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RESUMO

lllicium verum Hook f. (Schisandraceae), conhecido como anis-estrelado, € uma
espécie nativa da Asia comercializada mundialmente. A droga vegetal (DV),
constituida pelos frutos secos, € empregada na medicina popular e na industria
farmacéutica. No seu 6leo essencial, encontra-se 0 anetol, componente majoritario,
ao qual séao referidas as atividades farmacologicas. As micoses cutaneas s&o
manifestagbes clinicas causadas por um grupo de fungos denominados de
dermatofitos que afetam humanos e animais. Apesar das varias opcoes terapéuticas,
os efeitos colaterais e resisténcia aos antifungicos sdo um problema para o
tratamento, necessitando, assim, da pesquisa por novos agentes antifingicos. Apesar
de seu vasto uso em fitoterapia e comercial, sGo escassos 0s estudos que tratam da
analise farmacognostica de I. verum, como os de sua atividade sobre dermatofitos.
Assim, o objetivo deste trabalho foi o de fazer o controle de qualidade dos frutos secos
de I. verum e avaliar a capacidade antimicética do 6leo essencial (OEIV) sobre
dermatdfitos. Para o método, foi adquirida uma amostra de anis-estrelado em
ervanaria na cidade de Macei6/AL, sendo o controle de qualidade da DV realizado de
acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (2019), sendo realizados: identificacao
botanica (macro- e microscopia), determinacao da matéria estranha, cinzas totais, teor
e perfil quimico de volateis. Os testes de pureza foram realizados em triplicata e
expressos pela média e desvio padrdo (M+ DP). Para a atividade antifingica foram
tomadas seis amostras clinicas de dermatéfitos: Microsporum canis (1), Trichophyton
rubrum (1), Trichophyton tonsurans (1) e Trichophyton mentagrophytes (3). A
pesquisa consistiu pelo teste de microdiluicdo em caldo, cujas concentracfes do OEIV
foram de 10.000 pg/mL a 78,1ug/mL, sendo os resultados expressos pela
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a partir desta, a da Concentracdo Fungicida
Minima (CFM). A andlise de identidade mostrou que as amostras atenderam aos
parametros macroscopicos da DV. No entanto, a microscopia apontou diferencas
morfologicas dos frutos que ndo amadureceram, indicando neles, auséncia de
estruturas especializadas para armazenamento do 6leo. O teor de matéria estranha
(1,6%=0,32) e de cinzas totais (3,0%+0,10) estavam de acordo com a monografia da
espécie. O percentual do marcador quimico anetol estava de acordo com a
monografia (>99%), no entanto, o teor de volateis se apresentou abaixo do esperado
(6,25% p/v). A CIM/CFM para as amostras foram de 10.000 a 78,1ug/mL (CIM) e
10.000 a 625 + pg/mL (CFM). Os resultados dessa pesquisa evidenciam que a DV
atendeu aos requisitos de qualidade propostos pela farmacopeia e ratificam o
potencial e a atividade do OEIV nos fungos devido ao anetol.

Palavras-chave: lllicium verum; 6leo essencial; controle de qualidade; dermatdfitos.



ABSTRACT

lllicium verum Hook f. (Schisandraceae), known as star anise, is a native specie to
Asia marketed worldwide. The herbal drug (HD), consisting of dried fruit, is used in folk
medicine and the pharmaceutical industry. In its essential oil is the anethole, the major
component, to which pharmacological activities are mentioned. Cutaneous mycoses
are clinical manifestations caused by a group of fungi called dermatophytes that affect
humans and animals. Despite the various therapeutic options, the side effects and the
resistance to antifungals are a problem for treatment, thus requiring the search for new
antifungal agents. Despite its extensive use in phytotherapy and commercial, there are
few studies dealing with pharmacognostic analysis of I. verum, like those of his activity
on dermatophytes. Thus, the aim of this work was to make the quality control of dried
fruits of I. verum and evaluate the antimycotic capacity of essential oil (IVEO) on
dermatophytes. For the method, a sample of star anise was acquired in a herbal shop
of the city of Macei6/AL and the quality control of HD was done according to the
Brazilian Pharmacopoeia 6th edition (2019), being performed: botanical identification
(macro- and microscopy), determination of foreign matter, total ash, yield and chemical
profile of volatiles. Purity tests were performed in triplicate and expressed by mean and
standard deviation (M+SD). For antifungal activity, six clinical samples of
dermatophytes were taken: Microsporum canis (1), Trichophyton rubrum (1),
Trichophyton tonsurans (1), Trichophyton mentagrophytes (3). The search consisted
by microdilution in broth, whose concentrations of IVEO were from 10,000 pg/mL to
78.1ug/mL and the results were expressed by the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and from this, that of the Minimum Fungicidal Concentration (MFC). The identity
analysis showed that the samples met the macroscopic parameters of the HD.
However, microscopy showed morphological differences in fruits that did not mature,
indicating in them, absence of specialized structures for oil storage. The foreign matter
yield (1.6%+0.32) and total ash (3.0%+0.10) were in accordance with the monograph
of the specie. The percentage of the chemical marker anethole was in accordance with
the monograph (>99%), however, the volatile yield was below the expected (6.25%
w/v). The MIC/MFC for the samples were from 10,000 to 78.1ug/mL (MIC) and 10,000
to 625 + pg/mL (MFC). The results of this search show that HD met the quality
requirements proposed by the pharmacopoeia and ratifies the potential and activity of
IVEO in fungi due to anethole.

Keywords: lllicium verum; essential oil; quality control; dermatophyte fungi.
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1 INTRODUCAO

A fitoterapia é uma pratica que utiliza medicamentos elaborados a partir de
plantas medicinais. Trata-se de uma das terapias mais antigas de autocuidado a
saude humana, que vem auxiliando o homem por meio de preparacdes vegetais
(SAAD et al., 2018). Com o desenvolvimento da indastria farmacéutica, é possivel
obter, a partir de extratos vegetais ou seus derivados, por diferentes tecnologias, 0s
medicamentos fitoterapicos. Mesmo com tantos avancos, o uso das plantas
medicinais ainda é recorrente, seja in natura ou na forma de droga vegetal, sendo
nesta Ultima, a planta medicinal que foi submetida ao processo de secagem ou
estabilizacdo (BRASIL, 2014).

Para o uso seguro de drogas vegetais, o controle de qualidade apresenta-se
como etapa importante para sua garantia e conformidade. Os métodos devem levar
em consideracdo a confirmacdo da identidade botanica, a avaliacdo organoléptica,
avaliacdo da pureza do material, presenca de xenobioticos, carga microbiana e
ademais testes fitoquimicos (NIKAM et al., 2012; KUMARI; KOTECHA, 2016). A
elucidacdo do perfil fitoquimico, obtido por um screening ou triagem €& de suma
importancia, uma vez que por este é possivel estabelecer uma relacdo da planta ou

derivado vegetal com sua atividade bioldgica ja descrita ou inédita (BRAGA, 2009).

Dentre as varias espécies referidas em fitoterapia tem-se o lllicium verum,
popularmente conhecido no Brasil como anis-estrelado. Trata-se de um pequeno fruto
seco, exotico, que tem origem no continente asiatico. Em varias partes do mundo,
como no Brasil, é utilizado ndo s6 para tratamento de dispepsias e distlrbios
gastrointestinais de baixa gravidade, mas também como condimento alimentar por seu
sabor doce e extremamente agradavel. Na industria farmacéutica, por exemplo, o
anis-estrelado apresenta bastante relevancia, pois ele € a principal fonte de acido
chiquimico, molécula precursora para a producédo do Tamiflu®, um dos medicamentos

de referéncia para o tratamento da gripe influenza dos tipos A e B (SILVA et al., 2020).

Os oleos essenciais, produto do metabolismo secundério, tem uma composigéo
guimica bastante complexa, podendo chegar, em média, a 200 componentes
diferentes. Entretanto, os 6leos volateis contém componentes majoritarios, isto €, que
se encontram em maior concentracdo e ao qual sao creditadas, em sua maioria, suas
atividades (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES,2017). No caso do anis-estrelado, o
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componente majoritario € o trans-anetol, que representa mais de 80% do 0leo, ao qual
sao atribuidas atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antiviral, antimicrobiana, etc.
(DZAMIC et al., 2009; SILVA et al., 2020).

Com relacdo as dermatofitoses, estas podem ser definidas como
manifestacdes clinicas ocasionadas por fungos responsaveis por micoses cutaneas
(flamentosos e leveduras). Tratando-se de agentes dermatdfitos, sua transmissao
pode ocorrer de diferentes maneiras, podendo ser de forma direta, de homem para
homem, do animal para o homem e da terra para homem ou de forma indireta, no
caso de material contaminado com escamas de pele infectadas por cogumelos. Sua
incidéncia € comum em paises de clima quente e umido (SBD, 2017). As espécies de
fungos causadoras de dermatofitoses de importancia clinica distribuem-se em quatro
géneros: Microsporum spp., Trichophyton spp., Epidermophyton sp. (SILVA et al.,
2018) e Nanizzia spp. (HOOG et al., 2016).

As espécies penetram no extrato corneo invadindo os pelos, unhas e camada
cornea da pele, alimentando-se da queratina produzida pelo corpo do hospedeiro,
causando diferentes sinais e sintomas clinicos apresentados na forma de lesbes
brandas, descamativas ou eritematosas e reagfes inflamatorias (LANA et al., 2016)
que implicam em vérias manifestacdes clinicas: tinea corporis (corpo), tinea pedis
(pés), ungueal ou onicomisose, tinea cruris (membros inferiores), tinea capitis
(cabeca), e outras (SBD, 2017). Estima-se que 30-70% dos adultos sejam
hospedeiros naturais de fungos dermatoéfitos e que sua incidéncia se torne mais
expressiva com sua taxa de desenvolvimento. De modo geral, estes microrganismos
possuem perfil de distribuicdo cosmopolita, sendo, portanto, encontrados em varias
partes do mundo (PERES et al., 2010).

Ainda que existam varias opc¢les terapéuticas disponiveis no mercado para o
tratamento da dermatofitose, ofertadas nas mais diversas formulacbes e
apresentacdes tanto por via sisttmica quanto topica, alguns dos problemas
relacionados ao sucesso do tratamento estdo relacionados a: efeitos adversos dos
antifingicos, descontinuacdo no tratamento e a resisténcia fungica, levando ao
surgimento de cepas mais resistentes (LANA et al., 2016; SBD, 2017) e
consequentemente, a ineficacia do tratamento, sendo necesséria a pesquisa de novos
agentes antifungicos, principalmente aqueles de origem natural, como extratos

oriundos de plantas.
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Apesar de ser uma droga vegetal bastante conhecida e comercializada em
varias partes do mundo, no Brasil, sdo poucos os estudos disponiveis na literatura
sobre a qualidade dos frutos secos de |. verum, assim como, aqueles que relatam a
acdo do seu 0leo essencial sobre fungos dermatofitos, sendo necessaria entdo, uma
pesquisa mais aprofundada, buscando contribuir ndo s6 do ponto de vista do controle
de qualidade de amostras vendidas como “anis-estrelado” no Brasil, como o da
avaliacdo da atividade biologica do 6leo essencial do qual tornam-se 0s principais
objetos da presente pesquisa.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Fitoterapia

Fitoterapia € definida pela utilizacdo de plantas com propriedades medicinais
em suas diferentes formas farmacéuticas sem o uso de substancias ativas isoladas
para o tratamento de doencas. Tanto a fitoterapia quanto o uso de plantas medicinais
constituem a medicina tradicional, pois englobam um conjunto de saberes populares
nos seus diversos usuarios e praticantes, principalmente pela tradicdo passada de
geracdo em geracdo, sendo uma forma extremamente eficaz e alternativa no
atendimento primério a saulde, pois pode complementar o tratamento padréo,
sobretudo para a populacédo mais carente (BRANDELLI, 2017, p. 125). Sabe-se que
cerca 85% da populacdo de paises menos desenvolvidos utilizam plantas medicinais
ou extratos (BRANDELLI, 2017, p. 98).

A Medicina Tradicional e Medicina Complementar e Alternativa (MT/MCA),
junto com seus produtos, principalmente as plantas medicinais, tem se tornado o alvo
de politicas publicas nacionais e internacionais, incentivada pela Organiza¢cdo Mundial
de Saude (OMS), a partir do intitulado: “Programa de Medicina Tradicional” na década
de 70. A OMS recomenda que tanto as politicas nacionais como a regulamentacao
para os produtos vindos das praticas tradicionais contemplem entre outros, 0s

conceitos de medicina tradicional e complementar/alternativa (BRASIL, 2012).

A Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no
Brasil foi aprovada através da portaria GM/MS n°® 971 em maio de 2006. Entretanto, o
reconhecimento mundial s6 se deu no més seguinte, durante uma das varias reuniées
realizadas pela OMS voltadas para o aperfeicoamento da medicina tradicional,
ocorrida em Genebra, na Suiga entre 12 a 14 junho de 2006, sob o tema “Integragao
da medicina tradicional nos sistemas nacionais de saude”. Nela, o Brasil passou a
fazer oficialmente parte do grupo de paises que possuem politicas no ambito da
MT/MCA, com a aprovacao da PNPIC junto ao SUS (BRASIL, 2012), respaldado pelas
diretrizes da OMS (BRASIL, 2020).

A PNPIC reune diretrizes e acbes para a insercdo de servigcos e produtos
relacionados a Medicina Tradicional Chinesa (MTC), como a acupuntura, homeopatia,
fitoterapia e outras. Também delega responsabilidades dos 6rgaos federais, estaduais

e municipais. Entre seus objetivos, estédo: contribuir para o aumento da resolubilidade
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do SUS; ampliar o acesso as praticas integrativas e complementares; garantir
qualidade, eficacia, eficiéncia e seguranca no uso das praticas integrativas e
complementares; promover a racionaliza¢éo das a¢fes de saude; estimular o uso de
alternativas inovadoras e socialmente contributivas ao desenvolvimento sustentavel
de comunidades (BRANDELLI, 2017, p. 130).

Considerando entdo a atencdo béasica e o0s servicos de média e alta
complexidade, existem atualmente 9.350 estabelecimentos de saude no pais
oferecendo 56% dos atendimentos individuais e coletivos em PNPIC nos municipios,
compondo os 8.239 (19%) dos estabelecimentos na atencao basica que ofertam PICs,
em 3.173 municipios e em 100% das capitais, sendo maior na atencao basica, com
78% de cobertura, elevando o pais a um status de referéncia no cenario mundial,

contando atualmente com 29 praticas (BRASIL, 2020).

2.1.1 Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF)

A politica nacional de plantas medicinais e fitoterapicos foi criada por meio do
decreto n® 5.813, em 22 de junho de 2006, estabelecendo diretrizes, bem como
execucao de medidas que visam a garantia do acesso seguro de plantas medicinais
e fitoterapicos no Brasil, além do desenvolvimento tecnologico e de inovacao,
fortalecimento das cadeias e arranjos produtivos e uso sustentavel da biodiversidade
brasileira, além do complexo produtivo da saude (BRASIL, 2006).

Entre as diretrizes da PNPMF destacam-se aqui (BRASIL, 2006; OLIVEIRA;
ROPKE, 2016):

= O incentivo, a formacdo e capacitacdo de recursos no desenvolvimento de
pesquisas, tecnologias e inovagao de plantas medicinais e fitoterapicos;

= O fomento a pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e inovagcdo com base na
biodiversidade brasileira, abrangendo espécies nativas e exoticas adaptadas,
priorizando as necessidades epidemioldgicas da populagéo;

* Promocao ao contato entre o setor publico e iniciativa privada, universidades e
centros de pesquisa e organizacdes nao governamentais na area de plantas

medicinais e desenvolvimento de fitoterapicos;
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= Garantir e promover a seguranca, eficacia e qualidade no acesso de plantas
medicinais e fitoterapicos;

» Estimular a producéo de fitoterapicos em escala industrial.

A PNPMF tem como premissas O respeito aos principios de seguranca e
eficacia na saude publica e a conciliacdo de desenvolvimento socioeconémico e
conservagao ambiental, tanto no ambito local como nacional, que abrange o uso das
plantas medicinais desde o uso caseiro até a fabricacdo de medicamentos
industrializados. Os fitoterapicos constituem importante fonte de inovacdo em saude,
chamando a atencdo de empresas privadas e motivo de competividade no complexo
produtivo de saude, que imp8e o fortalecimento da base produtiva local (incluso a
agricultura e desenvolvimento agrério) pela concorréncia na industria nacional
(BRASIL, 2006; BRANDELLI, 2017, p. 131).

