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RESUMO

A onicomicose é uma doenca que acomete as unhas, causada, principalmente, por fungos
dermatdfitos — e.g. Trychophyton mentagrophytes e T. rubrum — e que pode causar inimeros
efeitos fisiolégicos, psicossociais e ocupacionais. Esta condi¢do apresenta dificuldades quanto
ao seu diagndstico e tratamento, por conta de caracteristicas inerentes das unhas, de modo que
as pessoas acometidas geralmente precisam se submeter, por um periodo longo, ao uso de
medicagdes via oral, as quais podem trazer consigo efeitos colaterais indesejados. Diante dessas
dificuldades, surge a possibilidade de se utilizar, como alternativa ao tratamento sist€émico
padrdo, os extratos pirolenhosos como medicacdes de uso topico no combate as onicomicoses.
Estes produtos, obtidos do bio-6leo de pirdlise de diversos tipos de biomassa, possuem agao
antimicrobiana comprovada, frente a algumas bactérias e fungos, além de ja serem bem
estabelecidos na agropecudria oriental em diversas outras aplicacdes. O presente trabalho se
prestou a investigar a acdo dos extratos pirolenhosos de palmaceas frente aos principais
microrganismos causadores das onicomicoses, pelos testes de Difusdo em Agar por Poco e de
Microdilui¢do em Caldo, seguindo as diretrizes do Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI). Com isso, foi possivel obter resultados qualitativos, pela inibicdo do crescimento
microbiano nas placas de Petri, e quantitativos, pela obtencdo da Concentracdo Inibitdria
Minima (MIC) de cada extrato avaliado, comprovando a acdo antimicrobiana dos extratos
avaliados. Também foi investigada a composicao de cada um destes extratos, em busca de
correlagdes entre compostos e potencial antifingico, segundo a qual foi possivel constatar a
presenca de grupos fendis, dcidos organicos e carbonilas, os quais sdo derivados da degradagdo

da lignina e s30 os principais responsdveis por conferir tal atividade antimicrobiana aos extratos.

Palavras-chave: Onicomicose, pirdlise, extrato pirolenhoso, concentracdo inibitdria

minima, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Onychomycosis is a disease that affects the nails, caused mainly by dermatophyte fungi — e.g.
Trychophyton mentagrophytes and T. rubrum — and that can cause numerous physiological,
psychosocial and occupational effects. This condition presents difficulties regarding its
diagnosis and treatment, due to the inherent characteristics of the nails, so that those affected,
generally need to undergo, for a long period, the use of oral medications, which can bring with
them unwanted side effects. In view of these difficulties, the possibility arises of using, as an
alternative to the standard systemic treatment, pyroligneous extracts as a topical medication to
combat onychomycosis. These products, obtained from pyrolysis bio-oil of different types of
biomass, have a proven antimicrobial action against some bacteria and fungi, in addition to
being well established in eastern agriculture in several other applications. The present work is
set to investigate the action of pyroligneous extracts of palm trees against the main
microorganisms that cause onychomycosis, by the Disk Susceptibility and the Broth Dilution
tests, following the guidelines of the Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). Thus, it
was possible to obtain qualitative results, by observing the inhibition of microbial growth in
Petri dishes, and quantitative results, by obtaining the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) of each evaluated extract, proving their antimicrobial action. The composition of each
of these extracts was also investigated, searching for correlations between compounds and
antifungal potential, according to which it was possible to verify the presence of phenolic
groups, organic acids and carbonyls, which are derived from the degradation of lignin and are

the main responsible for imparting such antimicrobial activity to the extracts.

Key words: Onychomycosis, pyrolysis, pyroligneous extract, minimal inhibitory

concentration, antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

A saide e o bem-estar sd@o objetos diretos de estudo da Medicina, porém, com o
desenvolvimento tecnoldgico e a intercomunicacido com as diversas dreas da ciéncia, como a
Engenharia, € possivel alcancar solucdes e explorar dreas que, de modo individual, estes
segmentos nao conseguiriam. Na Dermatologia, por exemplo, as onicomicoses apresentam
algumas dificuldades no diagndstico e tratamento que a Engenharia Quimica pode ajudar a
superar, junto a Biomedicina.

As onicomicoses sdo doencas acometidas nas unhas pela acido de fungos dermatofitos,
nio-dermatdéfitos e leveduriformes, correspondendo a mais de 50% de todas as doengas
ungueais e cerca de 30% das dermatofitoses (ZAIAS, 1980). Apesar de ndo ser fatal e o sintoma
principal ser estético, esta condi¢cdo acarreta uma série de consequéncias negativas, com efeitos
fisicos, psicossociais e, inclusive, ocupacionais as pessoas infectadas (SCHER, 1996).

Além disso, as dificuldades no seu diagndstico e tratamento ocorrem principalmente
devido a caracteristicas inerentes a propria unha ou por questdes técnicas nos procedimentos
necessdrios. Com a tecnologia disponivel atualmente, os métodos mais utilizados para o
diagnostico dessas doencas sdo a microscopia direta com hidréxido de potdssio (KOH) e a
cultura fuingica, enquanto o tratamento mais aplicado é com uso sistémico de antifiingicos via
oral (SALIBA, 2014). Ambos demandam longos periodos para se obter algum resultado, além
de que hd questdes financeiras, diversos efeitos colaterais e resisténcia dos microrganismos que
podem surgir como impeditivos (THOMAS, 2010).

Por outro lado, a utilizac@o de extratos pirolenhosos (EP) na cultura oriental se mostra
promissora para solucionar estas dificuldades. Estas substancias sdo co-produtos da produgdo
de biocarvado, obtidos pela pirdlise da biomassa utilizada; apresentam odor de fumaca e
coloragdo que varia de amarelo claro a marrom; e sdao formados por uma mistura de mais de
200 componentes quimicos — 4dcidos organicos, fendis, formaldeido, acetona etc. (RAMKALI,
2009). Historicamente, os EP sdo largamente aplicados hd mais de 400 anos na agricultura
japonesa, para aceleracdo do crescimento das plantas, controle de odores e pragas e outras
aplicagdes. A a¢do antimicrobiana desses compostos jd foi reportada por Ramkai (2009), Araujo
et al. (2017), entre outros, frente a variadas espécies de microrganismos.

O presente trabalho busca contribuir para ampliar ainda mais a discussdo sobre a
aplicacdo destes extratos, no diagndstico e tratamento das onicomicoses, especificamente,

avaliando a acdo antiftingica frente a algumas espécies de fungos causadores destas doencgas.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a acdo antifiingica dos extratos pirolenhosos de palmédceas com o intuito de

viabilizar aplicagc@o no diagndstico e tratamento das onicomicoses.

2.2 Especificos

= Analisar a sensibilidade das espécies de microrganismos causadoras das onicomicoses
frente a ac@o dos extratos pirolenhosos de palmaceas;

= Investigar a existéncia de seletividade na acdo antifingica dos extratos pirolenhosos,
contra os microrganismos analisados;

» Determinar as concentragdes inibitérias minimas (MIC) de cada extrato, através de
testes de microdilui¢do em caldo;

= Investigar as composi¢Oes dos extratos pirolenhosos estudados e possiveis correlacdes

entre seus componentes e seu potencial antifingico;



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Onicomicoses

As onicomicoses sdo doencas ungueais causadas por fungos dermatéfitos, ndo-
dermatdfitos e leveduriformes, sendo os principais fungos causadores desta condi¢do o
Trichophyton rubrum e o Trichophyton mentagrophytes, ambos dermatofitos — estudos com
amostras de unhas infectadas identificaram estas espécies em mais de 90% dos casos
(FAERGEMANN, 2003). Além destes, diversos outros microrganismos também causam esta
condicdo, a depender de alguns fatores como geografia, clima e migracio, conforme ilustrado
Quadro 1. Outros fatores que contribuem para a incidéncia das onicomicoses sdo umidade, uso
de calcados oclusos, repetidos traumas na unha, predisposicio genética e doencgas
concomitantes, tais como diabetes, deficiéncias na circulacdo periférica, infeccdes pelo HIV e

outras formas de imunossupressao (WELSH, 2010).

Quadro 1 — Fungos dermatéfitos relatados como causadores de onicomicoses

Fungo

Area Geografica

Trycophyton rubrum
T. mentagrophytes

T. violaceum

T. schoenleinii

T. tonsurans

T. megninii

T. concentricum

T. soundance

T. gourvillii
Epidermophyton floccosum
Microsporum gypseum
M. audounii

M. canis

M. persicolor

Ao redor do mundo

Europa e América

Europa, Africa e Oriente Préximo

Leste Europeu, Norte da Africa e Oriente Préximo
Ao redor do mundo

Portugal e Espanha

Raramente relatados (Pacifico Sul, Guatemala, Sul do México)
Raro (Africa); ndo estudado

Raro (Africa); ndo estudado

Ao redor do mundo

Incomum (ao redor do mundo)

Raro (Europa, Africa e América do Norte)
Incomum

Ao redor do mundo

Fonte: ZAIAS, 1980.

