA, 1999). A terapia
anti-dermatofitica é realizada através da
utilizacdo de alguns antifungicos como
anfotericina B, 5-fluorocitosina e
itraconazol (MINOTTO et d., 2001,
SCHWARTZ, 2004).

O uso de plantas medicinais na
medicina popular esta espalhado por
todo o mundo (HERNANDEZ et dl.,
2003). Com base neste amplo uso de
plantas para fins medicinais, diversas
espécies de plantas foram estudadas em
relacdo a seu pefil fitoquimico e
propriedades farmacol 6gicas (DUARTE
et a., 2005; MANSARAY, 2000). A
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atividade antifungica de plantas
medicinais e derivados foi
cientificamente provada em ensaios
com  Oleos

essencias, extratos,

fitoalexinas, cumarinas, terpenos,
flavondides, amidas, imidas e alcal6ides
(AQUINO et d., 2003; DAFERA et d.,
2003; GAYOSO et a., 2005; SOUZA

et al., 2005).

O género Croton, gque possui
700 espécies, com  distribuicdo
pantropical, das quais a maioria ocorre
nas Américas. (HELUANI et al., 2000;
LIMA, 2008). A espécie Croton
campestris A., popularmente conhecida
como velame-do-campo, € um arbusto
origin&rio do Brasil, ocorrendo
principamente nas regides sudeste e
nordeste (CORREA, 1975), possuindo
largo emprego popular como poderoso
depurativo, usado no combate a
escrofulose, doencas venéreas,
impingens, tumores, moléstias de pele,
reumatismo, Ulcera do Utero, diarréia e

artritismo (CRUZ, 1982).

Ocimum gratisssmum L., € um
subarbusto aromdtico, originario da
Asia e Africa (LORENZI et a. 2002;
MARTINS et a., 2008). Conhecida

como alfavaca, manjericéo, suas folhas
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s80 usadas na medicina popular. A
bioatividade  do

encontrado nas folhas dessa espécie tem

6leo  essencid

sido verificada sobre organismos de
eevada

Staphylococcus aureus, Bacillus spp,

patogenicidade, como

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis e
(UEDA-
NAKAMURA et al., 2006;
MATASYOH. et al., 2007; MARTINS
et al., 2008).

As plantas medicinais e seus

Leishmania amazonensis

derivados consistiram durante muito
tempo a base da terapéutica e,
atualmente, cerca de 25% dos farmacos
utilizados sdo de origem vegetal,
enquanto 50% sdo de origem sintética,
mas relacionados aos  principios
isolados de plantas medicinais (UGAZ,
1994; CECHINEL FILHO; YUNES,
1998). Acredita-se que cerca de 80% da
populacdo mundia use as plantas como
primeiro recurso terapéutico
(YAMADA, 1998, GRAGG e 4.,
1997). O uso de extratos como agentes
antimicrobianos, apresenta um baixo
risco de aumento da resisténcia
microbiana a sua agdo, porque Ssdo
misturas complexas, fazendo com que

haja maores dificuldades para
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adaptabilidade microbiana
(DAFERERA et d., 2003).

A pele dos Anuros apresenta um
verdadeiro arsenal  de  produtos
quimicos naturais, com diversas
atividades biolégicas. A partir da pele
desses animais, ja foram isolados mais
de 300

pertencentes a cinco grupos quimicos:

compostos  bioativos,
aminas biogénicas, peptideos, proteinas
hemoliticas, acaldides e esterdides.
Farmacol ogicamente, compostos
S80 capazes de agir como irritantes
locais, cardio, mio e neurotoxinas,
agentes colinomimeéticos,
Simpatomi méti cos, alucinogénicos,
agentes citotoxicos e inibidores de
crescimento de bactérias, fungos e
protozoarios e participam de um
eficiente sistema de defesa contra o
ataque de predadores (LAZARUS;
ATTILA, 1993; ERSPAMER, 1994,
DALY, 1995; CLARKE, 1997,
RINALDI, 2002). Os anuros podem ser
considerados 0 maior depdsito natural
de compostos alcaloidicos do reino
animal (DALY et al., 2004).

Rhinella jimi esta
geograficamente distribuido em toda a
regido nordeste do Brasil, tanto em

lugares de baixas altitudes, como em
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lugares de dtitudes elevadas, né&o
havendo especidizacbes entre as
populacbes (STEVAUX, 2002). Apesar
de sua ampla distribuicdo geogréfica e
de sua abundéancia na regido Nordeste
do Brasil, existem poucos estudos
realizados com substéncias
biologicamente ativas extraidas a partir
da pele desses anfibios, porém existem
relatos de atividades microbiol6gicas

para extratos obtidos desses animais,

que demonstram atividade
antileishmania e antitripanossomica,
essa  dividade é  determinada

principamente  pela  agdo de
bufadienolideos, que sdo esterGides
cardiotonicos (TEMPONE et a, 2008).

