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RESUMO:

Os dermatofitos sao fungos que podem causar infecgdes superficiais da pele, cabelo
e unhas em humanos e animais. As espécies de dermatofitos mais frequentemente
isoladas dos cées e gatos afetados por micoses s&o Microsporum gypseum e
principalmente Microsporum canis. O papel crucial durante o processo de infeccéo é
a producéo de enzimas extracelulares essenciais para a invaséo e estabelecimento
do agente patogénico no tecido do hospedeiro. O uso de extratos organicos de plantas
para o controle de parasitos comumente esta sendo considerado uma importante
alternativa. A caapeba Piper marginatum, assim como outras espécies da mesma
familia Piperaceae, tem sido estudada no controle de fitopatégenos na agricultura,
como também no controle do parasito da malaria, atividade antifiungica e
antimicrobiana. Este trabalho teve como objetivo realizar uma reviséo de literatura
sobre dermatofitose e determinar o potencial antifingico de Piper marginatum Jacq.
contra Microsporum gypseum.

Palavras-chave: Dermatofitose; antifingico; extrato; controle alternativo.



ABSTRACT:

Dermatophytes are fungi that can cause superficial infections of the skin, hair and nails
in humans and animals. The most frequent species of dermatophytes of dogs and cats
affected by mycoses are Microsporum gypseum and mainly Microsporum canis. The
crucial role during the infection process is the production of extracellular enzymes
essential for the invasion and establishment of the pathogen in the host tissue. The
use of organic plant extracts to control parasites is commonly considered an important
alternative. Caapeba Piper marginatum, as well as other species of the same
Piperaceae family, has been studied in the control of phytopathogens in agriculture, as
well as in the control of the malaria parasite, antifungal and antimicrobial activity. This
study aimed to review the literature on dermatophytosis and determine the antifungal
potential of Piper marginatum Jacg. against Microsporum gypseum

Keywords: Dermatophytosis; anti-fungii; extract; alternative control.



LISTA DE TABELA

Tabela 1. Medidas dos diametros dos halos de inibigdo do crescimento fungico (mm)

frente a ac@o de extratos de Piper marginatuUm.............oooiuieiiieiniiiiiieeee e 31



ANOVA
BDA
DEPUA

DMSO
EAFM
EMF
EMG
PANC
PM

LISTA DE ABREVIATURAS

— Analise de Variancia

— Agar Batata Dextrose

—Departamento de Parasitologia da Universidade Federal
Amazonas

— Dimetilsulféxido

— Escola Agrotécnica Federal de Manaus

— Extrato metandlico de folhas

— Extrato metandlico de galhos

— Planta Alimenticia Nao Convencional

— Piper marginatum

do



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt ettt ettt e e e e 12
2 OBJIETIVOS ...ttt ettt ettt te e 14
2.1 OBIETIVO GERAL ....ocuviiiiiticeeee ettt ane s 14
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......oiiviieeceeceeeeeeee e 14
3MATERIAL E METODOS .....coeiviiteiteeeecteeeeee ettt an s e ane e 15
3.1 REVISAO DE LITERATURA ......ootiiieiieeeeee et n e 15
3.2 MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DOS EXTRATOS ......cccoveevrivrennn. 15
3.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA ... oooviite ettt 15
3.4 ANALISE ESTATISTICA ..ot 15
4 REVISAO DE LITERATURA .....oooviiieeeee et 17
4.1 DERMATOFITOSE ..ottt ettt sn e 17
4.2 AGENTES ETIOLOGICOS ....oooveiiveeceeecteecte et e e 18
Rl = (011 = NP 18
4.4 SINTOMATOLOGIA CLINICA ... 19
4.5 EPIDEMIOLOGIA. ... oottt ettt 20
4.6 DIAGNOSTICO E PREVENCAO .....cviiviiieee et 21
A 1 = 7 = N @ TS 22
5 RESULTADOS E DISCUSSAO .......ccoeiieieieeee et et en e 24
(Artigo a Ser SUDMELIAO) ....uuuuuiiiie e 24
Avaliacdo in vitro de extratos de Piper marginatum Jacq. frente a
MiICIOSPOIUM QY PSEUIM coettiiieiieiiiee e e e eeeiie e e e eett e e e e eett s e e e e eettn e eeeeestnnaeaaeenes 24
] 11U ][ 1T 24
F Y =S I 27X O 25
I R 20] 5101 07X 0 T 26
MATERIAL E METODOS ......ooitiiiieecie ettt aean e aneas 28
MATERIAL VEGETAL.....ooitieite ittt ettt an e 28
OBTENGCAO DOS EXTRATOS ...ttt an e aae e anas 28
MICRORGANISMO TESTE ....oeiviiteieeieieeeee ettt ena e, 28
23T T= NI [ TR 29
ANALISE ESTATISTICA ...ttt ettt 29
RESULTADOS E DISCUSSAOD ......ccoiiiiieeeeee et 30
CONCLUSAOD ...ttt te e te e 32

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 33



CONCLUSAO

REFERENCIAS ..ottt e et ettt e e e e e e,



12

1 INTRODUCAO

Os animais de companhia, como caes e gatos, cada vez mais fazem parte da
familia, estabelecendo uma importante relacdo afetiva, mantendo assim um intimo
contato com o ser humano (OLIVEIRA et al., 2015). A aproximacao entre humanos e
animais pode trazer inimeros beneficios, porém também predispde a ocorréncia de
zoonoses (MORETTI et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015; ROSA JUNIOR et al., 2012;
SILVA SIMOES et al., 2018).