3.1.1 Classificacao Clinica, Sintomas e Efeitos da Doencga

Esta doenca é normalmente classificada em quatro principais apresentagdes clinicas —
subungueal distal lateral (OSDL), subungueal proximal (OSP), branca superficial (OBS) e
distréfica total (OT) — a depender da maneira na qual a placa da unha € invadida pelo fungo,

como estd ilustrado na Figura 1.



Figura 1 — Desenho representativo dos pontos de entrada pelos microrganismos causadores de onicomicoses
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Fonte: ZAIAS, 1980.

Porém, em estudo mais recente, Hay e Baran sugerem uma revisao destas classificacdes,

modificando o que foi desenvolvido a partir de Zaias, no século XX, concluindo nas tipificacdes

da doenca presentes no Quadro 2.

Quadro 2 — Revisdo recente da classificagdo clinica das onicomicoses

Classificacao Sintomas

Subungueal Hiperqueratose e uma variedade de discromias, como melanoniquia, onicdlise e

Distal Lateral listras longitudinais nas regides média ou lateral da placa ungueal

(DLSO)

Superficial (SO) Branca ou preta, irregular ou transversal, origindria de baixo da prega proximal e com
penetracdo profunda, invadida pelos fungos a partir da superficie até regides
profundas da placa ungueal

Endonyx (EO) Combinacgdo da divisdo lamelar e descoloracdo (e.g. manchas leitosas) da placa
ungueal, com invasdo interna da placa ungueal e sem invasdo do leito ungueal

Subungueal Irregular, com estrias transversais ou longitudinais e secunddria a paroniquia

Proximal (PSO) (infeccdo da pele ao redor da unha)

Padrido Misto DLSO + SO; SO + DLSO; SO + PSO; DLSO + PSO

(MSO)

Distréfica Total Pode ocorrer devido a modificagdes secunddrias das outras tipologias em estigios

(TDO) avancados, ou quando associada a doengas com severa imunossupressao (e.g. AIDS)
ou em candidoses mucocuténeas cronicas

Onicomicose Fungos invadem a placa da unha secundariamente a outras patologias ungueais (e.g.

Secundadria psoriase). Alteragdes clinicas sdo dominadas pela morfologia da doenca adjacente.

Fonte: HAY & BARAN, 2011.



Além disso, Hay e Baran também apresentam em seus estudos os microrganismos mais

comumente associados a cada uma das classificagdes da onicomicose e da paroniquia, conforme

apresentado no Quadro 3.

Quadro 3 — Organismos comumente associados as onicomicoses

Classificacao Organismos comumente associados

DLSO Tricophyton rubrum, T. mentagrophytes, Epidermophyton floccosum, Candida
albicans, Fusarium spp., Scytadilium spp., Scopulariopsis spp.

SO T. mentagrophytes, T. rubrum, Fusarium spp., Acremonium sp, Scytadilium
spp-

Endonyx T. soudanense, T. violaceum

PSO T. rubrum, Fusarium spp.

Padrao Misto T. rubrum, Fusarium spp.

TDO Dermatoéfitos em geral (e.g. T. rubrum, T. mentagrophytes etc.), C. albicans,
Scytadilium spp.

Paroniquia - Com onicomicose (geralmente DSO ou PSO): Candida spp., Fusarium sp,

Scytadilium spp.

- Sem onicomicose: Candida spp., Fusarium spp.

Fonte: HAY & BARAN, 2011.

Independente da sua classificacdo, essa doenca pode representar uma fonte de infec¢oes

secunddrias, fungicas ou bacterianas, em outras partes do corpo e a presenca de antigenos na

placa ungueal pode levar a outras condi¢Oes clinicas, como asma e sensibiliza¢do do trato

respiratorio, dermatite atOpica, urticiria e eritema nodoso. Em diabéticos, pode haver a

complicacdo de problemas nos pés, com a formacdo de ulceras e, consequentemente,

osteomielite, celulites e, em casos mais extremos, necrose do tecido e amputacdo da

extremidade de membros (THOMAS, 2010).

Apesar de as onicomicoses ndo representarem risco real a vida humana, as

consequéncias que vém com esta condicdo vao muito além da estética e da desfiguracdo da

unha, podendo chegar a afetar os pacientes em outros aspectos fisicos, psicossociais €

ocupacionais. Uma lista de efeitos relacionados as onicomicoses, apresentado por Scher, esta

apresentada no Quadro 4.



Quadro 4 — Efeitos fisicos, psicossociais e ocupacionais relacionados as onicomicoses

Efeitos Fisiolégicos - Mobilidade limitada
- Pode afetar circulacio periférica e desacelerar cicatrizacao
- Exacerba o pé diabético
- Pode precipitar tromboflebite e celulite recorrentes
- Cria um reservatério fingico
- Pode desencadear urticéria, infec¢des bacterianas, dor e reacgdes
dermatofiticas

Efeitos Psicologicos - Embarago
- Autoconsciéncia
- Perda de auto-estima
- Perda de confianca
- Ansiedade
- Depressao

Efeitos Sociais - Relacionamentos prejudicados
- Evitar a intimidade
- Impressao negativa da aparéncia fisica do paciente
- Produz medo de contagio

Efeitos Ocupacionais - Destreza e/ou mobilidade limitadas: podem afetar a capacidade do
paciente em manusear instrumentos delicados, de atuar em 4reas de
exacerbacdo aguda (e.g. salas de procedimentos cirtirgicos) ou com risco
de trauma a prépria unha

Fonte: SCHER, 1996.

3.1.2  Diagnostico e Tratamento

Atualmente, a maneira mais aplicada no diagndstico das onicomicoses corresponde a
microscopia direta com hidréxido de potdssio e a cultura fiingica, métodos estes que demandam
tempo e apresentam dificuldades técnicas mesmo quando aplicados por profissionais
experientes, apresentando uma acurdcia de 50% a 70% a depender da técnica de coleta e preparo
da amostra (SALIBA, 2014).

Além destes, existem outros menos aplicados, como o exame histolégico da placa
ungueal corada pelo Periodic Acid-Schiff (PAS), imuno-histoquimica, dermatoscopia de placa,
microscopia confocal, citometria de fluxo, microscopia eletronica de varredura (MEV) e reagdo
em cadeia de polimerase (PCR). Estes outros apresentam sensibilidade mais elevada,
principalmente quando usados de modo combinado a outros métodos (e.g. PAS e cultura
fingica apresentam sensibilidade de 96%), no entanto sua disponibilidade ainda € bastante
reduzida (WESTERBERG, 2013). Recentemente, outros métodos vém sendo estudados, como
€ 0 caso da onicoabras@o para auxiliar na coleta de amostras (SALIBA, 2014). A dermatoscopia
também vem sendo utilizada, ultimamente, como uma ferramenta de auxilio ao diagndstico,
mas a conclusdo € apenas presuntiva, por se basear apenas nas caracteristicas das alteracdes

ungueais.
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A importancia do diagndstico correto dessas doencas se da por conta de alguns fatores:
o tratamento sistémico de antifingicos — correspondente a terapia mais comumente aplicada —
demanda longos periodos de aplicagdo e representa altos custos; pode-se desenvolver
resisténcia as drogas e, possivelmente, efeitos colaterais indesejados; possiveis interacdes com
medicamentos usados concomitantemente etc.

Além disso, cerca de 50% dos distirbios nas unhas que se acredita corresponderem as
onicomicoses sdo0, na verdade, outras condi¢cdes que podem simulé-las e dificultar ainda mais o
diagndstico, como pode ser observado na Figura 2 Em estudo feito por Westerberg e Voyack,
em 2013, foram apresentadas algumas dessas condi¢des, tais como a paroniquia cronica;
verrugas virais (localizadas nas pregas das unhas e no tecido subungueal); dermatite cronica;
liquen plano; psoriase; “distrofia das 20 unhas”; traumas ungueais, causados por calcados ou
manipula¢des em manicures, pedicures etc., ou até mesmo tumores, como os da Doenca de

Bowen, fibromas e melanomas.

Figura 2 — Comparacg@o entre psoriase (a esquerda) e onicomicose (2 direita)

3™

Fonte: SCHER, 1996; WESTERBERG, 2013.

Por outro lado, em relagdo ao tratamento, a forma mais aplicada as onicomicoses € o
sist€émico via oral, que acarreta altos custos e uma longa duracao da terapia antifungica até que
a cura seja atingida ou que surjam efeitos colaterais ou resisténcia a medicacao (WELSH, 2010).
Além disso, o uso desses medicamentos pode gerar resisténcia dos microrganismos a droga e
até alguns efeitos colaterais. A parte dos tratamentos orais, também existem os tdpicos,
geralmente aplicados em estdgios iniciais da doenca ou de modo complementar ao sistémico.
Inclusive, quando as drogas sistémicas sdo contraindicadas, o tratamento tépico pode ser
aplicado como uma monoterapia, apesar de apresentar eficiéncia limitada (THOMAS, 2010).