Este estudo foi realizado com o
objetivo de avaliar o efeito antifingico
dos extratos metandlico e hexanicos de
C. campestris A. e O. gravisssimum L.,
dos extratos metandlico e butandlico de
Rhinella jimi e das fracbes metandlica,
cloroférmica e hexanica, bem como da
solugdo ndo acaoidica do extrato

metandlico de Rhinella jimi.
Material e M étodo

Material fungico
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A cepa de fungo utilizado foi
Trichophyton rubrum (ATCC 1683) que
foi mantido em Heart Infusion Agar
(HIA - Difco Laboratories Itda) e
armazenado a 4°C. Antes do ensaio, 0
fungo foi semeado e cultivado em HIA
no periodo de 7-10 dias em cémara

Umida.
Material animal e vegetal
Folhas de Croton campestris A e

Ocimum gravissmum L., foram

coletados no municipio de Crato, Ceara,
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Brasl. O materia vegeta foi
identificado e uma exsicata foi
depositada na respectiva identificacdo
com numeros apresentados na Tabela 1.
Os espécimes de Rhinela jimi foram
coletados no municipio de Grangeiro-
CE, a sua identificagcdo foi realizada
mediante  literatura  especializada
(STEVAUX, 2002). Apbds isso, 0s
animais foram depositados na colecédo
de vertebrados do laboratério de
Zoologia da Universidade Regional do
Cariri- URCA e identificados com 0s
seguintes numeros de tombo: LZ-

URCA 0469-500, 0503, 0504.0506-508.

Tabela 1. Familias boténicas, espécies e exsicata das plantas utilizadas neste

estudo.

Familia Espécie NUmero Herbario
Euphorbiaceae Croton campestris #7095 UFRN
Lamiaceae Ocimum gratissimum #3978 Dardano Andrade Lima-

URCA

Preparacdo de extratos metandlicos e hexanicos de Croton campestris A.
(EMCC/EHCC) e Ocimum gravissimum L. (EM OG/EHOG)

Folhas foram coletadas, cortadas para
aumento da superficie de contato e
submersas em metanol e hexano
separadamente por 72h. Apds esse

periodo, o materiad foi filtrado e
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concentrado em condensador rotativo a
vacuo (model Q-344B — Quimis, Brazil)
e banho ultratermostatizado (model Q-
214M2 - Quimis, Brazil)
(BRASILEIRO et al., 2006), obtendo-se
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rendimentos de extratos brutos de
acordo Tabela 2. A solugdo utilizada
nos testes foi preparada a uma
concentracdo de 10 mg/mL, dissolvidos
em DMSO e em seguida, diluida com
agua destilada para uma concentragdo
de 1024 pg/mL.

Preparacdo do extrato butandlico e
(EBRJEMRJ), das

metandlica (FM),

metandlico
fragoes
cloroférmica (FC) e hexanica (FH) e
da solucdo ndo alcaloidica do extrato
metandlico (SNA) de Rhinella jimi

Os animais foram coletados no
municipio de Grangeiro-CE, sendo em
seguida sacrificados por hipotermia e
dessecados. Apés a dessecacdo as peles
foram limpas, secas em temperatura
ambiente e trituradas. O extrato
metandlico e butandlico da pele de R.
jimi foi obtido por extragdo prolongada
a frio. O solvente foi filtrado e
concentrado em evaporador rotativo. Na
obtencdo da solugdo ndo alcaloidica o
extrato metandlico foi diluido em HCI a

10%, a partir do extrato bruto

Ano IV - Vol. 1-N° 2 2010
ISSN 1980-5861

59

metandlico, posteriormente foi feito
uma particdo com acetato obtendo-se
uma solucdo aguosa alcaoidica, depois
de acalinizar até PH 9 foi realizado
uma nova particdo com acetato
obtendo-se a solucdo ndo alcaloidica
Os rendimentos de extratos e fracOes
s80 mostrados na tabela 2. Apos andise
por cromatografia de camada delgada,
usando o reagente de Dragendorff’s
como agente revelador, as fracOes
foram separadas baseadas em seus
perfis cromatogréficos. Grupos
funcionais de compostos presentes nas
fragbes foram identificados por andise
de espectro naregido do infravermelho,
obtido em espectometro PERKIN-
ELMER model FT-IR
spectrophotometer,
usando pastilha de Kbr. A

spectrum 1000

bioprospeccdo do extrato metandlico
revelou a predominancia de alcaldides ,
assm como terpenos, esterdides e
saponinas. Nas andlises
espectofotometricas na regiéo
infravermelha indica a presenca de
grupos NH e /ou grupos OH, que séo

caracteristicos de aminas e alcoois.
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Tabela 2. Preparacéo de extratos e frages de C. campestris A., O. gravissimum L. e

