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RESUMO

Os fungos dermatofitos sdo de especial relevancia na clinica veterinaria, visto que
possuem um potencial zoondtico e representam um risco para saude publica. Estes
microrganismos tém se tornado cada vez mais resistentes as drogas sintéticas que
podem ainda provocar efeitos colaterais téxicos ao paciente. Nesse sentido €
importante o estudo de métodos naturais biologicamente ativos para minimizar esses
efeitos e otimizar a resposta ao tratamento. Objetivou-se realizar um estudo
comparativo da acdo antifungica do extrato bruto, fracdo acetato, fracdo metanol-agua
e fragdo hexanica obtidos a partir das folhas da Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.)
L.P.Queiroz e antifungicos comerciais frente fungos dermatofitos e Sporothrix spp.
isolados de caes e gatos. Foram utilizadas 18 amostras clinicas de cées e gatos. O
teste para indicar a acao dos extratos e fracdes obtidas a partir das folhas da Libidibia
ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz foi realizado pelo método de difusdo em agar. A
concentragcdo que demonstrou inibicdo do crescimento de todas as amostras testadas
de Sporothrix spp e Trichophyton mentagrophytes foi a de 60 pg/mL tanto para o
extrato bruto e quanto para a fracdo metanol-agua das folhas. Os resultados da
atividade antifungica de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz séo significativos
frente aos dermatofitos e Sporothrix spp. testados e podem contribuir para reduzir a

resisténcia desses patdgenos as drogas sintéticas.

Palavras-chave: dermatofitose, dermatopatias, esporotricose, fitoterapicos, micose.



ABSTRACT

Dermatophyte fungi are of particular relevance in the veterinary clinic, since they have
a zoonotic potential and represent a risk to public health. These microorganisms have
become increasingly resistant to synthetic drugs that can still cause toxic side effects
to the patient. In this sense it is important to study biologically active natural methods
to minimize these effects and optimize the response to treatment. The objective of this
study was to compare the antifungal activity of the crude extract, acetate fraction,
methanol-water fraction and hexane fraction obtained from the leaves of Libidibia
ferrea (Mart. Ex Tul.) L.P Queiroz and commercial antifungal agents against fungal
dermatophytes and Sporothrix spp . isolated from dogs and cats. Eighteen clinical
samples of dogs and cats were used. The test to indicate the action of the extracts and
fractions obtained from the leaves of Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) L.P.Queiroz was
performed by the agar diffusion method. The concentration which showed inhibition of
growth of all tested samples of Sporothrix spp and Trichophyton mentagrophytes was
60 pg /mL for both the crude extract and the methanol-water fraction of the leaves. The
results of the antifungal activity of Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) L.P.Queiroz are
significant compared to the dermatophytes and Sporothrix spp. tested and may

contribute to reducing the resistance of these pathogens to synthetic drugs.

Key words: dermatophytosis, dermatopathies, herbal remedies, mycosis,

sporotrichosis.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de 80% da
populacdo mundial recorre as plantas medicinais para atencdo basica em saude
(WHO, 2011). As plantas e seus metabdlitos tem seu uso descrito desde 2600 a.C. e
sdo empregadas com a finalidade de tratamento e cura de doengas a partir do
momento em que o homem comegou a manusear, adaptar e modificar os recursos
naturais para seu préprio beneficio, tendo sido descobertas as propriedades curativas
de maneira intuitiva ou pela observacdo dos animais que, quando doentes,
procuravam nas ervas a cura para as suas afeccdes (OLIVEIRA, SILVA, 1994;
GURIB-FAKIM, 2006; OLIVEIRA, 2008).

Na Medicina Veterinaria, a utilizacdo de plantas medicinais no tratamento e
prevencao de afeccdes dos animais € uma atividade que advém de geracdes, ainda
muito utilizada pela populacao, principalmente, da zona rural (BERNARDES; SILVA;
MOLEIRO, 2011).

Durante muito tempo, veterinarios e outros profissionais da area biolégica
depreciaram o conhecimento empirico do veterinario local (McCORKLE, 1989). Foi
entdo estabelecido o termo “etnomedicina veterinaria®, também chamado de
etnoveterinaria que tem por definicdo a sistematica a investigacao para compreensao
sobre crencas e métodos praticos relativos aos cuidados de saude e de criacdo dos
animais (McCORKLE, 1986; MATHIAS-MUNDY; McCORKLE, 1995). A
etnoveterinaria € considerada um ramo promissor, tendo em vista que tem como
fundamento a pesquisa baseada na utilizacdo de produtos naturais e conhecimentos
populares visando a cura e o tratamento de doencas (OLIVEIRA, 2003).

Especialistas em desenvolvimento internacional enxergam a etnoveterinaria
como sendo uma fonte de novos produtos farmacéuticos com aplicacdo tanto em
paises de primeiro mundo, como nos de terceiro mundo, além de ser um fator de
manutencdo da biodiversidade e aprendizado a agricultura de baixos insumos
(GUEDES et al., 2016).

O uso das plantas medicinais na terapéutica veterinaria foi enfatizado por ser
uma opcdo de tratamento viavel, segura, de facil obtencdo e baixo custo. E ainda
considerada uma alternativa de cura menos agressiva ao paciente. Tradicionalmente,
muitas plantas sdo conhecidas por possuirem atividades antiparasitaria, cicatrizante,

antimicrobiana, repelente, antitérmica, anti-inflamatoria, antidiarréica, antiemética,
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antiespasmadica, para o tratamento de constipacdes e retencdo de placenta
(GUEDES et al., 2016).

Uma das aplicacBes da fitoterapia € no combate a micoses cutaneas que
afetam cerca de 20-25% da populagcéo humana mundial (HAVLICKOVA, 2008), sendo
frequentemente associadas a dermatofitos (WHITE et al., 2014). Dermatéfitos séo
fungos patogénicos queratinofilicos que provocam lesdes superficiais na derme. Em
animais, as dermatofitoses sdo um desafio para a saude publica, visto que sado
zoonoses e requerem um tratamento prolongado e  dispendioso
(TRAKRANRUNGSIE, 2011).

A prevaléncia de animais positivos para dermatofitose no nordeste do Brasil €
de aproximadamente 14,2% para cées e 35% para gatos (BRILHANTE et al., 2003),
sendo o Microsporum canis o dermatofito isolado em cerca de 90% dos casos
(SEGUNDO et al., 2004).

Outros fungos patogénicos de impacto na saude publica sédo os pertencentes
ao complexo Sporothrix schenckii, que provocam micoses profundas de carater
subagudo ou crénico (BARROS et al.,, 2001). Assim como a dermatofitose, a
esporotricose também exige um tratamento prolongado e de alto custo, o que dificulta
seu controle.

No bioma Caatinga pertencente a regido do semiarido do nordeste brasileiro
(LIMA, 2011), existe um rico ecossistema com grande diversidade de espécies e
elevada incidéncia de endemismo. Sua diversidade vegetal disponibiliza uma
variedade de recursos para a sobrevivéncia das populacdes rurais existentes em seu
meio, atraves da provisao de meios que contribuem na qualidade de vida, como ocorre
com as plantas utilizadas para fins terapéuticos (OLIVEIRA et al., 2006).

A Libidibia ferrea Mart. (juca ou pau-ferro) € uma espécie da familia Fabaceae
amplamente utilizada na medicina popular por suas inumeras propriedades
terapéuticas. Estudos comprovaram o potencial antimicrobiano da planta frente as
bactérias Gram-positivas Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. (FARIAS, 2013).

Neste sentido, na presente pesquisa nos dedicamos a estudar a acdo da
Libidibia ferrea Mart. frente a fungos causadores de micoses superficiais e profundas,
tendo em vista que sdo de grande ocorréncia na rotina clinica, além de estudar a
atividade de antifangicos sintéticos frente ao Sporothrix spp. e aos fungos

dermatofitos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Ethomedicina Veterinéria

Também conhecida como ‘etnoveterinaria’, este ramo tem como base os
conhecimentos populares para cura e tratamento de doencas a partir de produtos
naturais (OLIVEIRA, 2003). Denomina-se etnomedicina veterinaria a sistemética
investigagdo para compreensao sobre crengas e métodos praticos relativos aos
cuidados de saude e de criacdo dos animais (MATHIAS-MUNDY; MCCORKLE, 1995).
Para o tratamento dos animais, tanto na criagdo de grande porte (CHAGAS et
al., 2004), ou em cées e gatos (OZAKI; DUARTE, 2006), a procura pelo uso das
plantas medicinais é crescente no mercado, devido a seu baixo custo e melhor
eficacia, além de ser um produto ecologicamente correto (BRANDAO et al., 2006).