Westerberg (2013) também apresenta, em seus estudos, uma relagio entre os possiveis efeitos
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colaterais, a depender das medicagdes comumente utilizadas, bem como a respectiva dosagem

prescrita, apresentados no Quadro 5.

Quadro 5 — Possiveis efeitos colaterais das medicac¢des utilizadas no tratamento das onicomicoses

Medicacio Dosagem Possiveis efeitos colaterais
Ciclopirox Aplicar 1x ao dia nas unhas afetadas e na Eritema periungueal ou da prega
(solucdo 8%) parte inferior das unhas (uso tépico) proximal, sensacio de queimadura
ou ardor, mudancas na forma e
coloragdo das unhas,
descoloramento e unhas
encravadas
Fluconazol 100 a 300 mg/semana via oral, durante 3 a 6 Nausea, vOomitos, dor abdominal,
meses (quirodictilos) ou 6 a 12 meses diarreia, dor de cabeca e erupcdes
(pododactilos) cutaneas
Itraconazol - Intermitente: 200 mg duas vezes ao dia, por N4dusea, vOmitos, hipocalemia,
1  semana/més, durante 2  meses elevacdo da transaminase e dos
(quirodactilos) ou 3 meses (pododictilos) niveis de triglicerideos, erup¢des
- Continua: 200 mg via oral 1x ao dia durante cutdneas
6 semanas (quiroddctilos) ou 12 semanas
(pododactilos)
Terbinafina 250 mg via oral 1x ao dia durante 6 semanas Perturbacdes gastroenterais,

(quirodactilos) ou 12 semanas (pododactilos)

erupgdes cutineas, dor de cabeca

Fonte: WESTERBERG, 2013.

A eficiéncia destes tratamentos também € apresentada no mesmo estudo, em termos de

taxas de cura clinica e micolégica, bem como os organismos visados na terapia (Quadro 6).

Quadro 6 — Eficiéncia dos tratamentos sistémicos aplicados as onicomicoses em adultos

Medicacao Microrganismos visados Taxa de cura (%)
Clinica Micolégica
Ciclopirox Candida spp. e dermat6fitos 6a9 29 a 36
(solugdo 8%)
Fluconazol Candida spp. 41 48
Itraconazol Candida spp., dermatofitos, ndo- 70 63 (dosagem intermitente)
dermatofitos e Aspergillus spp. 69 (dosagem continua)
Terbinafina Leveduras, dermatéfitos e nao- 66 76

dermatofitos

Fonte: WESTERBERG, 2013.

Também existem métodos de tratamento mecanicos e quimico, os quais geralmente sao

aplicados de modo complementar ao oral. Dentre os mecanicos, sdo comuns a lixa, aparagem,

curetagem e debridamento da unha infectada, os quais costumam tornar a unha mais fina,

diminuem a carga fungica e elevam a taxa de penetracdo das medicacOes topicas, além de
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prevenir dlceras e traumas em pacientes com diabetes e promover um melhor resultado estético.
A avulsdo total ou parcial da unha também € utilizada, porém a primeira ndo é preferida por
facilitar o desenvolvimento do tecido mole distal e a formagao de unhas encravadas. Por outro
lado, o tratamento quimico aplicado é o da avulsd@o quimica, semelhante ao debridamento
mecanico, porém a pele ao redor da unha geralmente fica irritada apds este procedimento
(THOMAS, 2010).

Grande parte da dificuldade enfrentada pelos diversos métodos de tratamento citados se
da por caracteristicas intrinsecas a propria unha, conforme foi relatado em estudo de 2013
realizado por Silva, sobre a inativacdo dos microrganismos causadores das onicomicoses por

terapia fotodinamica:

O tratamento das onicomicoses representa uma das principais dificuldades
terapéuticas encontradas na prética clinica, em razio de algumas particularidades: as
unhas sdo estruturas ndo-vascularizadas, o que explica a pequena penetragcdo dos
medicamentos aplicados por via sistémica e o crescimento das unhas se faz de maneira
lenta (5 a 6 meses nas unhas das maos e 12 a 18 meses nas unhas dos pés para cobrir
todo o leito ungueal). Portanto, as dermatofitoses das unhas dos pés sdo mais rebeldes
ao tratamento que as das maos e, quando tratados com antiftingicos, crescem 2 mm
ao més (SILVA, 2013, p. 31).

Com isso em vista, os extratos pirolenhosos surgem como produtos com o potencial
necessdrio para ultrapassar as dificuldades existentes no diagndstico e no tratamento das

onicomicoses, através de suas caracteristicas antifiingicas e possivel uso como agente topico.

3.2 Pirolise

Segundo Speight (2008, p. 274. apud BOATENG et al., 2007): “pirdlise € um método a
média temperatura que produz gés, 6leo e carvdo a partir de matéria-organica que pode ser
posteriormente processada em combustiveis uteis ou matéria-prima”. Este processo de
transformac¢do consiste na decomposi¢do quimica de biomassa na auséncia de oxigénio, ou
quando este € insuficiente para a combustao, resultando em produtos nas fases sélida (charcoal,
ou carvao residual), liquida (bio-6leo) e gasosa (gases ndo-condensdveis ricos em

hidrocarbonetos), como citado (SPEIGHT, 2008).

3.2.1 Caracteristicas Gerais da Pirdlise

As composicdes dos produtos obtidos, especialmente da fase liquida, e suas
propriedades dependem intimamente da matéria-prima utilizada, do tipo e condi¢des do
processo — temperatura, taxa de aquecimento, entre outras — e equipamento empregados, além

da eficiéncia da coleta dos produtos (BRIDGEWATER, 2004). Um exemplo da influéncia
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dessas varidveis foi apresentado por Vieira (2014), com os rendimentos dos produtos na pirélise
de lodo de esgoto com duas temperaturas diferentes aplicadas ao processo, como consta no

Quadro 7.

Quadro 7 — Rendimentos dos produtos da pirdlise de lodo de esgoto

Fase produzida Rendimento (%)

450 °C 550 °C
Fracdo aquosa 12,7 15,4
Bio-dleo 11,6 11,4
Fracdo sélida 62,1 58,4
Fracdo gasosa 13,7 14,8

Fonte: VIEIRA, 2014.

Estes valores confirmam a influéncia da temperatura principalmente na propor¢do das
fases liquida e sélida, aumentando significativamente a primeira com o aumento da temperatura
(SILVA et al., 2012. apud VIEIRA, 2014).

Além disso, os constituintes da biomassa sdo processados em taxas de aquecimento e
faixas de temperatura diferentes, bem como por diferentes mecanismos e caminhos: a
hemicelulose € decomposta primeiro, a cerca de 200 °C a 260 °C, seguida da celulose, degradada
de 240 °C a 350 °C, e, por fim, da lignina, tltimo componente a degradar-se, de 280 °C a 500
°C (DEMIRBAS, 2002; VIEIRA, 2014). Isso mostra a importancia da temperatura para o
processamento do material, na pirdlise, que pode promover a degradacdo parcial ou total dos
componentes.

Portanto, pode-se configurar e desenvolver processos que favorecam a obtencdo dos
produtos de maior interesse: temperaturas mais baixas e longos tempos de residéncia favorecem
a produgdo de material residual carbondceo (carvao), enquanto temperaturas mais elevadas e
longos tempos de residéncia aumentam a conversdao em produtos gasosos; a fase liquida é
favorecida em processos com temperaturas mais elevadas e baixos tempos de residéncia. No
que diz respeito a problemadtica do diagnéstico e tratamento das onicomicoses, dentre os

produtos da pirdlise, a fase aquosa do bio-6leo € onde se concentra o maior interesse.

3.2.2 Biomassa
Segundo Vieira (2014): “biomassa pode ser definida como toda matéria organica, seja
de origem animal, vegetal ou microrganismos, suscetivel a ser transformada em energia”.

Dentro da definicdo cldssica, esses materiais sdo submetidos a processos de valorizacdo
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termoquimica que convertam a matéria bruta original em produtos cuja finalidade seja
energética ou a sintese de compostos organicos.

Além disso, a biomassa vegetal é essencialmente composta por carbono (C), hidrogénio
(H), oxigénio (O), enxofre (S) e nitrogénio (N), além de possuirem umidade (W) e material
residual (A), que s@o constituintes bdsicos da estrutura de materiais combustiveis (GOMES,
2010. apud VIEIRA 2014; BERTON, 2012). As composi¢cdes em base seca de algumas

diferentes biomassas, em termos de porcentagem em massa, estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo elementar da biomassa (% em base seca)

Biomassa C H (0] N S A Poder Calorifico (mJ/kg)*
Pinus 49,25 599 4436 0,06 0,03 0,3 17,23
Eucalipto 49,00 5,87 43,97 030 0,01 0,72 25,00
Casca de arroz 4096 430 3586 040 0,02 18,34 13,15
Bagaco de cana 4480 535 39,55 0,38 0,01 9,79 18,24
Casca de coco 48,23 523 33,19 298 0,12 10,25 23,55
Sabugo de milho 46,58 5,87 4546 047 0,01 1,40 12,12
Lodo de esgoto 28,00 4,6 23,2 4,9 1,2 - 21,10
Pequi - - - - - - 23,70
R. de algodio 47,05 535 40,77 0,65 021 5,89 18,26

Fonte: GOMES, 2010. apud VIEIRA, 2014.

