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RESUMO

Dentre as micoses sistémicas e endémicas destaca-se a paracoccidioidomicose (PCM) que €
de grande interesse para 0s paises da America Latina e é causada pelo fungo termo-dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis. No adulto a forma clinica predominante é a cronica, mas
quando acomete criangas ou adolescentes apresenta-se na forma aguda ou subaguda. Esta
micose representa um importante problema de Salde Publica devido ao seu alto potencial
incapacitante e a quantidade de mortes prematuras que provoca, principalmente para
segmentos sociais especificos, como os trabalhadores rurais que, além de tudo, isso
apresentam grandes deficiéncias de acesso e suporte de rede dos servicos de saude
favorecendo o diagndstico tardio. As plantas medicinais produzem uma variedade de
compostos conhecidos por suas propriedades terapéuticas tornando-se, desta forma,
promissoras fontes de novas drogas. O objetivo deste trabalho foi testar a atividade
antifngica de extratos das partes aéreas das seguintes plantas: Piper regnelli, Inga dulcis e

Baccharis dracunculifolia contra o fungo causador de paracoccidioidomicose.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis; Piper Regnell; Inga dulcis e Baccharis

dracunculifolia.
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I- INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 80% da populagdo mundial utilizam
plantas medicinais como principal recurso no atendimento basico de sadde. Inclui-se neste
contexto populacbes que as usam in natura por opgdo, ou por ser a Unica alternativa
disponivel e os sistemas de medicina que empregam plantas processadas em formulagdes
medicamentosas, como a medicina chinesa. Desde 1977, a OMS tem incentivado o estudo de
plantas conhecidas como medicinais, com o objetivo de avaliar cientificamente os beneficios

da utilizagdo de medicamentos fitoterapicos e de conhecer os riscos de seu uso indevido.

A utilizacdo das propriedades terapéuticas das plantas medicinais € uma pratica milenar
encontrada nos tratados de fitoterapia das grandes civilizagGes, muitas delas j& extintas.
Também sdo encontradas nas tradi¢Bes orais de tribos indigenas e povos de todos o0s
continentes, principalmente, dos indios brasileiros que com freqiiéncia sdo abordados por
pesquisadores estrangeiros avidos por descobrirem substancias naturais abundantes em nossa
flora tropical que sejam capazes de serem transformadas em medicamentos. Estudos
arqueoldgicos tém mostrado através da analise de pélen e outros materiais que “o homem das

cavernas” j4 utilizava plantas para a cura de doengas.

O desenvolvimento da quimica organica e da tecnologia industrial tém permitido a anélise,
isolamento, refino e sintese dos principios ativos das plantas. Um exemplo desse
desenvolvimento é ilustrado na histdria da aspirina que foi originada a partir de pesquisas com
extratos obtidos da casca da arvore salgueiro (Salix spp.), que jé era indicada por médicos do
antigo Egito e da antiga Grécia para o controle de inflamagBes. Depois de analisado e
sintetizado por quimicos alemées o &cido acetilsalicilico tornou a Aspirina o medicamento de
maior sucesso no século XX com mais de 100 bilhdes de comprimidos vendidos em todo o
mundo e cuja producdo atinge cerca de 100 toneladas por ano. A flora brasileira é riquissima
em espécies com principios ativos de importancia terapéutica, com potencialidades néo
apenas de utilizacdo na medicina natural, como também na agricultura natural, no controle

integrado de pragas e doengas de plantas cultivadas.

Portanto, o Brasil, com sua imensa diversidade vegetal e portador da maior floresta tropical e
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farmacoldgicas. Estima-se que 20% do patrimonio genético mundial esteja concentrado em

territério nacional, onde o indice de endemismo ¢é altissimo.

E muito comum encontrar nas feiras livres do Brasil barracas expondo ervas medicinais a
venda. Grande parte das plantas medicinais sdo formadas por arvores cujas cascas, ricas em
taninos e quinonas, apresentam caracteristicas fitoterdpicas relacionadas ao controle de
diversos microrganismos e processos inflamatérios. Muitas dessas caracteristicas ja estdo
comprovadas cientificamente como as da aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi.) que é
antiinflamatéria e bactericida; do cajueiro (Anacardium occidentale L.), antiinflamatdrio,
bactericida e analgésico; do ipé-roxo (Tabebuia avelanedae Lor. ex. Griseb.), antitumoral e
antimicrobiano e da quixaba (Bumelia sartorum M.) que € antiinflamatéria. Ervas aromaéticas,
como o alho e o gengibre, também sdo conhecidas milenarmente por suas propriedades
medicinais. O alho (Allium sativum L.), rico em alicina e aliina, possui agdo antiviral e
bactericida, enquanto que o gengibre (Zingiber officinale Rox.) possui ogingerol e o shogaol

que séo potentes moluscidas.

As plantas medicinais produzem uma variedade de compostos conhecidos por suas
propriedades terapéuticas, tornando-se, desta forma, promissoras fontes de novas drogas.
Muitas espécies contém fendis, quinonas, saponinas, flavandides e terpendides em
quantidades apreciaveis para, além de repelir insetos, também prevenir a ocorréncia de

doengas de plantas.

Uma vez que estas plantas produzem uma variedade de substancias com propriedades
antimicrobianas, é esperado que programas de pesquisas direcionados & triagem, possam
descobrir compostos candidatos para o desenvolvimento de novos antimicrobianos.
Entretanto, as investigacOes cientificas visando determinar o potencial terapéutico das plantas
sdo limitadas, existindo a falta de estudos cientificos experimentais que confirmem as
possiveis propriedades antibioticas de um grande numero dessas plantas. Espera-se que
compostos que atinjam, nas células, alvos diferentes daqueles utilizados pelos

antimicrobianos conhecidos, sejam ativos contra patdgenos resistentes.

A alta incidéncia de patégenos multirresistentes, implica na impoténcia da agdo de

antimicrobianos convencionais, resultando no surgimento de novas doengas infecciosas e



ressurgimento de outras que j& pareciam controladas. S&o, portanto, indispensaveis programas
direcionados ao desenvolvimento de novas drogas, buscando solugdes na privilegiada
biodiversidade brasileira, por meio da descoberta de novas moléculas com interesse
terapéutico ou do desenvolvimento de fitofarmacos genuinamente brasileiros. Desta forma
sabe-se que o estudo fitoquimico de plantas podera servir de base para o desenvolvimento de

novos métodos de controle de microrganismos na medicina veterinaria e humana.