2.1.2 Controle de qualidade de drogas vegetais

Sendo a planta um ser vivo, em sua composicdo existem varias substancias
ativas do seu metabolismo secundario denominadas de fitocomplexo, responsaveis
por efeitos terapéuticos. Estas podem variar de acordo com as modificagcdes no
ambiente onde se desenvolve, tais como: clima, cultivo, aclimatacao, local e hora da
colheita (ROCHA, 2009). Estes fatores podem influenciar de forma acentuada o teor
de principios ativos, sendo necessaria deste modo a avaliacdo do controle de
qualidade (ou analise farmacognodstica) do material vegetal, para garantir ao
consumidor que faz o uso popular de determinada planta de que estara usufruindo
dos seus beneficios, como o teor ideal de principio(s) ativo(s) responsaveis pela
atividade farmacoldgica esperada e que esteja livre de impurezas ou contaminantes

gue possam causar alguma lastima a sua saude.

A Farmacopeia Brasileira € o compéndio nacional e oficial que trata na sua mais
recente edicdo, a 62, publicada em 2019, entre outras se¢des, monografias de plantas
medicinais. Cabe salientar, que grande parte destas monografias ndo séo de plantas
nativas. A farmacopeia brasileira, similar a outras farmacopeias elenca ensaios de
controle de qualidade, como os testes para identificacdo botanica (macro- e
microscopia), pureza (teor de matéria estranha e cinzas), quantificacdo de Oleos

essenciais para drogas vegetais aromaticas, teor de contaminantes (metais pesados,
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aflatoxinas) e por contaminacdo microbiana, além dos testes para identificacdo de
marcadores quimicos e sua quantificacdo por métodos cromatogréaficos, como a CCD
e GC ou HPLC (KUMARI; KOTECHA, 2016).

Os testes supracitados ajudam a inferir alguns dos principais problemas

relacionados a qualidade de drogas vegetais (ROCHA, 2009):

= Adulteracao: A droga utilizada ndo é a descrita na literatura, mas sim uma
falsificacdo (quando h& a inclusdo grosseira da matéria-prima, em que uma espécie
vegetal morfologicamente similar € trocada por outra), uma substituicdo (venda ou
dispensacado de planta diferente da referida, muitas vezes por espécies do mesmo
género ou com a mesma finalidade de uso) ou um caso de sofisticacao (adicao de
substancias sintéticas em plantas medicinais ou a fitoterapicos de substancias
sintéticas ou naturais aos dos seus marcadores quimicos respectivos a suas espécies
que se encontram com baixo teor destes na sua composi¢ao).

* Quantidade de substancias estranhas superior a permitida, quando a
droga vegetal contém em seu lote outras partes diferentes da especificada ou de
outras, que entretanto, ndo possuem relacdo com a atividade terapéutica, além de
outras impurezas: como pedras, areias, insetos, etc.

» A pureza, que pode ser medida pelas cinzas resultantes da queima do material
vegetal pode ser fisiolégica, componentes minerais da propria planta e nao-fisiolégica
(matéria estranha). O teor de cinzas superior ao permitido indica cinza nao fisiolégica,
como areia e terra, denotando o mau tratamento na etapa da colheita, secagem e
armazenagem.

= A contaminagdo microbiolégica também é um grave problema relacionado
a qualidade de drogas vegetais. Sabe-se que varios microrganismos séo patdégenos e
por isto, podem causar uma série de doencas ou graves quadros de infeccdo ao
consumidor, que se refletem as etapas plantio, colheita e processamento do material.

= A quantidade de pesticidas encontrado em drogas vegetais € outro
agravante. A presenca de pesticidas clorados, organofosforados, inseticidas e
herbicidas, fungicidas ditiocarbamatos e outros que contaminam as plantas, causam
danos severos ao material vegetal. O mesmo se vale pela contaminagao por metais
pesados, associado ao uso de plantas in natura ou drogas vegetais contaminadas

por metais pesados a exemplo de chumbo, mercuario e cddmio que foram cultivadas
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em locais proximos a industrias quimicas ou de garimpos e, que sdo despejados nos
rios ou lagoas préximos a elas.

» E oteor de componentes ativos inferior ao minimo permitido, responséavel
principalmente pela ineficacia terapéutica, obrigando ao consumidor a consumir maior
quantidade de droga vegetal ou de fitoterapico acima do especificado para obter

algum efeito. Assim, um baixo teor de ativos, implica em baixa biodisponibilidade.

2.2 Oleos Essenciais

Oleos essenciais, chamados também de 6leos volateis ou dleos etéreos sio
misturas complexas de compostos volateis, compostos por fenilpropanoides e
terpenos, produtos do metabolismo secundério das plantas, distribuidos em plantas
conhecidas como aromaticas, devido seu odor caracteristico (BAKKALI et al., 2008;
HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2016; DHIFI et al., 2016). Geralmente s&o liquidos
a temperatura ambiente e possuem densidade menor que a da agua (DHIFI et al.,
2016), o que permite sua separacéao por alguns dos métodos classicos de separacao,
como hidrodestilagcdo, arraste a vapor d’agua e prensagem a frio. Os 6leos podem
apresentar atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antibacteriana, antifingica,
antiviral, dentre outras (RAUT; KARUPPAYIL, 2014; DHIFI et al., 2016).

2.2.1 Terpenos

Constituem uma variedade de substancias quimicas, derivadas do 2-
metilbutadieno, também chamado de isopreno. Esta molécula, apds ligagcdo com
radicais fosfato, produz duas unidades de C-5 basais, o difosfato de isopentenila (IPP)
e o difosfato de dimetilalila (DMAPP), a partir dos quais os demais terpenoides séo
sintetizados. Estes dois sofrerdo reagfes quimicas de condensagdo, originando
primariamente hidrocarbonetos aciclicos, que se conformam de diferentes maneiras
sobre a superficie de enzimas, de modo a preencher os pré-requisitos espaciais para
sua ciclizacéo, dando origem as diferentes classes de terpenoides: os mono- (10 C),
sesqui- (15 C), diter- (20 C), tri- (30 C), tetra- (40 C) e politerpenos (n C), em
guantidades de carbono (C) que sdo sempre mdultiplos de cinco na sua estrutura.

Existem duas rotas distintas para a formacdo de terpenoides, a rota do &cido
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mevaldnico, que ocorre no citoplasma e a rota do 2-C-metileritriol-4-fosfato ou MEP,
nos plastideos (Figura 01). Ambas as rotas ndo séo isoladas; pode haver trocas de
precursores entre elas (HEINZMANN, SPITZER; SIMOES, 2017).

Figura 01 - Biossintese de terpenos no citoplasma e nos plastidios vegetais.
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2.2.2 Fenilpropanoides

S&o compostos aromaticos que se caracterizam por possuirem na sua estrutura
quimica uma cadeia lateral propila unida ao anel benzeno (Ce-Cs) (SARKER; NAHAR,
2016; DENG; LU, 2017), derivada direta do aminoacido fenilalanina (SARKER;
NAHAR, 2016). Com recorréncia, os fenilpropanoides naturais contém substituintes
oxigenados (—OH, —OMe ou —metilenodioxi) no anel benzeno. Exemplos classicos sao
0 eugenol, acido caféico e o acido cumarico. S&o de distribuicdo profusa em vegetais
superiores, especialmente nas plantas que produzem oleos essenciais das familias
Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Rutaceae. A biossintese destes
metabdlitos segue a via do &cido chiquimico e o precursor imediato do acido cinamico
é a fenilalanina (Figura 02). Outros fenilpropanoides e compostos fendélicos como
cumarinas, flavonoides e lignanas, também derivam do acido cinamico (SARKER,;
NAHAR, 2016).

Figura 02 - Biossintese de fenilpropanoides a partir do aminoacido fenilalanina.
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2.3 Familia Schisandraceae

A familia Schisandracae atualmente € composta por trés géneros e cerca de
90 espécies de plantas, sendo esta familia pertencente a ordem superior
Austrobaileyale. A familia é caracterizada por conter plantas lenhosas de clima sub- e
tropical, com flores simétricas. Botanicamente, a familia possui caracteristicas de
antigos grupos de gimnospermas, como madeira com vasos primitivos para condugao
de &gua (ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2021).

Os géneros Schisandra e Kadsura que contam atualmente com 25 e 22
espécies, respectivamente, sdo descritas como trepadeiras, cujas flores masculinas e
femininas sdo separadas, comumente encontradas em plantas de também sexo
individualizado. Os frutos de ambos os géneros possuem de 1-5 sementes cada. As
espécies da familia sdo cultivadas como plantas ornamentais, a exemplo da ovideira
da magndlia (Schisandra chinensis (Turc.) Baill.), que contém flores brancas ou
rosadas perfumadas e frutos atrativos e a videira kadsura (Kadsura japonica (L.)
Dunal), com cachos de frutas cor escarlate (ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2021).

O género lllicium spp., anteriormente agrupado a antiga familia llliciacae (KIM
et al.,, 2009; ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2021) e depois para Magnoliaceae, &
composta atualmente por 42 espécies de arbustos e arvores, com folhas perenes,
folhas aromaéticas e flores bissexuais. A parte feminina da flor tem de 7 a 15 carpelos
(estrutura vegetal portadora dos 6vulos), geralmente em uma Unica espiral. Quando
madura, a flor gera um fruto lenhoso, em forma de anel com varios foliculos que
remetem a forma de vagem, onde cada um se abre para liberar uma Unica semente
(ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2021).

2.3.1 lllicium verum Hook f.
2.3.1.1 Historico e usos

Originaria do sul da China e do Vietn&, o I. verum leva o nome de “anis-
estrelado” devido ao formato dos seus frutos secos que remetem a uma estrela.
Possui um vasto uso como planta medicinal em paises asiaticos, especialmente na
China (WANG et al., 2011). Diferentes formulagdes sao feitas a partir da droga vegetal,

tais como pos. A farmacopeia chinesa, na edicdo de 2010, descreveu entre as
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recomendacdes de uso do anis-estrelado para alivio da dor e do resfriado comum. No
tratamento de sintomas de baixa gravidade, ele também ¢é referido para colica
abdominal. O infuso, também €& recomendado como agente calmante e também
sedativo. J& o Oleo essencial, derivado da droga, foi mencionado para tratamento de
dores de estbmago em quantidades de 0,06-06 mL/dia (WANG et al., 2011).

O anis-estrelado também consta no sistema médico tradicional indiano — o
Ayurveda, no combate a dispepsia, flatuléncias, colonalgia espasmadica, disenteria,
tosse, asma, artrite reumatoide, paralisia facial e etc. (PATRA et al., 2020). Nos
Estados Unidos e México, € usado no tratamento de coélicas em bebés e dores no
estbmago (WANG et al., 2011). No Brasil, € usado como agente carminativo ou em
outras desordens do Trato Gastrointestinal (TGI).

Além do uso na medicina tradicional chinesa, os frutos secos de anis-estrelado
sdo empregados como especiaria na cozinha. No Vietna e na China, por exemplo, ele
é utilizado no preparo de carnes. O seu p6 pode ser misturado com o de outras quatro
especiarias: canela, cravo, erva-doce e pimenta-de-sichuan para o preparo de
diversos alimentos (PATRA et al., 2020). O anis-estrelado e o0 6leo fazem também
parte da composi¢ao de bebidas, com funcdo aromatizante, em refrigerantes, chas de
ervas, conhaque, licores com sabor de anis, etc. Em produtos alimenticios como
gomas de mascar, na confeitaria, na elaboracao de pudins, tortas e compotas, devido

ao seu sabor extremamente adocicado (LIM, 2013).

2.3.1.2 Classificacdo e aspectos botanicos

Reino: Plantae

Divisdo: Tracheophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.

Ordem: Austrobaileyanae Doweld ex MW Chase & Reveal
Familia: Schisandraceae Blume

Género: lllicium L.

Espécie: lllicium verum Hook f.

Sinonimia; lllicium san-ki Perr.
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Nomes populares: Anis da China, Anis da Sibéria, Anis estrellado, Anis Estrelado,
Badiana, Funcho da China (LIM, 2012).

l. verum € uma arvore de porte médio, perene, que cresce em torno de 6-15m
de altura (Figura 03-A). Com casca branca acinzentada (LIM, 2013), que conta com
troncos planos e lisos (PATRA et al.,, 2020). Seus ramos tendem a ser glabros,
esverdeados, nos espécimes jovens e com o envelhecimento vdo se tornando
acinzentados. As folhas se dispdem geralmente ao final dos seus galhos, peciolados,
curtos e avermelhados nas folhas mais jovens. As folhas de anis-estrelado possuem
lamina simples, de cor verde brilhante, glabras, coriaceas, lanceoladas ou oblongo-
lanceoladas, nas dimensdes de 6-12 cm x 2,5-4 cm de cumprimento, cujo pice é
agudo. Com relagdo as flores, sdo descritas como axilares, bissexuais, regulares e
solitérias, de 1-1,7 cm de didametro, de coloracdo rosa esbranquicado ou amarelo
esverdeado. Os l6bulos do perianto (7-12) e estames (11-20) estdo dispostos em
espiral e os carpelos geralmente em numero de 8, estdo também neste formato. A
planta comeca a frutificar a partir dos 6 anos de vida, continuando nesse estado até
seus 100 anos (WILSON, 2016). O fruto (Figura 03-B e 03-C), de acordo com a

Farmacopeia brasileira 6 ed. (BRASIL, 2019), € descrito da seguinte forma:

“Multiplo, composto de sete ou oito foliculos, algumas vezes até 11, dispostos
horizontalmente em forma de estrela, ao redor de um eixo central
denominado columela. Os foliculos tém de 1 a 2 cm de comprimento,
coloragdo castanho-acinzentada e sédo desigualmente desenvolvidos,
lenhosos, careniformes, achatados lateralmente, terminando em &pice obtuso
e curvo. A face externa, lateral e inferior de cada foliculo é espessa e rugosa
e 0 bordo superior, chamado de sutura ventral, é aberto em dois labios
delgados e lisos de cada lado da fenda da deiscéncia carpelar, deixando ver
sua face interna lisa e brilhante, de coloragédo castanho-amarelada; as faces
laterais externas e rugosas apresentam, perto da base, uma parte mais lisa,
clara e semieliptica, pela qual os carpelos estdo em contato entre si. Cada
foliculo possui uma Unica semente oval, castanho-avermelhada ou castanho
amarelada, dura e brilhante, truncada na base, onde se distinguem o hilo e a
micropila préximos um do outro. A semente apresenta tegumento fragil e
endosperma oleoso, que circunda um pequeno embrido” (BRASIL, 2019, p.
62).
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Figura 03 - Aspectos botanicos de I. verum. 03-A: Arvore jovem de anis-estrelado. 03-B:
detalhe do fruto seco de anis-estrelado evidenciando as suas sementes. 03-C: Frutos secos
(com hastes) de anis-estrelado.

Fonte: 03-A; LIM, 2012. 03-B: <www.plantsoftheworldonline.org>. Acesso em: 2 ago. 2021 e 03-C:
<www.plantsoftheworldonline.org>. Acesso em: 2 ago. 2021

2.3.1.3 Componentes do 06leo essencial de |. verum

O dleo essencial, contido no fruto, é de constituicdo complexa, que varia entre
2,5-3,5% no material vegetal fresco e 8-9% do material seco (BOOTA et al., 2018). O
componente majoritario do 6leo essencial € o anetol ou trans-anetol, responséavel por
caracterizar o odor do funcho (Foeniculum vulgare Mill.) e da erva-doce (Pimpinella
anisum L.) ambos da familia Apiaceae, da anis murta “anise myrtle” (Syzygium
anisatum (Vickery) Craven e Biffin) das Myrtaceae, do alcacuz (Glycyrrhiza glabra L.)
das Fabaceae e nas flores de magndlia (Magnolia L.) das Magnoliaceae, e que no
caso do anis-estrelado, € encontrado em concentracdes que correspondem a mais de
90% do 6leo essencial (MARINOV; VALCHEVA-KUZMANOVA, 2015), sendo que esta
guantidade, assim como o de outros componentes do 6leo podem variar de acordo
com a regido onde é ele cultivado, condicbes de cultivo, periodo de colheita,
armazenamento (GOBBO-NETO; LOPES, 2007) ou do método de extracao escolhido,

por exemplo. Na figura abaixo (Figura 04), esta representada a estrutura quimica do
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anetol e de outros componentes do 6leo essencial de anis-estrelado ja descritos na
literatura (WANG et al., 2011).