Os animais domésticos, especialmente caes e gatos, desempenham um papel
importante na disseminagdo dos dermatofitos por serem uma fonte primaria e direta
de infeccdo (BERALDO et al., 2011). As dermatofitoses tém grande importancia. Estas
sdo infecgBes fungicas, ou micoéticas, da regido superficial da pele que acometem
intensamente carnivoros domésticos, além de aves e outros mamiferos. Os principais
agentes infecciosos sao fungos consumidores de queratina dos géneros Microsporum,
Trychophyton e Epidermophyton. A espécie Microsporum canis se destaca como a
espécie mais comumente isolada neste tipo de infecgédo, essencialmente em caes e
gatos domésticos. Ocasiona principalmente infeccdo cutanea superficial dos tecidos
gueratinizados, como pele, unhas e pelos (BALDA; OTSUKA; LARSSON, 2007).

O diagndstico definitivo baseia-se em uma série de etapas, observacdes e
exames como, exame fisico, Lampada de Wood, coleta do material para microscopia
direta, cultura fungica e identificacdo final do patégeno (MORIELLO, 2001; BOND,
2010).

O tratamento, por sua vez, é indicado a fim de reduzir o tempo da resolucao da
doencga e, assim, minimizar o risco de disseminacéo e infeccdo zoondtica (MORIELLO
et al., 2017; ROSSI; ZANETTE, 2018).

A fitoterapia se destaca como uma alternativa capaz de superar a problematica
de resisténcia de dermatofitos a farmacos, além de reduzir os impactos causados ao
ambiente e consequentemente aos animais e aos homens (BRAGA, et al., 2007,
NEVES et al., 2011).

A caapeba Piper marginatum, assim como outras espécies da mesma familia
Piperaceae, tem sido estudada no controle de fitopatdgenos na agricultura, como
também no controle do parasito da malaria (GARCIA, 2008; SILVA, 2011; SILVA et
al., 2011).
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Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo realizar revisdao de
literatura sobre dermatofitose e determinar o potencial antifingico de Piper

marginatum Jacg. contra Microsporum gypseum.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar revisdo de literatura sobre dermatofitose e determinar o potencial

antifangico de Piper marginatum Jacq. contra Microsporum gypseum.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar revisado bibliografica sobre dermatofitose em animais de companhia,
abordando os principais agentes etioldgicos, sinais clinicos, epidemiologia,
diagnéstico, prevencao e tratamento dessa zoonose;

e Coletar e identificar o material vegetal,

e Extrair por meio da técnica da maceragéo o extrato hexanico e metandlico de
Piper marginatum;

e Cultivar o microrganismo teste;

e Avaliar a agéo antifungica dos extratos brutos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 REVISAO DE LITERATURA

Foi realizada revisdo de literatura qualitativa, cujo material selecionado constou
de livros, dissertacdes, teses e artigos cientificos através de literaturas cientificas
através de literaturas cientificas nacionais e internacionais. A busca por artigos foi
realizada na internet, utilizando banco de dados Scielo, PubMed, Medline e do Google
Scholar, as palavras-chaves: “dermatofitose”, “Microsporum” e “dermatéfito” em

portugués e inglés.

3.2 MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DOS EXTRATOS

O material botanico foi coletado na area de Floresta do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas, Campus Manaus Zona Leste (IFAM
CMZL). As folhas e os galhos finos de Piper marginatum Jacq. foram secos a 28 °C,
por 15 dias. Apds a extracdo por maceracdo, os extratos, foram concentrados em
evaporador rotativo até a evaporacao total do solvente (MARTIN; BUSTAMANTE,
1993; LEITE, 2009).

3.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Para a realizacdo do bioensaio o microrganismo teste Microsporum gypseum
DPUA 1812, cedido pela Colecédo de Culturas do Departamento de Parasitologia da
Universidade Federal do Amazonas, foi reativado em meio agar Sabouraud. A
atividade antifungica dos extratos foi avaliada pelo método de difusdo em agar. As
placas foram incubadas a 28 °C durante 7 dias, em triplicata. Os halos de inibicdo do
crescimento microbiano foram avaliados apds 72h e expressos em milimetros
(MOURA et al. 2014).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos experimentos foram submetidos a analise estatistica, por meio
da analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, a 5% de probabilidade (p<0,05),
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para comparacao entre as medias, utilizando-se o programa SISVAR® (FERREIRA.,
et al., 2006).
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 DERMATOFITOSE

As dermatofitoses sdo doencas de grande importancia na clinica animal e
podem ser transmitidas dos animais para os seres humanos. A forma de tratamento
ndo envolve apenas medicacdo sistémica ou tdpica, mas sim da combinagdo de
ambas, juntamente com o cuidado de todo o ambiente onde o animal convive,
principalmente quando é identificado casos de infec¢éo fungica (CECONI et al., 2018).