Em relacdo a umidade relativa, em termos de valorizagdo termoquimica, € interessante
que a biomassa tenha valores o mais baixo possiveis, para evitar que seu potencial calorifico se
perca no consumo para evaporacio da dgua contida no préprio material. De um modo geral,
pode-se encontrar valores de umidade de 41,27% a 70,20% em espécies de madeira e, ao
promover a secagem em equilibrio com o ar seco, pode-se atingir valores ao redor de 20%,
embora os valores desejaveis sejam na faixa de 5% a 10% (BERTON, 2012; RINGER et al.,
2006; DERMIBAS, 2005). Para diminuir o teor de dgua até niveis mais aceitdveis, deve-se
proceder com processos de pré-processamento da matéria-prima, tais como moagem,
prensagem, secagem, entre outros (FOUST, et al., 2000).

Sdo exemplos de biomassa os vegetais nao-lenhosos (sacarideos, celuldsicos, amildceos,
aqudticos), vegetais lenhosos (madeira), residuos organicos (agricolas, urbanos, industriais) e
biofldidos (6leos vegetais), sendo sua composicdo avaliada em termos da porcentagem em

massa de alguns elementos quimicos presentes na estrutura de materiais combustiveis.
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3.2.3 Bio-6leo, Extratos Pirolenhosos e Aplicagcdes

O bio-6leo, ou 6leo de pirdlise, corresponde a um liquido marrom escuro, com odor
caracteristico de fumo e rico em compostos oxigenados, oriundos da degradagdo da biomassa
original, sendo os principais componentes: dcidos organicos, dlcoois, aldeidos, ésteres, cetonas,
acucares, compostos fendlicos e furanos. Em trabalho de Berton (2012), foram apresentadas as

classes constituintes dos bio-6leos, conforme representado na Tabela 2.

Tabela 2 — Compostos Identificados nos Bio-Oleos

QIasses de Compostos Faixa de Composicao em Massa (%)
Acidos organicos 5-10

Aldeidos e hidroxi-aldeidos 5-20

Cetonas e hidréxi-cetonas 0-10
Anidro-sacaroses 5-30

Ligninas Piroliticas e Fendis 20-30
Hidrocarbonetos 0-5

Agua 1530

Fonte: OASMAA & PEACOCKE, 2002. apud BERTON, 2012.

Este produto € constituido de duas fases: uma orgéanica, conhecida como tar ou alcatrao,
bastante viscosa e insolivel em dgua; e outra aquosa, conhecida como extrato dcido, vinagre de
madeira, dcido pirolenhoso ou extrato pirolenhoso (PE). Esta, contém os compostos de maior
polaridade, como levoglucosano e outras anidro-sacaroses, dcidos organicos hidroxi-cetonas,
hidréxi-aldeidos, furfural, entre outros, totalizando mais de 200 substincias quimicas
individuais (RAMKALI, 2009; BROWN, 2017). A propor¢ao do extrato pirolenhoso na fase
liquida depende da composicdo da biomassa utilizada e sua umidade inicial, além das condi¢des
operacionais aplicadas (TOMASINI, 2015; VIEIRA, 2019).

De um modo geral, os bio-6leos podem ser aplicados como combustiveis em
queimadores, motores e turbinas ou submetidos ao processo de upgrading, para serem
convertidos em combustiveis convencionais de transporte ou em outros insumos quimicos
(BRIDGEWATER, 2004). Por outro lado, os extratos pirolenhosos por si sé ja sdo aplicados
na medicina oriental ha mais de 400 anos e estdo bem estabelecidos na agropecudria do Japao
e da China desde a década de 1930. Dentre suas aplicacOes, foram reportadas: a promog¢ao da
qualidade do solo contra doengas e pestes nas plantagdes; a promog¢do do crescimento das
plantas com menor uso de fertilizantes, o que melhora a qualidade sem toxicidade para pessoas
e animais; como substituto de um antibidtico convencional (apramicina) na alimentacido de

porcos, entre outros.
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Além disso, estudos mais recentes comprovam o potencial uso desses extratos dcidos,
produzidos a partir de diversas biomassas, como antimicrobianos: Ramkai (2009) reportou a
acdo de extratos de bambu, leucena e eucalipto frente a bactérias e fungos causadores de
dermatites; Wei (2010) utilizou extratos de galhos de nogueira contra algumas espécies
microbianas (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacterium proteus, entre outras);
Ibrahim et al. (2013) comprovou a eficiéncia do 4cido pirolenhoso de Rhizophora apiculata em
Candida albicans e Araujo et al. (2017) investigaram a acdo antibacteriana e antifingica dos
extratos de Eucalyptus urograndis e Mimosa tenuiflora contra E. coli, S. aureus, Pseudomonas

aeruginosa, C. albicans e Cryptococcus neoformans.
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4 METODOLOGIA

4.1 Producao dos Extratos Pirolenhosos

A producdo dos bio-6leos (Figura 3), foi realizada no Laboratério de Sistemas de
Separacdo e Otimizacdo de Processos — LASSOP — da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL) utilizando 1,0 kg das seguintes biomassas como matéria-prima: Cocos nucifera (coco),
Elaeis guineenses (dend€), Syagrus coronata (ouricuri), Acrocomia aculeata (macuba) e
Euterpe oleracea (agai). A seguir, serd descrito como os extratos pirolenhosos foram obtidos a

partir dos bio-Gleos e as etapas necessdrias para realizacdo da andlise cromatogréfica.

Figura 3 — Exemplos dos bio-6leos produzidos no LASSOP
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Fonte: Autor, 2020.

4.1.1 Pir6lise de Palmaceas

As biomassas utilizadas foram obtidas de diferentes fontes: o endocarpo do coco foi
fornecido pela COPRA Industria de Alimentos (Macei6-AL); o dendé foi coletado no
Condominio Residencial Aldebaran Beta (Maceié-AL), sendo utilizado apenas seu endocarpo;
o acai foi coletado no Centro de Ciéncias Agrérias (CECA), localizado no municipio de Rio
Largo-AL, do qual foram retiradas as fibras para obtencao do endocarpo; o ouricuri foi cedido
pelo CECA e sua polpa foi retirada com uma despolpadora vertical, para obtencdo do

endocarpo; e a macauba foi coletada nas dependéncias do Aeroporto Internacional Zumbi dos
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Palmares (Macei6-AL). Os materiais coletados para pirdlise foram submetidos a secagem em
estufa, a 70 °C, por 24h.

A pirdlise foi realizada em uma planta piloto, composta por um reator tubular de aco
inoxiddvel — 51,2 cm de altura, 7,89 cm de diametro interno e flange de 19,7 cm — um forno
tubular modelo JUNG LT6 2010 de 1 kW de poténcia e limite de temperatura até 1.000 °C,
revestido por uma manta térmica com o objetivo de diminuir as perdas de calor. O reator
funciona a vacuo, por uma bomba FANEM. Modelo 089 Cal, numa pressdo negativa de 20 kPa.
O processo foi configurado para a temperatura de 400 °C, taxa de aquecimento de 10 °C/min e
tempo de residéncia de 2 h.

A fase liquida produzida na pirdlise foi obtida por condensagdo a 5 °C e os extratos
pirolenhosos foram separados do alcatrdo (fase liquida ndo-aquosa) apds sua decantagdo,
pipetando-os diretamente dos recipientes em que estavam armazenados e transferindo-os para

um outro recipiente, onde foram isolados para as etapas posteriores.

4.1.2 Preparo dos Extratos Pirolenhosos para Anélise Cromatografica

Foram coletadas amostras de 5 mL de cada extrato para realizacdo de extragdo liquido-
liquido com Dicloro Metano (DCM). Cada uma das amostras foi introduzida em um tubo de
ensaio, no qual foi realizada a separacdo por esgotamento, da seguinte maneira: foram
adicionados 5 mL do solvente aos tubos de ensaio com cada um dos extratos, seguido por
agitacdo manual para promover o contato entre as duas fases.

Em seguida, a mistura foi deixada em repouso, até o sumigo das bolhas e a respectiva
formacdo de duas fases: uma contendo DCM e os compostos extraidos de interesse, a qual foi
reservada em um tubo de ensaio a parte; e outra dos extratos com alguns remanescentes de suas
composi¢Oes, a qual foi submetida a uma nova extragdo com mais 5 mL de DCM, até€ a terceira
extracao.

Por fim, os tubos de ensaio com a solucio de DCM e os compostos extraidos foram

depositados na capela, para secagem do solvente por evaporacao, durante sete dias.