Apesar de o Brasil possuir a maior biodiversidade genética vegetal do mundo,
contabilizando cerca de 43.020 espécies vegetais (BRASIL, 2013), cerca de apenas
300 plantas fazem parte do arsenal terapéutico nacional com propriedades
terapéuticas conhecidas (LORENZI; MATOS, 2002). Apesar de possuir tamanha
biodiversidade, apenas 1% do mercado fitoterapico do pais € voltado para o setor
veterinario (OZAKI et al., 2006).

Visando a substituicdo ou reducéo da utilizacdo dos farmacos sintéticos para o
tratamento de doencas em humanos e animais, a fitoterapia vem sendo cada vez mais
difundida (LIMA et al., 2012). Para muitos brasileiros essa alternativa de tratamento é
uma opcao viavel, principalmente em regifes que possuem um sistema de saude
deficitaria (LIMA et al., 2007).

Na regido semiarida do Nordeste, onde se encontra o bioma Caatinga com
cerca de 850.000 Km2, com clima semiarido, quente e com pluviosidade variando
entre 250 e 800 mm anuais (MAIA, 2004; QUEIROZ, 2009), a utilizacdo de plantas
fitoterapicas esta disseminada entre as populacdes locais, tendo em vista os fatores
socioeconémicos e, em muitos casos, a auséncia de assisténcia médica humana ou
animal (ROQUE; LOIOLA, 2013; OLIVEIRA, 2010).

Os recursos vegetais desse bioma disponibilizam diversos subsidios para
sobrevivéncia das populacfes rurais existentes em seu meio, fornecendo os recursos
gue contribuem na qualidade de vida, como, por exemplo, as plantas que séo
utilizadas para fins terapéuticos (OLIVEIRA et al., 2010).
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Algumas plantas possuem destaque na aplicagédo medicinal na Caatinga, como
pau-ferro (Libidibia ferrea Mart. ex Tul. LP. Queiroz), sabia (Mimosa caesalpiniifoli
Benth.), angico (Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan), aroeira (Myracrodruon
urundeuva Fr. Allemao), juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.), catingueira (Caesalpinia
pyramidalis Tul.) e marmeleiro (Croton sonderianus Muell. Arg.), entre outras, que sao
empregadas pela populagdo por apresentar atividades diurética, antiasmética,
antidiarréica, adstringente, antisséptica, antiulcerogénica e antifebril (DRUMOND et
al., 2000).

Estudos etnoboténicos de plantas medicinais em areas de caatinga tém se
empenhado em avaliar a disponibilidade local das espécies (ALBUQUERQUE;
OLIVEIRA, 2007), empregando também parametros fitossocioldgicos (SILVA;
ALBUQUERQUE, 2005; OLIVEIRA et al., 2007). Ainda sobre esse aspecto, a falta de
avancgos tecnoldgicos na medicina faz com que a populacdo de muitas cidades do
semiarido lance mao dos conhecimentos empiricos para utilizar a flora disponivel.
Nesta perspectiva, muitas sdo as plantas utilizadas pela tradicdo para diversos fins
terapéuticos, tanto em humanos, quanto em animais, contudo sem comprovacao
cientifica oficializada no pais, ainda que apresentem estudos sobre suas atividades
terapéuticas. Dentre estas inclui-se a Libidibia ferrea Mart. ex Tul., anteriormente

conhecida como Caesalpinia ferrea Mart. (pau-ferro ou jucd) (ANSELMO et al., 2012).

2.1.1. Libidibia ferrea Mart. ex Tul.

Pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinoideae, o género
Libidibia (DC.) Schlitdl inclui 500 espécies com distribuicdo mundial (ZANIN et al.,
2012). No Brasil, as espécies sdo distribuidas no Maranh&o, Piaui, Ceard, Rio Grande
do Norte, Paraiba, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de
Janeiro. Sua distribuicdo ocorre predominantemente na regido Nordeste, em areas de
Caatinga (FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2019).

A Libidibia ferrea foi inserida no RENISUS — Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Salde (BRASIL, 2008) e no Formulario
de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (FNF), sob forma de gel obtido do extrato

do fruto e indicado como cicatrizante e antisséptico (BRASIL, 2011).
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E popularmente conhecida como “jucé” ou “pau-ferro”, amplamente empregada
na medicina popular para o tratamento de diarreias (BALBACH, 1972), reumatismo
(MENEZES et al., 2007), como cicatrizante, abortiva (EMPERAIRE, 1983), contra
tosses, inflamacdes, anemias, diabetes (AGRA et al.,, 1996) e para problemas
hepéaticos (GONZALEZ, 2005). Na regido Nordeste do Brasil € comum a populacéo

utilizar o p6 da casca do “juca” no tratamento de feridas cutaneas (XIMENES, 2004).

2.1.1.1. Aspectos gerais
A Libidibia ferrea tem como caracteristica seu porte arbo6reo e pode chegar até
10m de altura. Seus caules e ramos possuem manchas irregulares
predominantemente acinzentados. A folhagem é composta, bipinada com foliolos
ovalelipticos, subsésseis; inflorescéncia em paniculas terminais, multifloras; flores
vistosas, monoclinas; corola zigomorfa, amarela; fruto legume bacdide; sementes

subelipticas a ovais, de cor castanho ou marrom (AGRA et al., 2005) (FIGURA 1).

Figura 1. Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz. A. Porte arbéreo B. Florescéncia

da L. ferrea.

A W—. 'w

FONTE: Arquivo pesoal

FONTE: Arquivo pessoal

Muito empregada no paisagismo urbano, a casca dessa arvore € utilizada pela
populacdo com finalidades terapéuticas, apresenta propriedades antimicrobianas,

anti-inflamatérias e analgésicas, anticancerigenas e antitlcerais. A madeira pode ser
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aproveitada em construcdo civil, rural e marcenaria e na industria de farmacos
(CAMPOS FILHO; SARTORELLI, 2015). E utilizada como forrageira, sendo fonte de
alimento para rebanhos na forma de feno ou a folhagem in natura (DRUMMOND et
al., 2016).

No Nordeste brasileiro, a Libidibia ferrea possui uma grande relevancia na
medicina popular, principalmente na regido do semiarido, onde & amplamente
empregada para o tratamento de diversas afecc¢des. Estudos farmacolégicos
comprovaram suas atividades antifangica (XIMENES, 2004), antiulcergénica
(GONZALES, 2005), hipoglicimiante (VASCONCELOS et al., 2011), antinociceptiva
(LIMA et al., 2012), antimicrobiana (FARIAS, 2013), cicatrizante (SOARES et al.,
2013), virocida contra Herpes virus e Poliovirus (LOPES et al., 2013), além de possuir
acao hepatoprotetora (HASSAN et al., 2015).

2.1.1.2. Composicdo quimica

A presenca de compostos fendlicos, saponinas, cumarinas, taninos, esterois e
flavondides foram demonstrados apods estudos fitoquimicos realizados a partir do
caule, da casca e das folhas da L. ferrea (Tabela 1). Além dos mencionados, na casca
da arvore também foi descrita a presenca de tracos de saponinas, derivados
antracénicos, alcaldides e glicosideos cardiotdnicos (GONZALES et al., 2004).

Nakamura et al. (2002) isolaram o acido galice e o galato de metila a partir do
extrato etandlico dos frutos dessa planta. Ja o extrato de benzeno demonstrou a
presenca de sitosterol, acido palmitico e octacosandico, enquanto o extrato alcéolico
forneceu acido galico, galato de etila e acido elagico (REBOREDO, 2006). Um
importante fitoquimico marcador da espécie, o pauferrol também foi isolado do extrato
da acetona dos caules (NOZAKI et al, 2007).