E uma doenca contagiosa comumente encontrada em cées e gatos que, muitas
vezes, é classificada como uma zoonose. Entende-se como zoonose toda doenca que
€ naturalmente transmitida entre animais vertebrados e homem (AMORIM, 2020).

As dermatofitoses afetam, mundialmente, 4 a 15% dos cédes e mais de 20% dos
gatos. Sabe-se, também, que cerca de 30% das infeccbes em seres humanos séo de
causa zoondtica, sendo a transmissdo atraves do contato direto com animais
infectados, ou de forma indireta, pela exposi¢céo aos esporos presentes no ambiente
(ANDRADE et al., 2019).

As infecgbes séo classificadas dependendo do seu habitat, em zoofilicos,
geofilicos e antropofilicos. Os principais géneros sdo Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton. Dentre os dermatdfitos zoofilicos, adaptados a seus hospedeiros
animais, destaca-se o0 Microsporum canis e Microsporum gypseum, que afeta
principalmente cdes e gatos e é o de maior potencial zoonético (GOMES, 2020;
ROMANI, et al 2020).

Uma de suas principais caracteristicas € atingir o couro cabeludo ou os pélos,
as epidermofitiases para infeccdes que atingem a pele propriamente dita e as
onicomicoses dermatofiticas para infec¢cdes que atingem as unhas (BONACCORS,
2019).

A transmissdo destas doencas € considerada altamente facilitada, pois pode
ocorrer pelo contato direto com as lesfes dérmicas ou pelo contato indireto, ou seja,
através de objetos e ambientes ja contaminados e que sejam capazes de propiciar ao
fungo em questdo condicbes basicas para sua sobrevivéncia (FRIAS; ANDREANI,
2008).
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4.2 AGENTES ETIOLOGICOS

Os principais géneros de fungos patogénicos sao Microsporum, Trichophyton
e Epidermophyton, no entanto, as espécies responsaveis pela ocorréncia de
dermatofitose em caes e gatos pertencem especialmente aos géneros Microsporum e
Trichophyton. O Microsporum gypseum é um fungo geofilico, cosmopolita e sua
transmissao ocorre por contato com solos contaminados (FERREIRA, et al 2006;
LIMA, 2018)

Esses fungos se caracterizam em ser responsaveis por uma antropozoonose
(doenca transmitida entre humanos e animais). Existem duas formas de transmissao
da doenca, contato direto através de pelos ou escamas contaminadas, ou indireto
atraves de fomites contaminados com artrésporo (CARDOSO, 2018).

De acordo com seus habitats naturais, os dermatéfitos podem ser classificados
como antropofilicos, geofilicos e zoofilicos. Dermatofitos zoofilicos, como
Microsporum canis e Trichophyton mentagrophytes e aqueles geofilicos como M.
gypseum, sdo agentes etiolégicos frequentemente isolados de animais domésticos
com dermatofitoses (TORRES, 2018).

4.3 PATOGENIA

Os dermatofitos ao penetrarem na pele, pélos e unhas causam danos
mecanicos que resultam em descamacao da superficie epitelial e quebra do pélo. Por
outro lado, seus metabolitos se difundem pelas células da epiderme causando reacao
inflamatéria resultando no desenvolvimento de lesGes alopécicas, eritematosas,
circulares e secas, localizadas ou disseminadas no tegumento cutaneo (MADRID,
2012).

Pertencem ao grupo dos fungos filamentosos, hialinos, septados,
gueratinofilicos, sensiveis a griseofulvina, capazes de colonizar e causar lesées no
extrato cérneo do homem e animais (MENDLEAU; HNILICA, 2003; BRILHANTE et al.,
2004).

Os fungos que ocasionam dermatofitose Sao organismos eucariontes,
aclorofilados, saprébios, simbiontes ou parasitas, que podem causar infeccbes
superficiais, cutaneas, sistémicas ou oportunistas. Sua patogenia est4d na alta

producao de enzimas e micotoxinas (MACEDO, 2007).
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A ruptura mecanica do estrato corneo é importante para facilitar a penetracao
e invasao dos foliculos pilosos. As hifas fungicas disseminam-se na superficie do pelo
e, posteriormente, migram para o bulbo do pelo, produzindo enzimas queratinoliticas
gue permitem a penetracdo em sua cuticula (BAHRI, 2013).