A paracoccidioidomicose, doenca causada pelo fungo termo-dimoérfico Paracoccidioides
brasiliensis, tem destaque entre as doencas de dificil erradicagdo, sendo um problema de
saude publica para paises latinos como o Brasil. Usualmente, a droga mais utilizada para o
tratamento desta micose é a Anfotericina B, que possui uma grande atividade nefrotoxica
entre outros diversos efeitos colaterais. Outro farmaco que também pode ser utilizado é a

associagéo de sulfametoxazol com trimetropim que, no entanto, possui potencial reduzido.

As lesdes pelo fungo podem ser cuténeas limitadas ou se expandirem a nivel sistémico, no
qual podem atingir 6rgdos vitais com extensdo ao SNC (sistema nervoso central). Apesar da
existéncia de tratamentos efetivos para PCM, a natureza polimorfica das lesGes anteriores ao
diagndstico resulta em doenga progressiva que aumentam a disponibilidade ou deixam

sequelas.

Neste contexto, estd clara a necessidade do desenvolvimento de novas drogas que sejam
efetivas no controle desta micose, sem causar efeitos colaterais ou diminuir a ocorréncia

destes, e sem gerar recidivas do processo infeccioso.



II- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Paracoccidioidomicose

As infeccOes profundas por fungos podem ser divididas em micoses subcutaneas e sistémicas.
As micoses subcutaneas representam um grupo heterogéneo de infecgdes resultantes da
penetracdo direta do fungo na pele através de um trauma, com invaséo e infeccdo do local e
tecido adjacente, raramente culminando em disseminacéo sistémica (SILVA et al., 2007). Em
casos onde ha disseminagdo sistémica ela ocorre através da via hematogénica (RIVITTI et al.,
1999) no qual a imunossupressdo é um fator de risco para o desenvolvimento destas infeccdes
(PANG etal., 2004).

Em individuos que tém, ou mesmo em individuos que ndo tém a imunidade comprometida, ha
a ocorréncia de micoses sistémicas que sdo causadas pela elevada patogenicidade do fungo. A
infeccdo se da atraves da inoculagdo de pequenas particulas do microrganismo (pequenos
fragmentos de hifas) usualmente através do trato respiratorio. Partindo deste pressuposto, 0s
fungos podem se disseminar no organismo via hematogénica, e, eventualmente via sistema
linfatico, alcangando a pele e outros 6rgdos diversos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Dentre as micoses sistémicas e endémicas destaca-se a paracoccidioidomicose (PCM) que é
de grande interesse para os paises da America Latina e é causada pelo fungo termo-dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis. Apresenta distribuicdo heterogénea, havendo areas de baixa e
alta endemicidade. No adulto a forma clinica predominante é a cronica, mas quando acomete
criancas ou adolescentes apresenta-se na forma aguda ou subaguda. Quando néo
diagnosticada e tratada oportunamente, pode levar a formas disseminadas graves e letais, com
répido e progressivo envolvimento dos pulmdes, tegumento, ganglios, bago, figado e outros
orgdos linfdides do tubo digestivo (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Esta micose representa um importante problema de Salde Puablica devido ao seu alto
potencial incapacitante e & quantidade de mortes prematuras que provoca, principalmente para
segmentos sociais especificos, como os trabalhadores rurais, que além de tudo isso
apresentam grandes deficiéncias de acesso e suporte de rede dos servicos de saude

favorecendo o diagndstico tardio. Os individuos acometidos pela micose, em sua maioria,



encontram-se na fase mais produtiva da vida entre 30 e 50 anos em sua maioria do Sexo
masculino, levando o acometimento da doenga um grande impacto social e econémico.
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

A micose tem distribuicdo geogréfica restrita ao continente americano, sendo circunscrita aos
paises latino-americanos, situados entre 23° de latitude norte e 34,5° de latitude sul, desde o
México até a Argentina (FILHO et al., 2000). No entanto, foram relatados casos na
Guatemala, Belize, US, Europa e Japdo (SILVA et al., 2008). Embora sejam conhecidos
fatores climéticos e fiosiogréaficos das areas endémicas em alguns paises, ainda ndo foi
possivel a delimitagdo exata destas &reas, porque muitos dados sobre a ecologia do PCM
continuam no terreno das hipdteses (FILHO et al., 2000). Estudos utilizando técnicas
moleculares em conjunto com a bioinformatica demonstram que Paracoccidioides
brasiliensis pertence ao filo Ascomycota, ordem Onygenales, ficando sua atual classificagéo
como descrita a sequir (BAGAGLI, et al., 2006):

Diviséo — Eukaryota

Reino — Fungi

Filo — Ascomycota

Classe - Plectomycetes
Ordem — Onygenales
Familia — Onygenaceae
Género — Paracoccidioides

Espécie — Paracoccidioides brasiliensis

O Paracoccidioides brasiliensis, como relatado, exibe dimorfismo térmico. No meio
ambiente apresenta-se sob a forma de micélio (forma saprofitica). No homem, o parasita tem
aspecto bastante caracteristico: células arredondadas, de dupla parede refringente, com ou sem
gemulagdo simples ou mdltipla, de 1pm a 30pm no seu maior didmetro. A esporulacdo
multipla é patognomonica e se faz através da formacgdo de cromidios na periferia do
citoplasma, que depois atravessam pequenos pertuitos da parede celular, arrastando consigo
porcdo de massa citoplasméatica e a membrana envolvente; o aspecto resultante é a figura

tipica em “roda de leme” demonstrada a seguir (FILHO et al., 2000).
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Figura 1. Infiltrado crénico-granulomatoso, com estrutura flngica em germulagdo. A) Imagem por microscopia eletrénica

B) Imagem por microscopia de varredura. Fonte: www.sbi.org.br/pbmicose2005.

A forma micelial é encontrada na natureza a temperatura de 25° C, produzindo pequenas
coldnias crescentes (3-4 semanas) (MARQUES, 1998), e para se estabelecer e multiplicar nos
tecidos humanos o fungo tem de se adaptar a temperatura de 37° C, assumindo a forma
leveduriforme (FILHO et al, 2000). Recentemente descobriu-se que o fungo apresenta
receptores para estrégenos e que, 0os hormdnios femininos sdo capazes de inibir in vitro a
transformacdo da fase micelial dos conidios para a fase leveduriforme; este mecanismo

justifica a conhecida resisténcia das mulheres & micose (FILHO et al., 2000).