Tabela 1 - Principais atividades biol6gicas e composicdo quimica de diversas partes
de Libidibia ferrea

Atividade Composicéao

C o L Referéncias
Biolbgica Quimica

Parte da Planta

Bacchi; Sertie,
1994: Bacchi et al.,
Pauferrol A, Be C 1995; Gonzalez,

Antiulcerogénica,
antioxidante e

Caule/Lenho toplgligg(;::azirsse I e acido galico. 2005; Nozakiet et
al., 2007; Ohira et
humana. al., 2013.
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Cicatrizante,
desobstruente

~ Corréa, 1984,
regula a absorcao

de glicose no Taninos, acido Menezes et al.,
. . gdlico, acido 2007; Oliveira et
Cascas flgac:(c)) erigit;sdcgslos, elagico, catequina al., 2010;
Pproprieda e epicatequina.  Vasconcelos et al.,
hipoglicémicas e 2011

induz a hipotenséao
e vasodilatagéao.

Anti-inflamatério, Ximenes, 2004,

Vagem antimicrobiano e Lectina. Per(—?‘lra Pft al.,
antiturmoral. 2012; Freitas et
al., 2012.
Carvalho et al.,
1996; Ueda et al.,
Anticancerigena, 2001; Nakamura et
anti-inflamatoria, al., 2002;
antibacteriana, i L Sudhakar et al.,
Eruto an_alg_ésica, ggilgg Sg’lli%'goe’ 2006; Sampaio et
antioxidante, . al., 2009,
o . galato de metila.
antimicrobiana e Vasconcelos et al.,
inibidor 2011; Silva et al.,
aldoseredutase 2011; Lima et al.,
2012; Tomaz et
al., 2013.
Bacchi; Sertie,
Antiulcerogénica, Galato de metila, 1994; Bacchi et al.,
Folhas antihistaminica, acido galico, 1995; Coelho,
antialérgica, lectina, lupeol, a- 2004; Gonzalez,
antimicrobiana e amirina e 2005; Ferreira,

2011; Port’s, 2011.

Adaptado de Wyrepkowski, 2014.

2.1.1.3. Atividade antifungica

O extrato metandlico do fruto da Libidibia ferrea apresentou atividade
antifangica frente a cepas ATCC de Candida albicans (SAMPAIO et al., 2009).
Aspergillus niger, Colletotrichium lindemuthianum, Colletotrichium truncatum,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium pallidoroseum, Mucor sp.,
Neurospora sp., Penicillium herguei, Phomopsis sp., Phytiumoli gandrum, Rhizoctonia
solani e Thricoderma viridae que foram sensiveis a acdo do extrato bruto aquoso
obtidos a partir das sementes da planta (CAVALHEIRO et al., 2009).

Ferreira et al. (2013) demonstraram que o extrato bruto da casca da L. ferrea
inibe o crescimento de cepas ATCC de Candida spp. Ja o extrato etandlico do fruto

demonstrou atividade frente a Aspergillus parasiticus (MARTINS et al., 2014).
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Os estudos sobre a atividade antifangica da L. ferrea frente a fungos
dermatoéfitos ainda sé@o escassos, no entanto Biasi-Garbin et al. (2016) descreveram
a acdo da fracdo aquosa e da fracdo etanol: 4gua proveniente dos galhos e casca que
demonstraram atividade inibitéria frente ao Trichophyton rubrum e ao T.
mentagrophytes.

2.2.Micoses

Fungos sdo microrganismos eucariontes, heterotroficos que pertencem ao
Reino Fungi e podem ser uni ou pluricelulares (MEIRELES; NASCENTE, 2009). Cerca
de 800.000 espécies de fungos foram descritas, dentre essas, aproximadamente 400
espécies sdo patogénicas para humanos e animais, conhecidos como fungos
dimorficos (QUINN et al., 2011).

As micoses sao infec¢des causadas por fungos e sao classificadas segundo o
local de infeccdo: micoses superficiais, cutaneas, subcutaneas, oportunistas e

sistémicas.

2.2.1. Micoses cutéaneas

As micoses cutaneas se destacam dentre as infec¢des fungicas devido a
frequéncia de casos reportados tanto em humanos quando em animais. Podem ser
classificadas em superficiais estritas, que acometem a camada mais superficial do
estrato corneo (SIDRIM; ROCHA, 2004), sendo a malasseziose amplamente relatada
por causar dermatomicoses e otites em animais domeésticos (CRESPO et al., 2000).

Lesbes superficiais produzidas por fungos patogénicos sao clinicamente
conhecidas como dermatofitoses (MONGA; MOHAPATRA,1980). Séo infec¢cbes que
ocorrem na camada mais profunda da epiderme e dos seus tegumentos e tecidos
gueratinizados (FERREIRA; SOUZA, 2000). Sdo fungos filamentosos, hialinos,
septados e queratinofilicos. Provocam lesdes circulares discretas, com areas de
alopecia, bordos eritematosos e vesiculares, que circunscrevem uma por¢ao central
descamativa (MENDLEAU; HNILICA, 2003).

Os fungos dermatéfitos podem ser classificados como: geofilicos, zoofilicos ou
antropofilicos. Dermatofitos geofilicos sado fungos saprofitos que adquirem seus
nutrientes de substratos queratinizados (como pelos, penas e chifres) presentes no

ambiente. Podem infectar humanos e animais que entrem em contato direto com o
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solo contaminado. J& os zoofilicos tém como hospedeiros definitivos os animais, no
entanto também podem infectar humanos (zoonoses). Os de origem antropofilica séo
aqueles que possuem como hospedeiro definitivo os humanos, mas também podem
infectar animais (antropozoonose) (SAMANTA, 2015).

Os trés principais géneros de dermatofitos sdo: Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton. A separagéo ocorre devido as diferengas existentes na morfologia
macroscopica e microscopica, além dos modos de esporulacdo (KONEMAN, 2008).

Em individuos com mais de 12 anos, as dermatofitoses figuram entre os
principais problemas de pele no mundo (PINHEIRO et al., 1997) e possuem uma
significativa prevaléncia na América Latina (PINHEIRO et al., 1997; BETANCOURT et
al., 2009). Sua morbidade varia de acordo com a sazonalidade e a presenca de
reservatorios (MACIEL; VIANA, 2005). Os perfis epidemioldgicos das dermatofitoses
possuem variacoes em diversos paises, 0 que ocorre devido aos fatores climaticos,
geogréficos, ocupacionais e migratorios (BRILHANTE et al., 2000; DAMAZIO et al.,
2007). No Nordeste, seu perfil epidemiologico € pouco conhecido, visto que néo esta
entre as doencas de notificagéo obrigatéria (ZAITZ, 2010; ARAUJO et al., 2003).

Os sinais clinicos em animais de pequeno porte sdo causados pelos danos aos
foliculos pilosos e subsequente inflamacdo (MORIELLO, 2004). As lesGes costumam
aparecer na face, orelhas patas e caudas, podem evoluir para uma cura espontanea
ou para uma leséo generalizada cronica, que afeta todo o corpo do animal. A depender
da espécie parasitada e do dermatdfito que a parasita, o prurido costuma ser leve ou
ausente, mas pode ser acentuado pela presenca de ectoparasitas ou alergias
(MACIEL; VIANA, 2005).

Nos caes, os sinais clinicos podem ser a formacao de papulas, pustulas, com
alopecia focal ou dispersa, com areas eritematosas, descamacdo e crostas. A
resposta inflamatéria do hospedeiro a infeccdo pode causar as reacdes de kérion
(lesBes nodulares) que ocorrem particularmente na cabeca, similares a piodermites
ou doencas autoimunes (MORIELLO, 2004; OTERBRIDGE, 2006). Ja em gatos, as
lesbes apresentam descamacao e crostas com e sem alopecia, que pode ser focal,
difusa ou generalizada. Pode ainda ocorrer um quadro de hiperpigmentacédo da pele
dos felinos (MORIELLO, 2004).

Ainda que mais de 20 diferentes espécies de dermatdéfitos tenham sido

relatadas, a maioria dos casos clinicos em cées e gatos € causada por Microsporum
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canis, M. gypseum e Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes (BRILHANTE
et al., 2003).