Na maioria das vezes, a hifa emergente € capaz de uma penetragdo tanto
mecanica quanto enzimatica. Alguns dermatofitos possuem estruturas especializadas
para favorecer a invasdo. Varias enzimas extracelulares como protease, lipases,
fosfatases, nucleases e glicosidases sdo também produzidas com esse fim (BAHRI,
2013).

De acordo com Sidrim et al. (2004), descreve que, ao se formar as crostas
secas, caracteristica basica da doenca em questéo, se formam através da destruicédo
das camadas invadidas, deixam restos epiteliais e hifas fungicas. A progressao das
lesBes ira depender diretamente das condi¢cdes ambientais favoraveis ao crescimento
fungico, como atmosfera quente e umida e pH da pele préximo ao alcalino. Esta
progressao € sempre centrifuga, ou seja, a regido central libera esporos fungicos e

novas vesiculas surgem nas extremidades da antiga leséo.

4.4 SINTOMATOLOGIA CLINICA

Os sinais clinicos mais comuns séo lesdes circulares com bordas eritematosas,
alopecia, crostas, escamas e prurido variavel que pode ser intensificado pela presenca
de ectoparasitas ou de reacgdes de hipersensibilidade (MACHADO et al., 2011).

Outros sintomas que também podem ser percebidos séo: prurido, lesdes
mecanicas e odores desagradaveis nos cédes, sendo o principal motivo pelos quais
muitos proprietarios buscam auxilio veterinario (AMARANTE, 2012).

De acordo com Gomes (2013), existem algumas formas ndo convencionais das
lesbes que séo destacadas pela literatura, como a dermatofitose nodular, ou quérion,
e 0 pseudomicetoma, ou granuloma dermatofitico. Apesar da raridade destes tipos de
lesbes, estas podem ser encontradas tanto em cédes quanto em gatos das mais
variadas ragas.

Segundo Ramsey & Tennant (2010) e Moriello (2014), os sinais clinicos
aparecem no animal dentro de poucos dias, em até trés semanas ap0s a exposicao.
Assim, sdo caracterizados por areas alopécicas circulares ou ndo, de tamanhos

variados, com ou sem formacéo de crostas e eritema, podendo se estender a diversas
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partes do corpo, com maior predominancia na regido da cabeca e extremidades. Logo,
a lesdo circular caracteristica conhecida como ringworm ou lesdo anular e o prurido
nem sempre estéo presentes.

Roehe (2014) descreveu, que apesar de nao ser comum, as alopecias
presentes nos animais infectados podem apresentar inflamacdes variadas, o que
dificulta diretamente a consolidacdo de um diagndstico primario, visto que esta nao &

uma caracteristica muito comum das dermatofitoses.

4.5 EPIDEMIOLOGIA

Smaniotto (2019) relata que em média entre 20% e 75% de todos os animais
examinados na pratica clinica veterinaria apresentam enfermidades do sistema
tegumentar.

Dados gerais destacam que as dermatofitoses atingem cerca de 25% da
populacdo mundial, sendo elas o terceiro distarbio de pele mais comumente
encontrado em criancas menores de 12 anos e o segundo em popula¢cdes adultas.
Estima-se, também, que cerca de 10 a 15% da populacdo de seres humanos sera
infectada por esses microrganismos ao longo de sua vida pelo menos uma vez
(CORDEIRO, 2015).

Segundo Neves et al. (2011), essas micoses sd80 mais comuns em regides de
climas tropicais e temperados, com elevadas taxas de temperatura e umidade. As
espécies mais acometidas, sdo caninos da raca Yorkshire e felinos da raca Persa,
provavelmente devido aos pélos longos que propiciam as condi¢cdes de temperatura
e umidade essenciais para o desenvolvimento fungico.

Smaniotto (2019) descreveu em seu estudo, no periodo de 24 meses foram
atendidos 331 cdes entre exames de cultura fungica e micolégico direto, e, destes,
132 obtiveram resultados positivos, demonstrando que, nesta pesquisa, a prevaléncia
de dermatofitoses foi de 2,5% (331/132). Relata ainda que, os resultados de sua
pesquisa mostraram que tanto o papel do médico veterinario na suspeita clinica e
solicitacdo do exame quanto do patologista clinico na confirmacéo do diagnostico séo

de suma importancia para o prognostico favoravel do paciente.
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4.6 DIAGNOSTICO E PREVENCAO

O diagnostico deve ser a associacdo entre anamnese, exame clinico, cultura
fungica e exame microscopico direto, que € um método que analisa diretamente a
presenca de hifas e artroconideos dos fungos contaminantes. Toda esta associacao
deve ser feita com a finalidade de diminuir os riscos de que haja resultados falsos
positivos ou falso negativos (LOPES; DANTAS, 2016).

A lampada de Wood é uma ferramenta de triagem e ndo deve ser utilizada
como diagnéstico definitivo. Ela ajuda a identificar os pelos que devem ser coletados
para cultura fungica e exame direto. A lampada de Wood consiste em fluorescer o
Microsporum canis. Esse brilho ocorre devido a presenca de pteridina, secretada pelo
fungo como resultado da interacdo quimica que acontece na infeccdo (CHAVES,
2007; MORIELLO et al., 2017).