4.1.3 Andlise Cromatografica dos Extratos Pirolenhosos

O processo de identificacdo e caracterizagdo dos extratos foi realizado em um
equipamento  SHIMADZU, modelo QP2010Plus, utilizando uma coluna DB-5 com
comprimento de 60 m, diametro de 0,25 mm, thickness de 0,25 uL. e com um fluxo de 0,8

mL/min. Foi injetada 1 uLL da amostra no modo splif no injetor e a programacao de temperatura
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do GC iniciou em 40 °C por 2 min, com aquecimento do forno até 280 °C a uma taxa de 4
°C/min, permanecendo a essa temperatura por 5 min.

O processamento de dados foi realizado pelo software GCMS-Solution (SHIMADZU),
utilizando a biblioteca NIST-14, com confirmac¢do dos compostos identificados na NIST cuja

similaridade foi maior que 80%.
4.2  Teste de Difusiao em Agar por Poco

Na realizacdo dos testes de difusdo em dgar por pogo, foi necessario obter culturas
isoladas dos microrganismos a serem submetidos ao experimento, além de algumas amostras
dos extratos pirolenhosos, cuja a¢do antifingica foi avaliada, e do preparo de alguns materiais,
conforme instru¢des do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), em sua norma M2-
A8. Para a realizacdo dos testes de microdilui¢do em caldo, os procedimentos também foram
baseados em instru¢des do CLSI, nas normas M27-A2 e M38-A. A seguir, cada etapa do

presente trabalho serd descrita em detalhes.

4.2.1 Producio do Meio de Cultura Agar Dextrose Sabouraud

O meio de cultura, Agar Dextrose Sabouraud (KASVI), foi preparado para utilizaco
nos tubos de ensaio, na repicagem dos microrganismos; e nas placas de Petri, para a realizacdo
da disco-difusdo. O preparo seguiu as instru¢cdes do fornecedor, presentes no rotulo de sua
embalagem, e consistiu na solubilizagdo de 32,75 g do meio em po, pesados em balanca
semianalitica, em 500 mL de dgua destilada, o que foi feito em duplicata em dois erlenmeyers

de 1 L, como registrado na Figura 4.
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Figura 4 — Meio de cultura Agar Dextrose Sabouraud preparado em duplicata

Fonte: Autor, 2020.

Em seguida, a solu¢do foi aquecida com o auxilio de uma chapa aquecedora até se atingir
a homogeneidade, com agitacdo manual e cuidado para ndo queimar nem ferver a solugdo, e

distribuida nos tubos de ensaio, para repicagem dos microrganismos.

4.2.2 Isolamento e Repicagem dos Microrganismos

As culturas de microrganismos foram fornecidas, por orientagdao da Prof* Maria Anilda,
em parceria com o Laboratério Médico DILAB, que conseguiu isolar seis espécies de interesse
para o presente estudo: Tricophyton rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, Microsporum
gypseum, M. canis, Fusarium spp. e Candida spp..

Estas espécies foram levadas ao Laboratério de Microbiologia da Universidade
Tiradentes (Unit-AL), onde foram repicados em triplicata, utilizando tubos de ensaio com meio
de cultura (Agar Dextrose Sabouraud), e vedados com algoddo hidrofébico, para permitir o
bom desenvolvimento das espécies, sem contaminagdo. Para a inoculacdo desses tubos de
ensaio, foram coletadas amostras do micélio das culturas isoladas, fornecidas pelo DILAB, e

feito o estriamento sobre a superficie inclinada do meio, deixando-as se desenvolver por cerca
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de 72h. Ao todo, foram preparados 18 (dezoito) tubos de ensaio com meio de cultura, sendo

trés para cada espécie.

4.2.3 Esterilizacdo dos Materiais

Além disso, também foram preparados tubos de ensaio com 3 mL de dgua destilada
cada, para o posterior uso no preparo das suspensdes de microrganismos. Os tubos de ensaio e
erlenmeyers com meio de cultura, bem como os tubos de ensaio com dgua destilada, uma
estante pldstica com ponteiras de pipetas semiautomdticas e frascos de vidro foram todos

levados para autoclavagem, a 118-121 °C por 15 minutos (Figura 5).

Figura 5 — Autoclave utilizado para esterilizagdo dos materiais

Fonte: Autor, 2020.

ApOs a autoclavagem, com todo o material ja esterilizado, o meio de cultura restante
nos erlenmeyers foi transferido para as placas de Petri, nas quais foram realizados os testes de
sensibilidade com os microrganismos. Foram utilizadas placas de Petri 140x15 mm

descartaveis e estéreis, sendo produzidas, ao todo, 21 unidades com meio de cultura.
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4.2.4 Preparo dos Extratos Pirolenhosos para Teste de Difusdo em Agar por Pogo

Ao todo, foram utilizadas oito amostras de extratos, sendo trés de coco (numeracdo: 1,
2 e 3), uma de dendé (numeragdo: 4), duas de ouricuri (numeragao: 5 e 6), uma de acgai
(numeragdo: 7) e uma de macaiba (numeragdo: 8). Antes da utilizacdo dos extratos nos testes
de difusdo em 4gar por poco, foi necessdrio realizar a filtracdo destes, utilizando filtros de tipo

membrana.

4.2.4 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

Com o desenvolvimento das culturas, apds cerca de 72h, foram produzidas as solugdes
de microrganismos e a inoculagdo das placas de Petri com meio de cultura. Os 3 mL de 4dgua
destilada de cada tubo de ensaio foram vertidos nos tubos contendo as culturas em
desenvolvimento e, com um swab, foi feita a raspagem do micélio na superficie do meio para
a suspensao dos microrganismos na dgua. Em seguida, essas suspensodes de cada microrganismo
foram transferidas de volta para os tubos de ensaio que continham apenas dgua destilada e
agitadas em vortex, por cerca de 2 minutos.

Com o swab utilizado previamente, embebido na suspensao, foi realizado o semeio das
placas e, para cobrir a totalidade da superficie de cada uma, foi feito um pequeno despejo do
material no centro da placa e o estriamento em trés planos, com rotacao de 60°. Em seguida, os
pocos foram perfurados (® = 6 mm) com o auxilio de ponteiras, sendo deixado espaco suficiente
entre cada um para a medi¢@o dos halos de inibi¢do. Ao todo, foram perfurados oito pocos para
introducao dos extratos, em arranjo circular, € um pogo central para servir de controle negativo
ao teste. Este procedimento foi realizado em triplicata para cada microrganismo, de modo que
cada placa foi semeada com uma espécie, apenas, rotulando-as e enumerando os pogos para
correta identificacdo dos microrganismos e extratos utilizados em cada uma.

Para o preenchimento dos pocos perfurados nas placas semeadas com microrganismos,
foram introduzidas aliquotas de 20 uL de cada extrato e, em seguida, as placas foram lacradas
com fita crepe e deixadas, a temperatura ambiente, para o desenvolvimento dos fungos e
avaliacdo da acdo antifingica dos extratos. A observacgdo das placas foi feita diariamente, por
sete dias seguidos, concluindo-se com as medi¢des dos halos de inibicdo formados em cada

placa, realizadas com uma régua apropriada (Figura 6).
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Figura 6 — Régua para medi¢do de halos em antibiograma
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Fonte: Autor, 2020.

4.3  Teste de Microdiluicio em Caldo

4.3.1 Producdo do Meio de Cultura RPMI-1640

O meio de cultura, marca Vitrocell Embriolife, foi preparado conforme as instru¢des do
fabricante, pela adicdo de 1 saché do meio em po em agua destilada (90% do volume a ser
preparado) sob agitacdo constante. Quando dissolvido todo o material neste volume, foi
completado com os 10% restantes de dgua destilada e realizada a filtracdo em membranas,

utilizando pressao positiva.

4.3.2 Preparo das Solugdes dos Extratos Pirolenhosos

Conforme instru¢des do CLSI, foi necessario preparar as solugdes dos antiftingicos a
serem testados com concentragao no minimo 100 vezes maior que a concentragdo final testada
nas placas de microdiluicdo. Para tanto, foram produzidos 2,1 mL de solugdes com
concentracgdo final de 100 mg/mL de cada extrato, adicionando 210 pL de Dimetil Sulféxido
(DMSO) e completando o volume com uma solugdo salina (0,9% NaCl em 4gua destilada).

Para o preparo destas solucdes, foram utilizados os seguintes volumes de cada extrato:

Tabela 3 — Volumes de cada extrato utilizados no preparo para microdilui¢des seriadas

Extrato Volume (uL) Extrato Volume (uL)
Coco (1) 190,91 pL. Ouricuri (5) 190,91 pL
Coco (2) 210,00 uL Ouricuri (6) 210,00 uL
Coco (3) 233,31 uL Acai (7) 210,00 uLL
Dendé (4) 210,00 uL Macatba (8) 210,00 uL

Fonte: Autor, 2020.
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4.3.3 Avaliacdo das Concentrdes Inibitérias Minimas (MIC)

Foram utilizadas as mesmas suspensdes dos microrganismos que haviam sido utilizadas
para os testes de disco-difusdo, além das solu¢des dos extratos e do meio RPMI-1640, como
descrito acima. Também foram utilizadas placas de microdilui¢do (Figura 7), com 96 pocos (8

linhas — A a H — e 12 colunas) e pipetas semiautométicas de 10, 20 e 100 uL.