2.2.1.1. Caracteristicas fenotipicas
2.2.1.1.1. Microsporum canis

Encontrado com maior frequéncia em areas urbanas, M. canis € considerado o
dermatéfito com potencial zoondtico de maior incidéncia nos humanos (CARFACHIA
et al.,, 2006). E comumente isolado de cdes e gatos, no entanto os gatos
assintomaticos apresentam maior potencial zoonético do que 0s cdes sem
sintomatologia clinica (MANCIANTI et al., 2003; CARFACHIA et al., 2006).

No cultivo, possui uma textura algodonosa branca com o reverso amarelo-liméo
(Figura 2). O crescimento € rapido de seis a dez dias. Na microscopia direta é possivel
observar um grande numero de macroconideos fusiformes verrucosos, com paredes

grossas e apresenta de cinco a sete septacdes (ALMEIDA, 2003).

Figura 2. Morfologia da col6nia de Microsporum canis. (A) Anverso algodonoso
branco. (B) Reverso Amarelo. (C) Estrturas de frutificacdo e esporos presentes no

Macroconideos Esporos no pelo

Fonte: SCOTT etal., 2001; THE UNIVERSITY OF ADELAIDE, 2011.

2.2.1.1.2. Microsporum gypseum

Por ser uma espécie geofilica, M. gypseum tem o solo como nicho natural e
pode causar infeccdo em animais, sendo mais frequentemente isolado de cées
(CABANES, 2001).

As colbnias possuem um crescimento rapido entre trés a cinco dias. Na
macroscopia, a colénia possui uma textura pulverulenta com pigmentacdo amarelo-
acastanhado no anverso, enquanto no reverso pode variar entre o alaranjado ao

marrom (Figura 3). Microscopicamente, possui grande quantidade de macroconideos
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simétricos, que apresentam de trés a sete septacdes de paredes finas, extremidade
arredondada e superficie levemente rugosa (ALMEIDA, 2003).

Figura 3. Morfologia da col6nia de Microsporum gypseum. (A) Anverso pulverulento.
(B) Reverso Amarelo. (C) Estrturas de frutificagcdo e esporos presentes no pelo.
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2.2.1.1.3. Trichophyton mentagrophytes

Comumente obtido a partir de amostras provenientes de cdes e gatos sao
geralmente originarios de hospedeiros roedores (BOND, 2010). No cultivo, formam
circulos concéntricos e T. mentagrophytes apresenta uma textura furfurdcea ou
pulverulenta em agar Sabouraud, sem apresentar relevo. O anverso possui uma
coloracdo que varia de branco-amarelado a castanho avermelhado, enquanto o
reverso geralmente apresenta pigmento castanho que tende ao vinho (Figura 4). O
crescimento varia entre seis a onze dias da semeadura primaria (SIDRIM & ROCHA,
2004).

Microscopicamente apresenta poucas estruturas de frutificacdo, com grande
guantidade de microconideos arredondados e agrupados, por isso 0 aspecto de
cacho. Os macroconideos se assemelham a um charuto, com seis septos transversais
ligados a hifas hialinas e septadas. Também é possivel observar a formacéo de hifas
em espiral, 6rgdos nodulares, hifas em raquete e clamidoconidios intercalares
(SIDRIM; ROCHA, 2004).
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Figura 4. Morfologia da col6nia de Trichophyton mentagrophytes. (A) Anverso branco e
pulverulento. (B) Reverso acastanhado. (C) Estrturas de frutificacdo e esporos presentes
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Fonte: SCOTT et al., 2001; THE UNIVERSITY OF ADELAIDE, 2011.

2.2.1.2. Diagnostico clinico-laboratorial

Atrelado ao diagnéstico clinico é necessario que sejam realizados 0s exames
laboratoriais para que haja confirmacdo da suspeita e entdo se institua o tratamento
correto (HAY et al., 1995). O diagnostico laboratorial ainda servira como subsidio para
criacdo de uma estimativa a respeito da populacao fungica de maior ocorréncia na
regido (KHOSRAVI; MAHMOUDI, 2003).

Assim como em outras micoses, 0 sucesso do diagnoéstico laboratorial inicia
pela devida colheita do material, conservacéo e transporte (DAVEY et al., 1996). Vale
ressaltar que o paciente ndo deve estar sob uso de medicamento antifingico no
momento da realizacdo do exame, caso ocorra, a medicacdo deve ser suspensa pelo
periodo de 7 a 15 dias para que so entdo, apds esse periodo, seja realizada colheita
do material (SANTOS et al., 2002).

O pelo que sera enviado para analise deve ser coletado das bordas da lesdo
por arrancamento, por ser o local de maior concentracdo do patdgeno. O material de
lesbes supuradas deve ser colhido com swab para posterior cultivo em meio de
cultura. ApOs colheita da amostra biologica, esta deve ser encaminhada para o
laboratério em recipientes secos como placas de Petri ou em envelopes de papel
resistente (SANTOS et al., 2002).

Um dos métodos utilizados para diagndéstico € o exame microscopico direto. O
material colhido deve ser tratado com hidréxido de potassio em uma concentracéo de
10-30%, dessa forma é possivel observar no microscopio as estruturas fungicas
presentes (SANTOS et al., 2002). As estruturas observadas sdo arredondadas

(artroconidios), e mais raramente filamentos micelianos. O parasitismo de
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artroconideos na camada cortical do pelo é denominado ectothrix, enquanto que na
camada medular denomina-se endothrix.

Para confirmar o agente causal da dermatofitose pode ser realizada cultura
fungica. O meio rotineiramente utilizado é o &4gar Sabouraud suplementado com
antimicrobianos, cloranfenicol e cicloheximida (LACAZ et al.,, 1991). Outro meio
recomendado para cultivo de dermatdfitos é o 4gar extrato de malte (LIU et al., 1997).
A temperatura 6tima de crescimento é entre 25 a 30°C, em um periodo de 7 a 15 dias
(SANTOS et al., 2002). A identificacdo é feita com base nas caracteristicas macro e
micromorfoldgicas da col6nia. Na macroscopia observa-se a coloracéo do anverso e
reverso da colonia, topografia, textura e velocidade de crescimento. Fragmentos
devem ser corados (em sua maioria com lactofenol azul de algodao) e examinado ao
microscopio para visualizagdo de modificagéo de hifas, macro e microconideos. Pode-
se fazer necessario repique para um meio que favoreca a formacédo dos conideos
como por exemplo o 4gar batata (SANTOS et al., 2002).

Um outro método que pode ser empregado é a luz de Wood. A coproporfirina,
substancia produzida por M. canis, quando exposta a radiacao ultravioleta, emite uma
fluorescéncia esverdeada. Por apresentar resultados falsos positivos, (algumas
pomadas, sabdes, residuos de urina e antibioticos também podem emitir fluorescéncia
no momento do exame) a luz de Wood € considerada um teste de triagem para
posterior confirmacéo através do exame direto ou cultura fungicas (CAFARCHIA et
al., 2004).

2.2.2. Micoses subcutaneas

Sao infecgbes fungicas que se desenvolvem a partir de um trauma
transcutaneo. A evolucdo da infeccdo depende do desenvolvimento do agente
etiolégico e como este sobrevive e se adapta ao tecido hospedeiro. As principais
infeccbes fungicas subcutaneas incluem esporotricose, cromoblastomicose,
micetoma, lobomicose, rinosporidiose, zigomicose subcutdnea e feohifomicose
subcutanea. O diagndstico baseia-se na apresentacao clinica, histopatologia e cultura

dos agentes etioldgicos.
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2.2.2.1. Complexo Sporothrix schenckii

Com predilecéo por regides de clima tropical tmido, a esporotricose é causada
por fungos pertencentes ao complexo Sporothrix schenckii, saproéfitas do solo, matéria
organica e plantas (MADRID et al., 2010). Felinos machos, n&do castrados e de vida
livre sdo os principais afetados por essa micose (CROTHERS et al., 2009). A
inoculagdo do fungo ocorre por meio de uma lesdo de continuidade. Os esporos do
agente podem estar presentes em fomites, espinhos de plantas, ou podem ocorrer
ainda por arranhdes e mordidas de felinos doentes ou portadores assintomaticos,
tendo em vista que podem carrear o fungo em suas unhas ou cavidade oral (VIAUD;
BESIGNOR, 2008; MADRID et al., 2010).