A cultura fangica detecta a presenca ou ndo de esporos no pélo e é o método
utilizado para identificar a espécie do dermatéfito envolvido em lesdes suspeitas
(FRYMUS et al., 2013; MORIELLO, 2014; MORIELLO et al., 2017). E um método
simples e rapido para confirmar a dermatofitose e s6 deve ser utilizado os pélos com
fluorescéncia positiva no exame com a lampada de Wood (MORIELLO, 2001, 2014).

Outra forma de diagndstico é através do tricograma, séo colocados cerca de
vinte a trinta pélos numa lamina de microscopio, orientados na mesma direcdo e
mantendo-se estabilizados através de fita-cola ou 6leo mineral (GUAGERE;
PRELAUD, 1999). Cada porcdo do pélo permite-nos retirar informacées sobre
afeccdes distintas: a observacdo da haste pilosa permite distinguir entre a presenca
de prurido e causas ndo traumaticas de queda de pelo, o pelo em si fornece-nos dados
acerca da presenca de fungos ou ectoparasitas e as raizes da regularidade do ciclo
folicular (MADRID; MATTEI, 2011).

A dermatofitose € uma antropozoonose de importancia na saude publica e,
sendo assim, o0 emprego de medidas preventivas e higiénico-sanitarias € de extrema
relevancia no controle e prevencéo da infec¢cédo. Tais medidas envolvem a participagao
do Médico Veterinario na realizacdo de exames laboratoriais, para o diagndstico e
tratamento da enfermidade em animais potencialmente infectados, bem como no
esclarecimento da populacédo quanto ao potencial zoonoético e as devidas medidas de
higiene e desinfeccdo para evitar a disseminacédo da doenca (NEVES et al., 2018).

Manter limpo, a cama onde o animal dorme assim como todas suas cobertas ou
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gualquer outro tecido que possa servir de depdsito para material contaminado por
dermatofitos (YMULLER; KIRK 'S, 1995).

Portanto, levar o animal constantemente ao veterinario sempre é um modo de
prevencéo de qualquer tipo de enfermidade (GONCALVES; SILVA FILHO, 2015).

4.7 TRATAMENTO

O tratamento consiste na tricotomia de animais de pélo longo, terapia tépica e
sistémica com o uso de drogas antifingicas. Deve ser realizada a descontaminagao
do ambiente em que os animais ou humanos contaminados se encontravam
presentes, com a principal finalidade de evitar a disseminagéo dos esporos dos fungos
(GOMES, 2013).

Para o tratamento sistémico varias drogas séo testadas e utilizadas, como a
terbinafina (5mg/kg) e a griseofulvina (50mg/kg) (BALDA; OTSUKA; LARSSON,
2007), o cetoconazol (30 mg/kg) associado a antibioticoterapia com cefalexina
(20mg/kg) (TOSTES; GIUFFRIDA, 2003), e o lufenuron (120 mg/kg) (RAMADINHA et
al., 2010), por exemplo. O uso de griseofulvina e de itraconazol também sé&o
destacados em alguns casos (GOMES, 2013; OLIVEIRA; LEAL, 2015).

Entre os fungicidas topicos podemos citar o Enilconazol solucéo a 0,2%, como
um dos produtos mais eficazes (FONDATI, 2007). Ha ainda como opcfes para o
tratamento tépico o clotrimazol 1%, o cetoconazol 2% e o miconazol 2% (MACIEL;
VIANA, 2005).

O (gliconato de clorexidina, que também pode ser utilizado na forma
farmacéutica de shampoo, quando na concentracao de 0,5 a 2,0% é um eficiente anti
séptico e desinfetante relacionado ao fenol, eficiente contra muitos tipos de fungos,
virus e grande parte de bactérias, nao é irritante e raramente sensibilizante (PATEL;
FORSYTHE, 2011).

O tratamento s6 deve parar ap0s pelo menos duas culturas fungicas negativas
e quando nao for possivel realizar este exame deve-se prolongar o tratamento até
duas semanas ap0s a cura clinica (RIBEIRO, 2019).

Uma combinacdo de diferentes metodologias poderd proporcionar uma
plataforma 6tima para a descoberta de novos antifUngicos para o tratamento de
dermatofitoses e outras micoses. O tratamento natural, por sua vez é uma excelente

alternativa no controle da dermatofitose, a utilizagéo de fitoterapicos resultam em um
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desenvolvimento mais lento de resisténcia parasitaria, além de apresentar
caracteristicas ecoldgicas desejaveis como: ser biodegradavel, ndo causar poluicdo
ambiental, diminuir drasticamente os residuos no meio ambiente e uma melhor
relacdo de custo-beneficio, representando a reducdo na utilizacdo de outros
medicamentos quimicos (PERES et al., 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
(Artigo a ser submetido)