Figura 04 - Componentes volateis descritos para o 6leo essencial de |. verum.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

2.3.1.4 Atividades farmacoldgicas do 6leo essencial de |. verum

A natureza lipofilica dos 6leos essenciais permite que estes penetrem a
membrana celular e alcancem o interior das células (ASIF et al, 2016). Assim, algumas
das atividades relacionadas ao 6leo essencial de anis-estrelado ja documentadas pela

literatura sdo descritas a seguir.

2.3.1.4.1 Anti-inflamatoéria

Além de investigar as propriedades antibacterianas e antioxidantes do 6leo
essencial de anis-estrelado contra Acinetobacter baumannii, Luis e colaboradores
(2019), verificaram que o 6leo de anis-estrelado também possuia propriedades anti-
inflamatorias. Dado que o processo de desnaturacao de proteinas esta envolvido entre
as causas de inflamagéo, o 6leo, que teve um ICso de 12,03%, se mostrou mais efetivo
ao controle, o acido acetilsalicilico (ICso =79,50%). Sabe-se que 0 anetol, possui
grande potencial anti-inflamatorio, seja por acao inibitoria na producéao ou liberacao
de prostaglandinas/éxido nitrico ou de citocinas pro-inflamatorias, como ja descrito
anteriormente (DOMICIANO et al., 2013; MORADI et al., 2014).
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2.3.1.4.2 Antibacteriana

Ebani e colaboradores (2018) avaliaram a acdo do 6leo essencial de anis-
estrelado em cepas multirresistentes de Escherichia coli e Enterococcus sp. isolados
de animais domésticos, observando a atividade moderada do 6leo essencial em E.
coli, cujas Concentracfes Inibitérias Minimas (CIM) estavam compreendidas numa
escala de 0,152 a 2,445 mg/mL. Para as cepas de Enterococcus, nenhuma atividade
fora observada. Em outro estudo, foi notada a atividade do 6leo essencial de anis-
estrelado em Helicobacter pylori, bactéria gram-negativa encontrada na mucosa
gastrica apresentando CIM de 294,7 - 589,4 ug/mL e Concentragdo Bactericida
Minima (CBM) de 589,4 -1.178,8 yg/mL (WESELER et al., 2005).

2.3.1.4.3 Inseticida

De acordo com Voris e colaboradores (2018), o 6leo também apresentou
propriedades larvicidas sobre o Aedes aegypti, vetor responsavel pela transmissao de
doencas infecciosas como dengue, zica e febre amarela. A mortalidade adulta foi
observada apds 1 h de exposicdo dos mosquitos ante o 6leo de anis-estrelado apds
1 knockdown (KCso, acao rapida do agente testado que causa paralisia instantanea e
morte nos insetos testados) biolégico e 24 h de exposicdo, com o maior potencial
estabelecido pelo cujo KCso= 7,3 ug mg fémea !, LCs50=10,3 yg mg/ fémea
e ICs0=4800 ug/mL, sendo considerado pelos autores o agente mais toxico para
insetos e 0 mais seguro para humanos, se comparado aos 6leos de Pimenta dioica
(L.) Merr (Myrtaceae) e Myristica fragrans Houtt (Myristicaeae) também usados no
experimento, abrindo a possibilidade da elaboracdo de bioinseticidas naturais e

seguros para humanos no controle destes vetores.

2.3.1.4.4 Antifingica

A atividade antifungica do 6leo essencial de anis-estrelado foi testada contra
uma infeccao por Aspergillus flavus, in vitro tendo uma CIM e CFM de 2,0 e 4,0 yL/mL,
respectivamente, embasadas pelo forte efeito inibitério no desenvolvimento miceliar e
sobre os esporos de A. flavus, além da evidenciada redug&o sobre o peso do micélio
seco e na acao redutora sobre a formacao das aflatoxinas Bi1 e B2 (AFB1 e AFB2), com

uma inibicdo completa quando a concentragao do 6leo estava em 3,6 yL/mL. In vivo,
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a atividade também foi confirmada em concentragdes de 6,0 pug/mL, mostrando
eficacia como agente antifingico natural na preservacdo de sementes de I6tus

(Nelumbo nucifera Gaertn, Nelumbonaceae) (LI et al., 2020).

2.3.1.4.5 Anticancer

As propriedades citotoxicas em cancer de coélon foram avaliadas utilizando o
Oleo essencial de I|. verum por ensaio MTT (ensaio colorimétrico que avalia
proliferacdo celular), além de testes de migracdo in vitro, invasdo de matrigel e
formacdao de coldnias metastaticas, utilizando trés concentracdes (25, 50 e 90 ug /mL).
O estudo evidenciou que nas linhagens testadas, o 6leo apresentou a maior
citoxicidade sobre o HCT-116 (linhagem de células tumorais do cancer de célon), com
valores de concentracdo inibdria, ICso de 50+1,19 ug/mL, além de alteragdes
morfolégicas nucleares, reduc¢do no potencial da membrana mitocondrial e de um
efeito inibitorio dose-dependente da migracao celular nas células tratadas com o 6leo,
justificando como mecanismo de acéo, o possivel efeito de inducéo da apoptose e de
inibicdo da formacdo de novas lesGes do processo metastatico (ASIF et al., 2016).

2.3.1.4.6 Antiviral

O dleo de anis-estrelado apresentou um 1Cs0=0,016% contra o virus do herpes
humano simples tipo 2 (HSV-2) in vitro, em células RC-37, pelo método de reducao
de placa, indicando que 6leo agiu sobre o0 HSV-2, antes da sua adsorcao, e, que de
acordo com os autores, dado pela sua interacdo com o envelope viral (KOCH et al.,
2008).

2.3.1.5 Toxicidade

A presente espécie consumida como produto alimenticio e para fins medicinais
em fitoterapia pode ser confundida com outras espécies do género como |I.
lanceolatum A. C. Smith ou I. anisatum Linn (syn.: I. religiosum Siebet-Zucc), o anis-
estrelado japonés. Esta Utlima, contém na sua composicao lactonas sesquiterpénicas
como a anisatina, neoanisatina e pseudoanisatinas, (MINODIER et al., 2003; WANG

et al., 2011) neurotoxinas que atuam como como antagonistas ndo competitivos dos
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receptores GABA (PERRET et al.,, 2011). Em estudo de Minodier e colaboradores
(2003), na Franca, foram relatados 2 casos de aparente intoxicacao por bebés apos
consumirem chas de anis-estrelado. Uma investigacao morfolégica, em um dos casos,

apontou a adulteragdo do cha por I. anisatum.

Apesar disto, a toxicidade de drogas vegetais consideradas seguras para
consumo, esta estritamente ligada a alguns aspectos como: propriedades toxicas da
propria espécie, identificagdo botanica incorreta, utilizagdo de outra parte da planta
gue nado seja o seu farmacogeno, armazenamento inadequado, contaminacédo das
plantas por produtos quimicos nocivos, adulteracdo do produto, auséncia ou
rotulagem incorreta (GARCIA-CORTEZ; FERNANDEZ-CASTANER, 2013). Outros
fatores que podem influenciar na seguranca do produto s&o: a dose ou quantidade
utilizada, tempo de consumo e idade do paciente, em especial gestantes, criancas e

lactentes.

Em relacdo ao anis-estrelado, o composto ao qual é relacionado a maioria das
suas atividades bioativas, o trans-anetol, o documento oficial — relatério TRS 891-
JECFA 51/18 aprovado pelo Comité Misto FAO/OMS de Peritos em Aditivos
Alimentares (The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives - JECFA), feito
em 1998, e ainda ativo, expressa que o composto ndo oferece riscos a saude humana
em doses diarias de até 2mg/kg se usado como aromatizante alimentar (DESTRO,
2019), o conselho da Europa (1970), o listou aceitdvel em doses de até 1,5 mg/kg
(MARINOV; VALCHEVA-KUZMANOVA, 2015). Em quantidades maiores, o anetol é
ligeiramente tdxico e atua como agente irritante. A superdosagem do trans-anetol, em
guantidades de 1-5 mL, o associou a diversos efeitos como nauseas, convulsées e
edema pulmonar (MARINOV; VALCHEVA-KUZMANOVA, 2015).

2.4 Dermatofitoses
2.4.1 Agentes etioldgicos

Os dermatofitos, da familia Arthrodermataceae, sdo fungos filamentosos,
hialinos, septados, queratinofilicos e queratinoliticos, ou seja, alimentam-se e
decompdem a queratina do hospedeiro, iniciando um processo inflamatorio (Figura

05). Assim, elas possuem um forte elo por estruturas altamente queratinizadas como
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pele, cabelo e unhas, sendo que a infeccdo causada por esses fungos, esta ligada
intrinsecamente a sujeicdo a queratina. As espécies deste grupo distribuem-se em
sete géneros: Arthroderma spp., Microsporum spp., Paraphyton spp., Epidermophyton
spp., Nanizzia spp., Trichophyton spp. e Lophophyton spp. sendo as de maior
interesse clinico (Figura 06) os géneros Microsporum spp., Trichophyton spp.,
Nanizzia spp. e Epidermophyton sp. reclassificados mais recentemente de acordo
com suas caracteristicas filogenéticas (HOOG et al., 2016). Assume-se entdo, que as
espécies mais prevalentes sejam Microsporum canis (Bodin, 1902), Nannizzia gypsea
(Bodin). Guiart, Grigorakis (1928) (syn. M. gypseum), Trichophyton mentagrophytes
(Robin) Blachard (1896), T. rubrum (Castellani) Sabouraud 1911 e T. tonsurans
(Malmsten, 1845).

Os dermatofitos ainda podem ser classificados de acordo com seu habitat, em
antropofilicos, zoofilicos e geofilicos. Sendo antropofilicas aquelas espécies que
parasitam o homem, zoofilicas, as que sdo comuns de animais geralmente
domesticados e geofilicas, quando se desenvolvem as custas de queratina oriunda do
solo. Independente do habitat, todos sdo cosmopolitas, apesar da incidéncia de

determinadas espécies em lugares especificos do mundo (PERES et al., 2010).

Figura 05 - Esquema representando o processo infeccioso causado por dermatéfitos.
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Fonte: elaborada pelo autor (2021)
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M. canis, um dos principais agentes causadores de dermatofitoses, esta
relacionado a 15% das infec¢coes em humanos (LANA et al., 2016). Caes e gatos séao
reconhecidos como hospedeiros naturais. O M. canis pode se reproduzir
assexuadamente por meio de processo mitético e os propagulos que se originam da
reproducdo assexuada, denominadas de conidios, variam de acordo com sua
localizacdo. Durante o processo infeccioso, as hifas fragmentam-se para produzir
artroconideos (PASQUETTI et al., 2017).

Em meios de cultura, a macroscopia revela colonias planas, que se estendem
por toda a placa, de cor branca e creme, cuja superficie € densa, algodonosa e que
podem apresentar ranhuras radiais. O reverso possui cor amarelo-brilhante ou
amarronzado, podendo ocorrer cepas nédo pigmentadas (PINTO et al.,, 2019). Os
macroconidios séo fusiformes e microconidios unicelulares (PASQUETTI et al., 2017).

Em outra espécie, a Nanizzia gypsea (syn. M. gypseum), a colénia possui um
aspecto pulverulento, com halos cuja franja esbranquicada se distribui em sentido
radial e cerne eminente. Também se nota uma pigmentacao de branca a amarelada
no anverso e canela ao revés. A microscopia revela macroconidios elipsoides, com
paredes finas, possuindo em torno de seis septos (DIAS et al., 2017). Apesar de
infeccbes ndo serem tdo incisivas em humanos, se comparadas a M. canis, a
contaminacdao se da principalmente pelo contato de humanos com animais domésticos
ou que tenham contato direto com o solo (NARDONI et al., 2013).

T. mentagrophytes, de ocorréncia humana e animal, causa infec¢gées de média
a intensa reacao inflamatéria, sendo presente em diversos animais, como coelhos,
cavalos, porcos e galinhas. A onicomicose ungueal é causada principalmente por T.
mentagrophytes (PATINO-HERRERA et al., 2018). Dermatofitos do complexo T.
mentagrophytes s&o particularmente dificeis de identificar devido as suas
caracteristicas morfolégicas (GNAT et al., 2019). No geral, considera-se que T.
mentagrophytes var. mentagrophytes, em &gar Sabouraud, apresenta textura
pulverulenta, sem relevos evidentes, formando circulos concéntricos e produzindo
pigmentacdo do branco-amarelado ao castanho-avermelhado e reverso castanho. Ja
T. mentagrophytes var. interdigitale, reclassificada atualmente como T. interdigitale
(HOOG et al., 2016), apresenta uma textura veludosa ou algodonosa, de pigmentagao
branco-amarelada e revés com coloragdo mais branda entre o castanho e
avermelhado (SIDRIM et al.,, 2003). Espécies do género raramente apresentam

macroconidios, e quando apresentam, sdo caracterizados como de parede lisa e
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delgada, ao contrario dos microconidios, que sdo numerosos, esféricos em forma de
gota ou pino.

Infeccdes por T. rubrum sdo a causa de 70% das dermatofitoses, sendo
também o mais isolado, principalmente por onicomicoses. A alta prevaléncia por
infeccbes por esta espécie de fungo pode ser explicada dada a sua adaptacdo ao
hospedeiro humano, o que leva a quadros de resisténcia (LANA et al.,, 2016).
Macroscopicamente, as colonias séo filamentosas com aspecto algodonoso, centro
elevado e reverso rubro ou vermelho na borda, sendo o pigmento vermelho também
observado no anverso da placa. Na microscopia, 0s microconidios destacam-se sob
forma de goticulas paralelas nas hifas (LANA et al., 2016).

E. floccosum é descrito como um dermatofito de maior patogenicidade em
comparacao com a maioria dos dermatofitos (RIPPON, 1988, p. 226-29, apud ANSARI
et al., 2019), causando diferentes tipos de manifestacfes clinicas como tinea cruris,
tinea pedis e tinea unguium (RINALDI, 2000; ANSARI et al., 2019) em varias partes
do globo, tendo esta espécie preferéncia em agir sobre a queratina de tecido morto
(LANA et al., 2016). Macroscopicamente o verso das bordas das coldnias € amarelo-
acastanhado ou esverdeado ou ainda pode apresentar-se rubro e o reverso tende a
acompanhar a mesma pigmentacdo, em tom mais acentuado por vezes (SIDRIM et
al., 2003). A textura comeca plana ou granulada e vai se aveludando conforme
envelhece. Microscopicamente, seus macroconidios possuem estrutura lisa e
espessa em forma de taco ou raquete cujas paredes sado finas, encontradas em
grande quantidade (RINALDI, 2000), ndo apresentando microconidios (SIDRIM et al.,
2003).

Figura 06 - Aspectos morfolégicos de algumas espécies causadoras de dermatofitoses.

T. mentagrophytes T. rubrum

Legenda: A; Aspectos macroscopicos. B: Aspectos microscapicos.
Fonte: https://mycology.adelaide.edu.au/. Acesso em: 25 jul. 2021.
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2.4.2 Epidemiologia
2.4.2.1 No mundo

As dermatofitoses séo infeccbes de ocorréncia mundial, cuja prevaléncia
estende-se em paises de clima tropical e subtropical (LANA et al.,, 2016). Os
dermatofitos atingem cerca de 25% da populacdo mundial e estima-se que entre 30-
70% sejam portadores assintomaticos dos agentes causadores. Assim, fungos
dermatdfitos apresentam um perfil cosmopolita de extenséo, encontrado em varias
regi6es do mundo, variando regionalmente com relacédo a frequéncia de determinadas
espécies, com as condi¢cdes geoclimaticas e sociais servindo de interface para sua
distribuicdo. Fatores climaticos, praticas sociais e migracdo populacional também
podem afetar a sua epidemiologia, assim como cuidados improprios na higiene,
doencas de base como diabetes melittus e quadros de imunodeficiéncia (PERES et
al., 2010).

Hayette & Sacheli (2015), ao realizar um levantamento epidemiologico do
quadro de infec¢des por dermatofitos pelo mundo, relataram que:

= Na Europa: T.rubrum foi o dermatofito mais isolado no Reino Unido em 2005.
Na Alemanha, infec¢bes por T. rubrum foram responsaveis por 91% das onicomicoses
e na Eslovaquia no periodo de 1994-1999 por 81,61% de todos os dermatofitos
isolados. Na Grécia, T. rubrum também mostra percentual expressivo nas infeccdes
48% entre 1997-2003, seguido de M. canis com 17,9%. E. floccosum também
apareceu envolvida em 6% das infec¢cfes. Na ltalia, M. canis representa o patégeno
mais isolado com 88,9% das infec¢des no periodo de 2002-2004 em Roma.