Até recentemente, 0s humanos eram considerados 0s Unicos hospedeiros naturalmente
infectados por este fungo. No entanto existem relatos na literatura de que outros animais

foram encontrados portadores da infec¢édo como o tatu e o cdo (EISELE et al., 2004).

O habitat do Paracoccidioides brasiliensis ndo parece ser 0 homem nem 0s animais que 0
circundam, mas sim o solo das regides endémicas (FILHO et al., 2000). O grande fator de
risco para aquisicao da infecgdo séo as profissdes ou atividades relacionadas com o manejo do
solo contaminado com o fungo, como por exemplo, atividades agricolas, terraplenagem,
preparo do solo, praticas de jardinagem, transporte de produtos vegetais entre outros
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).
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Fatores hormonais, genéticos, imunologicos e nutricionais estdo envolvidos no
desenvolvimento da infeccéo e da patologia (ALMEIDA et al., 2003). Uma vez adquirida, a
imunidade do hospedeiro é determinante para extensdo e gravidade da doenga (SILVA et al.,
2004).

A depressdo das células T e a severidade da doenca estdo relacionadas. A resposta THs
padrdo é prevalente na fase inicial da infecgdo, refletindo na ativacdo e diferenciacdo de
linfécitos B por plasmdcitos e um aumento na secre¢do de imunoglobulina (SILVA, 2007).
Em pacientes que possuem a forma disseminada e cronica da PCM foram encontrados altos
niveis de fatores tumorais necrosantes (TNF), interleucina (IL) — 1, IL -6, e altos niveis de
anticorpos, poréem IL — 4 normal (MARQUES et al., 1998).

Altas doses especificas de anticorpos contra Paracoccidioides brasiliensis tém relacéo direta
com a gravidade das formas clinicas, estando mais altas nas formas agudas/subagudas da
doenca (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Em contato com os tecidos, os fungos podem ser imediatamente distribuidos ou superar as
defesas locais do hospedeiro passando, a multiplicar-se e causando as alteragfes iniciais como
lesBes de inoculagdo e linfatica, que formam o complexo primério. As lesbes do complexo
priméario podem: 1) regredir com a destruicdo dos fungos e formacédo de cicatrizes estéreis; 2)
regredir com a permanéncia de fungos viaveis no interior das cicatrizes (focos queiscentes); 3)

progredir determinando o aparecimento de sinais e sintomas (SILVA et al., 2000).

Para SHIKANAI-YASUDA (2006) as formas de apresentacdo da PCM podem ser assim
classificadas:

" PCM infeccéo;

= PCM doenga;

. Forma aguda / subaguda;
= Forma cronica;

= Unifocal;

= Multifocal;

. Forma residual ou sequela
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A forma aguda do tipo juvenil é responsavel por cerca de 5% da doenca até 14 anos.
Caracteriza-se por evolucéo répida com envolvimento de linfonodos, bago, figado, medula
Ossea e lesdes cutdneas. Geralmente, ocorre febre persistente e perda de peso. Os achados de
lesGes pulmonares nesta fase sdo raros, porém, em secre¢des pulmonares € possivel encontrar
os fungos (CARVALHO et al, 2006).

Image Courtesy of L. Ajello
opyright © 2000 Doctorfungus Corporation

Figura 2. Lesdo granulomatosa envolvendo o nariz através de disseminacéo por vias aéreas. Fonte: www.doctorfunfus.org

A forma crénica ou tipo adulto ocorre principalmente em adolescentes acima de 15 anos e
adultos, com manifestagdes pulmonares em 90% dos pacientes. Estes podem apresentar febre,
perda de peso, tosse produtiva, acompanhada de crescente dispnéia. A expectoragdo em geral
tem aspecto mucoso, mas pode apresentar-se hemoptdtica. No entanto, 0 comprometimento
pulmonar pode ser assintomatico, mesmo na presenca lesdes extensas. S&o visualizados na

radiografia de torax caracterizando dissociagdo clinico-radioldgica. (CARVALHO et al.,
2006).
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& Federal University of Uherlandia

Figura 3. Radiograma em frontal do térax demonstrando area de infiltragio com atelectasia subsegmentar e minimas areas de

consolidagdes no tergo inferior do pulmédo. Fonte: http://www.radiology.co.uk/srs-x/cases/088/d.ht

O diagnostico é feito atraves do isolamento e identificacdo do fungo, por exame
microbioldgico direto através da examinacdo histopatoldgica, citopatoldgica, citoldgica e
também por segmentos soroldgicos (SHIKANAI-YASUDA et al, 2006). O método mais
barato e simples é o exame micoldgico direto do material obtido por lesdes cutaneas ou em
mucosas, aspiracdo do nodulo linfatico, abscesso ou liquido sinovial. Germulages multiplas
ou simples sdo observadas no exame histopatoldgico direto, por microscopia, sendo 0s meios
de cultura mais usados Sabouraud’s dextrose Agar e Agar sangue (RAMOS e SILVA, 2004).
Os testes sorologicos como fixacdo de complemento, imunodifusdo e ELISA podem ser
utilizados com sensibilidade e especificidade diversos (CARVALHO et al., 2006).

A cura espontanea ndo é vista com freqiéncia, exceto em casos de infeccdo pulmonar
priméria (MIYAJI et al, 2003). Na maioria dos casos onde é confirmada a micose, 0sS
pacientes sdo submetidos ao tratamento. Apesar da existéncia de tratamentos efetivos para
PCM, a natureza polimorfica das lesbes anteriores ao diagndstico resulta em doenga
progressiva que possibilitam ou deixam sequelas (RESTREPO, 1994).