Avaliagcédo in vitro de extratos de Piper marginatum Jacq. frente a Microsporum
gypseum
In vitro evaluation of extracts of Piper marginatum Jacq. in front of

Microsporum gypseum

RESUMO

As dermatofitoses sao infeccfes fungicas na pele de mamiferos e aves causadas por
Microsporum sp. e Trichophyton sp., sendo uma antropozoonose importante para a
saude publica. A lesdo cutanea pode ser localizada, multifocal ou generalizada. O
tratamento de micoses nem sempre é efetivo, os antifingicos disponiveis produzem
recorréncia ou causam resisténcia, além de apresentarem toxicidade. O uso de
extratos organicos de plantas para o controle de parasitos € considerado uma
importante alternativa. A caapeba cheirosa ou malvarisco, Piper marginatum Jacq.,
pertence a familia das Piperaceae, tem sido indicada na medicina popular como tdénico
capilar, diurético e para tratar picadas de cobras e insetos. Considerando o exposto,
este trabalho teve como objetivo determinar o potencial antifingico dos extratos brutos
hexanico e metandlico de galhos e folhas de Piper marginatum na concentracdo de
25%, 50% e 100%, em triplicata, contra Microsporum gypseum, no bioensaio de
difusdo em &gar pelo método do poco. Nos bioensaios com o0s extratos hexanicos de
galhos e folhas separadamente n&o houve crescimento fungico nem halo de inibigéo,
mostrando eficacia no controle de Microsporum gypseum. Na avaliagdo dos extratos
metanolicos de galhos e folhas, foi verificado crescimento fungico nos trés
tratamentos, na diluicdo de 25% n&o houve inibigcdo do crescimento fungico, os halos
de inibicdo foram observados a partir das diluicoes de 50% e 100%.

Palavras-chave: Antifungico. Caapeba. Dermatofitose. Tratamento. Planta.



ABSTRACT

Dermatophytoses are fungal infections in the skin of mammals and birds caused by
Microsporum sp. and Trichophyton sp., being an important anthropozoonosis for public
health. The skin lesion can be localized, multifocal or generalized. The treatment of
mycoses is not always effective, the available antifungals produce recurrence or cause
resistance, in addition to being toxic. The use of organic plant extracts to control
parasites is considered an important alternative. The scented caapeba or malvarisco,
Piper marginatum Jacg., belongs to the Piperaceae family, has been indicated in folk
medicine as a hair tonic, diuretic and to treat snake and insect bites. Considering the
above, this work aimed to determine the antifungal potential of crude hexane and
methanol extracts from branches and leaves of Piper marginatum at a concentration
of 25%, 50% and 100%, in triplicate, against Microsporum gypseum, in the diffusion
bioassay in agar by the well method. In bioassays with the hexane extracts of twigs
and leaves separately, there was no fungal growth or inhibition halo, showing efficacy
in the control of Microsporum gypseum. In the evaluation of methanol extracts from
branches and leaves, fungal growth was verified in the three treatments, in the 25%
dilution there was no inhibition of fungal growth, the inhibition halos were observed
from the 50% and 100% dilutions.

Keywords: Antifungal. Caapeba. Dermatophytosis. Treatment. Plant.
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INTRODUCAO

O Microsporum gypseum, uma espécie de fungo pertencente ao filo
Ascomycota, tem como uma de sua principal caracteristica, ser geofilico e
gueratinolitico, causa micose em animais de companhia e em humanos (DIAS et al.,
2017). As doencas dermatolégicas apresentam grande prevaléncia em pequenos
animais, sendo uma razdo comum para serem levados ao médico veterinario. As
dermatopatias causadas por micoses correspondem a terceira causa mais comum de
infec¢des cutaneas em animais de estimacao (CANAVARI, et al., 2017; MATTEI et al.,
2014).

A lesdo cutanea tendo como agente etioldgico dermatéfitos pode ser localizada,
multifocal ou generalizada, pode haver prurido minimo discreto e ocasionalmente
intenso. As lesfes incluem areas de alopecia circular, irregular ou difusa, com graus
variaveis de descamacdo. Os pélos remanescentes podem parecer curtos ou
guebrados. Outros sinais em caes e gatos incluem eritema, papulas, crostas,
seborreia e paroniquia ou onicodistrofia de um ou mais digitos (PASCOLI et al.,2014).

O tratamento de micoses nem sempre é efetivo, pois os farmacos antifungicos
disponiveis produzem recorréncia ou causam resisténcia, além de apresentarem
toxicidade. A fitoterapia se destaca como uma alternativa capaz de superar essa
problematica, principalmente pela reducdo dos impactos causados ao ambiente e
conseguentemente aos animais e aos homens (BRAGA, et al., 2007; NEVES et al.,
2011).

O uso de extratos organicos de plantas para o controle de parasitos constitui
uma importante alternativa, podendo reduzir os impactos econdmicos e causar menos
danos ao ecossistema, quando comparados ao uso de acaricidas sintéticos. Além
disso, a busca por produtos mais baratos e de facil utilizacdo e o aumento da
resisténcia dos parasitos aos produtos alopaticos tem, nos ultimos anos, incentivado
0 uso de plantas para o controle das parasitoses (COSTA et al., 1994).