= Na América: nos Estados Unidos, T. rubrum foi o patbgeno mais prevalente,
numa incidéncia ascendente de 32-47% entre 1999-2002. No México, no periodo de
1996-2006, mostrou T. rubrum (71,2%) como principal agente, seguido por T.
tonsurans (6,9%), T. mentagrophytes (5,5%), M. canis (4,5%) e E. floccosum (1,9%).

= Na Africa: a prevaléncia depende da regido. T. soudanense (52,78%) seguido
por T. rubrum (30,94%) e M. canis (4,89%), em Senegal no periodo de 2007-2011 e
T. violaceum, no sudeste e sudoeste da Etiopia, Africa oriental.

= Na Asia: no Japdo em 2006, a tinea pedis foi apontada como a principal forma

clinica, seguida por tinea unguium. T. rubrum foi constatada como a espécie mais

isolada, entre as infeccbes dermatofiticas, exceto nos casos de tinea capitis, além de
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um ligeiro aumento das infec¢des por M. canis. Em duas regides da india, infeccbes
por T. rubrum foram as mais evidentes (total de 91,7%), seguida de T. mentagrophytes

(total de 53,8%), sendo tinea corporis e capitis as manifesta¢cdes mais frequentes.

2.4.2.2 No Brasil

Por aqui, o cenario assemelha-se a outras regiées do mundo. Heidrich (2013)
em estudo de dermatofitoses na regido metropolitana na regido Sul por 16 anos,
constatou que dos 9.048 resultados positivos para infec¢cdes por dermatofitos, T.
rubrum ocorreu em 59,6% dos casos, seguido de T. interdigitale (34%), M. canis
(2,6%), E. floccosum (1,5%), sendo a tinea unguium a mais prevalente com 48,5%
seguida da tinea pedis (33,1%) e tinea corporis (6,8%).

Em Belém do Pard, o perfil etioepidemiolégico de dermatofitoses foi avaliado
por Silveira-Gomes e colaboradores (2013). Durante o periodo de 2005-2006, 66 dos
494 pacientes avaliados testaram positivo para dermatofitose, sendo T.
mentagrophytes, seguida de T. rubrum o0s agentes mais comuns, responsaveis por
tinea capitis, enquanto que T. rubrum para tinea corporis, tinea cruris e tinea
pedis. Em Manaus (Amazonas), 32 de 202 individuos com resultado positivo para
dermatofitoses, T. rubrum foi também foi o mais frequente, em 46,9% dos casos
seguido por de T. tonsurans e M. canis (15,6% cada) no periodo de junho de 2015 a
junho de 2016 conforme Barroso (2017).

Em Goiania, capital de Goias, de janeiro a dezembro de 1999, de 1.955 de
amostras suspeitas de dermatofitose, analisadas pelo laboratério de micologia do
instituto de patologia tropical e salde publica da Universidade Federal de Goias, 445
(22,85%) isolados foram cepas de dermatéfitos, sendo o T. rubrum (49,4%), T.
mentagrophytes (30,8%) e M. canis (12,6%) os mais detectados (COSTA et al., 2002).

Em Sé&o Paulo, no periodo de 1992-2002, dados de Chimelli e colaboradores
(2002), mostram o T. rubrum como principal agente responsavel por dermatofitoses
com 48,7% dos casos, seguido por M. canis com 20,9%, ligada a tinea corporis
(31,9%), tinea capitis (27,5%) e tinea unguium e tinea cruris, com 14,8% e 13,9% das
manifestagdes clinicas.

Em estudo publicado por Silva e colaboradores (2017), a etiologia de

dermatofitoses em pacientes atendidos no laboratério de Micologia médica no centro
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de Biociéncias da Universidade federal de Pernambuco no periodo de 2014-2017,
constatou que de 2.893 exames suspeitos para dermatofitose, 268 (20,1%) foram
confirmatorios, sendo o género Trichophyton isolado em 252 amostras e Microsporum
em 9 e Epidermophyton em 7 amostras, com T. rubrum sido o patégeno mais
encontrado.

Em Alagoas, dados mais recentes mostram a frequéncia de T. rubrum como
maior agente causador de dermatofitoses em um laboratorio localizado na capital do
estado, Maceid, com 50,77% dos casos, seguida de T. mentagrophytes, com 19,69%
sendo espécies do género também as mais isoladas, ocupando 90,67% de um total
de 1.697 amostras clinicas analisadas. Ainda de acordo com o local da infec¢éo, a
mais acometida foi a pele (51,3%), unha (37,92%) e couro cabeludo (10,88%)
(FERRO et al., 2020).

2.4.3 Formas clinicas

Uma mesma espécie pode estar relacionada a diferentes formas clinicas, com
quadros clinicos bem individualizados (SBD, 2017).

Assim, as principais formas clinicas (AZULAY; AZULAY; ABULAFIA-AZULAY,
2015) ligadas a dermatofitoses sao:

= Dermatofitose do corpo (tinea corporis):

Mostra-se como lesfes eritematoescamosas, circinadas, isoladas ou confluentes,
tendo a lesdo um aspecto concéntrico na maioria dos casos. Na grande maioria dos
casos ha a predominéancia de vesicula, e, até mesmo, pustula; em outras o dano € em
placa eritematoescamosa e evidencia uma evolucdo lenta, sendo observada a
presenca de prurido. No corpo, situa-se principalmente nos bracos, face e pescoco
(Figura 07-A).

= Dermatofitose marginada (tinea cruris):

Assim como a anterior, trata-se de uma lesédo eritematoescamosa, como inicio na
prega inguinal. Ela alastra-se sobre a coxa, com destaque na borda. Pode chegar ao
perineo e se espalhar para as nadegas, regido do pubis e pelo baixo-ventre. Esta
forma nao possui afinidade pela pele da bolsa escrotal, denotando a alta
especificidade da dos dermatofitoses nos seus locais de infecgéo (Figura 07-B).

= Dermatofitose dos pés (tinea pedis):
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Esta pode ser a aguda (eczematoide), marcada pela presenca de vesiculas em
geral planares e digitais, sendo bastantes pruriginosa, a intertrinosa, localizada nas
pregas interpododactilas, apresentando fissuras e maceragcdo e a forma crénica,
caracterizada pela formacéo de lesdes descamativas pouco pruriginosas ao cobre
toda a regido plantar (Figura 08-A).

= Dermatofitose ungueal (tinea unguium) ou onicomicose:

Lesdes destrutivas e esfarinhentas das unhas, iniciando pelas bordas livres de cor
branco-amarelada sdo a principal caracteristica desta forma. De carater crénico,
compromete uma ou varias unhas dos pés, com menor incidéncia nas maos (Figura
08-B).

= Dermatofitose do couro cabelo (tinea capitis):

Atinge os cabelos, podendo ocorrer eritematoesmacoses do couro cabeludo. As

lesBes capilares sdo proximas a pele, levando a regides de tonsura (Figura 09-A e

B).

Figura 07 - Formas clinicas de dermatofitoses. 07-A: Tinea corporis. 07-B: tinea cruris.

Fonte: 07-A:AZULAY, AZULAY, ABULAFIA-AZULAY (2015, p. 496). 07-B:
http://www.alergiarespiratoria.com.br/arquivos/154.pdf. Acesso em 03 fev. 2021.

Figura 08 - Formas clinicas de dermatofitoses. 08-A: Tinea pedis 08-B: onicomisose.

Fonte: AZULAY, AZULAY, ABULAFIA-AZULAY (2015, p. 497 e 502, respectivamente).


http://www.alergiarespiratoria.com.br/arquivos/154.pdf
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Figura 09 - Tinea capitis.

b N i 9
Fonte: AZULAY, AZULAY, ABULAFIA-AZULAY (2015. p. 498).

Um resumo sobre os agentes etiolégicos, ambientes naturais e formas clinicas relacionadas

foram agrupadas no quadro abaixo:

Quadro 01. Resumo apresentando os principais agentes etiolégicos de dermatofitoses associados as
suas formas clinicas.

Género (n° espécies) Espécie de maior interesse Habitat Forma clinica
clinico
Trichophyton spp. (16) T. mentagrophytes Antropofilico | Tinea pedis, corporis
€ onicomicose.
T. tonsurans Antropofilico | Tinea capitis, corporis,
pedis e onicomicose.
T. rubrum Antropofilico | Tinea corporis, barbae,
cruris, pedis e
onicomicose.
Microsporum spp. (3) M. canis Zoofilico Tinea capitis e corporis.
Nannizia sp. (9) N. gypsea Geofilico Tinea capitis, corporis e
cruris.
Epidermophyton sp. (1) E. floccosum Antropofilico | Tinea pedis e
onicomicose.

Fonte: elaborado pelo autor (2021).

2.4.4 Farmacos utilizados no tratamento

Dentre os principais medicamentos antifungicos utilizados na terapéutica, trés
grupos se destacam no tratamento de dermatofitoses: os derivados azolicos,

alilaminas e os ciclohexanos fendlicos.
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2.4.4.1 Derivados azolicos

A introducdo deste novo grupo da classe de antifingicos mostrou ser um
grande passo no tratamento de micoses, tanto nas cutaneas quanto nas sistémicas.
O grupo classifica-se em imidazéis e triazéis (CONSTANT; CONSTANT, 2013).

Os antifungicos imidazodis séo representados pelo Clotrimazol, Miconazol,
Isoconazol, Tioconazol, Oxiconazol e Cetoconazol (Figura 10). De todos os citados,
apenas o cetoconazol é utilizado tanto por via oral como topica. Isto se da a pequena
absorcao oral e rapida metabolizacéo hepatica que os demais imidazois apresentam,
possibilitando apenas a sua apresentacdo em creme. O cetoconazol, é absorvido por
via oral e dada sua baixa lipofilicidade, retém maior concentracdo nos tecidos,
possibilitando entdo, seu uso por esta via. Ja os triazois, apesar de estruturalmente
relacionados com imidazéis, sdo comumente usados para infec¢bes fungicas
sistémicas, devida sua melhor absorcdo via oral, amplo espectro de atuacéo,
metabolizacdo mais lenta e menor interferéncia sobre a sintese esterdlica humana
(CONSTANT; CONSTANT, 2013). Na clinica, os principais representantes do grupo

sdo o Itraconazol e o Fluconazol (Figura 10), disponiveis em capsulas e em solucéo.

Os azodlicos sdo quimicamente caracterizados por conter na sua estrutura dois
de atomos de nitrogénio (imidazolicos) ou trés de nitrogénio (triazolicos). Agem
atuando sobre a enzimas do citocromo P450 dos fungos, blogueando a sintese do
ergosterol, através da inativacdo da enzima C-14-a-desmetilase. Devido a falta de
ergosterol, os esterdis toxicos intermediarios (lanosterol) se acumulam, a
permeabilidade da membrana fungica aumenta e o desenvolvimento do fungo é
interrompido (GREGORI VALDES, 2005; MARTINEZ, 2006). Também é proposto
alteracao destes farmacos na sintese de lipideos e inativacao de enzimas do processo
oxidativo dos fungos (MARTINEZ, 2006).

2.4.4.2 Alilaminas

A principal representante do grupo é a terbinafina (Figura 10). Ao contrario dos
derivados azolicos, possui efeito fungicida. Esta disponivel para administracao oral e
topica e é eficaz contra dermatoéfitos tanto em in vitro como in vivo (DAVIS; BALFOUR,
1995; SUCCI; OROFINO-COSTA, 2010). Adroga, desenvolvida em 1979, é altamente
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lipofilica e € metabolizada pelo figado. Possui pouca afinidade pelo citocromo P450
(<5%). Assim como outros antimicéticos, a terbinafina inibe a biossintese de ergosterol
da célula fungica, entretanto, age um passo antes da sintese propriamente dita,
inibindo o triterpeno esqualeno, precursor do ergosterol, pelo blogueio da enzima
esqualeno epoxidase. Sua inibicdo resulta no aumento intracelular deste triterpeno,
rompendo a membrana do fungo, justificando seu efeito fungicida (SUCCI, OROFINO-
COSTA, 2012). Sua estrutura quimica apresenta uma tripla ligagdo e uma ramificacao
da cadeia lateral alquilo adjacente, além do grupo butilacetileno (SPRENGER, 2019).

2.4.4.3 Ciclohexanos fendlicos

A griseofulvina (Figura 10), foi inicialmente isolada em 1939 em culturas de
Penicillium griseofulvum Dierckx por Oxford e colaboradores (CONSTANT;
CONSTANT,; 2013; PETERSEN et al., 2014). Como nao apresentava efeito sobre
bactérias, foi deixada de lado até 1958, quando entdo foi notada sua ac¢do sobre
fungos dermatdfitos. No entanto, ndo possui acao sobre micoses sistémicas. Apos sua
administracao via oral, o farmaco se distribui por todo o corpo, se concentrando em
maior quantidade na epiderme e em outros tecidos queratinizados (cabelo e unhas).
Ao ingerir sua principal fonte nutricional, a queratina, o fungo carreia também o
farmaco que atua sobre o seu metabolismo, interrompendo seu crescimento
(CONSTANT; CONSTANT, 2013). Seu mecanismo de acdo ndo é totalmente
elucidado, embora a explicacdo mais difundida ao seu efeito seja sobre sua agdo no
processo de divisdo celular fungico, interferindo na mitose ou na sintese do acido
nucleico (PETERSEN et al., 2014). Quimicamente, € um composto aromatico derivado
do benzofurano e que apresenta baixa solubilidade em agua (CROTHERS et al.,
2005).

2.4.4.4 Outros medicamentos sintéticos

Além do tratamento classico, outras drogas antifungicas sdo também aplicadas
no tratamento de dermatofitoses. A exemplos tem-se a Ciclopirox olamina (Figura 10)
e a butenafina (Figura 10). A ciclopirox olamina, € um agente antifingico derivado da
hidroxipiridona, cujos efeitos ndo estdo relacionados aos derivados imidazolicos

comuns e a outros agentes antifiingicos.
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O mecanismo de acédo da ciclopirox olamina se da pela quelacdo de ions
catibnicos de metais polivalentes, resultando na inibicdo das enzimas metal-
dependente, responsaveis pela degradacdo de peroxidos toxicos na célula dos
fungos, (GUPTA; FLECKMAN; BARAN, 2000; JONES, 2005) pela inibicdo da sintese
de DNA e RNA, pelo bloqueio da captacéo de precursores de macromoléculas ou da
absorcdo de ions como potassio e fosfato (COUTO, 2016). Possui atividade tanto
fungistatica como fungicida. Em estudo comparativo, in vitro, foi evidenciado que o
creme e a logédo a 1%, mostraram boa atividade fungicida em T. mentagrophytes em
relagdo a outros agentes antimicéticos (ABRAMS; HANEL; HOEHLER, 1991). No
Brasil, esta disponivel nas formas de creme dermatoldgico, creme vaginal, xampu,

esmalte e solucédo topica (LACY et al., 2009).

A butenafina, € uma derivada da benzilamina que inibe a sintese do ergosterol
a nivel do esqualeno. Seu uso clinico € limitado ao uso topico de infeccbes
dermatofiticas superificiais (ESPINEL-INGROFF, 2009) em cremes a 1% (GEHRKE;
BONIFAZ, 2007). Seu espectro de acdo abrange T. rubrum, T. mentagrophytes e M.
canis, cuja acao pode ser fungistatica ou fungicida, a depender da sua concentracao
(GEHRKE; BONIFAZ, 2007).

2.4.5 Mecanismos de resisténcia

Apesar da variabilidade de opcbes oferecidas para tratamento de
dermatofitoses, os fungos, assim como as bactérias, podem desenvolver alguns
mecanismos de resisténcia, que dificultam o manejo da doenca. Mesmo com a
farmacoterapia padréo agir por diferentes mecanismos e vias de administracdo, os
alvos celulares sao limitados devido a semelhanca entre a célula eucariética fungica
e humana. As falhas associadas a terapéutica tém origem geral na descontinuacao
da terapia, aos efeitos colaterais/adversos de alguns antifUngicos e a resisténcia
dermatofitica (LANA et al., 2016).

