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RESUMO 

A planta Achyrocline satureioides (Lam) D.C (Compositae), vem sendo 

estudada por vários países, devido às evidências sobre suas diferentes 

propriedades biológicas. No presente estudo foi avaliado o potencial antifúngico 

dos extratos etanólicos de folhas e flores frente a diferentes cepas dermatofíticas. 

Ambos os extratos foram capazes de atuar como agentes fungicidas e 

fungistáticos. O estudo do mecanismo de ação dos extratos, demonstrou que a 

atividade do extrato de flores provavelmente esteja associada à membrana celular, 

devido a sua capacidade de inibir e complexar-se a ergosterol. Estes resultados 

foram concordantes com as imagens obtidas por microscopia confocal, onde foi 

observada a diminuição de lipídeos neutros nas culturas tratadas com Vermelho 

do Nilo. A ação do extrato de folhas possivelmente está relacionada frente à 

parede celular devido ao aumento dos valores das Concentrações Inibitórias 

Mínimas em presença do estabilizante sorbitol. Através dos ensaios de inibição do 

radical DPPH• e o cátion radical ABTS+•, foi demonstrado que o extrato de flores 

possui melhor potencial antioxidante que o extrato de folhas, devido a diferença 

encontrada nos valores de concentração efetiva. Os ensaios de citotoxicidade in 

vitro, mostraram que ambos os extratos diminuíram a viabilidade das células 

HaCat. Adicionalmente, foi demonstrado que o extrato de folhas apresentou 

citotoxicidade frente às células HepG2 enquanto frente às células A549 não foram 

evidenciadas alterações na porcentagem da viabilidade celular. Foram analisados 

também os perfis químicos dos extratos por UPLC-QTOF-MS/MS. Os 

cromatogramas e espectros revelaram a presença de flavonoides e derivados de 

fenilpropanoides e ácido quínico. Os compostos maioritários encontrados foram 3-

O-metil-quercetina e a quercetina no extrato de flores e o ácido 5-O- cafeoilquínico 

no extrato de folhas. Foram incorporados quercetina e o ácido 5-O- cafeoilquínico 

em micropartículas de quitosana e Tween® 80 e em micelas poliméricas sendo 

comparado o potencial antimicrobiano destas formulações com a atividade 

antimicrobiana determinada nos extratos brutos. Os resultados mostraram que 

todos os sistemas apresentaram melhor potencial antifúngico que os extratos, 

principalmente aqueles onde foi incorporado a quercetina. Através dos ensaios de 
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tape stripping foi demonstrado que as formulações com a quercetina encapsulada, 

apresentaram melhor capacidade de penetração no estrato córneo que as 

formulações com ácido 5-O- cafeoilquínico após 2 e 6 horas de tratamento. 

Extratos de folhas e flores da A. satureioides são agentes fungicidas e 

fungistáticos frente a diferentes cepas de dermatófitos e a incorporação em 

micropartículas poliméricas melhorou a atividade antifúngica. 

 

Palavras-chave:   Achyrocline satureioides, atividade antifúngica, 

incorporação de ativos em formulações, micropartículas, micelas poliméricas, 

quercetina, ácido 5-O- cafeoilquínico. 
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ABSTRACT 

 The plant Achyrocline satureioides (Lam) D.C (Compositae), has been 

studied by several countries, due to evidence about its different biological 

properties. In the present study, the antifungal potential of ethanolic extracts of 

leaves and flowers against different dermatophytic strains was evaluated. Both 

extracts were able to act as fungicidal and fungistatic agents. The study of the 

mechanism of action of the extracts showed that the activity of the flower extract is 

probably associated with the cell membrane, due to its ability to inhibit and 

complex with ergosterol. These results were in agreement with the images 

obtained by confocal microscopy, where a decrease in neutral lipids was observed 

in the cultures treated with Nile Red. The action of the leaf extract is possibly 

related to the cell wall due to the increase of the Minimum Inhibitory Concentration 

values in the presence of the sorbitol stabilizer. Through the DPPH radical and 

ABTS+• radical cation inhibition assays, it was demonstrated that the flower extract 

has a better antioxidant potential than the leaf extract, due to the difference found 

in the effective concentration values. The in vitro cytotoxicity assays showed that 

both extracts decreased the viability of HaCat cells. Additionally, it was 

demonstrated that the leaf extract showed cytotoxicity against HepG2 cells while 

against A549 cells, no changes were observed in the percentage of cell viability. 

The chemical profiles of the extracts were also analyzed by UPLC-QTOF-MS/MS. 

The chromatograms and spectra revealed the presence of flavonoids and 

phenylpropanoid derivatives and quinic acid. The majority compounds found were 

3-O-methyl-quercetin and quercetin in the flower extract and 5-O- caffeoylquinic 

acid in the leaf extract. Quercetin and 5-O- caffeoylquinic acid were incorporated 

into chitosan and Tween® 80 microparticles and into polymeric micelles, 

comparing the antimicrobial potential of these formulations with the antimicrobial 

activity determined in the crude extracts. The results showed that all the systems 

presented better antifungal potential than the extracts, especially those where 

quercetin was incorporated. Through tape stripping assays it was demonstrated 

that the formulations with encapsulated quercetin showed better penetration 

capacity in the stratum corneum than the formulations with 5-O- caffeoylquinic acid 
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after 2 and 6 hours of treatment. Extracts from leaves and flowers of A. 

satureioides are fungicidal and fungistatic agents against different strains of 

dermatophytes and incorporation into polymeric microparticles improved the 

antifungal activity. 

 

Keywords: Achyrocline satureioides, antifungal activity, incorporation of actives in 

formulations, microparticles, polymeric micelles, quercetin, 5-O- caffeoylquinic 

acid. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A dermatofitose é uma doença contagiosa causada por fungos dos gêneros 

Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton Nannizzia, Lophophyton, Paraphyton 

e Arthroderma. As espécies compreendidas nestes gêneros são conhecidas como 

dermatófitos e caracterizam-se por serem de tipo queratinofílico. Esses fungos 

geralmente localizam-se nas camadas mais superficiais da pele, porém quando 

acometem as regiões mais profundas, produzem inflamações severas (SYKES; 

OUTERBRIDGE, 2014). Cabe ressaltar que a maioria de dermatófitos reside no 

solo e estão envolvidos na decomposição; no entanto, alguns podem infectar aos 

seres humanos e animais (BAUMGARDNER, 2017).  

As dermatofitoses são conhecidas também como tinhas ou tinea, 

epidermofitíases, onicomicoses dermatofíticas ou dermatofitoses subcutânea e 

profunda. Dependendo do local da infecção, a tinea classifica-se como tinea 

corporis que envolve os braços, tronco e pernas, tinea capitis (TC) que afeta o 

couro cabeludo, e tinea pedis os pés (FARAH; ASHMAN; CHALLACOMBE, 2000).  

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a dermatofitose é 

considerada uma doença grave principalmente em pacientes 

imunocomprometidos já que provoca infecções atípicas localmente agressivas, 

como a dermatite extensiva, abscessos subcutâneos ou doenças causadas por 

infecções bacterianas secundárias (AL HASAN et al., 2004; WOODFOLK, 2005). 

Atualmente existem vários antifúngicos usados para o tratamento das 

dermatofitoses que levam na sua fórmula moléculas sintéticas como os derivados 

imidazólicos (miconazol, cetoconazol, econazol, oxiconazol e clotrimazol), 

derivados carbanílicos (tolnaftato e tolciclato) ou alinaminas (terbinafina). A 

administração desses fármacos de forma tópica ou sistêmica tem diminuído 

relativamente a frequência das micoses em geral, no entanto, alguns deles 

apresentam certas desvantagens para serem usados clinicamente; entre elas, 

toxicidade, interações fármaco-fármaco, falta de eficácia fungicida, custo e a 
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aparição de cepas resistentes causadas pelo uso frequente de alguns deles 

(MORRIS; VILLMANN, 2006). 

Esses aspectos mostram claramente a necessidade de encontrar novos 

agentes terapêuticos, que sejam mais eficazes e menos tóxicos para os indivíduos 

acometidos. Dessa forma, as plantas com potencial medicinal são consideradas 

instrumentos importantes da assistência farmacêutica. Segundo a OMS de 70% a 

90% da população de países em desenvolvimento dependem das plantas como 

integrante principal no desenvolvimento da atenção primária à saúde (WHO, 1993, 

2011). 

 O Brasil é o país com a maior diversidade biológica do mundo. De acordo 

com a Conservation International, 70% da flora do mundo e fauna são 

encontradas em dezessete países do mundo e ocupam apenas cerca de 10% da 

superfície da terra. O Brasil é o mais megadiverso desses dezessete, por 

apresentar a maior diversidade biológica terrestre (flora e fauna) (ABRANCHES, 

2020).   

Dentre as diversas plantas presentes no Brasil, destaca-se a planta 

Achyrocline satureioides (Lam.) D.C. (Asteraceae) espécie pertencente à família 

Asteraceae nativa de América do Sul, conhecida popularmente como marcela ou 

macela (SABINI et al., 2012). Estudos tem atribuído diversas propriedades 

terapêuticas dessa planta. (DE SOUZA; BASSANI; SCHAPOVAL, 2007; 

HNATYSZYN et al., 2004; POLYDORO et al., 2004; RETTA et al., 2012; SABINI et 

al., 2012; SIMÕES et al., 1988), porém, ainda não tem se reportado estudos sobre 

seu potencial antifúngico frente a cepas dermatofíticas. Pesquisas de resgate 

etnográfico catalogam a A. satureioides como uma efetiva planta medicinal, onde 

o uso das inflorescências como infusos (chás) tem demonstrado efeitos 

antidiarreicos, antiespasmódicos, analgésico, antiinflamatórios e antimicrobianos 

(BOSCOLO; VALLE, 2008), também há vários estudos que tem confirmado sua 

atividade farmacológica (CALVO et al., 2006; CASERO et al., 2015; MOTA; 

CARVALHO; WIEST, 2011; VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2005). 

Zayachkivska e colaboradores (2005) relacionam estas propriedades a seu alto 
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conteúdo de flavonoides em suas folhas e partes áreas; como, a luteolina, a 

quercetina, a 3-O-metil-quercetina, a aquirobichalcona e a derivados de 

fenilpropanoides e o ácido quínico como o ácido 5-O- cafeoilquínico (CARINI et al., 

2015; RETTA et al., 2012; ZAYACHKIVSKA et al., 2005). Pesquisas afirmam 

inclusive que a forma de extração destes princípios bioativos influenciam na 

atividade biológica(MOTA; CARVALHO; WIEST, 2011). Considerando o estudo 

com base no uso popular, as evidencias cientificas e as investigaçoes previas 

realizadas no grupo de pesquisa Biotecfar da UNESP sobre a A. satureioides, foi 

escolhida esta planta  como objetivo de estudo para investigar sobre seu 

portencial antifungico.  

Como foi mencionado anteriormente esta planta é rica em metabólitos, 

porém, como é comum com outros compostos polifenólicos estes apresentam 

baixa solubilidade em meios aquosos, o que dificulta sua administração 

intradérmica, aspecto importante a ser considerado no desenvolvimento de um 

tratamento para dermatofitose. A baixa absorção e penetração destas substâncias 

na pele (HATAHET et al., 2016; SAIJA, 2003; ZHENG et al., 2005) diminuem a 

eficácia dos ativos e por tanto seu potencial. Assim o objetivo desta pesquisa foi 

investigar a atividade antifúngica de A. satureioides bem como também foram 

propostas formulações farmacêuticas (micropartículas e micelas) a fim de 

encapsular alguns ingredientes ativos presentes na A. satureoides e avaliar se há 

melhora na atividade biológica evidenciada.   
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Infecções fúngicas superficiais causadas por dermatófitos 

 A dermatofitose é considerada uma doença de importância global 

provocada por fungos queratinofílicos patogênicos chamados dermatófitos, tanto 

em animais quanto em humanos. Anteriormente os dermatófitos patogênicos se 

classificavam em três gêneros, Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton. 

Entretanto, com o avanço das técnicas de diagnóstico, foram descobertos mais 

quatro gêneros: Arthroderma, Lophophyton, Nannizzia, e o Paraphyton (BEGUM 

et al., 2020).  

Em termos globais, aproximadamente 20 a 25% da população é afetada por 

micose superficial com preponderância da dermatofitose (HAVLICKOVA; CZAIKA; 

FRIEDRICH, 2008; KUMAR et al., 2021). Nas últimas duas décadas, houve um 

aumento dramático na incidência da dermatofitose em humanos como resultado 

de problemas socioeconômicos, viagens internacionais e contato com animais, 

particularmente animais de estimação. A idade crescente e o uso de 

imunossupressores são os fatores predisponentes para o aumento de morbidade 

induzida pela dermatofitose em humanos (KIZNY GORDON et al., 2016).  

A dermatofitose é considerada uma doença crônica, e seu controle requer de 

uma correta identificação para poder estabelecer uma terapia antifúngica 

específica e dessa forma conseguir a prevenção de maior disseminação para o 

ser humano e/ou os animais (KANBE, 2008; REZAEI-MATEHKOLAEI et al., 2013). 

 Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as dermatofitoses são 

infecções naturalmente transmissíveis entre animais e humanos, sendo 

responsáveis por mais de 60% das doenças infecciosas em humanos (WHO, 

2018). Alguns estudos relatam que as espécies de Trichophyton são os principais 

agentes causadores da dermatofitose com uma taxa de prevalência de 70-90% 

para a onicomicose e 53-86% para o resto das infecções por tinea (BALAKUMAR 

et al., 2012; GARG et al., 2004). Destes, o Trichophyton rubrum é o agente 

etiológico chave seguido pelo complexo T. mentagrophytes, Microsporum canis e 

M. gypseum (PEERAPUR et al., 2004; SINGAL et al., 2001, 2015).  
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As dermatofitoses podem ser classificadas de acordo com o lugar anatômico 

onde se apresenta a infecção, desta forma se denominam tinea capitis 

(dermatófitos no couro cabeludo e pelo de cabeça), tinea unguium (unhas), tinea 

pedis (pés), etc (HAYETTE; SACHELI, 2015) e a sintomatologia depende do lugar 

infectado e do dermatófito envolvido.  