O fungo apresenta caracteristicas de resisténcia que o protege contra acdo do sistema imuno-
inato (atividade de células fagociticas), e também aumenta sua resisténcia a drogas. SILVA et
al. (2008) identifica a producdo de melanina na presenca de 1-DOPA in vitro, como um fator
indutivo.
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A PCM é caracterizada por sua cronicidade, e pela severidade em que tem se disseminado em
individuos saudaveis e também em individuos imunologicamente comprometidos, como por
exemplo individuos portadores de HIV no qual vem conduzindo uma taxa de mortalidade na
escala de 30-45%. A longa duragcdo do tratamento (varios anos) é resultante da
imunossupressdo induzida pela doenga ou da capacidade da sobrevivéncia do fungo no tecido.
Alguns estudos controlados e casos reportados tém mostrado que os derivados azolicos e as
sulfas sdo Uteis no tratamento alternativo em pacientes que apresentem esta condicdo de
doencga. Entretanto, ao usar tais drogas, regimes de tratamento de duragdo mais longa séo
exigidos para manutengdo dos pacientes portadores de formas mais severas. A busca de novas
alternativas para tratamento dos casos mais severos ¢ um desafio em curso. Os tratamentos
novos podem ser encontrados entre classes novas de drogas, combinagfes de drogas, ou
agentes capazes de modular resposta imune, tal como o peptideo derivado da glicoproteina
43-kDA do P. brasiliensis (SHIKANAI-YASUDA et al., 2005).

Apesar da limitacdo das informagdes disponiveis com estudos comparativos com diferentes
esquemas terapéuticos, as drogas cléssicas usadas para o tratamento de PCM s&o as
sulfonamidas (sulfametoxazol + trimetropim), Anfotericina B, derivados imidazélicos como
Cetoconazol, Traconazol e Fluconazol. Voriconazol, um novo antifingico triazdlico de
segunda geracdo, disponivel em apresentacOes oral e intravenosa, constitui uma importante
alternativa terapéutica, especialmente em casos de neuroparacoccidioidomicose (NPCM),
devido a boa penetragdo no sistema nervoso central. No entanto, o custo alto € uma
importante limitagéo para o uso (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Pacientes com formas graves, necessitando internacdo hospitalar, devem receber Anfotericina
B ou associagéo sulfametoxazol + trimetropim por via intravenosa (SHIKANAI-YASUDA et
al., 2006). Porém, o uso de Anfotericina B é limitado devido as frequentes reacdes adversas
que promove e a nefrotoxidade intensa (AVILA et al., 2004). Esta situacio aumenta a

necessidade para a busca de novos compostos antiflingicos efetivos (JOHANN et al., 2007).

Estudos recentes sobre a imunidade de Paracoccidioides brasiliensis revelam que o flagelo
FliC de Salmonella enterica modula a resposta imune ao antigeno P10 do P. brasiliensis e
representa uma alternativa promissora para a geracdo das vacinas anti-PCM (BRAGA et al.,

2009), o que nos abre portas para outras possiveis formas de erradicacéo.

15



2.2- Plantas Medicinais

Apesar dos grandes avancos na medicina moderna nas ultimas décadas, as plantas ainda
proporcionam uma contribui¢do importante a terapia medica. O crescimento no mercado de
fitoterapicos mundial ocorreu durante os Ultimos 15 anos (CALIXTO et al., 2000). Todo este
reconhecimento parte da capacidade das plantas em fornecer diversidade e bioatividade
quimicas, que conduzem ao desenvolvimento de centenas de drogas farmacéuticas. Os
produtos naturais apresentam uma fonte incompardvel de diversidade molecular para a
descoberta e 0 desenvolvimento de drogas (SHU, 1998). No entanto, é falsa a idéia de que as
drogas herbais estdo seguras e livres dos efeitos secundarios. As plantas contém centenas de
componentes quimicos e alguns deles sdo muito toxicos (CALIXTO et al., 2000). No geral, as
plantas medicinais sdo distribuidas no mundo inteiro, mas sdo mais numerosas em paises
tropicais como o Brasil (LUIZE et al., 2006).

Vérias abordagens para a selecdo de espécies vegetais tém sido apresentadas na literatura,
dentre elas, trés tipos séo alvo de maiores investigagdes:

a) abordagem randdmica - escolha da planta sem qualquer critério, tendo como fator
determinante a disponibilidade da planta;

b) abordagem quimiotaxondmica ou filogenética - selecdo da espécie correlacionada com a
ocorréncia de uma dada classe quimica de substancias em um género ou familia;

c) abordagem etnofarmacoldgica - selecdo da espécie de acordo com o uso terapéutico

evidenciado por um determinado grupo étnico (MACIEL et al., 2002).

De acordo com MACIEL, et al (2002), as probabilidades de novas descobertas de substancias
inéditas, bioativas ou ndo, é, sem duvida, maior na selecdo randdmica. De acordo com esta
abordagem 10000 diferentes tipos de plantas simbolizam de 50.000 a 100.000 possibilidades

estruturais de produtos naturais.

A selecdo etnofarmacoldgica, no entanto, favorece com maior probabilidade a descoberta de
novas substancias bioativas. Nesta abordagem as plantas medicinais sdo consideradas ndo
apenas como simples matéria prima. A descricdo do historico da planta como um recurso

terapéutico eficaz para o tratamento e cura de doengas de determinado grupo étnico, se traduz
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na economia de tempo e dinheiro, dois dos fatores mais perseguidos pelas economias

ocidentais.

No presente estudo, a selegdo dos extratos foi realizada de forma randomica, uma vez que
foram analisadas a disponibilidade e quantidade suficiente para realizagdo dos testes e
também por abordagem etnofarmacoldgica, baseada em estudos feitos por JOHANN (2008),

que testou a atividade dos extratos contra o fungo P. brasiliensis com resultados satisfatdrios.

2.2.1- Baccharis dracunculifolia

A Baccharis dracunculifolia, nativa do Brasil, também conhecida pelo nome popular de
vassourinha devido a seu uso na producdo de vassouras, foi considerada uma planta invasora
de pastagens e erradicada de muitas regides em funcdo disto. Atualmente sabe-se que é
através da coleta da resina produzida por esta planta, que as abelhas produzem prépolis verde.
As mudas podem ser produzidas através de sementes. Também se dissemina por auto-
propagacdo (CARNEIRO et al., 1996).

Baccharis é um importante género pertencente a familia Asteraceae e possui
aproximadamente 500 espécies distribuidas principalmente da regido Sudoeste ao Sul do

Brasil, estendendo-se até a Argentina, Paraguai, Uruguai e Bolivia (DEWICK, 1997).

Muitos trabalhos se detém no isolamento de substancias de representantes desse género
(BUDEL et al, 2004). Os tricotecenos, produzidos por algumas espécies de Baccharis em
simbiose com os fungos Fusarium, Myrothecium, Trichothecium e Trichoderma, tém tido
uma atencdo especial por sua relevancia no combate ao cancer. A bacarina, tricoteceno
extraido de B. megapotamica Spreng, atua contra leucemia e tumores do coélon em
camundongos (CARNEIRO M. A. A. et al. 1996).