Clinicamente, a esporotricose pode se manifestar na forma cutanea, sendo esta
fixa, linfocutédnea e disseminada, ou pode ser ainda extracutanea, atingindo 0ssos,
articulacdes ou pulmdes (VIAUD; BESIGNOR, 2008). A lesé@o cutanea caracteriza-se
pela formacéo de nodulos e pustulas, podendo desenvolver amplas areas de necrose
(MADRID et al., 2010).

A utilizacédo da cultura para isolamento dos fungos pertencentes ao complexo
Sporothrix schenckii é tido como padrdo ouro para diagnostico desses
microrganismos. No entanto o diagndéstico citopatologico € utilizado na rotina
ambulatorial veterinaria, realizado a partir de um imprint das lesfes dos animais em
laminas de vidro, corado pelo Pandtico Rapido, evidenciando estruturas
leveduriformes abundantes (SCHUBACH et al., 2002; SCHUBACH et al., 2004; SILVA
et al., 2015).

Quando isolados a 25°C, Sporothrix schenckii apresenta a formacdo de
colénias de coloracdo creme a marrom escuras, com superficie plana a rugosa e
aspecto aveludado a membranoso (FIGURA 5). Na microscopia, as hifas se
apresentam finas, hialinas, septadas e ramificadas, com conidios hialinos piriformes
no apice dos conidioforos e ao redor das hifas. Na incubacao a 37°C, a macroscopia
do agente apresenta colbnias lisas, cremosas, de cor creme e as células séo ovais e

alongadas na microscopia (LACAZ et al., 2002).
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Figura 5. Morfologia da col6nia de Sporothrix spp. (A) Anverso branco. (B) Reverso
amarelo. (C) Formacéo de filamentos a 25°C e leveduras a 37°C.

Fonte: SCHEUFEN et al., 2015.

2.2.3. Tratamento das micoses

Ainda que extensa, a lista de substancias com ac¢des antifungicas ainda é
restrita quando comparada a quantidade de farmacos antibacterianos disponiveis. Na
medicina veterinaria, os farmacos utilizados sdo basicamente os mesmos utilizados

ao longo das ultimas décadas, como pode ser visto na tabela 2 (NOBRE et al., 2002).

Tabela 2. Principais farmacos antifingicos utilizados em pequenos animais.

Farmaco Micoses Doses

Dermatofitose

Malasseziose ~
*Eormulacdo a 1%

. , .
Clotrimazol Cand|d.|ose (Frequéncia dependendo da formulagéo/caso)
Aspergilose
nasal
Dermatofitose sEormulacio a 1%
*Econazol Malasseziose A ~
Candidiose (Frequéncia dependendo da formulacéo/caso)
Derlmatofitose **Formulagéo a 2%
*Miconazol Malasseziose A ~
Candidiose (Frequéncia dependendo da formulacéo/caso)
Aspergilose
. nasal **Eormulacédo a 0,2%
*Enilconazol

Dermatofitose (Frequéncia dependendo da formulag&o/caso)
Malasseziose
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Cetoconazol

ltraconazol

Fluconazol

*Terbinafina

Flucitosina

Anfotericina B

*Nistatina

Griseofulvina

Superficiais
Subcutaneas
Sistémicas

Superficiais
Subcutaneas
Sistémicas

Superficiais
Subcutaneas
Sistémicas

Dermatofitose

Criptococose
Sistémicas
Micoses

superficiais
Otites

Dermatofitose

Superficiais Subcutaneas/Sistémicas

C/G: CIG:
5-30mg/kg/dia 10-30mg/kg/dia
Superficiais Subcutaneas/sistémicas

C: até 5mg/kg

C/G: 100mg/dia ***
G: 1,5 - mg/kg/dia

CIG:
2,5-5,5mg/kg/dia
G: até 20mg/kg/24 ou 48h
C/G: 125-250mg/kg/dia
C: 0,2-08mg/kg/dia
G: 0,1-0,8mg/kg/dia

*Eormulacdes 50.000 a 100.000 Ul/g
(Frequéncia dependendo da formulag&o/caso)

25-50mg/kg/dia

Adaptado de Nobre et al. (2002); * Uso topico; ** Xampus, cremes, sprays, solucoes,
gel; *** (SILVA et al., 2012) «Dose conforme estado do paciente. «C — Caes; G —

Gatos.

Dentre as drogas utilizadas na terapéutica frente a micoses cutaneas e

subcutaneas, podem ser destacados os derivados azolicos, compostos poliénicos,
alilaminas e griseofulvina (SIDRIM; ROCHA, 2004).

2.2.3.1. Compostos poliénicos

Representados pela anfotericina B e nistatina foram as primeiras drogas

antifangicas que apresentaram real eficacia no tratamento de micoses potencialmente

fatais. Subproduto da fermentacdo do Streotomyces spp., organismos provenientes

do solo, a nistatina foi descrita pela primeira vez em 1950, no entanto a anfotericina B

ganhou destaque por possuir um amplo espectro de atividade contra fungos diversos

e sua efetiva acao frente a infecgBes fungicas potencialmente letais (HECTOR, 2005).
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2.2.3.1.1. Anfotericina B

Produzida pelo actinomiceto Streptomyces nodosus, este fungicida atua
lingando-se ao esterdide presente na membrana de fungos sensiveis a droga,
conhecido como ergosterol. Esta ligacdo ira alterar a permeabilidade da membrana, o
gue acarretara em perda dos constituintes citoplasmaticos e ao desencadeamento de
uma lesao oxidativa, que provocara alteracées no metabolismo que serdo prejudiciais
a sobrevida celular (MARTINEZ, 2006).

Seu amplo espectro de acdo abrange os agentes etioldgicos das principais
micoses endémicas: Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis, Cryptococcus neoformans var.
neoformans e var. gattii e Sporothrix schenckii. Apresenta boa atividade contra
Candida albicans, no entanto as demais podem ser resistentes. Atua contra
Aspergillus fumigatus, mas a sensibilidade de outras espécies de Aspergillus é
variavel. Suscetibilidade variada também é observada para zigomicetos (Mucor,
Rhizopus) e Fusarium spp. Certos microrganismos causadores de infec¢des fungicas
oportunistas sdo geralmente resistentes a anfotericina B, a exemplo de Trichosporon
spp., Pseudallescheria boydii, Cladosporium spp. e Phialophora spp. (MARTINEZ,
2006).

A anfotericina B pode desencadear reacdes adversas no paciente, como febre,
tremores, calafrios, nauseas, vomitos, principalmente quando relacionadas a infuséo.
O tratamento frequentemente resulta em disfuncao renal, com gravidade variando de
acordo com o paciente (FILIPPIN; SOUZA, 2006).

2.2.3.2. Derivados azolicos

Os azois foram inicialmente classificados como imidazois. Descoberto por
cientistas da Janssen Pharmaceutica, o cetoconazol foi o primeiro medicamento oral
utilizado para micoses graves e nao fatais. Uma nova geracao de azéis mais potentes
foi descoberta pela criacdo de analogos contendo trés nitrogénios no anel azélico, os
triazois. O itraconazol foi a nova descoberta da Janssen, um analogo do cetoconazol
gue era substancialmente mais potente que também tinha um perfil de seguranca mais
favoravel. A Pfizer® introduziu o fluconazol (Diflucan®), um medicamento que expandiu
muito o mercado de antifingicos em virtude de sua boa atividade contra micoses

economicamente importantes. Um numero de azodis para uso tdpico também estao
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disponiveis em uma variedade de formulagfes; a maioria sdo imidazoles (HECTOR,
2005).

O principal mecanismo de agéo de todos os azois é o bloqueio da biossintese
do ergosterol que € um componente importante da membrana citoplasmatica dos
fungos. No entanto, muitos az6is também interagem com isoenzimas P450 de
mamiferos, causando efeitos colaterais e interacdes medicamentosas de magnitude
e significancia varidveis (BOSSCHE et al., 2003).