De acordo com o habitat natural, os dermatófitos podem ser classificados 

em três grupos ecológicos: geofílicos, compreendem espécies que se encontram 

no solo atuando como saprófitos e se nutrem da queratina existente (pelos, 

escamas e penas), afetando tanto ao ser humano como animais. Por outro lado, 

estão os zoofilicos que são os responsáveis por infectar animais e estes podem 

infectar o ser humano. Finalmente estão os antropofílicos que compreendem as 

espécies que infectam unicamente o ser humano e são transmitidas pelo contato 

direto ou indireto (BARBOSA BRASILEIRO et al., 2020). A Tabela 1 apresenta a 

classificação dos dermatófitos de acordo com os parâmetros clínicos e ecológicos. 

Tabela 1. Classificação geral dos dermatófitos em base a parâmetros clínicos e 
ecológicos  

Caracteristicas Geofílicos Zoofílicos Antropofílicos 

Filogênese Ancestral Moderado Derivado 

Sexualidade Vigoroso “mating” moderado Clonal 

Infeção  Altamente 
inflamatória  

Moderadamente 
inflamatório 

Não inflamatório 

Transmissão  Via meio ambiente Duplo ciclo de vida Via hospedeiro 

Resolução  Resolução rápida Epidemias 

resolvidas e 

autolimitadas 

Crónica 

(DE HOOG et al., 2017a) 

2.2.1 Classificação taxonômica dos dermatófitos 

Emmons e colaboradores, classificaram os dermatófitos em três gêneros: 

Microsporum, Trichophyton e Epydermophyton. Esta classificação foi baseada nas 

características dos conídios, células que são reproduzidas mediante uma fase 

assexual (EMMONS, 1934). No entanto, a partir de 1960, pesquisas revelaram 
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que os dermatófitos também conseguem se reproduzir sexualmente mediante 

ascósporos (GRIFFIN, 1960; NANNIZZI, 1961), desta forma foram classificados 

como Ascomicetes dentro da familia Gymnoascaceae. Porem, a taxonomia dos 

dermatófitos mudou no começo de 2017 (DE HOOG et al., 2017a). A árvore 

filogenética apresentada na Figura 1, com base em dados moleculares, mostra a 

atual denominação sobre a nomenclatura da família Arthrodermataceae. 

Anteriormente, a família de Arthrodermataceae, compreendia os fungos 

dermatófitos incluindo três gêneros anamorfos (Trichophyton, Microsporum, 

Epidermophyton) e um teleomorfo (Arthroderma).  

Em 2011, esta nomenclatura de fungos foi abolida, principalmente porque a 

base da taxonomia se afastou usando características morfológicas em direção a 

características moleculares e dados filogenéticos. Nesta base, o gênero 

teleomorfo em dermatófitos foi abolido e quatro gêneros adicionais (Nannizzia, 

Lophophyton, Paraphyton e Arthroderma) foram introduzidos para contabilizar os 

fungos Microsporum geofílico e Trichophyton spp, considerando as diretrizes do 

código botânico. Na classificação da árvore filogenética multilocus foram 

considerados alguns parâmetros clínicos, razão pela qual os fungos antropofílicos 

e zoofílicos foram mantidos nos gêneros Microsporum, Trichophyton e 

Epidermophyton (DE HOOG et al., 2017a).  

No início do século XXI, 50 das espécies classificadas no gênero 

Trichophyton (antropofílicos e zoofílicos) foram reduzidas a 19 e em 2017 a 3, 

devido ao desaparecimento do gênero teleomorfo. Desde esse momento as 

correções afetaram a classificação, entre essas modificações as cepas 

antropofílicas e zoofilicas de Trichophyton interdigitale foram separadas, ou seja, 

as linhagens zoofilicas receberam o nome da própria espécie como por exemplo 

Trichophyton mentagrophytes enquanto as linhagens antropofílicas de T. 

interdigitale (DE HOOG et al., 2017b; GRÄSER; SAUNTE, 2020).  

Por outro lado as especies Trichophyton sp. de Arthroderma benhamiae, 

isoladas de porcos da Guiné, foram separadas do gênero T. rubrum e foram 

classificadas dentro dos gêneros T. benhamiae e T. soudanense. As novas 
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combinações de nomes foram também acrescentadas, que em sua maioria 

tratassem de espécies geofílicas.  

Devido à introdução dos novos nomes de gênero, a espécie Microsporum 

gypseum foi renomeada como Nannizzia gypsea (BAERT et al., 2019; GRÄSER; 

SAUNTE, 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Árvore filogenética dos dermatófitos. Fonte: Figura do próprio autor 
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2.2.2 Gêneros 

2.2.2.1 Arthroderma 

 Estudos tem revelado que as colônias de Arthroderma estão compostas 

por abundantes células microconidios em abundância. A estes microconídios 

sésseis e piriformes ligeiramente clavulados são aderidas hifas indiferenciadas 

com uma base ligeiramente mais estreita do que sua circunferência distal. Os 

microconidios apresentam um tamanho de cerca de 2 µm x 4-6 µm (BRASCH et 

al., 2019). 

2.2.2.2 Epidermophyton 

As colônias são de crescimento lento, ao princípio granulosas, depois se 

tornam pulverulentos, de cor amarelo intenso ou marrom, a superfície poder ser 

lisa ou rugosa com centro cerebriforme. Não possuem microconidios, no entanto 

apresentam macroconídios, claviformes, de parede lisa dispostos em grupo. Este 

gênero inclui duas espécies reconhecidas e unicamente a Epidermophyton 

floccosum (Figura 3) é patógeno humano (DAVEL, 2009; KWON-CHUNG, 1992). 

2.2.2.3 Microsporum 

 As colônias do gênero Microsporum se caracterizam por apresentar um 

crescimento rápido, planas e algodonosas pudendo se tornar em granulosas. As 

cores no anverso e reverso dependem muito da espécie, possuem bastante 

macronídios , fusiformes de parede grossa ou fina, lisa ou rugosa.  Os 

microconídios são claviformes e crescem geralmente sobre pequenos pedúnculos  

ao longo da hifa. Dentro das espécies associadas à infecção em humanos estão o 

M. canis e o M. gypseum (DAVEL, 2009; KWON-CHUNG, 1992).  

2.2.2.4 Nannizzia 

As colônias do gênero Nannizzia se caracterizam por estar cobertas por 

hifas peridiais espiraladas e torcidas, compostas de células ossiformes e esféricas, 

evanescentes, contendo ascósporos unicelulares e lenticulares. O estado 

assexual é caracterizado por macroconídios multissepto, de paredes finas a 

espessas e ornamentadas (DUKIK et al., 2019). Através de experiências 

sistemáticas de acasalamento em meios queratinofílicos, Stockdale descobriu os 
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estados sexuais em fungos anteriormente conhecidos como Microsporum fulvum e 

M. gypseum (STOCKDALE, 1963). De acordo com as regras nomenclaturais 

vigentes, estes receberam os de nomes Nannizzia fulva e N. gypsea. A maioria 

das espécies que foram classificadas no gênero Nannizzia foram descritas com 

dupla nomenclatura, após encontrar a forma sexual heterotálica. Dentro das 

espécies compreendidas neste gênero a espécie Nannizzia nana um dermatófito 

zoofílico é a espécie principal deste gênero pois é o responsável de causar 

doenças em porcos, javalis e, excepcionalmente, humanos, causando tinea 

capitis, tinea corporis e onicomicose (BONIFAZ et al., 2019). 

2.2.2.5 Paraphyton 

As colônias em sua maioria são granulares, acastanhadas, com uma cor 

marrom ao inverso. Os macroconídios e microconidios, estão dispostos em 

sistemas hifas organizadas de forma ortotrópicamente. Os macroconídios, são 

multicelulares, de paredes grossas e rugosas, (sub) hialina, clavícula ou em forma 

de charuto. Por outro lado, os microconidios apresentam de paredes finas e lisas, 

hialinas e unicelulares com pinos. O estado sexual produzido após o 

acasalamento, se assemelha a um Arthroderma (DE HOOG et al., 2017a). 

2.2.2.6 Lophophyton 

As colônias do gênero Lophophyton são planas com uma textura parecida 

com uma camurça e são brancas com uma tonalidade rosada. Algumas culturas 

mostram uma dobra radial. Os macroconídios, quando presentes, são geralmente 

de cinco a seis células, de parede fina a grossa, ligeiramente equinulados, ou 

cilíndricos com uma base estreita e ponta romba, 15-60 x 6-10 µm. Os 

microconídios são ovóides a piriformes em forma (CABAÑES, 2020). 
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2.2.2.7 Trichophyton 

A velocidade de crescimento, a morfologia e o pigmento das colônias variam 

de acordo com a espécie. Apresentam escassos números de macroconídios, 

alongados de paredes lisas e finas. Os microconídios se encontram de forma 

abundante, podem ser globosos, piriformes ou claviformes, sua disposição é 

solitária ou em grupos em ambos os lados da hifa dobre (DAVEL, 2009; 

FERNÁNDEZ, 2005; KWON-CHUNG, 1992). As espécies envolvidas na patologia 

humana são: Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton 

tonsurans e outras que se diagnosticam com menor frequência como o T 

Trichophyton shoenleinii e o Trichophyton violaceum (KWON-CHUNG, 1992). 

2.2.3 Espécies mais comuns associadas a infecções por dermatofitose   

2.2.3.1 Microsporum canis 

Microsporum canis é um dermatófito zoófilo que coloniza a pele dos 

animais como gatos, cães e cobaias. Devido ao fato de que os hospedeiros são 

animais domésticos, há uma alta transmissão entre animais e os seres humanos 

(BONIFAZ, 2015; GRUNWALD; AMICHAI; SHEMER, 2015).  M. canis é uma das 

especies mais prevalentes no mundo que afeta a população infantil causando 

principalmente tinea capitis e tinea corporis. De forma menos frequente, afeta a 

pessoas adultas que apresentem fatores de risco associados, por tanto os 

sintomas clínicos de tinea capitis nestes pacientes geralmente são atípicas e 

polimórficas (AHMED et al., 2016; BONIFAZ, 2015; KHOSRAVI; SHOKRI; 

VAHEDI, 2016). 

M. canis tem a capacidade fisiológica de invadir o folículo piloso por fora e 

por dentro do pelo (invasão ectotrix) e causar tinea capitis não inflamatória ou 

formas inflamatórias leves ou muito supurativas (HAY, 2016; JOHN; SCHWARTZ; 

JANNIGER, 2018). Em culturas de ágar Sabouraud, este fungo apresenta uma 

colônia algodonosa e branca, emitindo um pigmento amarelado ao reverso. 

Microscopicamente, M. canis apresenta hifas hialinas e tabicadas com elementos 

de frutificação conformados por macroconídios abundantes de aparência fusiforme 

e escassos microconídios (JOHN; SCHWARTZ; JANNIGER, 2018). 
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2.2.3.2 Trichophyton rubrum 

Considerando que podem ser vários os sítios anatômicos para serem 

infectados por espécies de dermatófitos, o causador mais comum de tinea pedis, 

tinea unguium, tinea cruis e tinea corporis em todo mundo é o Trichophyton 

rubrum (SEEBACHER; BOUCHARA; MIGNON, 2008). T. rubrum é um 

microrganismo de crescimento lento, produz colônias planas de cor branco a 

avermelhado, apresentam uma superfície algodonosa. Depois de três a quatro 

semanas de incubação apresenta uma cor vermelha característica que pode ser 

observada de melhor forma na parte reversa da colônia, cabe ressaltar que 

algumas colônias carecem desta coloração avermelhada. Por outro lado, os 

microconídios podem ser escassos, se caracterizam por serem ovais e nascem 

aos lados das hifas sendo mais frequentes nas colônias granulares que nas 

colônias algodonosas e possuem forma de gotícula (ARENAS, 2008; SAHM; 

FORBES; WEISSFELD, 2009). 

2.2.3.3 Trichophyton mentagrophytes 

Trichophyton mentagrophytes é o causador da formação de tinha de pé, 

geralmente produz colônias de textura filamentosa e granulosa. As colônias 

granulosas são lesões adquiridas pelo contato com animais. As colônias 

filamentosas são de crescimento rápido, poder ser brancas algodonosas de cor 

amarelado, grossas ou pulverulentas. Produzem escassos microconídios esféricos 

(ARENAS, 2008; SAHM; FORBES; WEISSFELD, 2009). T. mentagrophytes 

possui diferentes tipos morfológicos, as cepas antropofilicas (filamentosos) ou 

algodonosas de cor branca e pulverulentas no centro, as zoofílicas são granulosas 

de cor branca, pulverulenta. As colônias granulares podem mostrar uma 

pigmentação avermelhada, o reverso pode ter um tom rosa e em ocasiões 

alaranjado, por isso pode ser confundido com T. rubrum. As colônias de T. 

mentagrophytes, apresentam microconídios pequenos, esféricos dispostos em 

grupos assim como também macroconídios esféricos de paredes lisas (ARENAS, 

2008). As hifas em forma de espiral podem ser encontradas em um terço dos 

cultivos isolados. As cepas de T. mentagrophytes produzem urease e perfuram o 

pelo (SAHM; FORBES; WEISSFELD, 2009). 
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2.3 Tratamento das dermatofitoses: Antifúngicos tópicos e sistêmicos 

 Atualmente existem numerosos antifúngicos para o tratamento das 

dermatofitoses, a terapia pode ser tópica, sistêmica ou uma combinação de ambas 

dependendo da localização, extensão e severidade das lesões, a idade do 

paciente e da espécie do dermatófito envolvido na infecção (BERG; ERICKSON, 

2001; GUPTA; BLUHM; BA, 2004; MILLIKAN, 2001; SAHOO; MAHAJAN, 2016a). 