R. jimi.

Espécie Biologica Solvente Rendimento(g)
Croton campestris A. Metanol 1,74
Hexano 0,87
Ocimum gravissmum L. Metanol 2,49
Hexano 1,49
Rhinella jimi (extratos) Metanol 1,52
Butanol 1,52
Rhinella jimi (fracOes) cloroférmio 0,29
hexano 0,23
metanol 0,40
Concentracdo Inibitéria Minima de 7-10 dias a 25°C. No fim do periodo
(CIM) de incubagdo, o CIM foi a menor

A concentracdo  inibitéria
minima dos extratos foi determinada em
HIA pelo ensaio de diluicdo usando
suspensdes de 10° CFU/ml e um
intervalo de concentracdo de drogas de
512 a 32 pg/ml (diluicbes seriais 1:2)
(JAVADPOUR et a., 1996). As
concentragdes das solugbes foram
preparados de acordo com GAY OSO et

al. (2004). O periodo de incubacéo foi
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concentragdo que inibiu completamente
o crescimento do fungo (LIMA et al.,
1993; STANGARLIN et al., 1999). O
controle foi redizado através da
observagdo da  capacidade de
crescimento em HIA sem adicdo dos
extratos, fracbes ou solucdo. Cada
ensaio antimicrobiano foi realizado trés
vezes e 0s resultados foram expressos
como a média das trés repeticles

(Tabela 3).
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Tabela 3. Comparacdo da atividade inibitéria de extratos, fracdes e solucbes

testados contra T. rubrum ATCC 1683

Trichophyton rubrum ATCC 1683

Extratos CIM (pg/mL)
EMCC 1024
EHCC 512
EMOG 512
EHOG 256
EMRJ 1024

FM 1024

FC 1024

FH =2048
EBRJ 1024
SNA 512

EMCC - Extrato metandlico de Croton campestris, EHCC — Extrato hexanico de Croton campestris;
EMOG - Extrato metandlico de Ocimum gratissmum; EHOG — Extrato hexanico de Ocimum
gratissmum; EMRJ — Extrato Metandlico de Rhinella jimi; FM — Fragdo metandlica do extrato
metandlico de R. jimi; FC - Fragdo cloroférmica do extrato metandlico de R. jimi; FH - Fragdo Hexanica
do extrato metandlico de R. jimi; EBRJ - Extrato Butandlico de R. jimi; SNA — Solug&o ndo alcaloidica de

R. jimi.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabela 3 mostra o efeito
antifingico dos produtos naturais
avdiados. A FH ndo apresentou
atividade nas concentragbes ensaiadas,
enquanto as demais substancias
confirmam a existéncia de atividade
antifungica contra T. rubrum. O extrato
hexénico de O. gratissmum L.
demonstrou maior atividade comparado
aos outros extratos utilizados. Dos
produtos naturais de R. jimi, 0 que
apresentou atividade de relevancia
clinica foi a solucéo ndo acaloidica do
extrato metandlico de R. jimi.
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Os extratos hexanicos de C.
campestris e  O. gratissmum
apresentaram uma melhor atividade
antifungica que os extratos metanolicos
das mesmas. Este resultado pode ser
devido a presenca de compostos com
reconhecida atividade antimicrobiana e
com caracteristicas apolares, como
taninos, flavondis e terpenos, extraidos
principalmente por solventes apolares
como hexano.

A  dividade antimicrobiana
exibida por taninos € explicada pela
habilidade que apresentam em
complexar-se com macromoléculas tais
como polissacaridios e proteinas
(HASLAM, 1996). Os flavondides sdo




grupos  quimicos que  também
apresentam atividade antimicrobiana e
sdo encontrados freguentemente nas
frutas, em muitas espécies vegetais
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2003).
Ha também relatos recentes de atividade
antibacteriana e antifingica de terpenos
(POPOVA et al., 2009).

A solugdo ndo acaloidica do
extrato metandlico de R. jimi apresentou
a mehor avidade antifingica
comparada com 0s outros produtos
naturais do mesmo. Estes resultados séo
interessantes, pois € amplamente
reconhecida a atividade antimicrobiana
dos acadidess, mas no  NOSsO
experimento, uma solucdo destituida
destes compostos demonstrou atividade
antifungica, sugerindo que
outras\substancias estdo  envolvidas
nesta atividade. Este se trata do
primeiro artigo descrevendo atividade
antifingica de produtos naturais da pele
de R jimi (HASLAM, 1996;
ZUANAZZI; MONTANHA, 2003;
POPOVA et al., 2009).

Os resultados obtidos neste
estudo mostraran  a forte acgdo
antifungica com relevancia clinica para
0s extratos vegetais de C. campestris A.
e O. gratissmum L. Estes dados sdo
promissores e poderdo incentivar
futuras pesquisas sobre  aspectos
farmacologicos e toxicidade de
subprodutos de C. campestris A., O.
Gravissmum L. e R jimi a fim de
apoiar a sua possivel utilizagdo racional
da terapéutica antifungica.
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