Partindo deste pressuposto, esta espéecie passa a ter interesse mundial, pois fornece material as
abelhas na producdo da propolis verde, composto que apresenta inumeras propriedades
terapéuticas e bioldgicas, destacando a atividade antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e

antiinflamatoria, prevenindo o aparecimento de doengcas (MARCHESAN, et al., 2006).
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Figura 4: http://pt.wikipedia.org/wiki/Alecrim-do-campo

2.2.2- Inga dulcis

Inga dulcis é uma arvore nativa dos tropicos americanos de crescimento rapido e tamanho
médio. Tem sido usada extensivamente para reflorestamento, propésitos ornamentais e para a

producéo de lenha, forragem e numerosos outros produtos (PARROTTA, 1991).

E uma planta muito comum na América Latina e em algumas regides da Asia e da Africa
onde é utilizada para a recuperacdo de areas desertas. Em locais arenosos como no sul da

india, a arvore é utilizada como uma protecdo contra fungos patogénicos (PARROTTA,
1991).

O ingé é sabiamente utilizado no México e na Asia como uma fonte numerosa de produtos
medicinais. Entre os indianos, 0s extratos da arvore sdo usados para tratamento de algias e
Ulceras. A casca é usada como agente antipirético, no entanto sabe-se que possui propriedades
irritantes que podem causar infecges nos olhos e lesdo nas palpebras. Em relagdo ao extrato
dos galhos do inga, foi relatada na india uma atividade eficaz contra o virus mosaico do
tabaco (PARROTTA, 1991).

2.2.3- Piper regnellii

Dentre as espécies empregadas para fins terapéuticos, destaca-se a Piper regnellii, conhecida
popularmente por pariparoba, caapeba e capeba. Suas raizes sdo utilizadas no tratamento das
obstrucdes do figado e do bago, para cicatrizacdo de feridas, reducdo de inchagos, irritagdes
na pele e também por apresentar atividade analgésica (CAMINHOA, 1978).
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Piper regnellii € um arbusto de aproximadamente 1,5m de altura, de caules perfilados,
cilindricos, de aspecto liso, nodoso de coloragéo verde e verde claro, com regibes mais jovens

pubescentes e apresentando ramificacdo simpodial (PESSINI, 2003).

SALATINO e SILVA (1975) citam que os trabalhos publicados na mesma data, relatavam
analise de substancias ativas de P. regnellii, e concluem que elevada porcentagem destas
drogas eram adulteradas ou completamente falsificadas, pela origem duvidosa das amostras
estudadas, sendo necessarios estudos anatdmicos para aprimorar a identificacdo e deteccéo de

falsificacOes.

HOLETZ et al. (2002) selecionaram 13 plantas medicinais brasileiras, e dentre estas plantas
relatou atividade antimicrobiana do extrato hidroetandlico das folhas do P. regnellii contra a
bactéria Sthaphylococcus aureus e Bacillus subtilis, e também contra as leveduras Candida

krusei e Candida tropicalis.

Varias especies de Piper tém mostrado uma interessante atividade bioldgica. Estudos
fitoquimicos da raiz da planta e sua atividade demonstram capacidade antifingica e inseticida
(LUIZE et al., 2006).

2.3- A busca de novos compostos antifiingicos

As drogas antifingicas sdo classificadas em agentes quimicos classicos e atuais e em
antibioticos. Os agentes classicos sdo aqueles medicamentos que apresentam, de maneira
geral, espectro de agéo reduzido contra fungos, atuando como fungistatico de modo indireto
ao modificar as condicdes locais, como, por exemplo, o iodo, os &cidos graxos e derivados,
acido salicilico, tolnaftato e tolciclano. Os agentes quimicos atuais sdo representados pelos
imidazolicos e triazois, flucitocina e alinaminas e os antibiéticos poliénicos (anfotericina B,

nistatina, natamicina) e a griseofulvina (NOBRE, 2002).

Contrariamente ao ocorrido com a terapéutica bacteriana, 0s avan¢os no tratamento das
enfermidades micéticas tém sido lentos, apesar de que durante as ultimas décadas a
frequéncia de infecgcBes flngicas tém aumentado drasticamente. Os fatores que tém

contribuido para este fato sdo os seguintes:
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a) 0 aumento da populagdo de imunossuprimidos, tais como pacientes com SIDA, cancer e
transplantados;

b) a utilizacdo de procedimentos médicos mais agressivos (proteses e cateteres de diversos
tipos);

c) o tratamento com antibidticos de amplo espectro;

d) a ampla utiliza¢do de nutricdo parenteral e dialise (VICENT et al., 2007).

A lista de substancias quimicas com acdo antifingica é bastante extensa, mas ainda muito
restrita a0 ser comparada com o nimero de drogas antibacterianas disponiveis. Como
consequiéncia das infeccbes por fungos representarem o parasitismo de um organismo
eucariotico sobre um outro eucariético (homem e animal), com diferencas fisiol6gicas muito
pequenas, quando comparado a infecgbes bacterianas, é necessario que as drogas antiflngicas
tenham aplicacéo clinica adequada, com o minimo de efeitos colaterais importantes (LACAZ
& NEGRO, 1991; ALVES et al., 1999). As drogas antifingicas exercem a¢des fungistaticas
ou fungicidas, direta ou indiretamente. Os antifingicos tém caracteristicas especiais quanto ao
mecanismo de agdo, via de administragdo, acdo em micoses superficiais e, ou sistémicas,
podendo ser classificados com base no sitio-alvo e estrutura quimica, sendo que estes atuam
em sua maioria na membrana celular (LACAZ & NEGRO, 1991). Nos ultimos 10 anos, 0 uso
de novas e mais efetivas drogas (antibacterianas e imunossupressoras) aumentaram a
sobrevida dos pacientes, porém tornaram estes organismos mais suscetiveis as infeccOes
micoticas (ALVES, et al., 1999).

Apesar da existéncia de cinco classes de drogas antifungicas disponiveis no mercado, todas
elas tém sérias desvantagens: algumas ndo possuem amplos espectros de agéo, outras Sao
seletivas para o microrganismo sendo toxicas para o hospedeiro e muitas sdo fungistaticas e
ndo fungicidas podendo promover recidivas. A isto acrescenta a aparicdo de isolados
resistentes aos antiflngicos de uso clinico, que € atualmente um problema de dificil solu¢éo
(ZACCHINO et al., 2007).