Figura 7 — Placa de microdilui¢cdo
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Fonte: Autor, 2020.

Inicialmente, foram introduzidos 100 uL do meio de cultura em cada um dos 96 pocos,
nas 14 placas necessdrias para o desenvolvimento dos testes de microdilui¢do. Em seguida,
foram acrescentados nas primeiras colunas das placas mais 100 uL. de cada uma das oito

solucdes de extrato preparadas, de duas em duas linhas, conforme o Quadro 8.

Quadro 8 — Distribuicdo dos extratos nas colunas e placas de microdilui¢do

N° dos Extratos
Linhas: A B C D E F G H
Placas impares 1 1 2 2 3 3 4 4
Placas pares 5 5 6 6 7 7 8 8

Fonte: Autor, 2020.
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Deste modo, cada extrato foi testado em duplicata, nas linhas repetidas, e foi utilizado
um par de placas (uma, par e outra, impar) para cada espécie de fungo testada, possibilitando a
andlise da acdo de todos os extratos em estudo frente a cada um dos microrganismos de
interesse. Em seguida, foram feitas as microdilui¢des, que consistiram na pipetagem de 100 uLL
das misturas solucdo de extrato/meio, presentes na 1* coluna de cada linha, para a 2* coluna;
este procedimento foi repetido da 2° coluna para a 3* coluna e assim sucessivamente, até a 10*
coluna das placas, conforme ilustrado na Figura 8. Dessa forma, as solucdes dos extratos,
preparadas a 100 mg/mL, foram diluidas de 50 mg/mL, na 1* coluna, a 0,098 mg/mL, na 10

coluna de cada placa.

Figura 8 — Microdiluigdes realizadas para anélise da MIC

Fonte: Autor, 2020.

As suspensdes dos fungos foram introduzidas em todos os 96 pocos de cada uma das 14
placas de microdilui¢do preparadas, em um volume de 10 uL. Além disso, na 12* coluna/linha
A de cada uma das placas, foi introduzido um antifiingico comercial, o Itraconanzol — preparado
a 10 mg/mL — para servir de controle negativo ao teste. Este foi diluido na vertical, ao longo da
12* coluna, de modo que sua concentragcdo nas placas variou de 5 mg/mL a 0,039 mg/mL. A
11* coluna foi mantida apenas com o meio de cultura e o indculo, como controle positivo.

As placas foram isoladas com fita crepe e incubadas a 35 °C por 72 h, sendo retiradas e
mantidas a temperatura ambiente apds este periodo para leitura dos resultados, feita pela
observacao visual do crescimento microbiano nos pogos, indicado pela turbidez da amostra.
Com isso, a MIC corresponde a menor concentracdo em que nao foi houve desenvolvimento

microbiano, para cada fungo e extrato analisados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analise Cromatografica dos Extratos Pirolenhosos

Com os resultados obtidos no software GCMS-Solution, foi possivel identificar os
compostos com similaridade maior que 80%, em relacdo a biblioteca NIST-14, os quais estdo
apresentados nas Figuras X a Y, em termos da drea relativa (%). Nao foi possivel analisar os

resultados para os Extratos n° 1 e 8, devido a falhas na injec@o das amostras no equipamento.

Figura 9 — Areas relativas (%) dos grupos de compostos identificados no Extrato n° 2

Composigao: Extrato n° 2 (Coco)

2,8 4,42

4,84

/A

= Acidos Carboxilicos = Alcoois = Aldeidos = Cetonas = Eteres = Fendis

Fonte: Autor, 2020.

Figura 10 — Areas relativas (%) dos grupos de compostos identificados no Extrato n° 3

Composigao: Extrato n° 3 (Coco)

>8 4,51
4 1

l 5,48

= Acidos Carboxilicos = Alcoois = Aldeidos = Cetonas = Eteres = Fendis

Fonte: Autor, 2020.



Figura 11 — Areas relativas (%) dos grupos de compostos identificados no Extrato n°® 4
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Composicao: Extrato n° 4 (Dendé)

2,16

7 3,61

2,64

= Acidos Carboxilicos = Alcoois = Aldeidos - Cetonas = Eteres = Fendis

Fonte: Autor, 2020.

Figura 12 — Areas relativas (%) dos grupos de compostos identificados no Extrato n® 5

Composigao: Extrato n°® S (Ouricuri)

1,24
3,05

= Acidos Carboxilicos - Alcoois = Aldeidos = Cetonas = Eteres = Fendis

Fonte: Autor, 2020.




Figura 13 — Areas relativas (%) dos grupos de compostos identificados no Extrato n° 6
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Composigao: Extrato n°® 6 (Ouricuri)

= Acidos Carboxilicos = Alcoois = Aldeidos = Cetonas = Eteres = Fendis

Fonte: Autor, 2020.

Figura 14 — Areas relativas (%) dos grupos de compostos identificados no Extrato n° 7

Composicao: Extrato n°® 7 (Acai)

1,22

= Acidos Carboxilicos = Alcoois = Aldeidos =Cetonas = Eteres = Fendis

Fonte: Autor, 2020.
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Dos compostos identificados, dentre os grupos quimicos, estdo apresentados no Quadro

9, muitos dos quais sdo reportados também em estudos por Jahanban-Esfahlan & Amarowicz

(2018), Mathew (2015) e Ma et al (2011), sobre composi¢ao de extratos similares.

Quadro 9 — Compostos identificados por grupos quimicos

Grupos Compostos Identificados

Quimicos

Acido Acido butanoico, 4-hidréxi-

Carboxilico

Alcool Ciclopentano-1,2-diol; 1,2-Benzenodiol; 1,2-Benzenodiol, 4-metil-

Aldeido Furfural; 2-Furancarboxaldeido, 5-metil-

Cetona 1,5-Ciclooctadieno, 3-t-butil-; 2-Ciclopenten-1-ona, 2,3-dimetil-; 2-Ciclopenten-1-

ona, 2-hidrdxi-3-metil-; 2-Ciclopenten-1-ona, 2-metil-; 2-Ciclopenten-1-ona, 3-etil-2-
hidréxi-; 2-Ciclopenten-1-ona, 3-metil-

Derivados de D-Allose

Actcares

Derivados de 2-Acetil-5-metilfurano

Furano

Eter 2-Etoxi-4-metilfenol; 1,2,3-Trimetdxibenzeno; Benzeno, 1,2,3-trimetéxi-5-metil-
Fenol Fenol; Fenol, 3-metil; Fenol, 4-metil; Fenol, 2-met6xi-; Maltol; Fenol, 2,3-dimetil;

Fenol, 2-metéxi-4-metil; Fenol, 4-etil-2-metdxi; Fenol, 2,6-dimetoxi
Fonte: Autor, 2020

Dos 27 compostos identificados neste trabalho, 9 correspondem a fendis, que
corresponderam a dreas relativas de 26,34% (Extrato n° 7) a 82,21% (Extrato n° 3), pela anélise
de CG. Esse resultado € bastante significativo, pois foi reportado por Himelbloom (2001) que
os fendis, carbonilas e dcidos organicos presentes nos extratos pirolenhosos sdo compostos com
atividade antimicrobiana e conferem a este produto seu potencial antifiingico.

A comprovagdo desse potencial foi relatada por Ma (2001) et al, quando foram
observadas taxas de inibi¢do de crescimento fingico de 61,56% a 90,26% — em testes com
Alternaria solani e Verticillium dahliae, respectivamente — devido a acdo de acidos organicos
extraidos da casca de nozes. Especificamente voltado a acdo contra fungos dermatdfitos,
também foi observada por Ikegami (1998) a propriedade antifiingica especifica de alguns
compostos fendlicos obtidos em “Mokusaku-Eki” — nome popular do PE na Coreia do Sul e
Japdo. Neste estudo, foi obtida a MIC do 2,6-dimetoxifenol correspondente a 150 pg/mL (ou
0,150 mg/mL) contra Trychophyton mentagrophytes. Este composto foi identificado em todas

as seis amostras analisadas por CG no presente trabalho, com éreas relativas de 3,36% (Extrato

n°7) a 13,56% (Extrato n° 6).
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De um modo geral, observa-se que os extratos n° 2, 3, 4, 5 e 6 apresentaram resultados
de dreas relativas totais de fendis com valores de 76,03% a 82,21%, enquanto que apenas o
Extrato n® 7 (obtido do agai) apresentou uma &area relativa total desses compostos bastante
inferior, correspondente a 26,34%. Por isso, € de se esperar que a acdo antifingica deste tltimo

extrato seja um tanto inferior, em relacio aos demais, devido a sua baixa composicao de fendis.
5.2 Testes de Difusao em Agar por Poco

A leitura dos resultados dos testes de disco-difusdo, apresentados nas Tabelas 4 a 8, é
feita visualmente, pela observacgdo da formacao ou ndo dos halos de inibi¢do em torno dos pogos
contendo os extratos pirolenhosos, e pela medi¢do do tamanho dos halos formados, para efeitos
comparativos. Os resultados apresentados como “N.D.” correspondem aos extratos que nao
foram utilizados nesta bateria de testes, por estarem indisponiveis no periodo de execu¢dao dos
testes, enquanto o codigo “INC” corresponde a resultados inconclusivos, ou seja, nos quais

houve formacao de halo mas a medi¢ao nao foi possivel de ser realizada.