A caapeba cheirosa ou malvarisco, Piper marginatum Jacq., representante da
familia das Piperaceae, tem sido indicada na medicina popular como ténico capilar,
diurético e para tratar picadas de cobras e insetos. As folhas séo utilizadas na forma
de infusé@o para o tratamento de dores em geral, febre, gases, blenorragia, afec¢des
do figado e antidoto contra picada de cobra (ALMEIDA, 2008). A familia Piperaceae

esta constituida por aproximadamente 10 géneros e um grande numero de espécies,
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variando entre 1400 a 2000. No Brasil, esta representada pelo género Phothomorple,
Sarorhachis, Peperomia, Piper e Ottomia, os quais abrangem um total aproximado de
460 espécies (BARROS et al., 2004).

Além da utilizagdo na medicina popular a caapeba, assim como outras espécies
da mesma familia, tem sido estudada no controle de fitopatégenos na agricultura,
como também no controle do parasito da malaria (GARCIA, 2008; SILVA, 2011; SILVA
et al., 2011).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo realizar uma revisao de
literatura e determinar o potencial antifingico dos extratos brutos hexanicos e

metandlicos de galhos e folhas de Piper marginatum contra Microsporum gypseum.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL VEGETAL

O material botanico foi coletado na &rea de Floresta do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas, Campus Manaus Zona Leste (IFAM
CMZL). Localizado na Av. Cosme Ferreira, 8045 - Sdo José Operario, Manaus - AM,
69083-000.

A exsicata foi realizada com a sele¢do da planta contendo flores e frutos,
posteriormente prensada em folhas de papel pardo (papel madeira) por quinze dias

(até a secagem total da planta) em temperatura ambiente.

OBTENCAO DOS EXTRATOS

As folhas e os galhos finos de Piper marginatum Jacg. foram secos a 28 °C,
por 15 dias. Apds esse periodo foram moidos e submetidos a extragdo por maceracao,
com hexano e metanol separadamente, com renovagao de solvente em intervalo de
72 h, sendo realizada trés trocas. Os extratos obtidos, foram concentrados em
evaporador rotativo a pressao reduzida e em seguida secos em dessecador para a
evaporacao total do solvente (MARTIN; BUSTAMANTE, 1993; LEITE, 2009).

MICRORGANISMO TESTE

Microsporum gypseum DPUA 1812, cedido pela Colecdo de Culturas do
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas, foi reativado
em meio agar Sabouraud. A autenticacdo dessa espécie foi realizada com base nas
caracteristicas morfolégicas macroscopicas: coldénias cotonosas brancas, micélio
aéreo abundante e reverso amarelo-ouro; e, como caracteristicas microscopicas:
macroconidias abundantes em forma de fuso espiculado, com trés a cinco septos
(COSTA et al., 1994).
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BIOENSAIO

A atividade antifungica dos extratos foi avaliada pelo método de difuséo em
agar. Na superficie do meio BDA foram semeados 100 uL da suspensao de esporos.
Em seguida, foram feitos “cup-plates” (pogos de 6 mm) e adicionados 20 uL dos
extratos de P. marginatum nas concentracfes de 25%, 50% e 100%. O controle
positivo foi realizado com Itraconazol (16 mg/ml), e o controle negativo com o0s
diluentes DMSO e Tween 80, para 0s extratos metandlico e hexanico,
respectivamente. As placas foram incubadas a 28 °C durante 7 dias, em triplicata. Os
halos de inibicdo do crescimento microbiano foram avaliados ap0s 72h e expressos
em milimetros (MOURA et al. 2014).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos experimentos foram submetidos a analise estatistica, por meio
da andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, a 5% de probabilidade (p<0,05),
para comparacao entre as meédias, utilizando-se o programa SISVAR® (FERREIRA.,
et al., 2006).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs preparacao da exsicata de Piper marginatum Jacq. (PM), identificacdo e
catalogacéo efetuadas no Sistema de Controle do Herbario EAFM, do IFAM CMZL, a
amostra foi incorporada no Herbario sob o nimero de registro 16902.

Do processamento das estruturas vegetais, foram obtidos os extratos
hexanicos utilizando (7,1g) de folhas e (1,01g) de galhos e, os extratos metandlicos
folhas (5,59) e galhos (3,27g). O rendimento dos extratos foram: 11,8% extrato
hexanico galho, 1,6% extrato hexanico folha, 9,1% extrato metandlico galho e 5,4%
extrato metandlico de folha.