Os antifúngicos de ação tópica se aplicam no local da lesão, geralmente vem em 

apresentações como géis, cremes, soluções, pós ou pomadas. No entanto, 

existem vários estudos clínicos que indicam que estes tipos de terapia fracassam 

com tinea unguium, tinea capitis ou tinea pedis (CERVERA; MAESTRE; 

MORENO, 2001; SAHOO; MAHAJAN, 2016b).  

O sucesso da terapia tópica no tratamento das dermatofitoses depende de 

fatores relacionados com o agente causal e com as propriedades físico-químicas 

do antifúngico. O consumo de antifúngicos tópicos tem aumentado; por exemplo o 

cetoconazol é um dos medicamentos mais receitados, seguido pelo clotrimazol e o 

miconazol (SEEBACHER, 2004). Este fato se deve a que os antifúngicos tópicos 

produzem menos efeitos secundários que os sistêmicos e por isso são prescritos 

com menos limitações frente a qualquer suspeita de diagnóstico (CERVERA; 

MAESTRE; MORENO, 2001; MÜLLER; KARA-JOSÉ; CASTRO, 2013). 

Os antifúngicos de ação sistémica estão indicados principalmente em tinea 

capitis, tinea unuium e nas dermatofitoses severas ou disseminadas em pacientes 

imunodeprimidos (ELEWSKI et al., 2013; HAINER, 2003; MILLIKAN, 2001). 

Embora exista uma grande variedade de antifúngicos tanto tópicos como orais 

para o tratamento das dermatofitoses, o sucesso para tratamento de tinea 

unguium é baixo, com uma taxa de fracasso de aproximadamente 35% (HAY, 

2016). Nestes casos é recomendável a terapia combinada (BARAN et al., 2000; 

KREIJKAMP-KASPERS et al., 2017; LECHA, 2008; SEEBACHER, 2004).  

Os problemas nos tratamentos já mencionados têm incentivado e orientado 

à investigação a procurar alternativas como substâncias puras ou extratos brutos 

de plantas medicinais que sejam capazes de combater de forma eficaz a doenças 
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causadas por fungos sem causar efeitos secundários nem resistência nos 

pacientes (DABUR et al., 2004; FENNER et al., 2005). 

2.4 Plantas medicinais: Uma alternativa para tratamento de doenças 

provocadas por fungos 

Desde os tempos antigos, as plantas medicinais e fitoterápicos mais 

simples têm sido usados em todas as partes do mundo para o tratamento e alívio 

de várias doenças. Embora o uso de plantas medicinais seja tão antigo quanto a 

própria humanidade, sua aplicação controlada, o isolamento e a caracterização de 

substâncias ativas, começou apenas no início do século XIX (DJORDJEVIC, 2017; 

VISHWAKARMA et al., 2013).  

Países em desenvolvimento ainda continuam usando esses métodos 

terapêuticos tradicionais. A OMS informou que mais de 80% da população destes 

países, depende da terapia tradicional devido a sua relação custo-benefício 

(PEŠIĆ, 2015), sem contar que as plantas são consideradas o recurso principal 

para a descoberta de medicamentos, chegando a uma alta porcentagem o número 

de medicamentos obtidos por síntese de derivados delas (BAUER; BRÖNSTRUP, 

2014; FITZGERALD; HEINRICH; BOOKER, 2020).  

Pesquisas revelam que dez por cento das plantas vasculares são usadas 

com fins medicinais, e estima-se que existem entre 350.000 (JOPPA et al., 2011) 

e meio milhão de espécies diferentes (PIMM et al., 2014; SALMERÓN-MANZANO; 

GARRIDO-CARDENAS; MANZANO-AGUGLIARO, 2020). Através de estudos 

tem-se demostrado que estas são fontes importantes de metabolitos secundários 

(ANAND et al., 2017; EFFERTH, 2012; PANT; PANDEY; DALL’ACQUA, 2021; 

VERPOORTE; MEMELINK, 2002), os ácidos fenólicos, flavonoides, taninos e 

cumarinas são alguns exemplos destes compostos encontrados e extraídos das 

plantas medicinais.  

Estudos revelam que os polifenóis, ácidos fenólicos e alguns flavonoides 

podem ter efeitos saudáveis em humanos, atuando como anticancerígenos, anti-

hipertensivos, antialérgicos, anti-inflamatórios, antioxidantes e agentes 
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antimicrobianos. A atividade antimicrobiana destes tem sido extensivamente 

investigada principalmente contra bactérias (DAGLIA, 2012; DE ANDRADE 

MONTEIRO; RIBEIRO ALVES DOS SANTOS, 2020). No entanto, ainda falta 

abordar sobre o potencial antifúngico de vários compostos assim como aprofundar 

sobre o mecanismo de ação de várias substâncias, sua citotoxicidade, e o 

sinergismo entre estes compostos ou com outros antifúngicos tradicionais (DE 

ANDRADE MONTEIRO; RIBEIRO ALVES DOS SANTOS, 2020). 

Por exemplo, em estudos realizados da planta australiana Melaleuca 

alternifolia Cheel (Myrtaceae) obteve-se o óleo essencial da árvore (Tea Tree Oil), 

o qual demonstrou atividade antifúngica pela ação direta dos compostos ativos, 

terpinen-4-ol e 1,8-cineol em concentrações variadas, evidenciando que atuam 

sobre as estruturas celulares não só de fungos como também sobre bactérias. 

Este óleo é comumente usado para o tratamento de infecções na pele provocada 

por fungos de gêneros Candida e Malassezia e em Tinea unguium causada por 

dermatófitos (HAMMER, 1998, 2002; HAMMER; CARSON; RILEY, 2000; 

VAZQUEZ et al., 2000; WHO, 2002).  

Estudos feitos sobre os extratos etanólicos, óleos essenciais e compostos 

de natureza sulfúrica isolados dos bulbos de alho (Allium sativum L.) 

demonstraram que estes são capazes de produzir um efeito antifúngico relevante, 

atribuído aos componentes ativos alicina e ajoeno presentes na planta frente às 

cepas Candida, Malassezia, Cryptococcus e Aspergillus, assim como também 

frente dermatófitos e ao fungo Paracocciodioides brasiliensis (ANKRI; MIRELMAN, 

1999; DE GONZÁLEZ et al., 1998; LEDEZMA et al., 2000; NAGANAWA, 1998; 

SAN-BIAS et al., 1997; WHO, 1999). Foi demonstrado também que a alicina, 

apesar de ser efetiva, tem uso limitado devido a sua instabilidade, por outro lado o 

ajoeno produto de degradação da alicina, demonstrou ser um composto mais 

estável e a formulação tópica para o tratamento de tinea pedis, cruis e corporis 

mostrou resultados satisfatórios (LEDEZMA et al., 2000; WHO, 1999). Outra 

investigação realizada demonstrou que o óleo, extratos e infusões da planta 

Eucalyptus globulus Labill apresentam atividade antifúngica em concentrações 
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entre 54% e 95% do composto ativo 1,8-cineol. O uso tópico do extrato bruto e o 

óleo essencial produziram irritação dérmica e dermatites ao contato (WHO, 2002).  

Por outro lado, pesquisas realizadas sobre as plantas Thymus vulgaris L. e 

Thymus zygis L. indicaram que estas são fontes de moléculas de timol e carvacrol, 

substâncias responsáveis de demonstrar atividade antifungica frente Cryptococcus 

neoformans e especies de Candida, Aspergillus, Kaprolegnia e Zygorhynchus 

(WHO, 1999). 

Outras moléculas antibióticas produzidas por plantas são as defensinas, de 

natureza peptídica e ricas em cisteína, estas são capazes de inibir o crescimento 

dos fungos produzindo neles mudanças morfológicas e danos em algumas das 

suas estruturas celulares (DE LUCCA; WALSH, 1999; HANCOCK; CHAPPLE, 

1999; WONG et al., 2014). Nas sementes da planta de milho, Zea mays L., por 

exemplo, está presente a proteína zeamatina, que possui a função de proteger a 

planta de fungos patógenos pela capacidade de produzir lises osmótica e frente ao 

patógeno humano Candida albicans, a molécula é capaz de impedir o crescimento 

em uma concentração inibitória mínima (MIC) de 0,5 mg/mL (DE LUCCA; WALSH, 

1999; SELITRENNIKOFF, 2001; STEVENS, 2002; WONG et al., 2014).  

Outros exemplos de plantas com atividade antifúngica promissora e seus 

derivados (flavonoides, taninos, cumarinas, quinonas, lignanas e leolignanas) se 

apresentam na Tabela 2: 

 

Tabela 2. Metabólitos derivados de plantas com propriedades antifúngicas  

Tipo de 

substância 

Classe ou tipo de 

metabólito 

Cepa sobre a qual atua Planta 

 

Flavonoides 

Flavan-3-ols Candida Syzygium 

Cordatum 

Hochst. ex 

Krauss 

Baicalina, galotaninos Candida Scutellaria 
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baicalensis 

Georgi 

 

Cumarinas 

Ulopterol M. canis Skimmia 

laureola 

(Candolle) 

Siebold & 

Zucc. ex 

Walp 

5,8-

dihidroxiumbelliprenina 

T. interdigitale, M. gypseum Ferula 

asafoetida 

Linn 

 

Terpenos o 

terpenoides 

 

Triterpernos 

 

Dermatófitos 

 

Satureja 

khuzestanica 

Jamzad 

 

 

 

 

 

Taninos 

Punicalagin 

Punicalin 

Candida spp. Terminalia 

catappa Linn 

Punicalagin T. mentagrophytes; T. 

rubrum; M. canis; M. 

gypseum 

 
 
 

Punica 

granatum L.  
Ácido elágico, ácido 
gálico, punicalinas 

 

 

C. albicans, Cryptococcus 

neoformans, Aspergillus 

fumigatus 

Lambertianin C, 

Elagitaninos 

 
Geotrichum candidum 

 

 
Rubus 

idaeus L 
 

(DE ANDRADE MONTEIRO; RIBEIRO ALVES DOS SANTOS, 2020) 

A identificação de novas moléculas com potencial antifúngico para a 

fabricação de novos medicamentos, mais eficazes e menos tóxicos, continua 

sendo um desafio, pois o uso prolongado dos antifúngicos comerciais leva ao 
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desenvolvimento de resistência frente algumas espécies fúngicas (DE ANDRADE 

MONTEIRO; RIBEIRO ALVES DOS SANTOS, 2020; DE OLIVEIRA SANTOS et 

al., 2018).  

Por exemplo o Brasil apesar de possuir mais de 22% do total de plantas no 

mundo (mais de 55 000 espécies) (SAVI; ALUIZIO; GLIENKE, 2019; ZAPPI et al., 

2015), apenas 8% destas espécies foram estudadas com relação a suas 

propriedades bioativas (RODRIGUES et al., 2014; SIMÕES et al., 2003). Por esse 

motivo o Brasil é considerado como alvo de pesquisas encaminhadas à busca de 

novas substâncias com atividade farmacológica, principalmente com atividade 

antifúngica uma área que não tem sido tão investigada como outras.  

2.4 Uso de plantas para o tratamento de infeções fúngicas superficiais no 

Brasil 

Pesquisas epidemiológicas realizadas no Brasil mostram um aumento 

significativo da propagação de micoses superficiais (ACHTERMAN; WHITE, 2012; 

BIASI-GARBIN et al., 2016; CHIACCHIO et al., 2014; GODOY-MARTINEZ et al., 

2009). Isto se deve provavelmente a que a eficácia terapêutica dos tratamentos 

tradicionais está limitada pelos efeitos colaterais e/ou resistência, a interrupção 

das terapias e o alto custo dos tratamentos (DENNING; HOPE, 2010; ROUTT et 

al., 2014), por este motivo, justifica-se a busca por novas alternativas terapêuticas 

de origem vegetal (NEWMAN; CRAGG, 2020; YEUNG, 2011).  

As plantas por apresentar diferentes propriedades biológicas, representam 

uma opção viável para o tratamento de doenças incluindo aquelas causadas por 

fungos (BIASI-GARBIN et al., 2016). Cientificamente já tem se comprovado a 

evidência de plantas com potencial antimicrobiano, vários extratos e óleos de 

plantas brasileiras, estão diretamente relacionados com propriedades antifúngicas 

(HOLETZ et al., 2002; MABONA et al., 2013; SOARES et al., 2013, 2014; SOUZA 

et al., 2002a; ZIMMERMAM-FRANCO et al., 2013). 

Plantas da família Leguminosae são descritas como ricas fontes de 

flavonoides e possuem propriedades antifúngicas. Foi assim, como em um estudo 

desta família no Sul do Brasil, se determinaram diferentes concentrações 
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fungicidas e fungistáticas dos extratos metanólicos da planta Mimosa pigra L., 

contra os dermatófitos T. rubrum, T. mentagrophytes, E. floccosum, e M. gypseum 

(DE MORAIS et al., 2017).   

Da mesma forma, também foi avaliada a atividade anti-dermatofítica in vitro 

de 23 extratos brutos obtidos a partir de nove plantas do território de Caatinga no 

Nordeste do Brasil. Os extratos foram testados em diferentes concentrações 

contra as cepas de referência T. rubrum ATCC 28189 e T. mentagrophytes ATCC 

11481, e 33 isolados clínicos de dermatófitos. Todas as plantas mostraram um 

efeito fungicida contra ambas as espécies e os extratos de Eugenia uniflora L., 

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz e Persea americana Mill, também 

exibiram um efeito fungicida contra todos os isolados clínicos do complexo T. 

rubrum e T. mentagrophytes (BIASI-GARBIN et al., 2016). 