Tabela 4 — Resultados observados nos Testes de Difusdo em Agar por Pogo com Trychophyton mentagrophytes

DIAMETRO DO HALO (mm)
Extratos: 1 2 3 4 5 6 7 8
Repeticdo 1: 8,0 13,0 N.D. 19,0 N.D. 8,0 6,0 N.D.
Repeticdo 2: 6,0 16,0 N.D. 27,0 N.D. 8,0 8,0 N.D.
Repeticdo 3: Houve contaminag?o na placa
DIAMETRO
MEDIO (mm): 7,0 14,5 N.D. 23,0 N.D. 8,0 7,0 N.D.

Fonte: Autor, 2020.

Tabela 5 — Resultados observados nos Testes de Difusdo em Agar por Poco com Trychophyton rubrum

DIAMETRO DO HALO (mm)
Extratos: 1 2 3 4 5 6 7 8
Repetigdo 1: 29,0 34,0 N.D. INC N.D. 28,0 19,0 N.D.
Repetigdo 2: 24,0 30,0 N.D. 31,0 N.D. 23,0 19,0 N.D.
Repeticdo 3: Houve contaminag?o na placa

DIAMETRO

MEDIO (mm): 26,5 32,0 N.D. 31,0 N.D. 25,5 19,0 N.D.

Fonte: Autor, 2020.
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Tabela 6 — Resultados observados nos Testes de Difusdo em Agar por Poco com Microsporum gypseum

DIAMETRO DO HALO (mm)
Extratos: 1 2 3 4 5 6 7 8
Repeticdo 1: 17,0 26,0 N.D. 28,0 N.D. 20,0 15,0 N.D.
Repeticdo 2: 21,0 29,0 N.D. INC N.D. 32,0 17,0 N.D.
Repeticdo 3: Houve contaminag?o na placa
DIAMETRO
MEDIO (mm): 19,0 27,5 N.D. 28,0 N.D. 26,0 16,0 N.D.

Fonte: Autor, 2020.

Tabela 7 — Resultados observados nos Testes de Difusio em Agar por Poco com Candida spp.

DIAMETRO DO HALO (mm)
Extratos: 1 2 3 4 5 6 7 8
Repeticdo 1: 14,0 9,0 14,0 13,0 18,0 16,0 8,0 15,0
Repeticdo 2: 14,0 10,0 15,0 12,0 14,0 13,0 0,0 13,0
Repeticao 3: Houve contaminagao na placa
DIAMETRO
MEDIO (mm): 14,0 9,5 14,5 12,5 16,0 14,5 4,0 14,5

Fonte: Autor, 2020.

Tabela 8 — Resultados observados nos Testes de Difusdo em Agar por Pogo com Fusarium spp.

DIAMETRO DO HALO (mm)
Extratos: 1 2 3 4 5 6 7 8
Repeticdo 1: 19,0 21,0 24,0 19,0 23,0 15,0 14,0 19,0
Repeticdo 2: 19,0 19,0 24,0 20,0 26,0 14,0 13,0 19,0
Repeticdo 3: 23,0 22,0 27,0 22,0 27,0 21,0 18,0 24,0
DIAMETRO
MEDIO (mm): 20,3 20,7 25,0 20,3 25,3 16,7 15,0 20,7

Fonte: Autor, 2020.

Os resultados foram obtidos para cada microrganismo, os quais estavam inoculados
individualmente nas placas de Petri, o que tornou possivel analisar a sua susceptibilidade frente

a acdo de cada um dos extratos utilizados, conforme Figura 15.
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Figura 15 — Placa de Petri utilizada para teste de disco-difusdo com Fusarium spp.

Fonte: Autor, 2020.

Por outro lado, as placas inoculadas com Trychophyton tonsurans e Microsporum canis
ndo tiveram bom desenvolvimento das culturas, diferentemente das outras espécies analisadas,
pois os fungos s6 cresceram nas bordas das placas, conforme Figura 16, ndo conseguindo se
desenvolver bem nas regides mais centrais e, assim, impossibilitando a correta leitura dos

resultados.

Figura 16 — Placa de Petri sem pleno desenvolvimento da cultura inoculada (leitura de resultado inviavel)

Fonte: Autor, 2020.
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Além disso, houve bastante problema de contaminagdo nas placas, o que impossibilitou
a leitura desejada da susceptibilidade dos fungos selecionados frente a acdo dessas amostras de
extrato. Porém, algumas observacdes interessantes puderam ser feitas mesmo com a incidéncia
de contaminagdo: algumas placas, supostamente contaminadas por Aspergillus spp.,
apresentaram a formacdo de halos de inibi¢do ao desenvolvimento da espécie contaminante,

conforme a Figura 17.

Figura 17 — Placas de Petri com contaminag@o provavel de Aspergillus spp. com formacao de halos de inibigdo

Fonte: Autor, 2020.

Esse resultado, mesmo indesejado no ambito deste trabalho, € um grande indicativo do
potencial antimicrobiano dos extratos pirolenhosos, o qual pode ser posteriormente investigado
ndo s6 em sua agdo frente aos fungos dermatéfitos causadores de onicomicoses, mas também
abrindo o espectro a outras espécies e aplicacoes.

De um modo geral, pode-se observar que houve formagdo de halo em todas as placas
inoculadas e com todos os extratos testados, o que corrobora a ac¢do antiftingica dos extratos
pirolenhosos frente aos dermatéfitos causadores de onicomicoses em questdo. As medidas dos
diametros dos halos formados servem para efeitos de comparagdo qualitativa em uma mesma
placa, visto que ndo € possivel garantir as mesmas condi¢oes de desenvolvimento microbiano
entre placas diferentes. Deste modo, pode-se dizer que, dada uma mesma placa, halos maiores

implicam em uma ag¢do antifingica mais potente e vice-versa, o que estd representado no
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Quadro 10 com a ordem do potencial antifingico experimental dos extratos para cada

microrganismo.

Quadro 10 — Comparativo qualitativo do potencial antifiingico de cada extrato frente aos fungos testados

Microrganismo utilizado Extratos ordenados pelo potencial antifiingico experimental
Trychophyton mentagrophytes 4>2>6>1=17

T. rubrum 2>4>1>6>7

Microsporum gypseum 4>2>6>1>7

Candida spp. 5>3=6=8>1>4>2>7

Fusarium spp. 5>3>2=8>1=4>6>7

Fonte: Autor, 2020.

De posse destes resultados, € possivel observar que, quando testados todos os extratos
juntos, os extratos n° 5 e 3° apresentaram halos com maior tamanho, em relacdo aos demais,
seguidos pelos extratos de n° 4, 2 e 6. Outra observagdo € em relagdo ao extrato de n° 7, que
apresentou o menor didmetro de halo em todas os testes realizados e, inclusive, chegou a
permitir o pleno desenvolvimento de Candida spp. em uma das repeticdes experimentais
realizadas, o que pode sugerir uma agdo antiftingica muito fraca deste extrato. Essa fraca acdo
do extrato n° 7 foi prevista pela analise de sua composicao, feita por CG e apresentada no topico
5.1, que apresentou baixa composi¢do de fendis — aos quais se atribui o potencial antiftingico
dos extrtatos. Porém, para melhor quantificar a acao antiftingica destes, € necessario realizar os

testes de microdilui¢do em caldo com cada um, para determinacdo de suas respectivas MIC.

5.3  Testes de Microdiluicio m Caldo

A leitura dos resultados dos testes de microdilui¢do € feita visualmente, pela observacao
do crescimento microbiano nos pogos das placas, que € indicado pela turbidez (Figura 18).
Como as concentragdes dos extratos sdo decrescentes da 1* at€ a 10 coluna, espera-se que nas
primeiras ndo haja desenvolvimento flngico, pela acdo inibitéria dos extratos mais
concentrados. Porém, com o extrato diluido o suficiente, sua acdo antifingica deve ser
comprometida e, entdo, as espécies analisadas devem se desenvolver. A concentragdo do tltimo
poco no qual ndo seja observada turbidez, ou seja, onde nido houver desenvolvimento
microbiano, corresponde a concentracdo inibitéria minima (MIC) respectiva ao extrato e fungo

em questao.
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Figura 18 — Resultados visuais dos testes de microdilui¢do em caldo

)

. o

Fonte: Autor, 2020.

Apds o tempo determinado para o crescimento dos microrganismos nas placas de
[I3R4]

microdillui¢do, foram observados os resultados apresentados nas Tabelas 9 a 13, nos quais

corresponde ao nao desenvolvimento fingico e “+”, ao oposto.

