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1. INTRODUCAO

Esporotricose € uma micose subcutdnea grave que afeta humanos e
animais (MONTEIRO et al., 2008), sendo considerada a principal micose
subcutanea em felinos e caninos (SOUZA et al.,, 2009), podendo ser fatal
(MARIMON et al., 2007). Durante muito tempo, apenas uma espécie era
considerada patogénica dentro do género Sporothrix, identificada como Sporothrix
schenckii (SOUZA et al., 2009). No entanto, recentemente, com base em estudos
gendbmicos, sequenciamento de DNA, morfologia, fisiologia e nutricdo, S.
schenckii foi considerado um complexo que inclui seis espécies diferentes,
havendo dentre estas, a espécie S. brasiliensis, encontrada no Brasil e
considerada altamente patogénica (MARIMON et al., 2007). Nos ultimos tempos,
segundo Rodrigues e colaboradores (2013), o Sporothrix brasiliensis vem sendo
diagnosticado no pais em 96% dos casos de esporotricose felina e
consequentemente humana devido a transmissao zoondtica existente.

O itraconazol é considerado o farmaco de primeira escolha para o
tratamento das formas cutanea e linfocutanea de esporotricose, porém algumas
espécies fangicas tem demonstrado maior resisténcia a este antifungico
(SCHUBACH et al., 2004). Além disso, tem sido reportado a perpetuacdo da
enfermidade, especialmente em felinos domeésticos, principalmente devido ao
longo tempo de tratamento e abandono da terapia, e as falhas terapéuticas por
conta de resisténcia, o que traz grande preocupacdo a area médica (GIORDANI,
2013; LAVADOURO et al., 2013).

Neste contexto, tem se buscado novas alternativas ao tratamento
convencional, destacando-se os estudos no ambito das plantas medicinais, sob
diversas formas de extrato (CLEFF, 2008). Dentre as plantas de interesse,
destacam-se as da familia Fabaceae, como a Bauhinia forficata, devido a
atividade antibacteriana, cicatrizante, hipoglicemiante, antidiarreica, antiviral,
analgésica, anti-tumoral e antifangica que esta vem apresentando (MENEZES et
al., 2007).

Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar a atividade antifangica do
extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata frente ao Sporothrix brasiliensis.

2. METODOLOGIA

A planta utilizada no estudo foi coletada no distrito do Povo Novo, Rio
Grande - RS, sendo encaminhada para identificacdo no Setor de Botanica —
UFPel e apds seca em estufa com circulagéo de ar sob temperatura de 35°C.



Para o preparo do extrato vegetal foi utilizada a técnica descrita por
SCHIEDECK et al. (2008), pesando-se 100g da planta e adicionando-se apos
500mL de alcool de cereais 70%. Durante sete dias esta mistura permaneceu em
frasco de vidro estéril hermeticamente fechado, protegido da luz e em
temperatura ambiente, sendo agitada manualmente uma vez ao dia. Apés este
periodo, a amostra foi filtrada com gaze estéril, sendo o volume restituido com
alcool de cereais 70%, resultando em uma tintura, que permaneceu em frasco
ambar estéril hermeticamente fechado até o uso. No momento do uso do extrato,
foi utilizado o rotaevaporador a vacuo com banho de aguecimento a 40°C para
retirada do alcool de cereais 70% (solvente), restituindo-se com H,O destilada
estéril, resultando em um extrato hidroalcodlico. O extrato foi testado em dez
concentracbes seriadas de 100 a 0,19mg/mL em duplicata. O antifingico
itraconazol foi testado também como método comparativo e de identificacdo de
resisténcia dos isolados.

Foram utilizados seis isolados de S. brasiliensis provenientes de casos
clinicos de felinos e um de canino, em sua forma filamentosa através do cultivo
em meio Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol a 25°, estocados no Laboratorio
de Micologia Veterinaria - UFPel. O método utilizado para avaliacdo da atividade
antifangica foi microdiluicdo em caldo com base no documento M38-A2 (2008) do
CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute com modificagcbes para
fitofarmacos e S. brasiliensis. O in6culo foi preparado a partir de colénias fungicas
com sete dias de crescimento, onde adicionou-se 2mL de solucdo salina nas
placas contendo as colonias, homogeneizando-se e transferindo-se apos o
conteudo a um tubo de ensaio. A partir deste, colocava-se 2mL em um tubo
contendo 4mL de solucédo salina estéril, padronizando-se com espectrofotdmetro
(comprimento de onda de 530nm e transmitancia de 70-76%). Foram realizadas
duas diluicbes seriadas, na primeira diluicdo o inéculo foi padronizado com
solucdo fisiologica estéril (1:100) e a segunda diluicéo foi feita com 0 meio RPMI -
1640 na concentracdo de 1:20, a partir da primeira diluicdo. Os resultados foram
expressos em Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM), por leituras visuais do crescimento das colénias ou turvacdo do
meio. Para determinagcao da CFM, foram semeados 10uL das suspensfes das
microplacas em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol incubadas a 25°C por
sete dias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo botanica resultou na planta Bauhinia forficata, com nimero de
registro 25933, no setor de Botanica da UFPel.