2.2.3.2.1. Fluconazol

Ainda que in vitro o fluconazol ndo apresente um resultado satisfatério em
testes de suscetibilidade, ¢ eficaz contra uma variedade de micoses in vivo. E
essencialmente sollivel em agua e possui uma ligacao protéica muito baixa tanto em
animais quanto em humanos e, dessa forma, se distribui por todo o corpo e na maioria
dos fluidos corporais (COMO; DISMUKES, 1994).

O fluconazol € geralmente considerado um agente fungistatico com moderada
atividade in vitro contra a maioria das leveduras. A exposicdo da maioria das leveduras
ao fluconazol nédo resulta em uma resposta fungicida (ESPINEL-INGROFF, 2003) e a
cura clinica pode depender da resposta imune inata ou adquirida do hospedeiro
(HECTOR, 2005).

Com base em dados in vitro, o fluconazol é geralmente considerado inativo
contra Aspergillus spp. e outros fungos filamentosos (ESPINEL-INGROFF et al.,
1995). Contra os fungos patogénicos dimorficos, apresenta razoavel atividade in vitro
contra o Coccidioides immitis, mas com menor atividade contra o Histoplasma
capsulatum e o Blastomyces dermatitidis (NAKAI et al., 2003).

Assim como os demais antifangicos, o fluconazol pode causar
hepatotoxicidade, mas a incidéncia é baixa. Em humanos, o antifingico demonstrou
atividade limitada contra histoplasmose (WHEAT et al., 1997) e blastomicose
(PAPPAS et al., 1997), no entanto contra esporotricose sua acdo e eficacia foi
considerada moderada (LORTHOLARY et al., 1999).

2.2.3.2.2. ltraconazol

Apesar de ser um composto altamente lipofilico, 99% do itraconazol (Sporonox,

Janssen, Ortho Biotech) circulante € ligado as proteinas e possui limitada penetracao
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no liquido cefalorraquidiano (LCR) e em outros fluidos corporais aquosos (SCHAFER-
KORTING et al., 1991). No entanto h& consideravel acumulo do farmaco no pulméo,
rim, figado, osso, musculo, pele e unhas a concentragcbes maiores que 0s niveis
plasmaticos circulantes, devido a sua ampla distribuicdo. Esta caracteristica €
fundamental para sua eficacia (WILLEM et al., 2001).

O itraconazol é extensamente metabolizado no figado, mas seu metabdlito
primario mantém uma boa atividade antifungica (BOSSCHE et al., 2003). Apesar de
ser geralmente bem tolerado, o desconforto gastrointestinal e os efeitos nas enzimas
hepéticas sdo os achados mais comuns (SHEENAN et al., 1999).

Este medicamento possui uma ampla atividade contra grande parte dos fungos
de importancia veterinaria, incluindo dermatéfitos. Devido a sua retencdo nos locais-
alvo, é possivel usar dosagem intermitente com itraconazol na pele no tratamento de
micoses superficiais (MATTHIEU et al., 1991; MATUSZEWSKI; PARK, 1997). E ainda
altamente ativo contra fungos filamentosos e dimorficos, embora possa haver uma
grande variedade de suscetibilidade com alguns isolados de Aspergillus spp. e da
maioria dos Fusarium spp. (ESPINEL-INGROFF, 2003).

Em humanos, geralmente é a droga de escolha contra casos leves a
moderados de histoplasmose, blastomicose e esporotricose, e € amplamente utilizado
no tratamento de coccidioidomicose (NAKAI et al., 2003; KAUFFMAN, 1996). Sua
utilidade na blastomicose e esporotricose canina e felina € bem documentada,
enquanto os dados sdo mais limitados para coccidioidomicose e histoplasmose
veterinaria (LEGENDRE et al., 1996).

2.2.3.3. Alilaminas

Representados pela naftifina e terbinafina, este grupo de antifingicos séo
inibidores da biossintese de ergosterol e podem atuar de maneira fungicida e
fungistéatica (SIDRIM; ROCHA, 2004), sendo o maior composto da classe a terbinafina

gue apresenta um melhor desempenho contra fungos dermatofitos (HECTOR, 2005).

2.2.3.3.1. Terbinafina

Quando comparado a griseofulvina, um antifingico mais antigo, a terbinafina

apresenta menor toxicidade e uma melhor eficacia (MORIELLO, 2004). Quando
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administrado oralmente, a droga é rapidamente distribuida para a pele, unhas e
cabelos, tanto pelo sebo quanto pela difusédo através da derme (FAERGEMANN et al.,
1994), o que contribui para sua eficicia contra dermatoéfitos (HECTOR, 2005).

Também demonstrou atividade in vitro contra uma variedade de outros fungos,
dentre eles Candida spp., Aspergillus spp., além dos isolados de fungos patogénicos
dimorficos: Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum e Blastomyces dermatitidis
(HAY, 1999). A terbinafina parece ser bem tolerada. As reacdes adversas relatadas
em humanos sdo, em geral, transitdrias e leves e envolvem principalmente o sistema
gastrointestinal e a pele (HALL et al., 1997).

Os trabalhos sobre a utilizac&o da Libidibia ferrea como droga antifingica ainda
sdo escassos no Brasil, sobretudo na regido Nordeste e também no estado de
Pernambuco. Devem ser realizados mais estudos em diferentes regidées e com mais
amostras para assim compreender melhor o efeito desse composto frente as espécies

fungicas estudadas.
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3. OBJETIVOS

3.1.OBJETIVO GERAL:

Realizar um estudo comparativo da acao antifingica in vitro do extrato bruto e
fracOes etandlica, hexanica e metanol-agua de Libidibia ferrea Mart. e antifingicos
comerciais sobre fungos dermatofitos e fungos do complexo Sporothrix schenckii

isolados de lesdes de cées e gatos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Obter o extrato bruto e suas fragdes das folhas e casca da Libidibia ferrea Mart.

e Pesquisar o efeito antifungico in vitro dos extratos e fracdes obtidas da planta
frente a amostras ambulatoriais de fungos dos géneros Trichophyton,
Microsporum e Sporothrix.

e Testar os isolados obtidos frente as drogas sintéticas: anfontericina B,
fluconazol, itraconazol e terbinafina.

e Realizar um estudo comparativo entre os resultados obtidos entre as drogas
sintéticas e Libidibia ferrea Mart.
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5. ARTIGO1

Atividade antifangica in vitro de Libidibia ferrea Mart. contra dermatdéfitos e
Sporothrix spp.
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Atividade antifangica in vitro de Libidibia ferrea Mart. contra dermatofitos e Sporothrix
spp.

Resumo: Dermatéfitos e Sporothrix spp. causam as dermatomicoses mais frequentes em cées
e gatos. A fitoterapia pode ser uma alternativa para o tratamento destas afec¢es. Objetivou-se
com este estudo descrever a acdo do extrato bruto da folha da Libidibia ferrea e suas fragdes
(acetato, hexanica e metanol-agua), além de comparar os resultados com os antiflngicos
sintéticos frente a Sporothrix spp. e fungos dermatéfitos. Das 18 amostras testadas, cinco foram
de Sporothrix spp., sete de Microsporum canis, trés de Miscrosporum gypseum e trés de
Trichophyton mentagrophytes, provenientes de cées e gatos. Os resultados obtidos nesse estudo
demonstram que o extrato bruto e a fracdo metanol:agua das folhas na concentragdo de 60
pg/mL L. ferrea Mart. possui acdo antifungica contra os isolados de Sporothrix spp. e
Trichophyton mentagrophytes e pode ser considerada em formulagdes para o tratamento tépico
dessas afeccdes apds a comprovacéo de sua eficacia em testes in vivo. A resisténcia dos isolados
de fungos estudados levanta um alerta sobre tratamentos realizados de forma inadequadas

destas enfermidades que podem causar a resisténcia fungica.

Palavras-chave: Dermatofitose, esporotricose, pau-ferro, extratos, antifingicos.