Tabela 9 — Resultados observados nos testes de microdiluicdo em caldo com Trychophyton mentagrophytes

NdoBxtmato /N g 2 3 ¢ s ¢ T o8 ¢ 100 10 12
1 - - - - - - + + + + + +
2 - - - - - + + + + + + +
3 - - - - - + + + + + + +
4 - - - - + + + + + + + +
5 - - - - + + + + + + + +
6 - - - - - + + + + + + +
7 - - - - + + + + + + + +
8 - - - - - + + + + + + +

Fonte: Autor, 2020.
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Tabela 10 — Resultados observados nos testes de microdilui¢do em caldo com Trychophyton rubrum

N° do Extrato / N°

da Coluna 1 2 3 4 5 6 7

=]
S
&
E

10* 117 12*

1 e
e

- - - - - +

RN AW

.

\

.

\

.

\
+ + + + + 4+ + o+
+ + + + + + + +
+ + + + + 4+ + o+
+ + + + + 4+ + o+
+ 4+ + + + 4+ + o+

+ + + + +

Fonte: Autor, 2020.

Tabela 11 — Resultados observados nos testes de microdilui¢ao em caldo com Trychophyton tonsurans

N° do Extrato / N°

da Coluna 1 2 3 4 5 6

~
®
=]
®
o
B
[y
=
B

11° 12*

1 - T

1
1
1
1
1
+ + + + + + +

1
1
1
1
+ + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +

RN AW

1

1

1

1
+ + + + 4+ + + o+
+ + + + 4+ + + o+
+ + + + 4+ + + +
+ + + + 4+ + + o+

- - - - - +

Fonte: Autor, 2020.

Tabela 12 — Resultados observados nos testes de microdilui¢do em caldo com Microsporum gypseum

N’ d(‘l’aE(’:‘gs:;/ N 2 3 o s e T o8 o 100 11° 12
1 Resultados inconclusivos
2 Resultados inconclusivos
3 - - - - - - + + + + + +
4 Resultados inconclusivos
5 - - - - - - + + + + + +
6 - - - - - + + + + + + +
7 - - - - - + + + + + + +
8 - - - - - - + + + + + +

Fonte: Autor, 2020.
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Tabela 13 — Resultados observados nos testes de microdilui¢dao em caldo com Candida spp.

Ndo Pl /N 2 3 ¢ 5 ¢ 7 & ¢ 100 1 12
1 - - + + + + + + + + + +
2 - - + + + + + + + + + +
3 + + + + + + + + + + + +
4 - - + + + + + + + + + +
5 - - + + + + + + + + + +
6 - - + + + + + + + + + +
7 - + + + + + + + + + + +
8 - - + + + + + + + + + +

Fonte: Autor, 2020.

As placas que foram inoculadas com Microsporum canis nao apresentaram
desenvolvimento da espécie nos pogos de controle positivo, onde nao foi introduzido extrato
nem Itraconazol, ndo sendo possivel concluir o teste de microdiluicdo em caldo neste caso,
apenas. Além disso, em uma das placas com M. gypseum, houve inconsisténcias nos resultados
dos extratos 1, 2 e 4, o que tornou invidvel a interpretacdo das observacoes feitas e, assim, nao
foi possivel determinar a MIC desses extratos. Também ndo foi possivel realizar os testes de
microdiluicdo com Fusarium spp., por conta da indisponibilidade desse fungo ao realizar esta
etapa do procedimento.

Outra observacdo que pode ser feita € em relacdo as placas com Candida spp., que
apresentou bastante desenvolvimento da espécie nos pocos, chegando, inclusive, a nado
apresentar sensibilidade ao extrato n° 3. Isso, porém, ndo foi observado nos testes de disco-
difusdo, nos quais todas as amostras utilizadas dos extratos, inclusive este citado, apresentaram
potencial antiftingico pela formacdo de halos de inibi¢do, como mencionado no tépico 5.2 e
representado na Figura 19. Apesar disso, foi possivel determinar a MIC de cada extrato contra

Candida spp. com os resultados obtidos.
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Figura 19 — Testes de difusdo em dgar por pogo realizados com Candida spp.

Fonte: Autor, 2020.

Por outro lado, com as espécies de Trypchophyton mentagrophytes, T. rubrum e T.
tonsurans, além dos resultados ndo comprometidos com Microsporum gypseum, foi possivel
observar bem o desenvolvimento microbiano, quando houve, e, com isso, determinar a MIC de
cada extrato frente a cada espécie analisada. Os valores obtidos de MIC estdo apresentados na

Tabela 14, de acordo com as observagdes experimentais feitas.

Tabela 14 — Concentracdes Inibitérias Minimas de cada extrato frente as espécies de fungos analisadas

MIC (mg/mL) dos extratos pirolenhosos:
N°1 N°2 N°3 N°4 N°S5S N°6 N°7 N°8
T. mentagrophytes 1,56 3,12 3,12 6,25 6,25 3,12 6,25 3,12

Fungos:

T. rubrum 1,56 1,56 0,78 1,56 1,56 1,56 3,12 1,56
T. tonsurans 6,25 3,12 3,12 3,12 6,25 6,25 6,25 3,12
M. gypseum - - 1,56 - 1,56 3,12 3,12 1,56
Candida spp. 25,0 25,0 - 25,0 25,0 25,0 50,0 25,0

Fonte: Autor, 2020.

De posse desses resultados, pode-se concluir que, de fato, os extratos pirolenhosos
analisados neste Trabalho apresentam acdo antiftingica satisfatoria frente aos fungos utilizados
nos testes. Apenas os resultados da MIC dos extratos frente a Candida spp. foram um tanto
quanto elevados, principalmente em comparacgao as outras espécies analisadas.

Isso pode ter acontecido por algumas hipoéteses: (1) a Candida spp. €, de fato, mais
resistente que as outras espécies, em relacdo aos extratos pirolenhosos; ou (2) a suspensdo

produzida para este fungo, utilizada na microdilui¢cdo, pode ter sido preparada em uma
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concentracdo muito alta. O mais provavel é que tenha ocorrido a segunda hipdtese, pois no
preparo das suspensdes dos fungos, a de Candida spp. sempre possuia uma turbidez mais
acentuada que as demais suspensdes, fugindo um pouco do que se recomenda na metodologia
do CLSI, que seria para manter um padrao de turbidez de 0,5 na escala de McFarland. Porém,
como isso ndo havia sido problema nos testes de difusdo em 4gar por pogo, acreditou-se que
ndo iria prejudicar nos resultados da microdilui¢cdo em caldo.

Ademais, todos os extratos apresentaram comportamento bastante satisfatorio frente a
todas as espécies de fungo analisadas, principalmente contra Trychophyton rubrum, cujas
MIC’s em seis dos oito casos foram de 1,56 mg/mL, chegando até 0,78 mg/mL com o extrato
n° 3 — o menor valor de MIC observado nos extratos utilizados neste experimento. Como esta
espécie, ao lado do T. mentagrophytes sdo as principais causadoras das onicomicoses, estes
resultados sdo bastante expressivos e corroboram o potencial antifingico dos extratos

pirolenhosos no combate a esta dermatofitose.
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6 CONCLUSAO

Os oito extratos pirolenhosos avaliados neste trabalho apresentaram atividade
antifingica, frente aos fungos causadores de onicomicoses analisados, e se apresentam como
um possivel agente topico para o tratamento dessas doencas. Todas as cinco espécies utilizadas
nos experimentos, os dermat6fitos e os nao-dermatoéfitos, apresentaram sensibilidade nos testes
de difusdo em dgar por poco e confirmaram o potencial antifiingico dos chamados vinagres de
madeira. Estes, submetidos aos testes de microdiluicao, tiveram suas MIC’s calculadas, sendo
os extratos de n° 1, 2 e 3, obtidos do coco, bastante efetivos principalmente contra os
Trychophyton spp. utilizados, apresentando MIC’s de 0,78 mg/mL a 3,12 mg/mL. O potencial
antifingico desses acidos pirolenhosos € dado pela sua composi¢do de fendis, dcidos organicos
e carbonilas, os quais sdo derivados da degradacdo da lignina. Portanto, para favorecer a
formacdo de produtos via pirdlise com composi¢do potencialmente antimicrobiana, pode-se
sugerir a utilizacdo de biomassas com maior conteido lignoceluldsico, tais como cascas de
avela, de nozes e de azeitona, bem como as fibras do coco (MATHEW, 2015). Para futuros
trabalhos, seria recomendada a utilizagdo de ambientes com maior controle contra
contaminacgdes, como € o caso de capelas bacterioldgicas, o que ndo foi possivel na execucao
deste trabalho; bem como a andlise mais profunda da composicdo desses extratos, para buscar
correlagdes entre compostos especificos e o potencial antifingico e, se possivel, para tentar
isolar o principio ativo dessa capacidade antimicrobiana e melhorar os extratos pirolenhosos

para um possivel uso como agentes topicos contra as onicomicoses.
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