Em outra pesquisa também foram avaliadas in vitro cinco plantas do 

Cerrado contra isolados da cepa T. rubrum. Todos os extratos mostraram 

atividade contra a esta cepa, embora os extratos mais ativos foram os das plantas 

Hyptis ovalifolia Benth e Eugenia uniflora L. (SOUZA et al., 2002b).  

Uma investigação recente sobre as plantas Schinus terebinthifolia Raddi., 

Persicaria hydropiperoides (Michx.), Eugenia uniflora Linn., e Equisetum hyemale 

Linn., originárias do sul do Brasil, demonstrou que os óleos essenciais e extratos 

metanólicos e etanólicos destas plantas aparentaram um potencial fungicida frente 

as cepas M. canis, M. gypseum e T. mentagrophytes resistentes a cetoconazol e 

itraconazol (SANTOS et al., 2013). 

Considerando o potencial das plantas brasileiras e os relatos populares o 

presente estudo avaliou o potencial antifúngico dos extratos hidroalcoólicos de 

Achyrocline satureioides frente as cepas T. mentagrophytes, M. canis, T. rubrum e 

T. rubrum FOC. 

2.5 Plantas da família Asteraceae 

A família Asteraceae é uma das maiores famílias de plantas, com mais de 

1600 gêneros e 2500 espécies em todo o mundo (ROLNIK; OLAS, 2021). Esta 
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família é encontrada em regiões áridas e semiáridas de áreas subtropicais, e as 

plantas pertencentes a esta família estão distribuídas ao redor do mundo (I. 

ACHIKA et al., 2014).  

Estas plantas apresentam propriedades anti-inflamatórias, antimicrobianas, 

antioxidantes e hepatoprotetoras, bem como diuréticas e cicatrizantes de feridas. 

Os efeitos farmacológicos podem ser atribuídos à presença de compostos ativos, 

como polifenóis, ácidos fenólicos, flavonoides, acetilenos e triterpenos (ROLNIK; 

OLAS, 2021). 

No Brasil, Asteraceae compreende 180 gêneros e 1900 espécies, que são 

encontradas principalmente nos estados de Minas Gerais e Bahia (NAKAJIMA; 

SEMIR, 2001; ROQUE et al., 2018) representando o 10% do total da flora de 

angiospermas de Brasil, compreendendo espécies herbáceas, anuais ou perenes, 

subarbustivas ou arbustivas e raramente arbóreas (ARAÚJO et al., 2021). 

2.5.1 Achyrocline satureioides 

 2.5.1.1 Achyrocline satureioides (LAM.) DC 

 A planta, conhecida popularmente como macela ou marcela é uma espécie 

medicinal, pertencentes à família Asteraceae e o gênero Achyrocline, sendo 

comumente usada no Brasil e se encontra bem descrita na literatura, porém ainda 

com cultivo incipiente, considerando sua importância, distribuição e potencial 

econômico. O gênero Achyrocline, possui aproximadamente 30 espécies afro-

americanas, que estão distribuídas em regiões tropicais e subtropicais, na África, 

América do Sul e central (BREMER; ANDERBERG, 1994).  

A. satureioides trata-se de um subarbusto de 30-50 cm de altura, 

ramificado, muito aromático. Possui hastes delicadas, lanceoladas lineares de 3-5 

cm de comprimento cm de comprimento, folhas com dobras em ambos os lados 

de aparência esbranquiçada cinza (NUÑEZ, 2000). As flores estão dispostas em 

capítulos de 4 a 8 cada um, estes são numerosos, pequenos, cilíndricos, 

amarelados ou avermelhado, organizados em glomérulos terminais densos como 

se observa na Figura 2: 
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No Brasil A. satureioides, está bem distribuída desde Minas Gerais até 

chegar à Argentina, no entanto também é frequente em países como Uruguai, 

Paraguai, Bolívia, Peru, Colômbia e Venezuela, ocorrendo em ambientes de até 

1700 m de altitude e em áreas abertas com pastagens, beiras de estradas, bordas 

de matas, áreas desmatadas, além de campos e áreas de Cerrado Rupestre 

(BROUSSALIS et al., 1988; DEBLE, 2007; VOLPE, 2006). Geralmente a macela 

floresce e frutifica no verão-outono, adaptando-se melhor em climas amenos 

(DICKEL, 2011; LORENZI, 2002). 

Segundo a medicina popular a macela é utilizada em infusões, como 

digestivo, sedativo, anti-inflamatório, antiespasmódico, analgésico, diurético, 

antimicrobiano, antiviral e protetor hepático (CACERES et al., 1991; 

DESMARCHELIER; COUSSIO; CICCIA, 1998; ESCOBAR et al., 2012; SIMÕES et 

al., 1988b). 

Investigações sobre a composição química da planta revelaram que 

extratos das inflorescências de A. satureioides possuem quercetina, 3-O-metil-

quercetina e luteolina como flavonoides principais (CARINI et al., 2015a). Estes 

compostos já têm sido isolados e demonstrado in vitro algumas atividades 

farmacológicas, como a inibição de espécies reativas de oxigênio (ROS), sendo 

esta aplicação muito relevante considerando que as ROS têm sido implicadas na 

A 

 

A 

B 

 

B 

Figura 2. (A) Achyrocline satureioides (B) Flores e folhas A. satureioides. Fonte: 

http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=15004 
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patologia de mais de 100 patologias humanas (ARREDONDO et al., 2004; CARINI 

et al., 2015; HALLIWELL, 2001; SIMÕES et al., 1988b). 

 Entre os estudos realizados sobre o potencial antimicrobiano de A. 

satureioides, encontra-se uma pesquisa onde foram testados os extratos aquosos 

da planta frente cepas de Staphyloccocus spp. Os testes demonstraram que em 

determinadas concentrações os extratos conseguiram inibir 95% o crescimento da 

bactéria (CORRÊA et al., 2016).  

Em outro estudo, foi avaliado o potencial antimicrobiano de três extratos 

(extrato aquoso liofilizado, extrato etanólico liofilizado e o extrato hidroalcoólico 

obtido por secagem em pulverização) das inflorescências de A. satureioides. Os 

resultados revelaram que o extrato etanólico liofilizado exibiu um amplo espectro 

de atividade frente bactérias patógenas intestinais como Bacillus cereus e S. 

aureus comparada com a atividade da amoxicilina, sugerindo-se assim o uso 

potencial de A. satureioides como agente coadjuvante no tratamento de doenças 

intestinais induzidas por bactérias e com alta taxa de resistência a antibióticos 

(MORESCO et al., 2017).  

Pesquisas realizadas dos extratos etanólicos, hexânicos e de clorofórmio de 

A satureioides foram avaliados in vitro para estabelecer o potencial antifúngico 

frente a fungos fitopatogênicos para aplicação em campos agrícolas. Os 

resultados demonstram que os extratos com hexâno e clorofórmio foram capazes 

de inibir o crescimento das cepas Macrophomina faseolina, Fusarium 

graminearum, Fusarium verticillioides e Sclerotium rolfsii (VOGT et al., 2010). 

2.6 Sistemas de liberação de fármacos antifúngicos para uso tópico 

A liberação tópica de medicamentos antifúngicos através de diferentes tipos 

de formulações tem se tornado uma das melhores alternativas para combater as 

infecções dermatofíticas, garantindo seu acesso direto e maior retenção no alvo. 

Atualmente, vários antifúngicos como o cetoconazol, o itraconazol e o clotrimazol 

são administrados sobre a pele por friccionamento ou espalhamento (DE JALÓN 

et al., 2001). 
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 No entanto, as formulações convencionais precisam de alta dose e 

administração repetida, o qual está associado a contrair riscos maiores de 

toxicidade local e sistêmica. Isso ocorre com a liberação tópica de medicamentos 

antifúngicos, já que o uso frequente ou prolongado destes fármacos pode causar 

reações adversas na pele como prurido e alergia (REDDY; YANG, 2011).  

Por esta razão, novas alternativas de administração de medicamentos 

incluindo lipossomas, niosomas, ethosomas, microemulsões, nanopartículas, 

micelas e microesferas vêm sendo propostos com o objetivo de reduzir os efeitos 

colaterais e melhorar propriedades como a especificidade no local de tratamento, 

reduzir a toxicidade sistêmica e aumentar a eficácia e os níveis de 

biodisponibilidade (SEGALE et al., 2015). 

A pele é formada por três camadas principais: uma camada externa fina ou 

epiderme, uma camada intermediaria mais grossa chamada derme e uma camada 

mais profunda e espessa conhecida como hipoderme. Por outro lado, na camada 

mais externa da epiderme se encontra o estrato córneo que está composto de 

corneocitos e células queratinizadas. Quando a pele é atacada por 

microrganismos, como bactérias ou fungos, a pele sofre alterações, provocando 

problemas e desordens, impedindo cumprir suas funções como barreira. Na Figura 

3 pode-se observar os tipos de infecções fúngicas comumente vistas nas 

diferentes camadas da pele. 
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EPIDERME 

Tinea pedis 

DERME 

Tinea pedis 

Tinea corporis 

Tinea pedis 

Tinea capitis 

Tinea pedis 

DERMATOFITOSE 

Tinea pedis 

Tinea pedis 

Tinea pedis 

HIPODERME 

Tinea pedis 

Figura 3. Camadas de pele com infecções fúngicas. Fonte: Figura do próprio autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por tal motivo, para que um fármaco de uso tópico tenha sucesso, primeiro 

deverá penetrar a barreira principal da pele, ou seja, o estrato córneo, para 

conseguir atingir as outras camadas cutâneas (REDDY; YANG, 2011). Na Figura 4 

se mostra os mecanismos de penetração empregados pelos diferentes portadores 

de medicamentos tópicos através do estrato córneo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESTRATO CÓRNEO  
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Diante disso, nesta pesquisa foram propostos dois tipos sistemas de 

liberação nanodispersos (micropartículas e micelas), para encapsular os ativos 

principais presentes na planta A. satureioides e desta forma poder comparar a 

atividade antifúngica dos extratos brutos e das formulações frente às diferentes 

cepas dermatofíticas.   

2.6.1 Micropartículas 

Os sistemas microparticulados são comumente explorados para a 

administração oral ou parenteral, porém, eles também podem ser úteis para a 

entrega de fármacos para a pele. Estes sistemas têm a capacidade de liberar os 
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Figura 4. Representação esquemática do estrato córneo e os mecanismos de penetração 

de diferentes sistemas carregadores de fármacos. Fonte: Figura do próprio autor 
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fármacos por longos períodos ajudando a reduzir a absorção sistêmica e efeitos 

adversos (DE JALÓN et al., 2001). 

As micropartículas (MPs) podem-se encontrar como partículas sólidas 

(microesferas) ou pequenas gotas de líquido cercadas por uma parede feita de 

polímeros naturais ou sintéticos (microcápsulas); com peso molecular e grau de 

permeabilidade diferentes, permitindo assim a liberação de uma quantidade 

controlada de ingrediente ativo como se mostra na Figura 5: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Está comprovado que o tamanho das MPs pode oscilar entre 1 e 1000 µm, 

pudendo capturar macromoléculas como vacinas, ácidos nucléicos e proteínas. 

Independentemente do tamanho, as MPs são consideradas um sistema altamente 

eficiente para proteger um fármaco de condições externas que possam prejudicam 

sua eficácia terapêutica (JYOTHI et al., 2010).   

Alguns estudos vêm testando novos sistemas de distribuição baseados em 

micropartículas para terapia antifúngica tópica. Em uma pesquisa prepararam 

micropartículas à base de poli(ácido láctico-glicólico) (PLGA) incorporando 

clotrimazol para tratamento de candidíases. Os resultados mostraram que as 

A 

 

A 

B 

 

B 

Figura 5. Esquema ilustrativo diferenciando os tipos de micropartículas (A) 

Microesferas (matriz polimérica) e (B) Microcápsulas (Cápsulas com parede polimérica 

e cavidade oca ou aquosa). Fonte:  Figura do próprio autor  



47 
 

microesferas alcançaram melhores resultados terapêuticos, devido a ter ocorrido 

uma penetração dérmica em comparação com o gel comercializado inclusive após 

96 h da aplicação, concluindo-se que as micropartículas de PLGA podem ser 

portadores promissores para a entrega do clotrimazol por via intradérmica para 

tratamento de infecções fúngicas invasivas. 

Segale e colaboradores (2015) desenvolveram micropartículas carregadas 

com Itraconazol. Nesse estudo foi demonstrado que o sistema de partículas foi 

capaz de proteger o fármaco evitando sua conversão de estado amorfo à forma 

cristalina. Esse comportamento permitiu manter inalterado a ação terapêutica do 

fármaco no processo de liberação, pois sua atividade melhorou de forma 

considerável em comparação com o medicamento livre (SEGALE et al., 2015). 

Em outro trabalho também se evidenciou a melhoria das propriedades 

terapêuticas do outro fungicida (tebuconazol) após seu processo de 

microencapsulação. Nesta investigação, foram desenvolvidas micropartículas à 

base de tebuconazol (TEB) com o polímero poli-3-hidroxibutirato (P3HB). Os 

dados obtidos da liberação in vitro do TEB mostraram o aumento do potencial de 

atividade antifúngica contra fungos fitopatogênicos Fusarium moniliforme e 

Fusarium solani em comparação com a atividade do fármaco puro 

(SHERSHNEVA et al., 2019).  