Desta forma o nimero de farmacos disponiveis para o tratamento de infec¢des flngicas
sisttmicas é limitado. Nos ultimos anos, a Anfotericina B e os azois (principalmente
Cetoconazol, Fluconazol e Itraconazol) tém sido os fa&rmacos de primeira escolha na terapia.

Estas duas classes de medicamentos tém como alvo a membrana celular dos fungos. Os
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polienos ligam-se a uma porgdo esterol, basicamente ergosterol, presente na membrana de
fungos sensiveis, formando poros ou canais. O resultado € um aumento na permeabilidade da
membrana, que permite o extravasamento de diversas pequenas moléculas, levando a morte
celular (GRAYBILL, 1996). A metabolizacdo dos azois € principalmente por via hepética,
sendo os efeitos colaterais mais comuns nduseas e vOmitos quando utilizados por via
sistémica, além de eritema, ardéncia, descamacdo, edema, prurido, urticaria e formacao de
vesiculas no uso topico (ARENAS, 1993).

A Anfotericina B, por exemplo, é um antibiético fungicida de largo espectro e potente, sendo
0 mais utilizado pelos sistemas de salde, mas seu uso € associado a efeitos adversos
significantes, como nefrotoxicidade e febre com calafrios, como reacdo aguda & infuséo
intravenosa. Uma vez que a farmacocinética deste farmaco ndo permite a administracdo oral
(GOODMAN & GILMAN, 1996), a internagdo do usuério é necessaria para administragdo
endovenosa, fato este, que implica em um aumento na susceptibilidade de agBes/reacGes
iatrogénicas, gerando mais risco e desconforto para o paciente. Novas formulagdes da
Anfotericina B, na forma de lipossomas e de disperséo coloidal, produzem menos efeitos
colaterais, como resultado da redistribuicdo do farmaco nos tecidos e da seletividade de
liberacdo, mas o preco destas formulagbes é muitas vezes maior que o das antigas
(GRAYBILL, 1996).

Os azois sdo antimicoticos, quimicos, de largo espectro, atuando sobre leveduras e bolores,
apresentam um anel imidazol livre unido a outros anéis aroméaticos por meio de uma unido N-
C em posicdol. A acdo fungistatica ou fungicida é dependente da concentracdo da droga.
Recentemente os triazolicos tém recebido maior destaque, sobretudo o fluconazol e o
itraconazol, ambos com largo espectro de agdo e efeitos toxicos bastante reduzidos. Pela sua
freqliente utilizagdo, tem-se observado resisténcia entre os fungos, principalmente por
espécies de Candida (LACAZ & NEGRO, 1991; ARENAS, 1993; ALVES, et al., 1999).

O cetoconazol € indicado em uso tdpico ou por via oral, tendo amplo potencial terapéutico
para o tratamento de infeccBes micoéticas superficiais e sistémicas, onde inclui-se a PCM. A
distribuicdo do cetoconazol € limitada e sua penetracdo no liquido cefalorraquidiano é
minima. A resposta ao tratamento oral € relativamente lenta, sendo menos Gtil em infecgdes

graves e agudas. A atividade antimicética do cetoconazol frente aos fungos Coccidioides
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immitis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum e Blastomyces dermatitidis é
atingida em concentragdes de 0,125ug/mL até 0,5ug/mL. Os valores correspondentes para
Sporothrix schenckii, Candida sp. e Aspergillus sp. variam entre 6ug/mL até concentracdes
iguais ou maiores que 100 pg/mL (LACAZ & NEGRO, 1991).

O fluconazol é um antiflingico triazélico, que age na inibi¢do da sintese de esterdide fangico e
praticamente ndo altera a sintese do ergosterol dos mamiferos, sendo menos toxico e melhor
absorvido que os outros azois. Este antifingico tem sido utilizado rotineiramente em pacientes
com micoses superficiais e sistémicas, levando a problemas de resisténcia de cepas flngicas,
principalmente em individuos imunossuprimidos, portadores de candidose principalmente por
Candida krusei, Candida glabrata e Candida tropicalis (FAVEL et al., 1995).

A conjugacdo de alguns fatores como o crescente interesse por medicamentos oriundos de
plantas medicinais, a potencialidade da biodiversidade brasileira e a capacidade cientifica e
tecnoldgica do pais tém estimulado a pesquisa em plantas medicinais. O governo federal tem
estabelecido acbes voltadas para o uso sustentavel da biodiversidade incentivando o convénio
entre instituicdes de ensino/pesquisa e o setor produtivo de bens e servigos. Na realidade
produtos naturais obtidos de plantas medicinais tém sido utilizados como matéria-prima para
sintese de novos farmacos, ou constituem fontes de modelos para a sintese de um grande
nimero de farmacos. Dentre as atividades bioldgicas e farmacoldgicas apresentadas por
vérios metabolitos secundérios, h4 um grande estimulo para a procura de substancias
antifingicas a partir de extratos vegetais, tendo em vista 0 aumento das infec¢es fungicas
humanas como resultado das imunodeficiéncias associadas com a AIDS e processos
quimioterapicos (SARTORELLI, 2005).

Por todas estas razdes, existe um consenso geral de que sdo necessarias novas drogas com

atividades antifingicas, aos quais possam constituir alternativas para o tratamento das
infeccBes fangicas (ZACCHINO et al, 2007).
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IlI-  OBJETIVOS
O presente trabalho tem como objetivo a busca de novos compostos antifingicos com
atividade contra Paracoccidioides brasiliensis a partir do extrato de trés plantas: Inga dulcis,

Baccharis dracunculifolia e Piper regnellii.

Os objetivos especificos se resumem em:

. Teste da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) contra 10 isolados clinicos de P.
brasiliensis;
. Teste da Concentragdo Fungicida Minima (CFM) contra 10 isolados de P. brasiliensis;
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IV- METODOLOGIA

Os dados a seguir sdo representativos para os extratos das plantas testadas: 1) Inga dulcis:
extrato diclorometano das folhas; 2) Piper regnellii extrato diclorometano das folhas;
3)Baccharis dracunculifolia extrato hexanico das folhas, flores e caule. Os extratos foram
previamente selecionados, particionados por Johann e colaboradores (2008) e gentilmente

disponibilizados para o presente trabalho.