Em recente trabalho, foram propostos os seguintes mecanismos de resisténcia
a fungos dermatdfitos: exposi¢do a drogas, resposta ao estresse e adaptacao, efluxo
de drogas, desintoxicacéo de drogas, modulagéo transcricional dos genes de quinase,
proteinas de choque térmico em fungos, mutacdes que afetam os genes alvo das

drogas, além de elementos estruturais que influenciam a resisténcia aos
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medicamentos. Deste modo, justifica-se o desenvolvimento de novas drogas
(farmacos ou fitofarmacos), que apresentem seguranca e eficacia, e, que no caso dos
produtos naturais, chama a atencdo devido a grande diversidade de substancias
ativas que podem ser usadas diretamente ou como precursoras de outras na
elaboracdo de novos farmacos antifingicos, podendo ser combinados com o
tratamento padrdo, representando novas alternativas ao tratamento (MARTINEZ-

ROSSI et al., 2018).

Figura 10 - Estruturas quimicas dos principais antifingicos sintéticos utilizados no tratamento
de dermatofitoses.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).



51

3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

= Avaliar o controle de qualidade dos frutos secos e da atividade antifungica do
Oleo essencial de lllicium verum Hook f. “anis-estrelado” sobre isolados clinicos de

fungos dermatofitos.

3.2 Especificos:

» Caracterizar a identidade botanica dos frutos secos de [|. verum por
macroscopia e microscopia,

= Mensurar a pureza dos frutos secos de I. verum através do teor de matéria
estranha e cinzas;

= Extrair o 6leo essencial de |. verum por hidrodestilacéo;

» |dentificar e quantificar os componentes do 6leo essencial de I. verum por GC-
MS).

= Determinar a CIM do Oleo essencial de I. verum sobre isolados clinicos de
dermatofitos pelo teste de microdiluicio em caldo e da Concentracdo Fungicida
Minima, CFM, a partir da CIM.



4 MATERIAL

4.1 Amostra vegetal

1.000 g de frutos secos de anis-estrelado
4.2 Amostras fungicas

6 amostras clinicas isoladas de dermatofitoses
4.3 Material geral de laboratorio

Aparelho de Clevenger (hidrodestilador) graduacédo de 5 mL.

Almofariz e pistilo

Balbes de vidro (fundo redondo) de 2000 mL

Béquers de 50 mL

Cadinhos de porcelana 20 mL

Chapa aquecedora

Condensador para hidrodestilador

Dessecador

Erlenmayers de 100 mL

Frasco de vidro ambar de 100 mL.

Funil de vidro

Garras

Laminas de barbear descartaveis

Laminas e laminulas para microscopia

Lente de aumento

Manta aquecedora para baldo de 2000 mL

Membranas millipore 0,22 pm

Micropipetas e ponteiras estéreis e descartaveis de 10, 200, 1.000 e
20.000 pL

Microplacas para microtitulagéo, fundo “U” descartaveis e estéreis
(KASVI)

Papeis de filtro

Péra

Pincas e espatulas

Pipeta volumétrica de 2 mL

Placas de petri de vidro

Placas de petri descartaveis e estéreis 90x15 mm (FIRSTLAB)
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Proveta de 10 mL

Suporte universal

Tubos de ensaio 16x160 mm

Tubos falcon descartaveis e estéreis de 15 mL
Vials de vidro de 2 mL

4.4 Equipamentos
Autoclave Quimis modelo 6290-22
Agitador voértex
Balanca analitica SHIMADZU® modelo AUY220
Capela para microbiologia JS Research 1200SB
Centrifuga KASVI modelo KK-085C
Cromatografo a gas SHIMADZU® modelo GCMS-QP2010S
Espectrofotdmetro ThermoScientific (modelo Genesys 180)
Estufa Quimis modelo Q316M2
Fonte termocriostatica digital MICROQUIMICA® (modelo MQTBC99-
20) para condensador
Forno mufla Sppencer® scientific modelo TCM77
Geladeira Brastemp frost free modelo BRM32ABBNA
Microscopio eletrénico StudLab
Moinho multiuso Tecnal modelo TE/6314

Paquimetro Mitutoyo®

4.5 Reagentes e solventes
Agua destilada
Azul de Alcian
Cloreto de Sodio, NaCl
Cloreto Férrico
Dimetilsulfoxido, DMSO (CH3)2SO, P.A (Dinamica)
Eter etilico, P.A (Synth)
Glicerina
Lactofenol azul algodao (NewProv)

Reagente de Nadi



Safranina

Solucéo de Black

Solucédo de Sudan IV

Sulfato de sédio anidro Na2S0O4 (Quimibras)
Tween 80 (Inlab)

Vermelho de ruténio

4.6 Meios de cultura
Agar lactrimel
Agar Sabouraud Dextrose
Agar Sabouraud Dextrose-Cloranfenicol (Plast Labor)
Agar Batata Dextrose
Caldo glicosado
Caldo RPMI-1640 (VitorCell/Embriolife)
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5 METODOS
5.1 Controle de qualidade da droga vegetal
5.1.2 Obtencéo da amostra e locais de desenvolvimento dos testes

1000 g da amostra de frutos secos de anis-estrelado foram obtidos em
ervanaria da cidade de Macei6/AL em fevereiro de 2020. Os ensaios relativos ao
controle de qualidade da droga vegetal foram realizados no Laboratério de
Farmacognosia do ICF-UFAL. Os cortes e testes histoldégicos para microscopia, no
Laboratdrio de Anatomia e Morfologia Vegetal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude (ICBS-UFAL) e a analise da composicédo do 6leo essencial no Laboratério de

Andlise Quimica Instrumental do Instituto Federal de Alagoas (IFAL).

5.1.3 Quarteamento da amostra

Realizou-se o processo, distribuindo-se a amostra de forma homogénea sobre
superficie limpa, sendo em seguida, feita sua divisdo em quatro partes iguais. Duas
diagonais foram selecionadas para retirar as aliquotas dos testes de matéria
estranha e cinzas. As outras duas, para extracdo do OE e alguns espécimes dos
frutos para avaliacdo macro- e microscopica. O excedente foi reunido as diagonais

selecionadas para a extracdo do OE.

5.1.4 Andlise macroscopica

Foram tomadas as dimensfes dos foliculos e tamanho do fruto inteiro em
paquimetro com precisao de 0,02 mm, a partir de 10 frutos da amostra. Estes também
foram avaliados quanto as suas caracteristicas organolépticas como cor, odor e

textura.

5.1.5 Andlise microscdpica

Espécimes do fruto foram fervidos em agua por um periodo de 120-150 min.
Apés este tempo foram feitos os cortes (secgdes) a mao livre na diagonal e longitudinal
com auxilio de lamina cortante. O material seccionado foi corado com solucdo de

aguosa de Safranina e azul de Alcian na proporcédo de 1:9 e montadas em laminas
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semipermeantes com glicerina a 40%, compactadas entre lamina e laminula. Os
cortes entdo foram levados ao microscopio o6tico (microscopia de luz), e entdo,
visualizados em diferentes objetivas, sendo em sequéncia fotodocumentados. Os

marcadores morfoanatdmicos foram comparados ao da monografia da droga.

5.1.5.1 Testes histoquimicos

Para deteccdo de possiveis compostos presentes no material vegetal ao

microscépio, os cortes foram corados com o0s seguintes reagentes:

= Sudan IV e Black b (PEARSE, 1972): para lipidios totais, sendo positivo apos
a formacao de cor alaranjada (Sudan IV) e negro azulado (Sudan black B), apés 15
min. de aplicacdo em temperatura ambiente, com os cortes mantidos em recipiente
fechado e posteriormente lavado com agua estéril.

= Reagente de Nadi (DAVID; CARDE, 1964): para 6leos essenciais (terpenos).
A presenca seria confirmatéria mediante a formacéo de coloracdo azul, apds sua
aplicacdo, observado apo6s 1h da adicdo do reagente aos cortes ao abrigo da luz e
posteriormente lavados com solucao tampao de fosfato de sodio 0,1 M, pH a 7,2 por
2 min.

= Vermelho de ruténio (JOHANSEN, 1940): para a deteccao de carboidratos. A
presenca comprobatéria de pectina é revelada mediante a coloracdo rosea apos a
aplicacdo do reagente a 0,001% por 10 minutos, seguida de lavagem rapida em agua
estéril.

= Cloreto férrico (JOHANSEN, 1940): para compostos fendlicos. Os cortes apos
a aplicacao do reagente, foram deixados em repouso por um periodo de 15 min. e
depois lavados rapidamente em agua. Sendo indicativo para compostos fenélicos a
coracao das estruturas em azul escuro.

» Cloreto de zinco iodado (STRASBURGER, 1911): para amido. O reagente foi
aplicado nos cortes e deixado em descanso por 5 minutos. Apés a lavagem com agua,

foi observada a mudancga de coloracdo para roxo (positivo).

5.1.6 Determinagéo de Matéria Estranha

10 g da amostra foram tomados para determinacao do material estranho, sendo

considerados como contaminantes, partes da droga nao especificadas pela sua
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monografia e impurezas. O material estranho foi observado sob luz ambiente, com
auxilio de lupa e pesado, sendo o teor determinado a partir do seu peso inicial, ndo
podendo ultrapassar o maximo de 2,0% (p/p). O ensaio foi feito em triplicata e o
resultado obtido expresso pela média e desvio padrao (M+DP).

5.1.7 Determinagé&o do Teor de Cinzas

3 g do po da droga pulverizada foram transferidos para cadinho de porcelana
previamente calcinado a 550°C e pesado, sendo em seguida, a amostra levada a forno
mufla e submetida a um limiar de aquecimento compreendido em: 200 °C/30 min, 400
°C/ 60 min e 600 °C/ 90 min. ApGs a gueima do material vegetal, a amostra foi
arrefecida em dessecador. Caso a queima nao fosse completa (cinzas escuras), foram
adicionados 2 mL de agua destilada e o cadinho levado a chapa aquecedora para
eliminagdo da &gua residual, sendo em seguida novamente levado a estufa por
600°C/1h até peso constante. O teor de cinzas foi calculado em relacéo ao peso inicial
droga seca ao ar e considerado aceitavel desde que nédo ultrapassasse 6,0% p/p,
sendo o ensaio feito em triplicata e o resultado obtido expresso pela média e desvio
padréo (M+DP).

5.1.8 Extracao do 6leo essencial

Aproximadamente 800 g da droga foram pulverizados para a hidrodestilag&o,
sendo feitas 4 extragdes de 200 g cada, em baldo de fundo redondo de 2 L, usando 1
L de agua estéril como liquido extrator por um periodo de 120 minutos/extracao. Apos
a extracdo, as aliquotas de 6leo de cada extracdo foram reunidas e misturadas com
sulfato de sddio anidro para eliminacdo da agua residual da extracdo (PANDIYAN;
MATHEW; MUNUSAMY, 2019), sendo o conteudo filtrado transferido diretamente
para frasco de vidro ambar, que foi mantido sob refrigeracdo até o0 momento de uso.
O rendimento da extracao foi calculado com base no volume final de 6leo extraido a

partir do peso inicial de droga vegetal (%ov/p).
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5.1.8.1 Caracterizacéao fisico-quimica do Oleo essencial de I. verum

ApGs extracdo do oleo, foram analisados os seguintes parametros: densidade
e caracteres organolépticos. Para o primeiro, fora tomada uma aliquota de 1 mL (1000
puL) de o6leo desferidos para proveta de 10 mL previamente tarada em balanca
analitica. A densidade foi definida pela razdo massa (m)/ volume (v) a partir da massa
pesada em g/cm?® a temperatura ambiente. As andlises sensoriais corresponderam as

percepcdes quanto a cor, cheiro e textura do 6leo.

5.1.8.2 Cromatografia do 6leo essencial de I. verum

A identificac@o dos componentes volateis do 6leo essencial de 1. verum, foi feita
por GC-MS, equipado com coluna do tipo capilar ZB-5HT 15 m x 0,32 mm de diametro
x 0,10 um de espessura. A amostra do 6leo sera submetida as seguintes condicdes
analiticas: temperatura do injetor e do detector: 220 e 300°C, respectivamente;
temperatura do forno programada de uma isoterma inicial a 60°C com aumento de
3°C por minuto até a temperatura de 300°C; gas carreador: hélio em inje¢do constante
de 3,69 mL/min; volume de injecdo: 1 uL de amostra a uma concentracao de 30 pg/mL
diluida em éter; taxa de split 30.0. O modo de ionizacdo escolhido foi ionizacao
eletrdnica (70 eV). A identificacdo dos componentes do 6leo foi obtida a partir com os
espectros de massa de substancias ja conhecidas na literatura disponiveis na Wiley
299. A quantidade relativa de cada composto foi calculada pela razdo da area de cada

pico no cromatograma.

5.2 Testes microbiol6gicos
5.2.1 Obtencéo das amostras e local de realizacdo dos testes

Os isolados clinicos de dermatofitos utilizadas neste estudo foram gentilmente
cedidas pela professora Dr® Maria Anilda dos Santos Araujo, do departamento de
Microbiologia da UNIT/AL (Tabela 01). O cultivo dos fungos e realizacao da atividade
antifangica do 6leo essencial de anis-estrelado foram executados no Laboratério de
Pesquisa em Tratamento de Feridas (LPTF), situado na Escola de Enfermagem
(EENF) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).
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Tabela 01 - Informac®es referentes a procedéncia das amostras clinicas de dermatofitos

utilizadas neste estudo.

Amostra
[isolado Espécie Area do corpo Espécime clinico
fangico]
DFO1 M. canis SI SI
DF02 T. rubrum Pé esquerdo Unha
DFO03 T. tonsurans Planta do pé direito Escamas epidérmicas.
DF04 T. mentagrophytes Pé esquerdo Unha
DFO05 T. mentagrophytes Sl Sl
DFO06 T. mentagrophytes Sl Sl

Sl: Sem identificagéo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

5.2.2 Reativacado das amostras

Para reativacdo, os isolados fungicos foram semeados em caldo glicosado.
Apés crescimento, foi efetuado repique para tubos de ensaio contendo &agar
Sabouraud dextrose. Passado o periodo de desenvolvimento, as amostras foram
semeadas em tubos de agar Sabouraud dextrose + cloranfenicol, para obtencéo de
colénias puras. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente (28°C + 2°C)

até o surgimento de col6nias isoladas.

5.2.3 Revisao taxondmica das amostras

Apos confirmacédo da pureza, as amostras foram semeadas. Cada amostra foi
repicada, em duplicata, para tubos de vidro contendo agar Sabouraud dextrose a 2%
e mantidas a temperatura ambiente (28°C + 2°C), por 30 dias. Transcorrido esse
periodo, aspectos macroscopicos e microscopicos foram observados e confrontados

com os descritos em literatura especializada para a confirmacéo das espécies.
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5.2.3.1 Caracteristicas macroscoépicas

Foram observadas caracteristicas como anverso e reverso, textura, cor e
pigmento das col6nias, conforme descrito por Hoog et al. (2000); Lacaz et al. (2001)
e Sidrim et al. (2003).