Geralmente os sistemas microparticulados estão formados por polímeros 

biodegradáveis naturais, já que estes podem atuar como portadores de diferentes 

agentes terapêuticos no fornecimento controlado de fármacos através da rota 

tópica (REDDY; YANG, 2011). 

A quitosana por exemplo é um deles; trata-se de um polissacarídeo 

catiônico, que tem sido amplamente utilizado para a preparação de nano-

/micropartículas. Sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade, 

facilidade de preparo, são algumas das características que tem chamado a 

atenção para que este polímero se torne uma valiosa ferramenta para a 

preparação de novos sistemas de distribuição de fármacos (DUCEPPE; 

TABRIZIAN, 2010; WADHWA et al., 2009; ZHU et al., 2016). 
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Portanto o tipo de escolha de polímeros para o desenvolvimento de um 

sistema com micropartículas dependerá do tipo de ativo que será encapsulado, a 

via de administração e o alvo a ser atendido (SINGH; HEMANT; SHIVAKUMAR, 

2010). 

2.6.2 Micelas 

As micelas são um conjunto de moléculas surfactantes em escala nanométrica, 

dispersas em um líquido que contém uma parte lipofílica e outra hidrofílica. Este 

tipo de sistema é um dos preferidos como carregadores de fármacos hidrofóbicos, 

motivo pelo qual estão sendo utilizados para a entrega tópica de fármacos 

antifúngicos (KATAOKA; HARADA; NAGASAKI, 2001; PATRA et al., 2018; 

TORCHILIN, 2006). 

Pesquisas têm demonstrado que os sistemas micelares de surfactantes não 

iônicos são menos tóxicos e mais compatíveis com os surfactantes aniônicos e 

catiônicos, entre eles estão:  o polioxietileno, poloxamer, poloxamina, 

polissorbatos e polissorbatos de polioxietilenos, os quais se ligam às proteínas da 

pele através interações hidrofóbicas fracas que não afetam a fisiologia da pele 

(GARG et al., 2020).  

Em comparação a outros tipos de sistemas, a incorporação de fármacos em 

micelas traz algumas vantagens como o aumento na solubilidade dos fármacos, 

assim como também do coeficiente de partição dos ativos (fase aquosa-fase 

orgânica) e o acúmulo por sobressaturação dos medicamentos nos folículos 

capilares e na pele (KATAOKA; HARADA; NAGASAKI, 2001). 

Bachhav e colaboradores (2011) investigaram sobre a atividade antifúngica de 

novas dispersões aquosas contendo nitrato de econazol e fluconazol. As micelas 

foram desenvolvidas utilizando novos copolímeros de polilactida hexila substituída 

(MPEG-hexPLA) em bloco com os antifúngicos. Após a caracterização das 

micelas, os autores encontraram que além de apresentar um tamanho 

nanométrico na sua estrutura ficou evidenciado a formação de uma armadilha 

onde se encontravam os fármacos (BACHHAV et al., 2011). Os resultados in vivo 

mostraram que o uso de sistemas micelares aumentou os níveis de 
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biodisponibilidade dos fármacos assim como também sua contribuição por via de 

penetração folicular, evidenciando-se uma melhoria significativa na eficácia clínica 

(BACHHAV et al., 2011). 

Em outro estudo foi avaliado o efeito da supersaturação induzida pela 

formação de micelas do itraconazol/Soluplus® por dispersão sólida. Os resultados 

mostraram que as micelas de Soluplus® envolveram o Itraconazol molecular 

dentro do núcleo o qual promoveu a quantidade de fármaco livre na cavidade 

intestinal, facilitando o transporte do medicamento através da camada limite 

aquosa (ABL), conseguindo-se desta forma, uma melhor absorção, devido ao 

transporte passivo por meio das membranas biológicas (ZHONG et al., 2016). 

Ainda, em decorrência dos estudos de sistemas de liberação de fármacos e 

suas vantagens foram propostos sistemas poliméricos micelares usando 

soluplus® para incorporar os ativos mais importantes da planta A. satureioides e 

avaliar seu potencial antifúngico frente as cepas dermatofíticas.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o potencial antifúngico in vitro dos extratos hidroalcoólicos de folhas e 

flores da espécie A. satureioides e metabólitos principais em sistemas de liberação 

frente a diferentes cepas dermatofíticas 

3.2 Objetivos específicos 

• Avaliação da atividade antifúngica dos extratos de A. satureioides e 

determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e da Concentração 

Fungicida Mínima (CFM). 

• Avaliação da citotoxicidade dos extratos de folhas e flores de A. 

satureioides frente a diferentes linhagens celulares 

• Determinação da capacidade antioxidante dos extratos de A. satureioides 

• Investigação do mecanismo de ação dos extratos vegetais sobre os 

dermatófitos 

• Determinação do perfil químico dos extratos de folhas e flores de A. 

satureioides 

• Preparação de micropartículas por Spray-dryer e micelas poliméricas por 

hidratação de películas finas contento quercetina e 5-O- cafeoilquínico 

• Caracterização dos sistemas de liberação  

• Avaliação da atividade antimicrobiana das formulações 

• Avaliação da capacidade de penetração dos ativos em pele humana por 

tape stripping  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Solventes, reagentes e meios de cultura 

Acetonitrila – Synth® 

Ácido 3-[N-morfino] propanosulfônico (MOPS) – Acros Organics 

Ácido acético – Synth® 

Ácido 5-O- cafeoilquínico - Tokyo Chemical Industry 

Ácido etilenodiamino tetracético (EDTA), sal sódico – Sigma-Aldrich 

Água ultrapura: Merck Millipore®, obtida em modelo Direct® – Q 3 UV. 

Anfotericina B de Streptomyces – Sigma-Aldrich 

Bicarbonato de sódio – Merck 

Calcofluor White- Sigma Aldrich 

Cetoconazol- Sigma Aldrich 

Cloreto de potássio – Synth®. 

Dimetilsulfóxido – Synth® 

Ergosterol – Sigma Aldrich 

Etanol – Qhemis®-VWR chemicals 

Glicose – Sigma Aldrich 

Fosfato dibásico de sódio– Synth®. 

Fluconazol – Sigma Aldrich 

Fluoromount-G Thermofisher 

Hidróxido de potássio – Merck 

Meio ágar Sabouraud – Acumedia 

Meio ágar Potato Dextrose-Acumedia 

Meio RPMI-1640 – Sigma-Aldrich 

Metanol®– Synth e Qhemis 

Quercetina – Tokyo Chemical Industry 

Resazurina – Sigma-Aldrich 

Soluplus-BASF® Chemical Company 

Tripsina-EDTA – Sigma Aldrich 

Tween 80 – Synth®. 
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Vermelho do Nilo- Sigma Aldrich 

4.2 Equipamentos 

Agitador orbital – Innova 4430 

 Autoclave vertical – Fabbe 103 

Balança analítica: Marte®, modelo AY220  

Balança analítica: Micronal, modelo AB 204 

Banho-maria: Quimis, modelo 0226M1 

 Bomba de vácuo: Prismatec 

Câmara de fluxo laminar: Veco 

Câmara de Neubauer: Boeco 

Câmara de ultravioleta: 254 nm 

Cartucho para extração em fase sólida: Agilent SampliQ® C18  

Centrífuga Refrigerada: Eppendorf AG/5804R 

Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência 1 (LC-UV, Thermo®, modo analítico): 
bomba binária, desgaseificador, injetor manual Rheodyne de 6 pórticos com loop 
de 20 μL, detector UV de comprimento de onda variável UltiMate 3000 VWD, 
programa gerenciador do cromatógrafo e de dados Chromeleon™ CDS 6x. 

Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência 2 (LC-DAD/UV, Perkin Elmer Flexar®, 
modo analítico e semipreparativo): bomba quaternária, desgaseificador, injetor 
manual Rheodyne® de 6 pórticos com loop de 20 e 1.000 μL, detector UV/VIS de 
comprimento de onda variável, detector PDA/UV, programa gerenciador do 
cromatógrafo e de dados Chromera® 4.1.0.6386. 

Cromatógrafo Líquido de Ultra Eficiência (UPLC-QTOF-MS/MS, Waters®, modo 
analítico): bomba quaternária, desgaseificador, injetor automático, Acquity UPLC 
Waters®, fonte de ionização- ESI, acoplado com detector quadrupolo/tempo de 
voo (XEVOQToF, Waters®). 

Cubetas de quartzo: para espectrofotometria, capacidade 5mL 

Espectrofotómetro Uv-vis: Bel, modelo UV-M51 

Espectrofotómetro Uv-vis: Agilent CARY 600. 

Estufa de secagem de material vegetal com circulação de ar: Fanem®, modelo 
315 SE. 

Microscópio de Fluorescência Confocal (Carl Zeiss LSM 800 com Airyscan) 

Moinho de facas: Tecnal®, modelo TE 148. 

pHmetro digital: MS Tecnopon Instrumentação, modelo mPA-210 
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Placas de 24-well: Costar, Kasvi 

Placas de 96-well: flat bottom‖ – TPP, Costar, Kasvi 

Rotaevaporador: Heidolph®, Germany. 

Rotaevaporador: Fisatom, modelo 804 

Spray dryer: Buchi-191 

Programa de análise de dados e construção de gráficos: GraphPad Prism® 5 e 
Microsoft® Excel 2016. 

Ultrassom: Unique®, modelo USC – 2800, frequência 40 KHz. 

Vidrarias em geral 

Vortex: Kasvi Multimixer, modelo K40-10208 

Microscópio eletronico de Varredura de alta resolução microscópio S-4800 
(Número de série: HI-9269-0009). 

4.3 Material Vegetal  

A espécie A. satureioides foi adquirida da Coleção de Plantas medicinais do 

CPQBA, cujo cultivo é de responsabilidade do Professor Dr. Ílio Montanari Junior, 

e coletada na cidade de Campinas-SP sob as coordenadas 22° 48' S; 47° 07’ W. 

O registro de uso pelo SISGEN está sob cadastro número AD73F75. 

4.3.1 Obtenção dos extratos hidroetanólicos 

500 g de folhas e de flores secas e moídas de A. satureioides (droga 

vegetal DV) foram submetidas à extração com etanol 70% por maceração à 40º C 

com agitação ocasional. A maceração foi realizada durante 5 dias, substituindo o 

solvente em 24 e 72 h. A proporção entre droga vegetal e líquido extrator foi de 

1:15 (3,75 L m/v). Ao término da maceração as soluções extrativas foram filtradas, 

reunidas e levadas a rotaevaporador a 40-45°C, sob pressão reduzida. Em 

seguida os extrativos foram congelados em frascos de vidro a -80°C para 

submetê-los a processo de liofilização a fim de eliminar todo o conteúdo de água. 

Finalmente os extratos obtidos foram armazenados sob refrigeração em frasco 

âmbar previamente tarados (ODA et al., 2019). 

4.4 Microrganismos e condições de cultivo 

 As cepas dermatofíticas utilizadas para esta pesquisa estão descritas na 

Tabela 3.  
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Tabela 3. Linhagens fúngicas 

 

  As linhagens fúngicas foram mantidas em estoque em ágar batata dextrose 

(BDA) e ágar Sabouraud à -20ºC e glicerol a 10%. Para a realização dos 

experimentos foram descongeladas e repicadas para um tubo contendo ágar 

batata dextrose. Estas foram incubadas à 28ºC e observadas diariamente durante 

10 dias, com o objetivo de verificar a presença de crescimento das colônias e, 

assim, confirmar a viabilidade das cepas. 

4.4.1 Preparação do inóculo 

As linhagens foram desenvolvidas em placas com ágar Sabouraud ou ágar 

batata por 7 dias. Após o desenvolvimento raspou-se as colônias com auxílio de 

um fio de platina em L, colocando-as em tubo cônico contendo 5mL de salina 

estéril. Após este procedimento misturou-se em vortex por aproximadamente 3 

minutos. As células foram contadas em câmara de Neubauer, ajustando o número 

de células para que se fosse obtido um número final de 5,0 x 104 UFC/mL em 

meio RPMI. 

Linhagem Denominação Isolada ou cedida 

Trichophyton rubrum Tr1 Isolado clínico cedido pela 

Profa Dra. Ana Marisa 

Fusco-Almeida 

Trichophyton rubrum Tr1 FOC Cedida pela Fundação 
Oswaldo Cruz 

(FioCruz), 
INCQS 40051 

Trichophyton 

mentagrophytes 

Tm Cedida pela Fundação 

Oswaldo Cruz 

(FioCruz), INCQS 40004 

Microsporum canis Mc Isolado clínico cedido pela 

Profª Dra. Ana Marisa 

Fusco-Almeida 
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4.5 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e Fungicida 

Mínima (CFM) dos extratos de folhas e flores de A. satureioides 

A determinação do CIM foi baseada na metodologia do Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) M38-A3 (CLSI, 2017) com modificações, 

adaptada para microplacas de 96 poços e meio RPMI-1640 com 2% de glicose 

tamponado com ácido 3-[N-morfolino] propanosulfônico (MOPS) na 

concentração de 0,165 mol/L a pH 7,2. 

Os extratos brutos de A. satureioides foram diluídos em DMSO atingindo 

uma concentração final de DMSO no máximo 1% para garantir a viabilidade das 

células fúngicas. Para este teste inicialmente foram adicionados 100 µL do 

RPMI-1640 suplementado em cada um dos poços, em seguida foram 

transferidos 100 μL dos extratos de A. satureioides na concentração final de 

5mg/mL, no primeiro poço de cada linha da microplaca. Foram também 

confeccionados poços de controle de antibiótico adicionando 100µL de 

cetoconazol (CTZ), fluconazol (FLZ), griseofulvina (GRS), miconazol (MCZ) e 

terbinafina (TER) e anfotericina B (ANFO B) em uma concentração de 64 µg/mL. 