Introducéo

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de 80% da populacao
mundial recorra a plantas medicinais para atencdo basica em satde (WHO, 2011). Na medicina
veterinaria, as plantas medicinais sdo utilizadas no tratamento de afeccdes por ser opcdo viavel,
de facil obtencdo e baixo custo, sendo considerada uma alternativa de cura menos agressiva ao

paciente.
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A fitoterapia, além de outras aplicacdes, é utilizada no tratamento de micoses cutaneas
que acometem cerca de 25% da populagdo humana mundial (HAVLICKOVA, 2008), sendo
frequentemente associados a fungos dermatéfitos (WHITE et al., 2014). Em animais, as
dermatofitoses sdo um desafio para a salde publica, visto que sdo zoonoses e requerem um
tratamento prolongado e dispendioso (TRAKRANRUNGSIE, 2011).

Além dos dermatéfitos, os fungos pertencentes ao complexo Sporothrix schenckii
também sdo relevantes na satde publica, devido seu extenso e oneroso tratamento
(MOEHLECKE, 2013). Os fungos causadores da esporotricose, causam micoses profundas de
carater subagudo ou cronico (BARROS et al., 2001).

Na rotina clinica de pequenos animais, a dermatofitose e esporotricose possuem uma
grande significancia na rotina clinica de pequenos animais, sendo o Microsporum canis descrito
em diferentes estados da regido nordeste como a causa mais comum de dermatofitoses em cées
e gatos (SIDRIM, ROCHA, 2004).

O bioma caatinga pertence a regido do semiarido do nordeste brasileiro (LIMA, 2011)
possui grande diversidade de espécies (OLIVEIRA et al., 2006). A Libidibia ferrea Mart. (juca
ou pau-ferro) se destaca por ser amplamente utilizada na medicina popular por suas iniUmeras
propriedades terapéuticas. Estudos comprovaram o potencial antimicrobiano da planta frente
ao Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. (FARIAS, 2013).

Objetivou-se nesse estudo avaliar a acdo do extrato bruto e das fracdes acetato, hexanica
e metanol-agua da Libdibia ferrea Mart. frente a fungos causadores de micoses superficiais e

profundas, comparando os resultados com os antifungicos sintéticos.
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Material e Métodos
Amostragem e local de estudo

Foram utilizadas amostras por conveniéncia de 18 animais (caninos e felinos)
procedentes do atendimento clinico do Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (HOVET-UFRPE) com suspeita clinica de dermatomicose e esporotricose,
independente do sexo ou idade. Foram incluidos nessa pesquisa cinco isolados de Sporothrix
spp., sete isolados de Microsporum canis, trés de Miscrosporum gypseum e trés de
Trichophyton mentagrophytes. O experimento foi realizado apds autorizagdo da Comisséo de

Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRPE, através da licenca de nimero 17/2018.

Coleta e processamento das amostras biologicas

Amostras de pelo e escamas de cdes e gatos com sinais clinicos de dermatopatias
micoticas, além de amostras de lesdes na pele com a utilizacdo de swabs estéreis foram
coletadas e armazenadas até 0 momento do processamento (LACEN, 2019).

As amostras de pelos e escamas foram semeadas em placas de Petri esterilizadas
contendo agar Sabouraud suplementado com cloranfenicol a 0,04% e cicloheximida a 0,4%.
Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 25°C por um periodo de
quatro a sete dias, até a formacdo das col6nias. Posteriormente foi realizada identificacdo das
coldnias filamentosas pela técnica da fita adesiva com a utilizacdo do corante de azul de
metileno.

Para preservacdo dos isolados as amostras foram mantidas refrigeradas em solucéo

esteril de NaCl 0,85% (CASTELLANI, 1939).
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Coleta do material botanico

Amostras de Libidibia ferrea Mart. foram adquiridas no Departamento de Engenharia
Florestal da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) localizada na cidade do
Recife, Pernambuco, tendo sido coletadas 433,78g de folhas. A identificacdo botanica foi
realizada e depositada no Herbarium Professor Vasconcelos Sobrinho da UFRPE, sob o nimero
de tombo da exsicata 54268.
Obtencéo do extrato bruto

As folhas da planta foram desidratadas em estufa a 40°C e posteriormente trituradasem
moinho. Em seguida, as amostras foram pesadas e 0s extratos obtidos a partir de 286,689 das
folhas foram mantidos em solugéo contendo 1L de solucdo hidroalcolica a 80% em temperatura
ambiente (DUARTE et al., 2004). As amostras permaneceram nessa solucdo overnight e em
seguida a solucdo foi filtrada em papel filtro e concentrada em evaporador rotatorio sob pressdo
reduzida em temperatura de 45°C a 120 rotac6es por minuto (rpm). Este processo foi repetido
diariamente até que a solugéo atingisse uma coloracgéo translicida. O extrato foi refrigerado em

recipiente de vidro até 0 momento de seu uso.

Particdo do extrato

O extrato foi fracionado por particdo liquido-liquido. Para realizar as particdes, 10g do
extrato hidroalcoolico foram solubilizados em metanol-agua (MeOH:H20) e extraidos até que
o0 solvente atingisse a coloracdo transltcida com cada um dos solventes utilizados na particéo.
As particdes foram realizadas com acetato de etila, hexano e metanol-agua. Este procedimento
permitiu uma separacdo preliminar dos constituintes quimicos para a avaliacdo da atividade

fungicida.
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Determinacdo da concentracdo dos antifungicos sintéticos

Nessa pesquisa foram empregados os antiflngicos: anfotericina B, itraconazol,
fluconazol e terbinafina, nas concentragdes de 2 pg/mL (SABATELLLI et al., 2006), 16 pug/mL,
64 pg/mL (NGUYEN; YU, 1998) e 32 pug/mL (DIAZ et al., 2002), respectivamente,

solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragdo de 1%.

Determinacéo da sensibilidade das amostras obtidas

A avaliagdo da sensibilidade a L. ferrea foi baseada na técnica de difusdo em agar. As
concentragdes de seu extrato bruto e demais fragdes foram 60, 30, 15 pg/mL solubilizados em
DMSO a 1%.

Os testes foram realizados adicionando-se assepticamente, 60, 30 e 15 pg/mL do extrato
bruto das folhas, bem como suas particdes, separadamente, em 7mL do meio de cultura agar
batata a uma temperatura de 40°C. O meio foi suavemente misturado e vertido em placas de
Petri de plastico de 6cm de diametro. As placas foram deixadas em repouso por 1h em
temperatura ambiente (QUIROGA et al., 2001). O mesmo procedimento foi realizado para 0s
antifangicos utilizados.

Foi adicionado 50uL de cada amostra na superficie das placas contendo os diferentes
extratos, fracdes e 0s antiflngicos sintéticos, além de uma placa contendo apenas agar batata e

outra contendo DMSO a 1% dissolvido ao meio para controle de cada amostra.

Anélise estatistica
Para analisar as diferencas estatisticas entre os tratamentos com as diferentes
concentracdes da planta (extrato e fracbes) com os microrganismos testados foi utilizado o teste

Qui-quadrado com um nivel de significancia p<0,05.
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Resultados

Os resultados dos testes de sensibilidade e resisténcia para as diferentes concentragdes
do extrato e fracdes de L. ferrea assim como os resultados da analise de sensibilidade e
resisténcia dos diferentes isolados frente aos antiflngicos sintéticos estdo apresentados nas

Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Resultado das andlises de sensibilidade dos fungos dermatofitos e do Sporothrix spp. frente
ao extrato e fragOes de L. ferrea nas diferentes concentragdes da planta.

Sporothrix spp. M. canis M. gypseum T. mentagrophytes

_ Extrato Bruto 2/5 3/3
% Fracdo Acetato 2/5 3/3
Lf; Fracdo Hexanica 2/5 3/3
' Fracdo MeOH:H;0 2/5 3/3
_ Extrato Bruto 2/5 3/3
% Fracdo Acetato 1/5 3/3
C:)'L Fracdo Hexanica 2/5 3/3
®  Fraciio MeOH:H,0 2/5 3/3
1 Extrato Bruto 5/5 ar7 2/3 3/3
% Fracdo Acetato 4/7 1/3 313
= Frag8o Hexanica al7 2/3 3/3
“©  Fracdo MeOH:H,0 5/5 ar7 2/3 3/3

Agar Batata*

DMSO 1%*

*Controles

Os resultados demonstraram que a presenca de 1% de DMSO adicionado ao meio ndo
afetou o crescimento dos fungos. O extrato bruto e a fragdo metanol-agua de L. ferrea
apresentaram acdo fungicida contra todos os isolados de Sporothrix spp. e T. mentragrophytes
testados na concentracdo de 60 pug/mL. Para T. mentagrophytes, todas as concentraces do
extrato e das fracGes apresentaram atividade antifungica.