5.2.3.2 Caracteristicas microscopicas

Para observacdo de estruturas vegetativas e reprodutivas, foram realizados
microcultivos em meio agar lactrimel, utilizando-se a técnica de Ridell (Lacaz et al.,
2001). Para a realizagdo do microcultivo, foram usadas quatro laminas: trés com
funcdo de sustentacdo para a quarta lamina. Nesta ultima, foram aplicados dois
pequenos cubos do meio em cada extremidade (Figura 11). Nas laterais dos blocos
de agar-lactrimel, foram inseridos, com auxilio de alca estéril, fragmentos das
amostras recuperadas e acima destas, laminulas de vidro. Todo o aparato foi
elaborado sobre placas de Petri de vidro com papel de filtro ao fundo, umidificado com
agua estéril, para manter um ambiente propicio para o desenvolvimento fangico. As
placas foram incubadas a temperatura ambiente a 28°C+2°C por cerca de 15 dias.
Decorrido este tempo, a laminula foi removida com uma pinca estéril, e em seguida,
foi montada em nova lamina para microscopia com duas gotas do corante lactofenol
azul algodao previamente colocadas. A laminas foram levadas ao microscépio Optico
com aumento de 40x e os registros, depois de fotodocumentados, comparados com a
literatura. Foram analisados o tipo de micélio, macroconidios (alongadas, clavadas,
dilatadas, sésseis ou pedunculos curtos), microconidios e formacéo de clamiddsporo,
seguindo os critérios adotados por Hoog et al. (2000), Sidrim; Meireles; Oliveira;
Diogenes (2003), Lacaz et al. (2002), e Zaitz et al. (2010).
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Figura 11 - Representacédo da técnica de microcultivo para fungos filamentosos.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

5.2.6 Preparo do inéculo fangico

Os dermatofitos foram subcultivados em tubos de ensaio contendo agar batata
dextrose e incubados a temperatura ambiente (28°C £2°C) por 10 dias, para atingirem
um crescimento satisfatorio. Transcorrido o periodo de incubacao, as colénias foram
cobertas com 5 mL de solug¢do salina suplementada com Tween-80 a 1% e, em
seguida, as culturas foram cuidadosamente esfregadas com auxilio de uma alca de
platina para permitir a retirada de microconidios. Posteriormente, as suspensdes
produzidas foram transferidas com uma pipeta para um tubo estéril e homogeneizadas
em vortex por 15 segundos. Apds agitacdo, cada suspensdo teve sua turbidez
ajustada com auxilio de um espectrofotbmetro, até a absorbancia estar compreendida
numa faixa entre 0,08 e 0,13 em um comprimento de onda de 625 nm, equivalente a
um tubo 0,5 na escala McFarland, o que corresponde a uma concentragdo de 2x10° a
5x10°® microconidios/mL. Para a microdiluicdo em caldo, a suspenséo foi diluida em
1:10 com salina estéril para obter um in6culo com concentracéo final entre 2x10° a
5x10° UFC/ mL, de acordo com o método “E.Def 11.0” para fungos dermatéfitos
(ARENDRUP et al., 2021).
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5.2.7 Difusdo em agar

O método de difusdo em &gar foi realizada através da técnica “pour plate”,
conforme descrito por Reis (2011). Em placas de Petri estéreis, foram aplicados 2 mL
das suspensfes fungicas padronizadas (0,5 de Mcfarland) e 20 mL de agar
Sabouraud dextrose fundido a uma temperatura entre 40 e 50°C, sendo em seguida,
0 sistema foi homogeneizado. Apos solidificagdo do meio, foram realizadas duas
perfuracdes utilizando-se ponteiras estéreis, onde foram aplicados 20 pL do OEIV
puro (in natura) em uma cavidade e 20 pL de solucao salina estéril (controle negativo)
na outra. Depois desta etapa, as placas contendo os fungos dermatéfitos foram
armazenadas a 28°C + 2°C por um periodo de sete dias em estufa microbioldgica.
Decorrido o periodo de incubacéo, os halos de inibicao tiveram seus diametros (mm)
medidos com auxilio de paquimetro pelo fundo da placa. A analise foi feita em

duplicata para todas as amostras (Figura 12).

Figura 12 - Representacdo esquemaética do teste de difusdo em agar.
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20 pL
(in natura)
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(Controle negativo)

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

5.2.8 Microdiluicdo em caldo
5.2.8.1 Preparo do meio de cultura

Para o preparo do caldo RPMI, foram pesados 10,4 g do p6 e em seguida,
diluidos para 1000 mL de agua de estérii em béquer autoclavado. Durante a
transferéncia para novo béquer estéril, o meio foi sendo esterilizado em membrana
millipore de 0,22 um. Tanto o preparo quanto a esterilizacdo do meio de cultivo foram

realizados no momento do uso.
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5.2.8.2 Preparo do 6leo essencial e antifingicos

Inicialmente, pesou-se 0,1 g (100.000 pg) do OEIV em balancga analitica. Em
seguida, o dleo foi transferido para um tubo Falcon e misturado com 20 pL de Tween-
80 (agente emulsificante), 100 uL DMSO e caldo RPMI em gquantidades suficientes
para 5 mL. A mistura resultante foi agitada numa velocidade de 3000 rpm por um
periodo de 30 segundos em centrifuga, obtendo-se uma concentracao final de 20.000
pg/mL.

O farmaco escolhido como controle positivo dos fungos filamentosos foi uma
amostra comercial de cetoconazol. Para o preparo do CTC, o p6 do farmaco, 200 mg
(200.000 pg), foi triturado em almofariz e pistilo e depois diluido em 10 mL de DMSO,
obtendo-se a concentracao de 20.000 pg/mL (solucdo estoque). A partir desta, retirou-
se um volume de 8 pL, completando-se o volume com caldo RPMI para 5 mL,
chegando a concentracdo final de 32 pg/mL. A diluicdes de 6leo e farmaco foram

preparadas no momento do uso.

5.2.8.3 Determinacédo da CIM

Em cada poco da placa foram adicionados 100 pL de caldo RPMI. Em seguida,
100 pL do OEIV 20.000 pg/mL foram aplicados nos pogos da primeira linha da placa.
Por fim, em cada poco foi aplicado 10 pL(dermatofitos) de inéculo fangico, exceto
naqueles em que foi feito o controle de esterilidade. Como as concentracdes do OEIV
e antifingicos foram diluidas em série na razéo de 1:2, tem-se que as concentracdes
do dleo testadas foram de 10.000 pg/mL, 5.000 pg/mL, 2.500 pg/mL, 1.250 pg/mL,
625 pg/mL, 312,5 pg/mL, 156,2 pg/mL, 78,1 pg/mL e para os antifungicos de 16
pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,125 pg/mL,
0,0625 pg/mL, 0,0312 pg/mL, 0,0156 pg/mL e 0,0078 pg/mL. Os testes foram feitos
em triplicata por amostra tanto para o OEIV quanto para o controle positivo.

Os controles do teste foram realizados em novas microplacas de
microtitulacdo. Para o controle da viabilidade fungica, foram colocados em cada
cavidade da microplaca 100 pL do caldo RPMI e 10 puL do indculo fungico de cada
amostra. No controle negativo, foram empregados caldo RPMI, Tween 80 e DMSO
nas mesmas propor¢cbes empregadas para diluicdo do OEIV e in6culo. J& para o

controle de esterilidade, foram colocados apenas 100 pL de caldo RPMI. Os controles
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foram feitos em triplicata para cada amostra. A figura a seguir (figura 13), faz uma
representacao geral da realizacao do teste.

ApoGs a aplicacdo, as microplacas e controles para os fungos filamentosos
foram incubadas a temperatura ambiente (28°C + 2°C) por um periodo de sete dias.
A CIM foi definida como a menor concentracéo do OE ou do antifingico capaz de inibir

0 crescimento do microrganismo.

Figura 13 - Representacgao esquematica do teste de microdiluicdo em caldo para determinagéao
da CIM do OEIV sobre fungos filamentosos.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

5.2.8.4 Determinagéo CFM

Para determinacdo da CFM do OEIV e CTC foram retiradas aliquotas em torno
de 10 pL a partir dos pocos em que ndo foi observado crescimento flngico e
transferidos cautelosamente para nova microplaca contendo 100 pL de caldo RPMI,
incubada em estufa a 28 °C + 2°C por 7 dias. A CFM foi considerada como a menor
concentragdo em que nao foi observada desenvolvimento do novo inoculo, dada

auséncia de turvagao no meio, feita em triplicata por amostra.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Analise macroscopica

Os 10 frutos tomados para analise apresentaram numero de foliculos iguais a
8 (n° f.= 8), apresentando médias no comprimento folicular de 1,0-1,5 cm (FB 62 ed.:
1-2 cm) e didmetros de 2,5 a 3,4 cm (Tabela 02). A farmacopeia diferencia a espécie
do principal adulterante (lllicium anisatum L.), por este apresentar foliculos menores e
mais ovalados, entretanto, a mesma ndo especifica 0 tamanho médio de seus

foliculos.

Tabela 02 - Medida do tamanho dos foliculos e dos frutos de amostra de |. verum
comercializada em Macei6/AL (n=10).

Tamanho foliculo (cm)

Fruto nf 1 2 3 4 5 6 7 8 Mf DP TF

I 8 0,8 1,2 14 13 1,3 1,3 1,2 1.2 1,2 0,18 3,0
Il 8 1,0 1,2 11 0,9 1,3 1,0 0,9 13 11 0,16 2,5
1 8 1,0 15 14 14 14 15 15 0,9 13 0,24 3,4
\Y 8 1,0 14 1,3 1,3 13 11 13 11 1,2 0,14 2,7
\Y 8 13 11 0,7 0,9 1,2 1,2 1,2 0,9 11 0,21 3,0
VI 8 1,0 1,6 1,7 1,7 1,7 1,6 15 12 15 0,26 3,2
Vil 8 1,4 11 12 0,8 0,8 1,2 0,9 0,9 1,0 0,22 3,0
VIII 8 1,6 1,6 1,6 14 1,2 14 15 13 15 0,15 3,3
IX 8 0,9 1,2 1,0 12 1,3 1,0 1,0 13 11 0,16 2,6
X 8 1,4 1,2 13 12 15 1,2 1,0 1,0 1,2 0,18 3,3

Legenda: nf. = n° de foliculos; DP= Desvio Padrédo; Mf= Média folicular; TF= Tamanho do fruto.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Cada foliculo se conecta a uma regiéo central, a columela (Figura 14-A), dando
ao fruto o formato caracteristico de estrela, conforme o nome popular sugere. Outras
caracteristicas macroscopicas relevantes, tais como o aspecto lenhoso, o que remete
a tecidos vegetais mais duros, como madeira, forma careniforme, achatados
lateralmente (Figura 14-B e D) também foram observados. Em suas extremidades,
os foliculos encerram-se em um apice de forma arredondada ou também um pouco
pontiaguda. Em cada foliculo foi notada ora a presenca ou auséncia de sementes,
sendo que estas eram de cor castanho-amarelada (Figura 14-E e G) e que se tratando
de um material extremamente duro e oleoso, encontravam-se bem fixadas ao fundo

de cada foliculo ou eram facilmente removidas ao toque. Nos frutos em que houve a
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formacéo de semente, observou-se a presenca das trés camadas correspondentes ao
pericarpo: a mais externa, epicarpo, a intermediaria, mesocarpo e camada de

revestimento da semente, o endocarpo (Figura 14-F).

A cor dos frutos esteve em conformidade com a monografia: cor castanho-
avermelhada, cujo aspecto sentido ao toque fora rugoso e de odor fortemente anisado.

A amostra apresentou grande diversidade morfoldgica (Figura 14-H).

Portanto, a analise macroscoépica demonstrou que a amostra estava de acordo

com o padrao descrito pela farmacopeia.

Figura 14 - Aspectos macroscopicos de amostra de |. verum comercializada em Macei6/AL. 14-
A: Vista frontal do fruto. 14-B: Visao lateral do fruto. 14-C: Vis&o posterior do fruto.14-D: Vis&o
daregido de compresséo lateral. 14-E: Visao frontal do foliculo. 14-F: Vis&o interna do foliculo
evidenciando suas camadas. 14-G: Visdo da semente. 14-H: Espécimes de amostrade I. verum.

— T
=== oo

Legenda: CM: Columela; HS: Pedunculo; S: Semente; EC: Endocarpo; MC: Mesocarpo;
EP: Epicarpo. Fotos: Autor (2021).
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6.2 Analise microscopica

Os cortes transversais dos frutos mostraram que os foliculos eram constituidos
por epicarpo, mesocarpo e endocarpo (Figura 15-A). O epicarpo, composto por
células contendo substancia marrom-amarelada; o mesocarpo, constituido por células
parenquimaticas, esclereides e cavidades. O endocarpo é constituido por fibras

alongadas transversalmente.

A comparacdo do material vegetal com a monografia apontou algumas
semelhancas e diferencas na estrutura tecidual vegetal dos frutos de I. verum. Os
cortes transversais feitos no foliculo revelaram, no epicarpo, células poligonais, de
coloracdo marrom e pouco espessas, conforme a monografia padrao. No mesocarpo
foi reparada a presenca de varias cavidades oleiferas, as quais a monografia da droga

refere como espacos intercelulares em toda a extensdo do mesocarpo.

As esclereides, alongadas, cuja funcéo € de sustentacdo, esteve presente no
mesocarpo (Figura 15-B). Estes diferenciam-se do |. anisatum por serem, neste
ualtimo, arredondadas. Na regido mais profunda do mesocarpo, foi notada uma camada
de células semelhante a do epicarpo. As Ultimas camadas de células do mesocarpo
tornavam-se mais espessas, indo ao marrom escuro a medida que estavam mais
préximas do endocarpo, conforme a farmacopeia. O endocarpo por sua vez, mostrou-
se formado por células alongadas radialmente e palicadas, caracterizadas, aqui, por
conterem estruturas prismaticas semelhantes ao que a farmacopeia descreve como

cristais de oxalato de célcio (Figura 15-C).

Outro corte transversal ao fruto exibiu um canal para o feixe vascular, tecido
que percorre a planta, cuja funcéo é levar 4gua e outros nutrientes por todo o material
vegetal. Segundo a farmacopeia, os feixes vasculares apresentam-se no foliculo no
sentido axial. No entanto, o corte desvelou que os feixes, vindos da columela, na

verdade apresentaram-se nos foliculos no sentido radial (Figura 15-D e E).

Outro dado relevante, é quanto a formacdo das camadas do pericarpo.
Conforme relatado anteriormente, estas camadas podem ser observadas a olho nu e
microscopicamente, estas podiam ser diferenciadas em foliculos em que houve a
formacdo das trés camadas do pericarpo (situacao 1) e de foliculos em que néo houve

essa formacao (situacdo 2), sendo que esta Ultima ndo é descrita pela farmacopeia



68

(Figura 15-F, G e H). Este dado € importante para o controle de qualidade da referida

droga vegetal, o que pode ser (til na sua caracterizacao.

O estudo de Macrini (2011) realizou apenas a anélise macroscopica de duas
amostras de anis-estrelado comercializadas em Diadema, sugerindo que o0s
caracteres morfoanatdmicos e ensaios fitoquimicos séo suficientes para diferenciacéo
por espécies adulterantes. Entretanto, ressalta-se aqui que a microscopia € o padrao
ouro para a identificagdo inequivoca de qualquer espécie botanica, uma vez que,
diferentes espécies do mesmo género podem assumir caracteristicas macroscopicas
semelhantes, o que pode gerar implicacdes graves para o consumidor, como riscos a
sua saude ao fazer consumo de droga vegetal diferente da referida para tratamento

de determinada doencga ou sintomatologia, causando outros sinais e sintomas.

Os dados obtidos pela microscopia mostraram ser de extrema relevancia para
a caracterizacao botanica da espécie, uma vez que nao foram encontrados outros

trabalhos na literatura nacional - a excecdo da propria farmacopeia - que as

descrevesse afim de comparacao.

Figura 15 - Aspectos microscopicos de amostra de |. verum comercializada em Macei6/AL.
Cortes transversais: 15-A: pericarpo do fruto. 15-B: Esclereide. 15-C: Células do endocarpo,
com destaque para cristais de oxalato de célcio. 15-D: Feixes vasculares. 15-E:regido da
columela; 15-F: Pericarpo que nao formou camadas. 15-G,H: Células de preenchimento de
pericarpo que ndo se desenvolveu.

Legenda: EC; Epicarpo; MS: Mesocarpo; EP: Endocarpo
Fonte: Autor (2021).
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6.3 Testes histoquimicos

O teste para lipideos totais foi confirmatdrio para os reagentes Sudan IV e black
B, apresentando coloracdo alaranjada (Figura 16-A) e negro-azulada (Figura 16-B).
A principal funcdo de lipideos nas plantas € a de reserva de energia para
sobrevivéncia do vegetal, uma vez gque esta classe de compostos provém da glicose
produzida pela fotossintese e defesa contra herbivoria. O corante permitiu deixar mais
evidenciada a presenca de cavidades, que levam a acreditar neste estudo, que se
tratam de espacos dedicados ao armazenamento do Oleo essencial, uma vez que, se
encontram em grande quantidade no mesocarpo. Essas estruturas especializadas
também estdo envolvidas na estocagem de outros componentes do metabolismo
secundéario das plantas, como alcaloides e compostos fendlicos (VENTRELLA,
VIEIRA, 2009).

O teste para o vermelho de ruténio foi positivo para a presenga de pectina na
amostra (Figura 16-C). A coloragdo caracteristica se concentrou na camada do
endocarpo do fruto. A pectina € uma macromolécula, um heteropolissacarideo que
contém residuos de acido galacturénico. Nos vegetais, possui funcdo na adesao
celular, firmando as células durante seu processo de crescimento e amadurecimento
(PAIVA; LIMA; PAIXAO, 2009). Como fibra solGvel, tem importante funcio na
digestdo, ajudando a hidratar o material fecal, facilitando sua eliminacdo, atuando

como um laxante natural (ZANIN, 2020).