Diluições seriadas de 100 μL foram realizadas e em seguida foram adicionados 

100 μL da suspensão fúngica de Tr1, Tr1 FOC, Tm ou Mc previamente ajustada 

na concentração de 5 x 104 UFC/mL a todos os poços da microplaca com 

exceção do poço destinado ao controle do meio de cultura (controle negativo). 

Como controle negativo foi confeccionado um poço contendo meio de cultura e 

suspensão fúngica.  

Após a montagem a placa foi mantida por 7 dias a 28ºC em estufa a 150 

rpm. Após a incubação foi realizada a leitura visual para determinações da CIM. 

A CIM foi determinada pela concentração do último poço onde ocorreu inibição 

do crescimento. O crescimento fúngico foi também evidenciado pela adição de 

resazurina a 0,01% onde foi observado mudança de cor do meio de azul 

(inibição do crescimento) para rosa como se observa na Figura 6: 
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A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-ona10-óxido) é um reagente de 

óxido-redução que indica atividade metabólica e proliferação de células vivas. O 

mecanismo baseia-se na redução da resazurina (forma oxidada, cor azul e não 

fluorescente) em resorufina (forma reduzida, cor rósea, fluorescente) (Figura 6). 

Ainda a resorufina sofre nova redução e é transformada em didiroresorofina, 

incolor e não fluorescente. A resazurina tem correlação direta com a 

quantidade/proliferação de células vivas, que incluem células bacterianas e até 

células de mamíferos (O’BRIEN et al., 2000) onde a cor azul representa células 

mortas e a cor rosa, células vivas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 7. Reação de redução da resazurina a resorufina e diidroresorufina 

Fonte:(O’BRIEN et al., 2000). 

Extrato Folha 5mg/mL 

 

Extrato Folha 5µg/mL 

Extrato flor 5mg/mL 

 

Extrato flor 5µg/mL 

Fluconazol 16µg/mL 

 

Fluconazol 16µg/mL 

Cetoconazol 16µg/mL 

 

Cetoconazol 16µg/mL 

Anfotericina B 4µg/mL 

 

Anfotericina B 4µg/mL 

Controle de Meio 

de cultivo 

 

Controle de Meio 

de cultivo 

Controle negativo 

 

Controle negativo 

Controle extratos 

 

Controle negativo 

Figura 6. Esquema da placa para determinação da CIM 

                           

 

 
Resazurina Resorufina 

Redução 

primária 
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Cabe ressaltar que antes da leitura com resazurina foi coletada de cada 

poço uma amostra e inoculado em placa de Petri contendo meio BDA, com o 

auxílio de um palito de madeira estéril. A placa de Petri foi mantida em estufa a 

28°C por 5 dias, para a leitura visual de inibição de crescimento e determinação 

da concentração fungicida mínima (CFM) que é a menor concentração onde não 

ocorreu crescimento celular. 

4.6 Avaliação da Atividade antioxidante 

4.6.1 Avaliação da atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH. 

Uma solução 0,06 mM de DPPH., foi preparada dissolvendo 2,4 mg de 2,2-

difenil-1- picril-hidrazila em 100mL de metanol e transferida para um frasco de 

vidro âmbar. Em seguida se preparam soluções mãe com metanol dos extratos de 

folhas e flores de A. satureioides a 100 µg/mL e dos padrões de ácido ascórbico, 

rutina, quercetina e ácido gálico a 50 µg/mL. Para a preparação da curva, foram 

realizadas em triplicata diferentes diluições para cada amostra (Extratos ou 

padrões) usando as quantidades como se indica na Tabela 4. O volume 

adicionado de DPPH. 0,06 mM em cada um dos tubos (A-K) foi de 2500 µL. 

Tabela 4. Quantidades usadas no preparo de soluções para a determinação de 

atividade antioxidante pela liberação do radical DPPH. 

Soluções A B C D E F G H I J 0K 

Amostra (µL) 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 

H2O (µL) 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0 

Uma vez preparadas as soluções os tubos foram homogeneizados em 

agitador e mantidos na ausência de luz por 30 minutos. Após o período de 

incubação as absorbâncias de todos os tubos foram medidas a 515 nm, utilizando 

metanol como branco. O procedimento completo foi realizado em triplicata (BLOIS, 

1958; BRACA et al., 2002; BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). 

Finalmente, após as medições, foram realizados gráficos de regressão da 

concentração da amostra vs a porcentagem de inibição do radical DPPH., onde a 
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coeficiente angular da reta corresponde ao valor da concentração efetiva EC, com 

a qual se diminui 50% do valor inicial de DPPH (OLIVEIRA, 2015; RUFINO et al., 

2007b). 

4.6.2 Avaliação da atividade antioxidante total pelo cátion radicalar ABTS+• 

 Uma solução do cátion radicalar ABTS+• foi preparada a partir da reação de 

5 mL da solução estoque de ABTS com 88 μL da solução de persulfato de 

potássio (concentração). A mistura foi mantida no escuro, à temperatura ambiente, 

por 16 horas. Em seguida foi diluído 1 mL desta mistura em metanol até obter uma 

absorbância de 0,70 nm ± 0,05 nm a 734 nm (RUFINO et al., 2007a). Em seguida 

foram preparadas soluções-mãe, contendo etanol, dos extratos de folhas a 300 

µg/mL e flores a 50 µg/mL e dos padrões de ácido ascórbico a 300 µg/mL, rutina 

1500 µg/mL, quercetina a 300 µg/mL e ácido gálico a 100 µg/mL. Para a 

preparação da curva, foram realizadas em triplicata diferentes diluições para cada 

amostra (extratos ou padrões) usando as quantidades como se indica na Tabela 5. 

O volume adicionado da solução do cátion radical de ABTS+• em cada um dos 

tubos (A-K) foi de 3 mL. 

 Tabela 5. Quantidades usadas no preparo de soluções para a 

determinação de atividade antioxidante pela liberação do cátion radical ABTS+• 

O desaparecimento do cátion radical ABTS+• em cada um dos tubos foi 

determinado realizando a leitura da absorbância a 734 nm e 30º C, exatamente 6 

minutos após o início da reação. O procedimento completo foi realizado em 

triplicata. Após as medições, foram realizados gráficos de regressão da 

concentração da amostra Vs a porcentagem de inibição do cátion radical ABTS+•, 

onde o coeficiente angular da reta corresponde ao valor da concentração efetiva 

EC, com a qual se diminui o 50% do valor inicial de ABTS (KARAKAYA; YILMAZ, 

2007; RUFINO et al., 2007a). 

Soluções A B C D E F G H I J K 

Amostra (µL) 0 5 7 10 12 15 17 20 22 25 30 

Etanol (µL) 30 25 23 20 18 15 13 10 8 5 0 
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4.7 Avaliação da Citotoxicidade “in vitro” 

Foram utilizadas as linhagens de queratinócitos de pele (HaCat), células 

epiteliais de pulmão (A549) e células de carcinoma hepático HepG2 (ATCC HB 

8065), que foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro e cultivadas em 

garrafas próprias com meio DMEM enriquecido com 10% de soro fetal bovino. As 

garrafas foram incubadas à 37o C com 5% de CO2 até atingir confluência celular. 

Posteriormente, as células foram retiradas com o auxílio de PBS+EDTA, 

centrifugadas e ressuspensas no meio de cultura e contadas na câmara de 

Neubauer, de forma a obter uma concentração de 1 x 104 células por poço da 

placa de microdiluição. Duzentos microlitros das suspensões de células foram 

semeados em cada poço de uma placa de 96 poços, a qual foi incubada por 24 h 

à 37 ºC com 5% de CO2 para permitir a adesão celular, obtendo pelo menos 80% 

de confluência. Foi feita a diluição seriada dos extratos em tubos cônicos, o meio 

anterior dos poços foi retirado e adicionadas aos poços os extratos de folhas e 

flores de A. satureioides em concentrações que variaram de 5000 – 2,441 µg/mL. 

As células foram expostas aos compostos por 24 h se adicionou 20 µL de 

resazurina a 60 uM (Sigma) e foram incubados por mais 8h. Após a incubação, a 

absorbância foi lida em leitor de microplacas (Biotek) em 570 e 600 nm e a 

concentração inibitória 50% (IC50) foi determinada pelo software GraphPad Prism 

5.0 (COSTA-ORLANDI et al., 2021; XIAO et al., 2010). 

4.8 Avaliação do mecanismo de ação dos extratos de A. satureioides frente 

os dermatófitos   

4.8.1 Quantificação do Ergosterol 

A quantificação de ergosterol foi realizada pelo método de Arthington-

Skaggs et al. (2002). As células das quatro cepas de dermatófitos foram incubadas 

em caldo Sabouraud por 7 días e utilizadas na concentração de 5,0x103 UFC/mL 

para inocular erlenmeyers contendo 20 mL de caldo Sabouraud. Após esse 

período foram adicionadas as amostras de extratos de folhas, flores e os 

antifúngicos cetoconazol (CTZ) e fluconazol (FLZ) nas concentrações descritas na 

Tabela 6. Controles foram realizados com o inóculo das diferentes cepas sem 

adição de nenhuma amostra. Os erlenmeyers foram incubados por um período de 
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7 dias a 28 °C sob agitação a 120 rpm. Na tabela 6 se apresentam as 

concentrações das amostras vegetais e antifúngicos para o ensaio de 

quantificação de ergosterol (ARTHINGTON-SKAGGS et al., 2002). 

Tabela 6. Concentração das amostras vegetais e antifúngicos para o ensaio de 

quantificação de ergosterol. 

Amostras Tr1 (µg/mL) Tr1 FOC (µg/mL) Tm (µg/mL) Mc (µg/mL) 

Extrato Folhas 312,50 625,00 312,50 312,50 

Extrato Flor 625,00 625,00 625,00 312,50 

CTZ 2,00 16 16,00 16,00 

FLZ 1 16 32,00 16,00 

CTZ: cetoconazol; FLZ: fluconazol  

Posteriormente, as culturas foram colocadas em tubos de centrífuga, e 

centrifugadas a 3000 rpm por 5 min e lavadas com água destilada. Determinou-

se o peso do precipitado e então adicionou-se 3 mL de solução de KOH a 25% 

(25% KOH, 35% água destilada e volume completo para 100% com etanol), 

agitando em vortex por 1 min para saponificação da membrana celular. As 

suspensões foram transferidas para tubos estéreis de boro-silicato com tampa e 

colocadas em banho-maria por 1 h a 90 °C. Após resfriamento a temperatura 

ambiente, os esteróis foram extraídos com a adição de 1 mL de água estéril e 3 

mL de hexano e agitação em vortex por 3 min. A mistura foi deixada em repouso 

por 72 h a -20 °C para separação da camada de hexano, realizando-se a leitura 

com uma solução 1:5 da camada hexânica em etanol, utilizando 

espectrofotômetro e cubetas de quartzo de 1 cm na faixa de comprimento de 

onda de 300 a 220 nm. 

A presença de ergosterol e de seu último intermediário (lanosterol) 

fornece um espectro com quatro bandas, sendo que a altura deles é 

correspondente à concentração dos esteróis. A concentração dos mesmos é 

calculada com base no peso das células iniciais e absorbâncias obtidas 

(ARTHINGTON-SKAGGS et al., 2002). 

O conteúdo de ergosterol foi calculado como porcentagem em relação ao 

peso do precipitado (pellet), de acordo com as equações:  
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(1)%𝑒𝑟𝑔𝑜𝑠𝑡𝑒𝑟𝑜𝑙 + %24(28)𝐷𝐻𝐸 =
⌊(

𝐴281,5

290
) 𝑥𝐹⌋

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑝𝑒𝑙𝑙𝑒𝑡
 

(2)%24(28)𝐷𝐻𝐸 =
⌊(

𝐴230

518
) 𝑥𝐹⌋

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑝𝑒𝑙𝑙𝑒𝑡
 

   

(3)%𝑒𝑟𝑔𝑜𝑠𝑡𝑒𝑟𝑜𝑙 = (1) − (2) 

 

Onde,  

F= fator de diluição em etanol  

290= valor E, em porcentagem por cm, determinado para o ergosterol cristalino.  

518=valor E, em porcentagem por cm, determinado para o 24(28) DHE cristalino. 

4.8.2 Ligação ao ergosterol exógeno 

Esta metodologia foi desenvolvida da mesma forma que a determinação de 

CIM pela Norma M27-A2, entretanto, com adição de 200 g/mL de ergosterol 

comercial dissolvido em dimetilformamida e diluído em meio de cultura de forma 

que a concentração final da solução não fosse superior de 0,1%. Foram testados 

os extratos de A. satureioides (folhas e flor) e os controles CTZ, FLZ e ANFO B 

nas mesmas concentrações utilizadas para determinação de CIM em 

concentrações 4 vezes maior. A incubação das microplacas foi de 7 dias a 35 °C, 

sem agitação. A concentração inibitória mínima foi determinada visualmente pela 

ausência de turvação e pela manutenção da coloração rósea do meio de cultura. 

4.8.3 Efeito de proteção do sorbitol 

Esta metodologia foi desenvolvida de acordo com a determinação de CIM 

pela Norma CLSI M27-A3, entretanto, com adição de 0,8 M de sorbitol. Foram 

testados os extratos de folhas e flores de A. satureioides e os controles com CTZ, 

FLZ e ANFO B nas mesmas concentrações utilizadas para determinação de CIM, 

no entanto, os extratos de A. satureioides (folhas e flor) em concentração 4 vezes 

maior. A incubação das microplacas foi de 7 dias a 35 °C, sem agitação 

(ESCALANTE et al., 2008). A concentração inibitória mínima foi determinada 
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visivelmente pela ausência de turvação e pela manutenção da coloração rósea do 

meio de cultura. Os testes foram realizados em triplicata. 