De acordo com Cechinel et al (1998), quando se procura obter substancias
ativas de plantas, um dos principais aspectos que deve ser observado, consiste nas
informacbes da medicina popular. A caapeba €& uma planta alimenticia néo
convencional (PANC), encontrada em grande quantidade pelo campus do IFAM
CMZL. A Piper marginatum Jacg. (PM) tem acdo carminativa e antiespasmadica, na
Amazébnia é utilizada principalmente como fitoterdpico contra doencas hepéticas,
vesiculares, picadas de cobras e insetos (CHAVES, 2007).

Bona et al. (2014), relata a técnica de difusdo em po¢o como confiavel, frente
a atividade antimicrobiana de extratos vegetais. Nesta pesquisa, 0s testes foram
realizados com cepas padrdao de Bacillus, Candida albicans, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica subsp. enterica Typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Em seus bioensaios de difuséo
em agar pelo método do poco, verificou-se que todos os extratos inibiram a maioria
das bactérias, com formacdo de halos de inibicdo ao redor dos pog¢os onde foram
depositadas as solugdes testadas.

No bioensaio de difusdo em agar pelo método do poco, verificou-se que dos
dois extratos avaliados o hexanico de caapeba, tanto de folhas quanto de galhos, nas
condic¢Bes analisadas, ndo foi observado crescimento fungico.

Nos extratos metandlicos de galhos e folhas houve crescimento fungico com
formacéao de halos de inibicdo maiores que 10 mm. A presenca de halo de inibi¢ao foi
considerada atividade antifungica satisfatéria, de acordo com Rocha et al. (2011).

Com relacdo a concentracdo do extrato, observou-se que na diluicdo de 25%

ndo houve inibicdo do crescimento fungico, os halos de inibigdo foram observados a
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partir das diluicbes de 50% e 100% tanto de galhos quanto de folhas. Desta forma, a
concentracdo de 50% de extrato metandlico de galhos, apresentou maior potencial
antifungico, inclusive superior ao controle positivo realizado com antifungico comercial

gue demonstrou halos de inibicdo (Tabela 1).

Tabela 1. Medidas dos didmetros dos halos de inibicdo (mm) do crescimento de
Microsporum gypseum frente a agcdo de extratos de Piper marginatum.

Tratamentos EMG EMF

25% 0.00+0,00 bc  0.50+0.00 b
50% 0.53+0.04 b 0.53%#0.09b
100% 0.50+0.00b  1.4%+0.00 a

EMG-Extrato metandlico de galhos; EMF- Extrato metandlico de folhas.

Andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, a 5% de probabilidade (p<0,05), para
comparacao entre as médias, utilizando-se o programa SISVAR® (FERREIRA,, et al.,
2006).

Nos controles negativos realizados com os diluentes (Tween 80 e DMSO) nao
foi observado halos de inibicdo, portanto ndo apresentaram nenhuma atividade
antifingica contra M. gypseum.

Em estudo realizado por Araujo et al. (2014) que usou o extrato metandlico de
folhas de Piper marginatum, verificou-se que ocorreu inibicdo do crescimento micelial
in vitro de Colletotrichum scovillei. A fracdo acetato de etila do extrato metandlico de
P. marginatum também reduziu significativamente o crescimento in vitro de C.
scovillei.

Assim como RAMOS et al. (2021), que utilizou os extratos das folhas de
plantulas e folhas adultas de P. marginatum, para determinacdo da atividade
antimicrobiana, onde se mostrou eficaz ndo somente no controle bacteriano como
também fungico.

Além da utilizacdo na medicina popular a caapeba, assim como outras espécies
da mesma familia, tem sido estudada no controle de fitopatbgenos na agricultura,
como também no controle do parasito da malaria (GARCIA, 2008; SILVA, 2011; SILVA
et al., 2011).

Mediante o presente trabalho, pode-se afirmar sua acao antifungica frente ao

Microsporum gypseum e seu uso promissor para outros trabalhos futuros.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, os extratos hexanicos de
galhos e folhas de P. marginatum apresentaram atividade antifingica frente a M.
gypseum, abrindo a perspectiva de novas pesquisas para caracterizacdo dos seus
componentes bioativos, bem como a investigacdo para obtencdo do extrato com

outros solventes organicos.
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CONCLUSAO

A dermatofitose € uma enfermidade frequente na clinica de pequenos animais,
facilmente adquirida por meio de contato direto ou indireto, e de elevado potencial
zoondtico, tendo, assim, grande importancia na saude publica e animal.

Dessa forma, € essencial que o Médico Veterinario esteja familiarizado com a
enfermidade, especialmente acerca de seus aspectos diagndsticos, terapéuticos,
zoonoticos e preventivos, a fim de disseminar informacdes fidedignas e confiaveis aos
tutores, diagnosticar corretamente a enfermidade e estabelecer tratamentos
adequados, evitando, assim, a disseminacéo dessa zoonose.

Estudos adicionais de avaliacao da atividade antifingica devem ser realizados
com os compostos majoritarios isolados do extrato vegetal de P. marginatum com o
intuito de se identificar quais as substancias responsaveis pela atividade, podendo
assim incentivar a busca de novos farmacos através de produtos naturais contra a

dermatofitose.
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