No teste in vitro, utilizando-se a técnica de microdiluicdo em caldo, nao foi
evidenciada atividade satisfatoria do extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata
frente aos isolados de Sporothrix brasiliensis, na maior concentracdo testada
(100mg/ml) (Tabela 1). Em relacdo ao antifingico itraconazol, este apresentou
CFM em cincos isolados, na concentracdo de 64 pg/ml (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados do teste de microdiluicdo em caldo avaliando a atividade do
extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata e o antifangico padréo itraconazol
frente a isolados de Sporothrix brasiliensis.
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Isolado Extrato (mg/ml) Antifangico padrao
(Hg/mL)
Bauhinia forficata Itraconazol
CIM CFM CIM CFM
1 100 >100 64 64
2 100 >100 8 >64
3 100 >100 >64 >64
4 100 >100 0,5 64
5 100 >100 64 64
6 100 >100 16 64
7 100 >100 16 64

*Valores de >100 correspondem a concentragdo sem atividade inibitéria/fungicida.

O complexo Sporothrix vem sendo estudado quanto a diferencas de
patogenicidade e sensibilidade (OLIVEIRA et al. 2011), sendo que algumas
espécies tem demonstrado maior resisténcia ao itraconazol, antifangico de
escolha para o seu tratamento, pertencente ao grupo dos azéis (SCHUBACH et
al., 2004). Devido a esta realidade torna-se essencial a pesquisa por novas
alternativas para o tratamento da esporotricose, destacando-se o0 uso das plantas
medicinais, como a Baubhinia forficata.

O potencial antimicrobiano de Bauhinia forficata ja vem sendo estudado,
tendo apresentado atividade na forma de acetato de etila dos caules frente a
Epidermophyton floccosum, com CIM de 750 pg/mL, assim como os extratos de
hexano das cascas, o qual foi ativo frente Microsporum canis, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum e E. floccosum com CIM<1000mg/ml para
todas as espécies fungicas estudadas (SILVA & FILHO, 2002). O extrato de
diclorometano das cascas apresentou o melhor resultado antifangico, sendo ativo
contra T. rubrum e E. floccosum com CIM de 500 pg/mL (SILVA & FILHO, 2002).

A atividade antibacteriana de Bauhinia forficata foi também avaliada, por
Souza e colaboradores (2000), que utilizaram extratos e fracbes de B. forficata
através do método de difuséo radial em agar, observando inibicdo do crescimento
de Escherichia coli e Staphylococcus aureus na concentracdo de 1000 pg/mL.

Apesar de a planta Bauhinia forficata apresentar atividade frente a
microorganismos variados, ndo ha estudos da sua atividade frente ao complexo
Sporothrix, mais especificamente frente ao S. brasiliensis, em nenhum forma de
extrato ou parte da planta. Tratando-se do complexo Sporothrix, RATSLAFF
(2013) estudou a utilizacao das plantas Schinus terebinthifolius, Baccharis trimera
e Solidago chilensis, em testes de microdiluicdo em caldo, nos quais se obteve
resultados satisfatorios, sendo a maior CFM de Schinus terebinthifolius de
25mg/mL, nos isolados testados. Ja D’AVILA (2013), com a utilizacdo da familia
Lamiacea na forma de 6leos essenciais em testes in vitro frente ao S. schenckii,
sendo que a planta Rosmarinus officinalis, pertencente a familia apresentou CFM
de <0,06 mg/mL nos isolados testados.

Os resultados obtidos no teste in vitro utilizando o antifangico padrdo
itraconazol evidenciaram maior resisténcia dos isolados testados quando
comparado a outros testes realizados em outros experimentos, sendo os valores
de CIM variando entre 0,5 a >64ug/mL e os de CFM 264ug/mL. D’AVILA (2013)
cita a variacdo da CFM de itraconazol em seus testes de 4 a >16ug/mL e a
variacdo de CIM de 0.25 a >16ug/mL, valores consideravelmente inferiores aos
encontrados no presente experimento.

Observa-se, entdo, que o extrato de Bauhinia forficata na forma de extrato
hidroalcodlico ndo apresentou o efeito desejado nas concentragfes testadas, o



gue pode ser decorrente do tipo de extrato, parte vegetal, concentracdes testadas
e até mesmo da resisténcia dos isolados testados (SILVA et al., 2009).

4. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o extrato hidroalcodlico de Bauhinia
forficata ndo apresentou atividade antifingica in vitro nas concentracdes testadas,
com valores de CIM de 100 mg/mL e CFM superior a 100 mg/mL. Maiores
estudos acerca da atividade da planta, utilizando outras formas de extratos,
concentragbes e outras partes vegetais devem ser realizados, visto que esta
apresenta atividade frente a outros fungos, podendo vir a ser uma alternativa ao
tratamento convencional da esporotricose.
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