4.8.4 Estudo da integridade da parede celular e da presença de lipídeos 

neutros nos dermatófitos por microscopia confocal 

Através deste ensaio se avaliou os danos à parede celular das hifas e a 

presença de lipídeos neutros nos dermatófitos utilizando os fluorocromos 

Calcofluor White (CW) e o corante Vermelho do Nilo (VN) respectivamente. As 

cepas foram tratadas com extratos de folhas e flores de A. satureioides e o 

antifúngico fluconazol. 

Os ensaios foram realizados em placas de 24 poços, sob lamínulas de vidro 

estéreis.  Se adicionaram os extratos em concentrações que variavam entre 2500 

- 78,125 µg/mL e entre 64 - 2 µg/mL para o fluconazol, através de diluição seriada. 

Também foi considerado um poço como controle positivo (culturas tratadas com 

DMSO 2% e outro como controle negativo, ou seja, sem tratamento (meio de 

cultura + células fúngicas). Finalmente foram adicionados 500µL das suspensões 

fúngicas em uma concentração de 5 x 104 UFC/mL e se deixaram em incubação a 

28°C, durante 7 días sob agitação.  

Após esse período as placas foram centrifugadas (500 rpm; 10 mins; 25°C) 

para retirar o sobrenadante e lavadas uma vez com PBS. Em seguida, foram 

adicionados 1 mL de paraformaldeído a 4% em cada um dos poços e se deixaram 

em incubação a 4 ºC overnight. Transcorrido esse tempo, em uma das placas foi 

adicionado 1mL de uma solução de CW a uma concentração de 100 mg/mL. As 

placas foram incubadas por 40 minutos a temperatura ambiente ao abrigo de luz. 

Transcorrido o tempo, as placas foram lavadas duas vezes com PBS. Para as 

culturas tratadas com VN, se levou a cabo o mesmo processo que com as placas 

tratadas com calcofluor, porém o tempo de incubação foi apenas 5 minutos. 

Finalmente, as leituras foram realizadas no Microscópio de Fluorescência 

Confocal (Carl Zeiss LSM 800 com Airyscan, pertencente a Faculdade de 

Odontologia do Campus de Araraquara (FOAr)/UNESP (BILA et al., 2021). 
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4.9 Preparação de Sistemas de liberação 

4.9.1 Preparação de micropartículas de quercetina e ácido 5-O- 

cafeoilquínico por Spray-drying 

Para a obtenção das micropartículas por spray-drying, inicialmente foi 

preparada uma solução com quitosana 0,5% (p/v) em de ácido acético 1% (v/v). A 

solução permaneceu sob agitação a 300 rpm em abrigo de luz durante 24h. A esta 

dispersão, foram adicionados uma massa de quercetina (QR1) e ácido 5-O- 

cafeoilquínico (AC2) equivalente a 30% do peso seco de quitosana e 1% de 

Soluplus® (copolímero de polivinil caprolactama-polivinil acetato-polietilenoglicol). 

A dispersão do quitosana [0,5% (p/v)] com quercetina ou ácido 5-O- cafeoilquínico 

foi atomizada no Mini Spray Dryer BUCHI-290. Os seguintes parâmetros foram 

programados no equipamento: temperatura de entrada de ar, 180°C; fluxo da 

bomba, 10%; fluxo de ar atomizado, 450 NL/h; eficiência do aspirador, 90%; e 

temperatura de saída de ar, 80°C. Finalmente o pó foi coletado em um frasco 

previamente pesado para calcular a porcentagem de rendimento do método 

(SPAGNOL et al., 2018). 

Foram preparadas outras micropartículas com quercetina (QR3) e de ácido 

5-O- cafeoilquínico (AC4) usando a mesma metodologia descrita anteriormente, 

no entanto, foi substituído o soluplus® por 1% de tween® 80. 

4.9.1.1 Caracterização de micropartículas por microscopia eletrônica de 

varredura 

A morfologia das micropartículas foi analisada utilizando fotomicrografias 

obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MALLIKARJUNA et al., 2005). As 

amostras foram cobertas com uma fina camada de ouro fotomicrografado a 10.000 

vezes de aumento com um feixe de elétron de 2,0 kV usando o microscópio 

eletrônico de varredura de alta resolução S-4800 (Número de série: HI-9269-

0009). 



64 
 

4.9.2 Preparação de micelas poliméricas por hidratação de películas finas 

contendo quercetina e ácido 5-O- cafeoilquínico 

As micelas poliméricas de QR e AC foram preparadas pelo método de 

película fina (CAGEL et al., 2017; KESHARWANI et al., 2019; ZHANG et al., 

2014). Em resumo, 250 mg de Soluplus®, e 0,55 mg de quercetina ou ácido 5-O- 

cafeoilquínico foram dissolvidos em 20 mL de uma mistura EtOH/H2O (70:30 v/v). 

Em seguida, os solventes foram evaporados no rotaevaporador a 30°C e 250 psi 

de pressão, até a formação de uma película fina. Finalmente, o filme foi hidratado 

com 5 mL de água destilada e deixado em sonicação durante 5 min seguidos. 

Após esse período a solução foi deixada durante 20 min mais sob agitação 

magnética a 200 rpm.  

4.9.3 Determinação da CIM e CFM das formulações 

Foi realizado o mesmo procedimento descrito no item 4.5, porém a 

concentração final usada para todas as formulações no primeiro poço foi de 

2,5mg/mL. Também foram destinados poços correspondentes ao controle do meio 

de cultura (controle negativo) e como controle positivo foi confeccionado um poço 

contendo meio de cultura e suspensão fúngica.  

4.10 Identificação das substâncias por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas 

Os ensaios de identificação dos flavonoides e os produtos presentes nos 

extratos hidroalcoólicos de folhas e flores de A. satureioides foram realizados por 

UPLC-QTOF-MS/MS de alta resolução na Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária (Embrapa), Fortaleza/CE, em colaboração com o Dr. Guilherme 

Julião Zucolo, utilizando o cromatógrafo Acquity UPLC Waters® acoplado a 

quadrupole/time of flight system (XEVO-QToF, Waters®), equipado com coluna 

BEH C18 Waters® (150 x 2.1 mm; 1.7 μm); modo gradiente linear de 30% de 

MeCN (ácido fórmico 0,1%) (v/v) para 90% de MeCN (ácido fórmico 0,1%) (v/v) 

em 30 min, vazão 0,25 mL/min, volume de injeção 5 μL. Os parâmetros de 

operação utilizados na fonte de ionização ESI foram: voltagem do capilar: 2,6 kV, 

voltagem do cone: 0.5 V, temperatura da fonte ESI (modo positivo): 120 °C, 

temperatura de dessolvatação do gás: 350 °C, vazão do gás de dessolvatação: 
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500 L/h. A faixa de massas usada no modo de análise full-scan foi de 300 a 700 

unidades de massa (m/z). O programa MassLynx (Waters® Corporation) foi usado 

para controle do equipamento, aquisição e análise de dados (BUENO et al., 2015; 

ODA et al., 2019).  

4.11 Desenvolvimento e validação dos métodos analíticos para a 

quantificação de quercetina e ácido 5-O- cafeoilquínico nos extratos de 

folhas e flores e nos sistemas de liberação por Cromatografia Liquida de Alta 

Eficiência   

Para a validação dos métodos analíticos, para a quantificação de QR e AC 

nos extratos (Validação 1) foi utilizada a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) 

ANVISA nº 166 de 2017 e a ..RDC nº 27 de 2012, que dispõem sobre os requisitos 

mínimos para a validação desses métodos (BRASIL, 2012, 2017), sendo que para 

isso foi usado o cromatógrafo 1. 

 Por outro lado, na quantificação de QR e AC nos sistemas de liberação 

(Validação 2) foram consideradas as especificações da Conferência Internacional 

sobre Harmonização (ICH) (ICH, 2016). Para isso as análises foram realizadas no 

cromatógrafo 2. 

 Na Tabela 7, estão representados os parâmetros que foram avaliados para 

cada uma das validações e os valores das concentrações das curvas de 

calibração. 

Tabela 7. Parâmetros avaliados na validação 1 e 2 para a quantificação de QR e 
AC por HPLC 

 

Validação 

Parâmetros 

Efeito 

residual 

Linearidade Precisão 

e 

exatidão 

Limite de 

detecção 

(LD) 

Limite de 

quantificação 

(LQ) 

Robustez 

1 X X X X X ----------- 

2 ---------- X X X X X 
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4.11.1 Condições Cromatográficas 

Na Tabela 8, estão representadas as condições cromatográficas dos 

métodos isocráticos utilizados para a validação 1 e 2 para a quantificação de QR e 

AC nos extratos e nos sistemas de liberação respectivamente.     

Tabela 8. Condições cromatográficas utilizadas nas validações dos métodos 

Condição Validação 1 Validação 2 

Tipo de Coluna C18 NTS (250 × 4,6 mm, 

5,0 µm) 

C18 Phenomenex (250 × 

4,6 mm, 5,0 µm). 

Temperatura (°C) 25 25 

Fase móvel Acetonitrila e água 

acidificada com ácido 

acético 1% (30:70) 

Acetonitrila e água 

ajustada a pH: 4,5 com 

ácido fosfórico (40:60) 

Vazão (mL/min) 1,0 0,7 

Volume de injeção (µL) 20 10 

Detectores (nm) QR: 256 

AC: 330 

QR: 256 

AC: 330 

Tempo de corrida (mins) 15 10 

   

4.11.2 Preparo das soluções padrão 

As soluções de estoque (1000 µg/mL) de QR e AC foram diluídas em 

metanol 80% e metanol 50% respectivamente. A partir de uma solução de trabalho 

de 500 µg/mL, se construíram as curvas analíticas da validação 1 e 2. Para a 

primeira validação se prepararam curvas analíticas em concentrações de 12,5; 25; 

50; 75; 100, 150 e 200 µg/mL e para a validação 2, foi preparada uma curva 

analítica usando as concentrações de 0,0195; 0,0391; 0,0781; 0,15625; 0,3125; 

0,625 1,25; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 200; 300; 400 e 500 µg/mL a partir de diluição 

seriada. Todas as soluções foram filtradas em filtro de seringa de 

politetrafluoretileno (PTFE) (0,22 μm, 13 mm) e colocados em vials para análise no 

sistema cromatográfico HPLC.   
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4.11.3 Desenvolvimento do método 

A fim de avaliar o perfil da quercetina e o 5-O- cafeoilquínico nos extratos 

de flores e folhas respetivamente, foi realizada uma análise preliminar utilizando 

um gradiente exploratório iniciando com 5% de fase B (acetonitrila) e 95% de fase 

A (água acidificada com 1% de ácido acético), até atingir 100% de fase B em um 

período de 60 minutos.  

A partir dos cromatogramas obtidos, foram realizadas alterações no 

gradiente cromatográfico com o objetivo de escolher aquele que for mais 

adequado para a análise dos extratos de folhas e flores. Entre as concentrações 

testadas foi visto que o gradiente adequado para a validação 1 foi: 30% de fase B 

e 70% de fase A, durante 15 minutos, os cromatogramas estão apresentados no 

Apêndice I. Para a validação 2, se realizaram pequenos ajustes encontrando-se 

que o gradiente de eluição adequado foi: 40% de fase B e 60% de fase A, durante 

10 minutos.  

4.11.4 Parâmetros de validação 

4.11.4.1 Efeito residual 

 O efeito residual (carryover) foi avaliado pela injeção de três amostras 

brancas, uma antes e duas depois da injeção de uma amostra processada do LQ 

(1,25 µg/mL). Admitiu-se como aceitável a resposta de interferentes nos mesmos 

tempos de retenção para os analitos e o padrão interno de até 20% e 5%, 

respectivamente, em comparação com amostras analisadas do LQ. 

4.11.4.2 Precisão  

A precisão da validação 1, foi avaliada através do coeficiente de variação 

(CV%), calculado pelo desvio padrão das triplicatas pela concentração média 

determinada. As amostras foram avaliadas em uma única corrida analítica (intra-

corrida) e em três dias consecutivos (inter-corrida), mantendo a mesma 

instrumentação, mesmo analista e as mesmas condições de operação. Foram 

utilizadas 3 concentrações diferentes: 12,5; 75 e 200 µg/mL. A variabilidade 

aceitável dos valores como o erro padrão relativo (EPR) e %CV foi de ± 15 

nominal. 
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A precisão na validação 2, foi determinada por meio da repetibilidade, na 

qual, seis réplicas da solução de QR e AC na concentração de 100μg/mL foram 

analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condições experimentais e pelo mesmo 

analista e o desvio padrão relativo (DPR) entre as análises foi calculado. Também 

foi calculada a precisão intermediária, por meio de análises entre diferentes 

analistas no mesmo dia, e o DPR foi calculado nas respostas obtidas para as seis 

réplicas da solução de QR e AC preparadas pelos diferentes analistas. 

4.11.4.3 Linearidade 

Para a validação 1 e 2, foram construídas as curvas analíticas em triplicata 

a partir da área do pico do analito contra concentração nominal do analito. A 

correlação linear entre as respectivas respostas e concentrações nominais foi 

avaliada por análise de regressão pelo método dos mínimos quadrados (equação 

da reta e coeficiente de correlação r). Os critérios de aceitação da curva levaram 

em consideração os que tiveram coeficiente de correlação (r) maior do que 0,99. 

Foi necessário aplicar modelo de ponderação 1/y2, o qual foi avaliado pela análise 

de variância ANOVA, calculando os valores de F e p, para um nível de confiança 

de 95% e graus de liberdade n–1. Os cálculos estatísticos foram realizados 

empregando os programas GraphPad Prism ® 5. 