4.1 - Meios de cultura

Para a manutencdo das culturas, e para o teste de atividade fungicida, foi utilizado o meio
YPD (Yeast Peptona Dextrose) como fonte de carbono, nitrogénio, vitamina e minerais,
composto por extrato de levedura (10g/l), peptona (20g/l), dextrose (20g/l) e Agar (15g/1).
Para o teste de microdiluicdo foi utilizado o meio RPMI 1640 (Sigma) tamponado com &cido

morfolinepropano sulfonico (MOPS) (Sigma).

4.2 - Preparo do In6culo

Os 10 isolados de P. brasiliensis utilizados (PB01, PB18, EDO01, 1578, 1925, PB339, PB608,
470, ED04 e 1017) pertencem & colecdo de fungos do laboratério de Biologia dos
Microrganismos do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais, e sua caracteristicas estdo descritas na Tabela 1. As amostras foram mantidas em meio
s6lido YPD e incubadas a 37°C para se obter a fase de levedura. Foram realizados repiques
semanais com o objetivo de manter as amostras viaveis. As células leveduriformes foram
coletadas assepticamente com alca de Henle e suspensas em 3ml de salina, o in6culo foi
homogeneizado em vortex e a transmitancia medida com comprimento de onda de 520nm foi

ajustada para 70%. Posteriormente foi feita uma diluicéo de 1:10 em meio RPMI.
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Tabela 1. Os isolados de Paracoccidioides brasiliensis e suas caracteristicas

Isolados Fonte / origem geogréfica
PBO1 ATCC-MYA-826 / Goias
PB18 PCM cronica / S&o Paulo
EDO1 Isolado clinico / Goiés
1578 Isolado clinico / Goias
B339 PCM cronica / Brasil
1925 PCM cronica / Venezuela
470 PCM aguda / So Paulo
Mg5 PCM aguda / Parana
1017 PCM cronica / Sdo Paulo
PB608 PCM cronica / S&o Paulo

4.3 — Testes de susceptibilidade antifingica

Ambos os testes foram executados de acordo com o guidelines presente no documento CLSI
M27-A2 com as modificagOes propostas por Johann et al, 2007. A concentragdo final do

agente antifangico foi de 7,8 a 1000 pg/ml como descrito com mais detalhes a seguir.

4.3.1 - Método de microdiluicdo para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM)

Primeiramente, os extratos foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) e meio RPMI, onde
foi mantido o volume constante de 1000ul em cada tubo e testados em 8 concentragdes
(7,8ug/ml - 1000pg/ml) (JOHANN et al., 2007). De cada diluicdo, aliquotas de 100 ul foram
distribuidas em orificios da placa de microdiluicdo. Como controle de crescimento e de
esterilidade foi usado somente o0 RPMI sem a adicéo do extrato e solvente. Como controle de

toxidez do solvente foi usado o meio de cultura juntamente com o DMSO.
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Apdbs a montagem das placas, cada orificio teste e controle de crescimento receberam 100uL
do inoculo microbiano. As placas foram incubadas e lidas apOs sete a 14 dias ap6s a
inoculacéo a temperatura de 37° C. As CIMs foram consideradas como a menor concentragdo
do produto natural que inibiu totalmente o crescimento do microrganismo, em relagdo ao

controle de crescimento, apds a incubagéo e foram expressas em pg/ml (Tabela 1).

4.3.2 - Método de microdiluicdo para a determinagdo da Concentracdo Fungicida Minima
(CFM)

A analise fungicida foi realizada através da inoculacdo de amostras provenientes dos pocos
dos extratos das trés plantas onde ndo ocorreu o crescimento do fungo, em placas de petri
contendo o meio YPD. Apos a inoculacédo as placas foram condicionadas a 37°C por sete dias.
Os resultados obtidos foram expressos em pg/ml (Tabela 2). A leitura destes resultados foi
obtida pela anélise das placas, tendo como resultado positivo a auséncia do crescimento do

fungo.
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V- RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente trabalho foram estudadas trés plantas da medicina popular. Trabalhos
semelhantes tém sido utilizados por outros autores com diversas outras espécies,

demonstrando o potencial das plantas medicinais para a busca de novas substéancias bioativas.

No teste de andlise da atividade antifingica observou-se que os extratos das trés plantas
utilizadas exibiram atividade contra todos os isolados de P. brasiliensis testados. Destes
extratos, as fragOes obtidas a partir do particionamento B. dracunculifolia (hexano), e de P.
regnellii (diclorometano) apresentaram os melhores resultados, apresentando baixas
Concentragdes Inibitérias Minimas. Ja o extrato das folhas de 1. dulcis ndo apresentou grande

potencial antifungico.

No presente trabalho as fragcbes hexanicas de B. dracunculifolia e P. regnellii mostraram
valores de CIM varigveis entre 7,8125pg/mL a 31,25ug/mL. Sendo que B. dracunculifolia
apresentou maior atividade contra os isolados B339 e 1925 na concentracdo de apenas
7,8125ug/mL e P. regnellii contra os isolados 470, 1017 e PB608 na mesma concentracdo. Ja
para fracdo hexanica de I. dulcis foram necessarias concentra¢cdes maiores que 31,25ug/mL
para inibir o crescimento de todos os fungos testados. Estes resultados foram parecidos com
os encontrados por JOHANNN et al. (2008), onde foram testados somente os isolados PB18,
PB01 e B339.

Vérios autores citam a atividade antimicrobiana de plantas do género Piper (LOCHER et al.,
1995; LOPES et al, 2002; BASTOS et al, 2004; HOLETZ et al, 2002; LAGO et al., 2005).
HOLETZ, et al. (2002) tem mostrado em estudos que os extratos de P. regnellii ndo
apresentam potencial para inibicdo de C. albicans, contrariamente a PESSINI et al. (2005)
que observou resultados significativos contra o fungo, e moderada atividade contra C. krusei.
Neste trabalho, foi confirmada a atividade antifungica desta planta contra o P. brasiliensis, no
entanto sdo necessarios mais estudos a fim de se isolar e identificar o principio ativo desta

planta.