O reagente de Nadi, corante para terpenos, ndo apresentou coloracao azul nos
cortes, atestando a auséncia deste grupo de compostos na amostra. Os testes para
cloreto férrico e para cloreto de zinco iodado, assim como Nadi, também néo

acusaram a presenca de compostos fendlicos e de amido na amostra.

Figura 16 - Testes histoquimicos feitos em amostra de |. verum comercializada em Macei6. 16-
A: Sudan IV. 16-B: black B. 16-C: vermelho de ruténio.
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6.4 Determinacao de Matéria Estranha

O teor de matéria estranha da amostra esteve de acordo com o limite maximo
de 2,0% (p/p) conforme a farmacopeia, sendo os valores de cada aliquota de 2,0%,
1,5% e 1,4% e média de 1,6%+0,32. As principais ME encontradas se referiam ao
item “@” preconizado pela farmacopeia: “partes do organismo ou organismos dos quais
a droga deriva, excetuados aqueles incluidos na definicdo e descrigdo da droga”.
Nesse item, se enquadraram as hastes do fruto seco (Figura 17), que por ndo manter
relacdo com a atividade terapéutica da espécie é considerada como matéria estranha,

uma vez que, a farmacopeia refere como droga vegetal apenas o fruto.

Em trabalho feito por Silva e colaboradores (2018), avaliando a qualidade de
frutos secos de I. verum no nordeste brasileiro os teores médios de ME das quatro
amostras avaliadas estiveram dentro do limite preconizado cujos teores variaram de
0,33%+0,28 a 1,87+0,84. Em Duarte (2009), a avaliacado destes teores em amostras
de anis-estrelado comercializadas no Distrito Federal, o teor de matéria estranha de 2
das 18 amostras (11%), ndo esteve em conformidade com a farmacopeia. Esse
problema em relacdo a matéria estranha esta relacionado a condi¢cdes pos-colheita,
denotando falta de cuidado na separacéo das partes nao inerentes a droga durante o

envasamento.

Figura 17 - Matéria estranha encontrada em amostra de |. verum comercializada em Maceio.

Foto: Autor (2021).
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6.5 Determinacéao de Cinzas Totais

O teor de cinza apds a incineracdo do pé de amostra de anis-estrelado teve
teores por aliquota de 3,0%, 2,9% e 3,1% e teor médio de 3,0%= 0,10 (% p/p), dentro
do limite proposto pela farmacopeia. Varios materiais inorganicos podem estar
associados a contaminacdo da amostra, como: terra, caso o fruto tenha sido colhido
diretamente do chéo, pedras de tamanho reduzido, areia que pode ter se acumulado
apos a coleta ou no local de armazenamento de venda. O teor de cinzas indica que a
droga ndo foi submetida a um processo adequado de limpeza durante seu

processamento.

Tobias e colaboradores (2007), em execucdo do controle de qualidade de
drogas vegetais de farmacias de manipulacdo em Maringa (PR), descrevem que de
96 amostras entre drogas vegetais e extratos secos 26 foram reprovadas, dos quais
15,4% pelo alto teor de matéria estranha ou cinzas, uma vez que farméacias de
manipulagéo trabalham na maior parte com drogas pulverizadas, impossibilitando a
averiguacdo de contaminantes a olho nu. O excesso deste material também né&o

possui finalidade terapéutica. Logo, pode também ofertar riscos ao consumidor.

6.6 Extracdo do 6leo essencial

A partir de 800 g da amostra foi obtida a captacdo de 50 mL de 6leo essencial
de anis-estrelado por hidrodestilacdo, cujo rendimento da extracao foi de 6,25% (v/p).
A farmacopeia brasileira prediz um valor minimo de 7,0% (% v/p) de volateis a partir
de 20 g droga vegetal, o que corresponde em volume a 1,4 mL de 6leo. Com base
nesse calculo, o volume tedrico de volateis esperado para extracdo deveria ser de 56
mL. O que poderia justificar esta variacdo no rendimento tedrico versus rendimento
real seria: tempo de extracdo, a utilizacdo do aparelho de Clevenger em um sistema
aberto, que permite que volateis se percam durante o processo e/ou decréscimo na

guantidade de volateis da amostra antes dela ser adquirida.

Silva e colaboradores (2018), obtiveram rendimentos meédios de 2,91%, 5,50%,
5,38% e 6,08% (%V/p) de 6leo essencial de anis-estrelado, a partir de aliquotas de 20
g de droga/amostra, justificando que o baixo teor pudesse estar relacionado a

condigbes inadequadas de armazenamento, visto que em feiras livres ou em
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estabelecimentos comerciais sem controle de temperatura, que podem acarretar a

perda de constituintes volateis.

Existe a possibilidade de que os frutos que nao desenvolveram as camadas do
pericarpo ndo possuam Oleo essencial ou o tenha em baixa quantidade, o que pode
ser considerado como fator de influéncia no rendimento. No entanto, sdo necessarios

outros estudos que confirmem essa suposi¢ao.

6.7 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo essencial de I. verum

O oleo (Figura 18) a temperatura ambiente apresentou-se como um liquido
limpido, incolor, pouco viscoso que, sob refrigeracéo, assume forma sélida, devido ao
baixo ponto de solidificacdo do anetol (<21°C), formando cristais. Em temperatura
ambiente (25-30°C), os cristais tornaram-se mais evidentes a medida que o 6leo
retornava a forma liquida. O 6leo possui odor anisado (caracteristico do anetol),
agradavel e fresco. A densidade do 6leo foi de 0,99 g/cm? (28+2°C), semelhante a
densidade descrita para o anetol que é de 0,98 g/cm3 (PUBCHEM, 2021) e inferior a
da agua (1,00 g/cm?).

Figura 18 - Aspecto visual do 6leo essencial extraido da amostra de |. verum comercializada
em Maceio/AL.

Foto: Autor (2021).
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6.8 Cromatografia do 6leo essencial de I. verum

A andlise cromatografica (Figura 19) do 6leo essencial obtido da amostra
indicou a presencga de 3 constituintes: o anetol, betaistina e 3-Metilbenzotiofeno sendo
0 anetol o constituinte majoritario e os outros dois apresentados apenas como ruidos

na linha de base no cromatograma. Maiores informacdes estdo na tabela (Tabela 03).

Figura 19 - Andlise da composicdo quimica do 6leo essencial extraido de amostra de |. verum
comercializada em Maceid/AL por GC-MS. 19-A: Cromatograma; 19-B: razdo m/z do
componente identificado como anetol.
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Fonte: GC-MS, adaptada pelo autor (2021).

Tabela 03 - Composicdo quimica do 6leo essencial extraido de amostra de |. verum
comercializada em Macei6/AL por GC-MS.

Pico Tempo de retencdo (min) Area (%) Composto

1 3,808 0,07 Betaistina

2 4,573 99,90 Anetol

3 8,433 0,03 3- Metilbenzotiofeno
Total - 100 3

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Conforme esperado, o anetol foi o principal componente do 6leo essencial de
anis-estrelado, estando em conformidade com a farmacopeia e estudos anteriores. A
FB 62 ed., sugere um teor minimo de 80% de anetol presente nos frutos. Nos

resultados obtidos, o anetol ocupa praticamente toda a composi¢éo do 6leo essencial.
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A cromatografia ainda, ratificou a veracidade da amostra, uma vez que no adulterante,
I. anisatum o teor de anetol nédo ultrapassa 3% (WANG et al., 2011) e da auséncia de
outros componentes como o0 metileugenol, metoximetileugenol, safrol, comuns a
mesma espécie (COOK; HOWARD, 1966). Outros compostos de interesse como o
limoneno, anisaldeido, estragol e a-pineno nao foram detectados. A auséncia desses
compostos também foi descrita por Destro (2019), em que foram observados apenas

componentes como o estragol, o D-limoneno e feniculina.

O primeiro pico do cromatograma, referente a betaistina, trata-se de uma
aminoalquilpiridina, substituida por um grupo 2-(metilamino) etil na posicdo 2. Nao
foram encontrados outros trabalhos na literatura que fizessem mencgéo a presenca
deste composto no Oleo essencial de anis-estrelado. A betaistina sintética é um
composto utilizado na indastria farmacéutica na forma de sal para o tratamento de
labirintite, uma vez que, como agente vasodilatador, melhora a sua microcirculacéo
do labirinto, uma estrutura interna do ouvido responsavel pelo equilibrio (PUBCHEM,
2021). O detector do cromatograma pode té-lo associado a outro composto cujo

padrdo m/z seja similar a este.

O pico de numero 3, referiu-se ao 3-metilbenzotiofeno, um composto
organossulfurado, composto caracterizado como poluente organico pode estar
presente em combustiveis fésseis como carvdo mineral, petréleo e gas natural. Por
outro lado, compostos organossulfurados também fazem parte da composicdo de
algumas espécies de familias botanicas, tais como Amaryllidaceae, que séo
responsaveis por suas atividades bioativas e terapéuticas, a exemplo do Allium
sativum, L. (Amaryllidaceae), o alho, cujo 6leo essencial, rico em alicina, composto
organossulfurado que possui forte acdo hipotensora, reduzindo a presséo arterial
(SAAD; LEDA; SA; SEIXLACK, 2018). Entretanto, acredita-se que sua presenca no

cromatograma, tenha a mesma explicacao que a do pico 1.

Com relacao a literatura, em estudo feito por Gholivand e colaboradores (2009),
foram separados e identificados 49 compostos presentes no 6leo essencial de anis-
estrelado, tendo como principais componentes o trans-anetol (81,40%), limoneno
(6,0%), chavicol (2,10%) e anisaldeido (1,81%). Em outro experimento executado por
Nam e colaboradores em 2017, foram identificados 14 compostos, com o trans-anetol

assumindo 92,43% da composicao total do 6leo.
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Dados da literatura reportam o a-pineno (0,7-0,70%), B-mirceno (0,04-0,10%),
a-felandreno (0,24%), 6-3-careno (0,21-0,46%), para-cimeno (0,20%), limoneno (2-
4,34%), 1,8-cineol “eucaliptol” (0,40-0,47%), o-terpineol (0,14%), 4-alilanisole
“estragol” (0,38-2,0%), para-anisaldeido (1,84%), a-copaeno (0,04-0,16%), P-
cariofileno (0,20%), trans-a-bermagoteno (0,33-0,55%), B-bisaboleno (0,08-0,19%),
1-(3-metil-2-butenoxi)-4-(1-propenil)-benzeno (0,53-0,77%), 1-butanol (0,45%) e 4-
metoxi-benzaldeido (0,39-0,80%) e o trans-anetol (89,19-91,32%) (NAM et al., 2017,
LI et al., 2020) e cis-anetol (0,29%) (LI et al., 2020) da composicéo total, sendo entao

notada uma grande constancia a composi¢ao do oleo essencial de I. verum.

Tem-se que a variacdo entre 0s componentes e até auséncia destes no 6leo
essencial, possa estar relacionado ao periodo do ano (sazonalidade) que a espécie
fora cultivada, o horario do dia em que foi feita a coleta (ritmo circadiano), tipo do solo
e indice pluviométrico, pois sdo processos que influenciam no teor de metabdlitos
secundéarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). O processo de estabilizacdo e/ou
secagem, deve também ser considerado, visto que drogas aromaticas devem ser
secas nhaturalmente a sombra em temperaturas amenas. O local de armazenamento
no local de venda, deve estar em ambiente com controle de temperatura e ao abrigo
da luz. Todos esses aspectos levam a perda de constituintes quimicos, principalmente
aos terpenos de menor peso molecular (mono- e sesquiterpenos), dada sua alta

capacidade de volatilizacao.

6.9 Caracterizacdo das amostras fungicas
6.9.1 Macroscopia e Microscopia

Amostra DFO1 (M. canis): Macroscopia; colonia de textura cotonosa, superficie
pregueada. Cor bege e reverso alaranjado com algumas ranhuras (Figura 20).
Microscopia: muitos macroconidios fusiformes (forma de folha ou naveta), afilados nas
pontas, com paredes espessas contendo em média 6-9 células. Raros microconidios.
Presenca de hifas hialinas septadas, algumas com nudcleo (1 por célula), com micélio
abundante (Figura 21).

Amostra DF02 (T. rubrum): Macroscopia; colbnia de textura cotonosa,
superficie apiculada. Cor branca e reverso marrom-escuro (Figura 20). Microscopia:

extenso emaranhado de hifas hialinas e microconidios em forma de pequenos balbes
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ligados por pedunculos as hifas, que poderiam estar dispostas em cachos simples e
charutoides (septados, 3-4 células). Raros macroconidios (Figura 22).

Amostra DF0O3 (T. tonsurans): Macroscopia; coldnia de textura cotonosa,
superficie sulcada. Cor branca e reverso amarelo claro (Figura 20). Microscopia:
Presenca de clamiddsporos catenulados. Grande quantidade de microconidios em
forma de gota. Poucos microconidios em formato de charutoide e de lapis (Figura 23).

Amostra DF04 (T. mentagrophytes): Macroscopia; coldnia de textura
algodonosa, superficie plana. Cor branca e reverso amarelo (Figura 20). Microscopia:
hifas hialinas. Hifas em formato de espiral ou gavinha ausentes. Presenca de
microconidios globosos e em formato de baqueta e septados (Figura 24).

Amostra DFO5 (T. mentagrophytes): Macroscopia; Colbnia de textura
pulverulenta, superficie umbilicada, bordo. Cor branco e reverso marrom (Figura 20).
Microscopia: microconidios globosos e em formato de pequenas gotas. Hifas em
aglomerados densos e em gavinhas. Muitos clamiddsporos (Figura 25).

Amostra DF06 (T. mentagrophytes): Macroscopia; Colbnia de textura
pulverulenta, superficie cerebriforme. Cor branca e reverso vermelho sangue (Figura
20). Microscopia: Aglomerado de microconidios. Raros macroconidios em formato
charutoide e em formato de Iapis. Numerosos microconidios em formato piriforme e
hifas cenociticas (Figura 26).

Macroscopicamente, a caracterizagcdo de uma col6nia tem como intuito ajudar
a elucidar determinada espécie fungica. Isto nada mais é do que fazer um apanhado
de caracteristicas subjetivas, de carater fenotipico relacionadas a determinada
espécie. AlteracGes na forma estéo ligadas a uma tentativa de adaptacédo do fungo
aos meios bidtico e abidtico onde a colbnia esta inserida. Ndo € incomum que
caracteristicas classicas ndo se manifestem e levem a concluséo equivocada de outra
espécie que ndo tenha nenhuma relacdo com os achados (SIDRIM; BRILHANTE;
ROCHA, 2003). Com base nisso, a leitura microscopica tornou-se essencial para a
confirmacédo das espécies abordadas neste estudo, uma vez que se tornou bastante
arbitraria distingui-las apenas utilizando um nico aspecto.

A macroscopia para a amostra DF01, M. canis, apresentou caracteres ja
descritos para a espécie, como 0 aspecto pregueado da superficie e coloragdo laranja
intenso no reverso da col6nia e ranhuras. Ao microscopio, diferencia-se de N. gypsea
por esta ultima conter pouco miceélio delgado. O formato dos macroconidios também

€ bastante distinto; em N. gypseum eles possuem o formato elipsoide, cujas
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extremidades s&o ligeiramente arredondadas, com numerosos microconidios
(FUENTEFRIA et al., 2019)

De acordo com os resultados apresentados, a avaliacdo dos aspectos
microanatdmicos permitiu auxiliar a identificacdo das amostras. Entretanto, ressalta-
se que este grupo de fungos também apresenta aspectos semelhantes entre si nesta
dimensao, principalmente para espécies do género Trichophyton spp. A exemplo, tem-
se as amostras DF02 e DF03, que exibiram caracteres microscopicos comuns, como
as hifas e microconidios em forma de gota, sendo que em T. rubrum, estes séo
ligeiramente alongados, dando a estes o aspecto de baldo.

Ainda de acordo com os resultados, foi observada variacdo microscopica entre
isolados de uma mesma espécie. As amostras DF04 e DFO05, evidenciaram
caracteristicas classicas para T. mentagrophytes. A amostra DF06, apresentou
caracteristicas que de acordo com Sidrim et al. (2003) e Bonifaz (2012), séo similares
a T. interdigitale, incluso o pigmento do reverso da colénia observado na analise. Essa
Gltima caracteristica citada é descrita principalmente para T. rubrum, que aqui mostrou
coloracéo diferente.