Para M. canis e M. gypseum nenhuma concentracdo do extrato bruto e das fracdes
apresentou atividade para inibir o crescimento de todos os isolados, mas na concentracdo de 60

pg/mL, houve alguma atividade para essas espécies de dermatoéfitos.
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145  Tabela 2. Resultado das analises de sensibilidade dos fungos dermatéfitos e do Sporothrix spp. frente
146  antifungicos nas diferentes concentracdes da planta.

147
Sporothrix spp. M. canis M. gypseum T. mentagrophytes
— Anfotericina B (2 ug/mL) 1/5 417 2/3 3/3
‘7T Terbinafina (32 pug/mL) 5/5 417 2/3 3/3
£ Itraconazol (16 pg/mL) 2/5 3/3
< Fluconazol (64 ug/mL) 2/5 3/3
Agar Batata*
DMSO 1%*
148 *Controles
149
150 Em relacdo as drogas antifingicas sintéticas, a terbinafina foi a Gnica que apresentou a

151  mesma atividade antifungica observada para o extrato bruto e fragdo MeOH:H,O de L. ferrea
152  naconcentracdo de 60u para os isolados de Sporothrix spp. e T. mentagrophytes. No entanto 0s
153  demais antifungicos utilizados no tratamento da esporotricose e dermatofitose também

154  demonstraram algum efeito frente as amostras testadas.

155 De acordo com os resultados obtidos na analise estatistica, a concentracdo de 60 pg/mL
156  foi a mais eficaz para inibir o crescimento de M. canis quando comparado com as demais
157  concentracOes (Tabela 3). Também foi possivel observar que a anfotericina B e a terbinafina
158  apresentaram melhores resultados para inibir o crescimento desse fungo (p=0,010).

159
160  Tabela 3. Analise estatistica de associacdo do extrato bruto e fracdes nas diferentes concentracdes
161  obtidas a partir das folhas da L. ferrea.

162
Sporothrix spp.| M. canis | M. gypseum | T. mentagrophytes
Extrato Bruto p = 0,082 p=0,007 | p=0,076
Fracgdo Acetato p = 0,286 p=0,007 | P=0234
Fracdo Hexanica p = 0,255 p=0,007 | P=0076
Fracdo MeOH:H>O p = 0,082 p=0,007 | p=0,076
163

164  Discussdo
165 Nos animais domésticos, a esporotricose é diagnosticada frequentemente nos gatos na

166  forma cutanea localizada, cutanea linfatica e cutanea disseminada (XAVIER et al. 2004). Nos
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casos graves, as manifestacOes sistémicas da doenca podem ocorrer nos pulmdes, linfonodos
internos, figado, baco e rim (SCHUBACH et al., 2002; PAES, 2007).

No Brasil, essa doenca é considerada endémica no Rio de Janeiro e no Rio Grande do
Sul (PEREIRA et al., 2014). Mais recentemente, a doenca passou a ser um problema de satde
animal e publica no estado de Pernambuco, sendo o primeiro surto de esporotricose em felinos
relatado por Silva et al. (2018) que analisaram casos da doenga em felinos em alguns municipios
da regido metropolitana do Recife e discutiram que a enfermidade estad disseminada nessa
regido. O tratamento desta enfermidade geralmente € feito com antifingicos sintéticos como o
itraconazol (GREMIAO et al., 2015), que nesse estudo demonstrou atividade antiftingica
limitada para os isolados obtidos nesta mesma regido.

Os fitoterapicos também ja foram utilizados no tratamento de lesdes cutaneas causadas
por fungos do complexo Sporothrix schenckii (GIORDANI et al., 2016) sem referéncia da
utilizacdo de L. ferrea para fungos desse complexo. Em 1997, Lima et al. estudaram o efeito in
vitro de L. ferrea por meio do teste de difusdo em agar e verificaram que o extrato aquoso e
etanolico desta planta inibiu o crescimento de isolados clinicos de T. rubrum, T.
mentagrophytes, M. canis e E. floccosum. Martins et al. (2014) verificaram que nenhum dos
tratamentos em diferentes concentragfes do extrato bruto da L. ferrea apresentou inibicéo
completa contra Aspergillus parasiticus.

Embora existam relatos anteriores sobre a variacdo da atividade antifingica de produtos
vegetais contra diferentes espécies de determinado género fungico (PRAKASH et al., 2010;
SHUKLA et al., 2009), ndo existem dados na literatura quanto a sua eficacia frente a uma
determinada espécie de fungo (MARTINS et al., 2014). Os resultados obtidos no nosso estudo
demonstram que o extrato da planta e a fracdo metanol-agua apresentaram resultado bastante
promissor frente aos fungos do complexo Sporothrix schenckii na maior concentragédo e também

para T. mentagrophytes em todas as concentracdes estudadas.
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Alguns estudos demonstraram atividade antiflngica de compostos naturais extraidos de
diferentes fontes como plantas medicinais tradicionais de Tamil Nadu, india,
(DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011), espécies citricas (SALAS et al., 2011),
Candida axillaris Roxb. dleo essencial (MISHRA et al., 2012), 6leo essencial doce (SHUKLA
et al., 2012), 6leo essencial de C. virosa (TIAN et al., 2012). No que se refere ao estudo da
atividade antifngica de Libidibia ferrea frente a fungos dermatofitos, ainda existem poucos
estudos registrados na literatura. Nesse sentido, nossa pesquisa foi pioneira no estudo da agéo
da Libidibia ferrea Mart. frente a Sporothrix spp. Contudo, esse ainda foi o0 primeiro passo para
que outros estudos com maior nimero de amostras possam ser realizados nas mesmas condigdes
desse estudo.

Estudos fitoquimicos do extrato hidroalcodlico da casca, caule e folhas de Libidibia
ferrea evidenciaram a presenca de flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esterdides e
outros compostos fendlicos (VASCONCELOS et al., 2011). Estes compostos possuem
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e antifingica (BOUDET, 2007). Essas atividades
podem decorrer da presenca de taninos, flavondides e terpendides em sua composi¢édo
(SIQUEIRA et al., 2012).

De acordo com Fernandez-Torres et al. (2001), o fluconazol apresenta uma atividade
antifingica mais reduzida quando comparada a terbinafina e ao itraconazol no tratamento de
dermatofitos. Também observaram que T. rubrum é mais suscetivel ao fluconazol do que M.
canis, M. gypseum e T. mentagrophytes. Perea et al. (2001) constataram que a terbinafina é o
antifingico com a acdo in vitro mais eficiente sobre os dermatofitos e isso também foi
verificado em nosso estudo, embora alguns isolados de M. canis e M. gypseum também
apresentaram resisténcia a esse antifangico. Considerando que alguns isolados foram
multirresistentes aos antifungicos estudados, recomenda-se a realizacdo de antifungigrama nos

isolados clinicos para evitar a resisténcia dessas espécies fungicas.
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Além do agravo da resisténcia, medicamentos sintéticos podem provocar alguns efeitos
colaterais adversos. Os antifungicos utilizados nesse estudo podem causar desordens digestivas
(nduseas, vomitos, diarreia) e/ou problemas cutaneos (urticéria, prurido). Oswald et al. (2007)
relataram que apds utilizacdo de fluconazol, itraconazol ou terbinafina foram observadas
disfuncbes hepaticas graves. Assim, a utilizacdo desses antifingicos deveré considerar ndo so
a atividade in vitro, mas também os possiveis efeitos adversos que poderdo surgir associados a

medicacéo.

Concluséo

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que a L. ferrea Mart. possui acéo
antifangica contra os isolados de Sporothrix spp. e Trichophyton mentagrophytes e pode ser
considerada em formulacdes para o tratamento topico dessas afecces apos a comprovacéo de
sua eficacia em testes in vivo. A resisténcia dos isolados de fungos estudados levanta um alerta
sobre tratamentos realizados de forma inadequada destas enfermidades que podem causar a

resisténcia fungica.
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