No teste de CFM, B. dracunculifolia apresentou o melhor resultando de atividade fungicida
contra os isolados B339 e 1925 na concentragdo de 7,8125 ug/mL. O extrato das folhas de B.
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dracunculifolia, foi reportado por SILVA et al. (2004), com propriedades ativas contra
Streptococus mutans. De acordo com SANTOS et al. (1996), nerolidol € o maior constituinte
do 6leo de B. dracunculifolia, no entanto, o extrato hexénico das folhas galhos e flores
apresenta somente 6,3% desta substancia (JOHANN, 2008). Este fato pode ser explicado pelo
tipo de material utilizado para a produgdo dos extratos, que induzem a atividade de

substancias mais apolares, no caso do uso de hexano, ou de substancias mais polares.

De um modo geral, os compostos que mais se destacam com atividade antimicrobiana do
género Baccharis sdo os flavondides, os clerodanos e os labdanos, embora também se tenha
observado com certa frequéncia a presenca de cauranos, triterpenos, germacreno, acidos
cuméricos, tricotecenos, sesquiterpenos e fenilpropandides (VERDI et al., 2005). Em B.
dracunculifolia foi descrita ainda a presenca de flavonas, como a 8-OH flavona e a 3,5,7-OH
6,4’-OME flavona (bubuletol) (KUMAZAWA et al., 2003). No trabalho de Johann 2007,
através da analise por CG-SEM da fracdo hexanica desta planta, foram encontradas diversas
substancias volateis, como o0s sesquiterpenos o ¢ B- farneseno, maiurona, isocriofileno e
nerolidol. Estas substancias podem ser responsaveis pela atividade antifingica da fracdo
hexanica de B. dracunculifolia contra os isolados clinicos testados no presente trabalho de P.
brasiliensis, uma vez que os terpendides sdo conhecidos por apresentarem efetiva atividade
antimicrobiana (NICOLETTI, 2002; FERESIN et al., 2003). No entanto para melhores
resultados, é necessaria a purificagcdo dos compostos presentes na fracdo hexanica para testes
contra P. brasiliensis, para verificar qual componente é responséavel pela inibicdo encontrada
(JOHANN, 2007).

O extrato que expressou menor atividade contra os isolados foi o de Inga dulcis, que
apresentou resultados fungicidas e fungistaticos, somente nas concentracdes acima de 31,25
pg/mL sendo necesséaria a concentracdo de 250 pg/mL para atividade fungicida contra os
isolados PB01 e PB18.

Muito pouco tem-se relatado sobre atividade antimicrobiana de I. dulcis. A falta de interesse
por esta especie supostamente se deve ao fato de ela ndo apresentar atividade antifingica
contra fungos de importancia clinica, geralmente utilizados em trabalhos de triagem, como as

espécies oportunistas de Candida. No presente trabalho, o extrato desta planta foi ativo contra
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P. brasiliensis como demonstrado anteriormente, e esta espécie de fungo geralmente ndo é

utilizada nos trabalhos de triagem da atividade antifungica.

O fungo P. brasiliensis, causados de paracoccidioidomicose, € sensivel a diversos
antifingicos comerciais, mas o tratamento é demorado, o que pode afetar a fungéo renal ou
trazer graves reagcBes de hipersensibilidade ao paciente. Os azolicos também podem ser
utilizados no tratamento da PCM, podendo deter a progressdo da doenga, mas a sequela
fibrotica e o granuloma persistem, provavelmente constituindo recurso para o P. brasiliensis
causar uma recidiva da doencga ap6s o termino do tratamento. Desta forma, observa-se que é
grande a necessidade de novas e mais efetivas drogas para o tratamento da PCM. Os
resultados obtidos através dos extratos de B. dracunculifolia, 1. dulcis e de P. regnellii,

mostram ser promissores na busca de substancias ativas contra este fungo.

Entre os isolados de P. brasiliensis estudados o mais resistente contra os extratos foi o PB01,
que exigiu concentracdes de 31,25 a 250 pg/mL para acdo fungicida e fungistéatica. E os mais
sensiveis foram B339 e 1925 que exigiram concentragdes de 7,8125 a 31,25 pg/mL para a

mesma atividade.
E limitado o nimero de trabalhos sobre a atividade de produtos naturais contra P. brasiliensis,

0 que torna dificil analise comparativa com outros trabalhos. No entanto, os resultados

encontrados expressam resultados similares aos encontrados por JOHANN (2008).
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Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima da atividade fungistatica dos extratos vegetais

contra isolados de Paracoccidioides brasiliensis

Isolados de

Paracoccidioides

Inga dulcis Piper regnellii Baccharis
Dicloro/Folha Dicloro/ Folha dracunculifolia

brasiliensis Hexano/ Mistura
Folhas, caule e flores
PBO1 250 31,25 31,25
PB18 125 15,625 31,25
EDO1 62,5 31,25 15,625
1578 31,25 15,625 15,625
B339 31,25 15,625 7,8125
1925 31,25 15,625 7,8125
470 62,5 7,8125 15,625
EDO04 31,25 31,25 15,625
1017 125 7,8125 31,25
PB608 31,25 7,8125 15,625

Resultados expressos em pg/mL
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Tabela 3. Concentragéo inibitéria minima da atividade fungicida dos extratos vegetais

contra isolados de Paracoccidioides brasiliensis

Isolados de

Paracoccidioides

Inga dulcis
Dicloro/Folha

Piper regnellii
Dicloro/ Folha

Baccharis

dracunculifolia

brasiliensis Hexano/ Mistura
Folhas, caule e flores
PBO01 250 62,5 31,25
PB18 250 15,625 31,25
EDO1 62,5 31,25 15,625
1578 125 15,625 15,625
B339 31,25 15,625 7,8125
1925 31,25 15,625 7,8125
470 62,5 250 15,625
EDO4 31,25 31,25 Néo houve crescimento
1017 125 62,5 15,625
PB608 31,25 31,25 15,625

Resultados expressos em pg/mL
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VI- CONCLUSAO
No presente trabalho, os extratos hexanicos das trés plantas testadas, foram capazes de
expressar atividade contra 10 isolados de P. brasiliensis. As fragdes de P. regnellii e B.

dracunculifolia foram as mais ativas contra este fungo patogénico.

Neste contexto, seria interessante o isolamento das substancias, para a identificagdo dos

compostos ativos, seguidos de testes in vitro e in vivo e estudos de mecanismos da agéo.

Os resultados obtidos demonstraram o potencial da flora brasileira na busca de substancias

ativas contra doengas de regides tropicais e subtropicais e negligenciadas.
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