Outros fatores que também podem influenciar as caracteristicas macro- e
microscopicas destes microrganismos, além do polimorfismo ja citado, sdo o meio de

crescimento escolhido para o cultivo e o estagio de desenvolvimento da colbnia.

Figura 20 - Aspectos macroscopicos de amostras clinicas de dermatéfitos isoladas.
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Fotos: Autor (2021).



Figura 21 - Aspectos microscopicos da amostra DFO1.

Fotos: Autor (2021).

Figura 22 - Aspectos microscopicos da amostra DF02.

Fotos: Autor (2021).

Figura 23 - Aspectos microscopicos da amostra DF03.

Fotos: Autor (2021).
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Figura 24 - Aspectos microscopicos da amostra DF04.

Fotos: Autor (2021).

Figura 25 - Aspectos microscépicos da amostra DFO05.

Fotos: Autor (2021).

Figura 26 - Aspectos microscopicos da amostra DF06.

Fotos: Autor (2021).
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6.10 Teste de difusdo em agar (técnica pour plate)

Os resultados estao expressos na tabela a seguir (Tabela 04):

Tabela 04 - Médias das zonas de inibicdes do OEIV in natura sobre isolados clinicos de
dermatofitos.

Amostra Zonade inibi¢&o* (mm)
DF01 30,0
DF02 31,5
DF03 35,5
DF04 30,0
DF05 52,5
DF06 13,0

Legenda: média de duas medi¢bes*

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

De acordo com os resultados, a média dos halos de inibicdo para os fungos
filamentosos foi de 32,1 mm. A amostra DFO5 foi a mais sensivel do teste, cujo valor

de média foi de 52,5 mm (Figura 27) e a menor, DF06 com 13,0 mm.

Figura 27 - Halo de inibicao formados pelo OEIV in natura pelo teste de difusdo agar sobre
amostra DF05. As setas indicam a regido do halo formado.

Legenda: CN: controle negativo/ IV: lllicium verum.
Foto: Autor (2021).

Para Pereira (2009), os valores médios da zona de inibicdo para amostras de
T. mentagrophytes e T. rubrum foi de 25 mm de diametro, dada atividade do OE de

Cymbopogon winterianus. Em Reis (2011), observou-se que o 6leo essencial de Rosa
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alba produziu halos de inibicdo em todos os ATCCs de amostras padréo, tal como se
segue: M. nanum (29,80 mm), T. mentagrophytes (29,80mm), T. rubrum (24,40mm),
T. tonsurans (21,85 mm).

Mais recentemente Parrish e colaboradores (2020), fizeram um estudo mais
abrangente, em que testaram 65 Oleos essenciais e misturas em 16 amostras de
cepas e isolados clinicos dos géneros Trichophyton spp. e Microsporum spp. por meio
do teste de difusdo em disco com alteracdes. Os 6leos mais potentes que mostraram
inibicdo completa apds uma Unica exposi¢cao ao longo do teste (21 dias), foram os
Oleos de cassia, coentro, orégano, tomilho e canela. Para tais 6leos, a inibicdo total
foi observada para os dois géneros, espécies e cepas testadas. Ja os OEs de litsea,
rosa e murta-limdo demonstraram inibicAo completa de todo o crescimento,
inicialmente para todos 0s géneros, espécies e cepas testadas, ressurgindo ao 21°
dia do periodo de incubacdo nas margens extremas das placas de agar para algumas
espécies com zonas médias de inibicdo consideradas muito grandes, variando de 79,4
mm para rosa a 74,8 e 74,1 mm para litsea e murta-liméo, respectivamente. Com
relacdo a sensibilidade fungica por género, espécies de Microsporum spp. foram as
gue mostraram maior susceptibilidade aos 6leos, com 28,6% das zonas de inibicdo

com 80 mm contra 20,1% das cepas do género Trichophyton spp.

O teste de difusdo em agar é uma analise qualitativa e que serve para estimar
a susceptibilidade de um microrganismo a partir de quantidade conhecida de uma
determinada droga ou extrato, avaliando a sua capacidade de inibicdo. Essa triagem
preliminar possui grande aplicagc&o principalmente em produtos naturais, pois a partir
da afericdo dos seus resultados, pode-se entdo, dar sequéncia a avaliacdes mais
aprofundadas acerca de outras informacdes importantes do produto ao qual se esta
testando, a exemplo da obtengéao da CIM (PEREIRA, 2009).

Os resultados obtidos com o OEIV in natura mostram que ele foi eficaz na
inibicdo do crescimento dos dermatdfitos. Isto confirmou que o anetol, constituinte
preponderante do OEIV, possui acdo antifiungica. Ademais, ndo foram encontrados
até o momento na literatura, testes de difusdo em agar do OEIV em fungos
dermatofitos para melhor efeito comparativo. Assim, os dados apresentados
contribuem para o conhecimento das propriedades do referido 6leo neste grupo de

microrganismos.



82

6.11 Determinacéo da CIM e CFM

Os resultados da microdiluicdo em caldo (CIM e CFM), do 6leo essencial de |I.
verum e do controle positivo, estdo representados na tabela 05:

Tabela 05 - Concentrag8es inibitorias e fungicidas minimas do 6leo essencial de amostra de |.
verum e do controle positivo sobre isolados clinicos de dermatéfitos.

Amostra
Substancias testadas DFO1 DF02 DFO3 DF04 DFO05 DFO06
(Hg/mL)
OEIV CIM 2.500 NI 5.000 2.500 78,1 10.000
CFM 2.500 NI 5.000 2.500 625 10.000
CTC CIM 4 4 4 4 4 8
CFM 4 4 4 4 4 8

Legenda: NI = N&o Inibiu; CTC= Cetoconazol.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

De acordo com os dados da tabela acima, observou-se que o 6leo apresentou
atividade em cinco das seis amostras de dermatoéfitos avaliadas. Sendo a
concentracdo inibitéria minima mais alta de 10.000 pug/mL para a amostra DF06 e
menor de 78,1 pg/mL para outra amostra DF05. As amostras de DF01, DF03 e DF04,
tiveram concentracdes inibitérias minimas de 2.500 pg/mL, 5.000 ug/mL e 2.500
ug/mL, respectivamente. Ja as CFM, mantiveram-se iguais as concentracdes de CIM,
a excecdo da amostra DF05 que foi de 625 pg/mL. Os controles positivos, de
crescimento e o de esterilidade estiveram conforme o esperado para todas as

amostras.

Poucos estudos encontrados na literatura descrevem a atividade antifingica do
Oleo essencial de I. verum em dermatoéfitos. A atividade do Oleo essencial anis-
estrelado e do seu componente majoritario, o anetol, foram comparadas in vitro por
Nardoni e colaboradores (2015a). O 6leo essencial, testado em M. canis, M. gypseum,
T. mentagrophytes, T. terrestre e T. erinacei apresentou CIM/CFM de 3%/7,5% 1%/2%
2%/2,5% 1,5%/5% e 3,5%/5% respectivamente, enquanto que o trans-anetol mostrou
CIM/CFM respectivo de 1%/5%, 1%/>10%, 2,5%/>10%, 2,5%/>10% e 2,5%/>10%,
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inferior a atividade do 6leo de Foeniculum vulgare (escalas de CIM de 0,25-3% e CFM
de 1,5-3%), que assim como o |. verum, tem como componente majoritario o trans-
anetol. Ambos mostraram atividade superior ao do 6leo de Cinnamomum zeylanicum
Blume “canela-da-india” (Lauraceae) (escalas de CIM de 4,5-7,5% e CFM de 5->10%),

cujos principais componentes sdo o eugenol e o isoeugenol, dois fenilpropenos.

Em contrapartida, também em Nardoni e colaboradores (2015b), a testagem
sobre um isolado de M. canis mostrou que o OEIV apresentou melhor atividade tanto
inibitéria quanto fungicida se comparado ao 6leo de F. vulgare que foi de 2% (CIM) e
2,5% (CFM), contra CIM/CFM de 2,5%/3% de F. vulgare). Uma comparacéao também
feita com o anetol, mostrou que o 6leo possuiu melhor acéo fungicida, uma vez que o
anetol teve uma CFM de 5%. J& Mugnaini e colaboradores (2012) avaliaram a
atividade antimicotica do 6leo em onze isolados de M. canis em gatos. Os resultados
mostrados confirmaram a atividade do OEIV em 10 de 11 isolados, com

concentracdes inibitérias de 1-5% e fungicidas 2,5-7,5% e um IDso de 1,75%.

Pereira (2009), testou a atividade antifiungica do 6leo essencial das folhas
Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor “Citronela” sobre dermatoéfitos do género
Trichophyton. A composi¢do quimica do Oleo feita por GC-MS, mostrou 18
componentes do 6leo, sendo os principais o citronelal, geraniol e citronelol. A CIM
para as cepas testadas foi 312 pg/mL e CFM de 2.500 pg/mL para 92% das amostras
testadas. Sabe-se que, monoterpenoides como o citronelal, geraniol e citronelol

possuem propriedades antimicrobiana, incluso antifingicas, ratificadas pelo autor.

Em estudo de Dzamic e colaboradores (2009), o 6leo essencial de anis-
estrelado e o de Eugenia caryophyllata Thunb “cravo-da-india” (Myrtaceae), foram
testados em cepas de dezenove fungos, incluso T. mentagrophytes e na levedura C.
albicans. O 6leo essencial de anis-estrelado apresentou CIM/CFM de 5uLmL-
1/10puLmL* contra 0,5 uyLmLY/0,5 yL/mL* do 6leo de cravo, para T. mentagrophytes.
Para C. albicans, a CIM/CFM do OEIV foi de 5 yLmLY/5 yLmL* e para E. caryophyllata
de 0,5 uLmLY/1 yLmL?. Para espécies do género Aspergillus spp., o OEIV apresentou
atividade inibitoria na escala de 10-20 yL/mL e fungicida de 15-25 yL/mL.

O oleo essencial de Pimenta pseudocaryoplyllus “craveiro”, apontou CIM de
250 pg/mL sobre ATCC de T. mentagrophytes, M. canis e M. gypseum e CFM de
1000, 250 e 1000 pg/mL, respectivamente, conforme Baptista (2015), sendo estes
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valores superiores se comparados com o marcador quimico do 6leo, o eugenol, que
tiveram CIM de 31,25 pg/mL-125 pg/mL e CFM de 62,5 pg/mL-125 pg/mL. A autora
ainda justifica essa discrepancia da substancia isolada versus Oleo, devido ao
antagonismo dos componentes do proprio 6leo, uma vez que 0 mesmo teve o teor de
eugenol ajustado para 100%, ressaltando a partir dai, a necessidade de outros
constituintes quimicos para a atividade. Destaca-se que o eugenol assim como o
anetol, trata-se de um fenilpropanoide, que apresenta um grupo hidroxila na sua
estrutura, conferindo-lhe varias atividades como por exemplo, antioxidante,

antibacteriana e anti-inflamatéria.

Para o controle positivo, cetoconazol, este encontrou-se na faixa de CIM/CFM
de 4 pg/mL para 83,3% das amostras. A amostra DF06 mostrou inibi¢cdo pelo farmaco
em doses maiores (8 pg/mL), o que correspondeu a 16,7%. Em Pereira (2009), 11 das
16 amostras de T. rubrum (68,75%), apresentaram CIM e CFM 156 e 2.500 pug/mL; tal
qual para 5 das 8 amostras de T. mentagrophytes (62,5%) tiveram as mesmas
concentracdes. Ja para Baptista (2015), a uma linhagem de T. mentagrophytes teve

CIM/CFM de 2,00 pug/mL e para M. canis de 0,06 e 0,12 pg/mL, respectivamente.

Em Magagnin e colaboradores (2011) as médias geométricas da CFM do
cetoconazol, fluconazol e itraconazol demonstraram altas doses desses antifingicos
para se alcancar o efeito fungistatico. O mesmo estudo ainda aponta a dificuldade na
terapéutica de pacientes imunocomprometidos, pois no total de casos avaliados,
53,8% tiveram resisténcia para cetoconazol, 100% para fluconazol e 42,3% para o
Itraconazol. Todos esses fatores de susceptibilidade antimicrobiana tem uma relagéao
intrinseca entre microrganismo X hospedeiro x farmaco, dadas as caracteristicas

peculiares a cada um.

Oleos essenciais cujo perfil quimico é mais diversificado apresentam melhor
atividade do que outros em que alguns componentes estejam ausentes ou em menor
guantidade. Estudos como o de Kurita & Koike (1983) e de Lépez et al. (2004)
sugerem que a atividade antifungica de um OE aumenta neste sentido:
hidrocarbonetos<ésteres<cetonas<aldeidos<alcoois<fenois, o que corrobora com o
estudo de Pizzolitto et al. (2020), no qual a atividade de 6leos essenciais em Fusarium
verticillioides, foi mais evidenciada em 0leos que continham maior quantidade de

compostos fenodlicos e outros grupos oxigenados, como sesquiterpenoides,



85

compostos ciclicos/biciclicos e aldeidos, fundamentada através da sua relacéo
estrutura-atividade (QSAR).

A atividade antifungica do 6leo essencial de anis-estrelado € relacionada aqui
com o anetol, corroborando com resultados prévios existentes na literatura.
Entretanto, vale ressaltar que a CIM - faixa de 10.000-78,1ug/mL - pode ter sido
influenciada pela auséncia de outros componentes majoritarios do 6leo essencial, e,
que por efeito sinérgico, poderiam melhorar a acao do anetol. Isso também justificaria
a auséncia do efeito antimicético na amostra DF02, sendo essa capacidade de
inibicdo observada apenas pelo teste de difusdo com o 6leo concentrado. Sendo
assim, destaca-se o quao é fundamental a presenca de outros componentes nos 6leos
essenciais, tal qual no OEIV como: mono- e sesquiterpenoides além de outros
derivados fenilpropanoidicos oxigenados jA mencionados aqui anteriormente (Figura
04).
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7 CONCLUSOES

Os resultados desta pesquisa deixam uma contribuicdo para o controle de
qualidade de drogas vegetais, uma vez que, SAo poucos 0s estudos sobre este tema
aplicados a amostras comercializadas como “anis-estrelado” no Brasil. A amostra
atendeu aos critérios macroscopicos e de pureza especificados pela farmacopeia
brasileira. Os dados microscopicos foram essenciais para a validacdo botanica dos
frutos secos de I. verum, sugerindo que esta seja a primeira relatada na literatura
nacional, o que podera servir como material de apoio para estudos futuros com a
espécie. O Oleo apresentou um elevado grau de pureza, devido a mais de 99% da

composicdo quimica corresponder a uma unica substancia, o anetol.

No que se refere a atividade antifungica do 6leo frente aos microrganismos
avaliados, o OEIV mostrou possuir tais propriedades, como ja corroborado, devido ao
anetol. Entretanto, a atividade inibitéria do 6leo sobre o desenvolvimento fingico a
altas concentracdes apuradas pelo teste de microdiluicéo foi justificada pela auséncia
de outros componentes ja descritos para o 6leo e que aqui ndo foram evidenciados
pela analise cromatogréfica. Isto ressalta a importancia de outras substancias para o

incremento da atividade biol6gica em extratos vegetais.
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APENDICE A — Modo de preparo para elaboragéo dos meios de cultura fangico.

Agar Sabouraud-Cloranfenicol

DEXIIOSE.....cvvviiiiiiieie e 209
Peptona......cooovieii 10g
AGA e 209
Cloranfenicol..........coooveiiiiiiiiieeeeeeee, 0,05¢g
Agua destilada g.S.P.....coveveeeeeieeeeeeeeeen. 1000mL

Caldo Glicosado

DEXIIOSE....cevveiieiieeeie e 409
Peplona.....c.oiiiiii s 5g
Extrato de carne........ccoeeeeeeeeieiiiieeeeeei, 39
Cloreto de SOAI0........ccuuveeeeeiiiiiieeee e, 59
Agua destilada g.S.P.....ccoveveeeeeeieiieeeeeen. 1000mL

Agar lactrimel

Leite @M PO......cooviviieeeeeere e 20 ¢
ML 109
Farinha de trigo.........cccccovieii i, 209
Yo T SRR 159

Agua destilada g.5.p.....ccoveveevereeeeeeeeeeenns 1000mL



Agar Batata Dextrose

Infusdo de amido de

4
batata...........oovvviviiiiiiiii s J

DEXITOSE...ccviiiiiiee e 209
AGA e 15¢g

Agua destilada g.5.p.....ccceeveeereeeieeeeeeane 1000mL
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