4.11.4.4 Exatidão 

A exatidão, se determinou após o estabelecimento da linearidade, do 

intervalo linear do método, sendo verificada a partir de nove determinações 

contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, três concentrações, 

baixa, média e alta, com três réplicas cada. A exatidão foi expressa pela relação 

entre a concentração média determinada experimentalmente e a concentração 

teórica correspondente (Equação 4). 

 

𝐸𝑥𝑎𝑡𝑖𝑑ã𝑜 =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝐸𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑥100

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑇𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎
  (4) 
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4.11.4.5 Robustez 

A robustez do método foi avaliada através da alteração das condições 

cromatográficas estabelecidas. Soluções padrão de QR e AC a 100 µg/mL foram 

injetadas no HPLC com variação das seguintes variáveis: 

• Comprimento de onda QR:  253 e 255 nm 

• Comprimento de onda AC: 327 e 329 nm 

• Taxa de fluxo da fase móvel: 0,80 e 1 mL/min. 

• Volume de injeção: 10 e 30 μL. 

Os resultados foram avaliados considerando a Desvio Padrão Relativo 

(RSD) O parâmetro que apresenta a maior variação nas medições deve ser 

controlado e monitorado durante a análise de rotina. 

4.11.4.6 Limite de detecção  

O limite de detecção (LD) do QR e o AC foram determinados a partir das 

três curvas analíticas obtidas, utilizando-se os dados de desvio padrão do 

intercepto e inclinação média da curva analítica, conforme a Equação (5): 

𝐿𝐷 =
𝐷𝑃𝑎 𝑥 3,3

𝐼𝐶
  (5) 

Em que: 

DPa= desvio padrão do intercepto com o eixo do Y de, no mínimo, três curvas 

analíticas. 

IC= inclinação da curva analítica. 

4.11.4.7 Limite de quantificação  

O limite de quantificação foi obtido de com base nos mesmos dados 

descritos, segundo a Equação (6), como se mostra a continuação: 

𝐿𝑄 =
𝐷𝑃𝑎 𝑥 10

𝐼𝐶
  (6) 

DPa= desvio padrão do intercepto com o eixo do Y de, no mínimo, três curvas 

analítica. 
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IC= inclinação da curva analítica. 

4.12 Tape stripping 

Para este ensaio foi realizado utilizando amostras de pele humana 

abdominal obtidas a partir de correções cirúrgicas por aprovação da Pesquisa 

Comitê de Ética da Universitat de Valencia, Espanha, sob o Número do protocolo: 

H1462978691586. O excesso de gordura e tecidos conjuntivos foram removidos, e 

as amostras armazenadas em um freezer a 26 °C por menos de três meses. A 

pele foi colocada sobre uma lâmina de vidro com o exterior voltado para cima e 

uma fita de alumínio foi colocado sobre ele, deixando a área de aplicação 

descoberta. Foram adicionadas as 0,5 mL das formulações de contendo 

micropartículas Tween® 80 com QR e AC, micropartículas com soluplus e QR ou 

AC e micelas com QR ou AC. As micropartículas foram dissolvidas em etanol: 

água (70:30) e as micelas foram adicionadas sobre a pele de forma direta. A partir 

daí o sistema foi incubado a 32 C durante duas horas e seis horas.  

A técnica tape stripping é caracterizada por ser minimamente invasiva onde 

o SC é removido após aplicações sequenciais de fitas adesivas, permitindo a 

quantificação do ativo presente na primeira camada da pele (CARON et al., 1990; 

PINKUS, 1951). As tiras de fita adesiva removidas não têm informações sobre a 

quantidade de corneocitos e as substâncias penetradas, mas sim pode dar uma 

ideia sobre a distribuição das substâncias nas diferentes profundidades do SC 

(BALEEIRO et al., 2013; CAROLINA OLIVEIRA DOS SANTOS et al., 2019). 

Para este teste foram usadas 25 fitas adesivas que foram as necessárias 

para completar remoção do estrato córneo. As fitas foram retiradas e agrupadas 

como se observa na Tabela 9: 

Tabela 9. Agrupação de fitas para cada strip 

Fita(s) Número de Strip 

(S) 

1 S1 

2 S2 
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3-5 S3 

6-10 S4 

11-15 S5 

16-20 S6 

21-25 S7 

 

As primeiras 15 fitas permitiram obter aproximadamente 90% da 

concentração do ativo presente nessa camada, de modo que o as fitas 

subsequentes podem representar em menos de 5% (BALEEIRO et al., 2013; 

CARON et al., 1990; ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008; PINKUS, 1951). 

As fitas contendo QR ou AC foram transferidas a frascos de vidro e 

posteriormente foram extraídos os ativos com uma solução de metanol: água (50: 

50, v/v) sob agitação por um período de 24 h e posteriormente quantificada por 

HPLC através do método validado descrito anteriormente. Os dados da fita 

adesiva representaram a distribuição dos ativos dentro do SC e dá uma visão do 

gradiente de concentração de QR e AC através desta camada, que é a barreira 

limitante para a difusão de drogas. Os experimentos foram realizados em 

quadriplicada. 

4.13 Análise estatística  

Os testes foram realizados em triplicatas e os resultados apresentam-se 

como a média dos valores obtidos ± desvio-padrão (exceto o teste de 

determinação da concentração inibitória e fungicida mínimas, cujo resultado é 

expresso pela moda dos valores obtidos). Quando necessário foi realizada análise 

de variância (ANOVA) e aplicado o teste de Tukey ou de Dunnet de comparação 

de médias. Para análise estatística, considerou-se como significante valor de 

P<0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1 Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de A. 

satureioides 

Na Tabela 10 estão apresentados os resultados obtidos da CIM e CFM dos 

extratos de folhas e flores de A. satureioides frente as diferentes cepas 

dermatofíticas. Na tabela também estão representados os valores 

correspondentes aos controles positivos dos fármacos antifúngicos: caspofungina 

(CAS), cetoconazol (CTZ), fluconazol (FLZ), griseofulvina (GRS), miconazol 

(MCZ), terbinafina (TER) e anfotericina B (ANFO B). 

Tabela 10. Valores de CIM e CFM das amostras vegetais e os fármacos 

antifúngicos 

a) Microrganismo: Tr1: T. rubrum isolado clínico; Mc: M. canis; Tr1 FOC: T. rubrum 

Fundação Osvaldo Cruz; Tm: T. mentagrophytes. Antifúngicos: caspofungina (CAS), 

cetoconazol (CTZ), fluconazol (FLZ), griseofulvina (GRS), miconazol (MCZ), terbinafina 

(TER) e anfotericina B (ANFO B). 

Os resultados revelaram que os extratos de folhas e flores podem atuar 

como agentes fungistáticos e fungicidas, ou seja, que são capazes de inibir o 

crescimento e eliminar as células de todas as linhagens fúngicas. Como se 

observa na Tabela 10, o extrato de folhas demonstrou ter melhor potencial 

antifúngico frente à cepa T. rubrum já que apresentou CIM e CFM de 312,5 µg/mL. 

Por outro lado, pode ser observado que ambos extrativos apresentaram as 

menores CIM (312,5 µg/mL) para inibir o crescimento da cepa de M. canis.  

 Concentração Inibitória Mínima CIM (µg/mL) 

Microrganismoa) Extrato 
Folha 

Extrato 
flor 

CAS CTZ FLZ GRS MCZ TER ANFO 
B 

Tr1 312,5 625 16 2 1 0,250 0,125 0,031 1,5 
Mc 312,5 312,5 1 16 16 0,500 0,125 0,062 4 

Tr1 FOC 625 625 16 16 16 0,500 1 0,250 4 
Tm 625 625 16 16 32 0,500 0,250 0,031 4 

 Concentração Fungicida Mínima CFM (µg/mL) 

Microrganismoa) Extrato 
Folha 

Extrato 
flor 

 CTZ FLZ GRS MCZ TER ANFO 
B 

Tr1 312,5 625 32 4 1 0,250 0,125 0,031 1,5 
Mc 312,5 625 4 32 32 1 0,125 0,062 4 

Tr1 FOC 625 625 16 32 32 1 1 0,250 4 
Tm 625 625 16 16 32 0,500 0,250 0,031 4 



73 
 

Cabe ressaltar que durante os experimentos foi considerado também um 

controle positivo da solução 1% de DMSO:RPMI (1:5; v/v), pois este foi o solvente 

utilizado para solubilizar os extratos vegetais. Os resultados não mostraram 

nenhuma interferência no crescimento das espécies dermatofíticas, portanto 

também nos valores de CIM e CFM obtidos. 

Os resultados forneceram algumas evidências das propriedades biológicas 

dos extratos brutos e seus compostos fitoquímicos contra os dermatófitos, abrindo 

a possibilidade de que estes possam ser usados como precursores para o 

desenvolvimento de moléculas ou substâncias eficazes como antifúngicos (ARIF 

et al., 2009; NEGRI et al., 2014). 

Investigações sobre a composição química de A. satureioides tem 

demonstrado que os extratos obtidos a partir de inflorescências são ricos em 

derivados de fenilpropanoides e ácido quínico assim como também flavonoides, 

como luteolina, quercetina, isoquercetina, 3-O-metil-quercetina e acyrobichalcona 

compostos que são conhecidos por ter efeitos como antioxidantes e 

antimicrobianos (FERRARO et al., 2008; GRASSI-ZAMPIERON et al., 2010a; 

MARTINEZ-ROSSI et al., 2018a; SOUZA et al., 2018; WANG et al., 2021).  

Desta forma é possível deduzir que a presença destes compostos nos 

extratos de A. satureioides podem estar relacionados com a atividade antifúngica 

encontrada. Estudos relatam que flavonoides como a isoquercetina atuam 

causando danos diretos na membrana celular fúngica (LEE; LEE, 2014; YUN et 

al., 2015) e algumas chalconas são capazes de agir diretamente no 

desenvolvimento de hifas (TEODORO et al., 2015). Além disso, estudos tem 

demostrado que este tipo de flavonoides apresenta atividade antifúngica contra 

dermatófitos através da inibição da biossíntese da parede celular (BOECK et al., 

2005), e o bloqueio da FAS, a enzima ácido graxo sintase (fatty acid synthase) 

(BITENCOURT et al., 2013).  

Por outro lado, também tem sido evidenciado que compostos fenólicos 

(fenóis e polifenóis) podem exercer atividade em diferentes vias e alvos celulares, 

que afetam a integridade celular. Esse é o caso dos derivados do ácido caféico, 
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que apresentam atividade antifúngica contra cepas T. rubrum, parecendo que seu 

modo de ação pode estar relacionado à inibição de ergosterol, prejudicando a 

membrana celular, juntamente com uma moderada inibição da atividade de Liase 

isocitrato (CANTELLI et al., 2017). 

Assim também a quercetina e a luteolina presentes nos extratos de A. 

satureioides, tem mostrado atividade contra a cepa T. rubrum, indicando que o 

modo de ação destes pode estar relacionado à inibição do ergosterol, danos à 

membrana e à inibição da atividade da FAS (BITENCOURT et al., 2013).  

Quanto aos valores de CIM e CFM dos controles positivos de cetoconazol, 

fluconazol, griseofulvina, miconazol, terbinafina e anfotericina B, demonstraram 

estar dentro dos limites recomendados pela Norma (CLSI) M38-A3 (CLSI, 2017) 

que estabelece os parâmetros de análise para os ensaios de microdiluição durante 

7 dias para cepas dermatofíticas.  

De acordo com nossos resultados pode-se deduzir que todos os 

antifúngicos agiram frente as células dermatofíticas por via de biossíntese de 

ergosterol. O cetoconazol, o miconazol e o fluconazol atuaram sobre as células 

fúngicas provavelmente através da inibição do citocromo P-450-3-A e da 

inativação da enzima C-14-α-demetilase. Esses antifúngicos são capazes de inibir 

a síntese do ergosterol na membrana celular, e como consequência disso e da 

acumulação de esteróis tóxicos intermediários, a permeabilidade da membrana 

aumenta, causando uma interrupção no crescimento do fungo (MARTINEZ-ROSSI 

et al., 2018b; VALDÉS, 2005).  

A terbinafina e a anfotericina B, possivelmente atuaram frente os 

dermatófitos pela via de biossíntese de ergosterol, o primeiro pela acumulação de 

lanosterol e a anfotericina B por sua ligação direta ao ergosterol, reduzindo assim 

a integridade da membrana plasmática. Finalmente a ação da griseofulvina, foi 

evidente nos resultados e pode ter sido devido à capacidade deste antifúngico de 

impedir a formação de microtúbulos, prejudicando o crescimento fúngico e a 

divisão celular (MARTINEZ-ROSSI et al., 2018b). 
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Com base aos resultados obtidos foram analisados os perfis químicos dos 

extrativos (folhas e flores), para saber quais metabólitos estariam presentes e 

desta forma poder sugerir de forma mais especifica o composto ou compostos 

responsáveis da atividade antifúngica encontrada. Além disto, outros ensaios 

foram realizados para poder estabelecer o possível mecanismo de ação dos 

extratos frentes às células dermatofíticas. 

5.2 Avaliação da citotoxicidade “in vitro” 

Foi analisado o efeito de citotoxicidade dos extratos de folhas e flores de A. 

satureioides pela análise da viabilidade celular frente à linhagem celular HaCat, 

correspondente uma linhagem não-tumoral de queratinócitos. Os resultados estão 

demonstrados na Figura 8. 

 

Os resultados da Figura 8 indicam que após 24 h, o extrato de folha de A. 

satureioides nas concentrações de 5000, 2500 e 1250 µg/mL diminuiu a 

viabilidade celular das células HaCat de 0,62, 34,67 e 75,09 %, respectivamente, 

Figura 8. Percentual de células HaCat viáveis tratadas com os extratos etanólicos de folhas 

e flores A. satureioides após 24h de tratamento (n=4). Os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão. CN: Controle negativo (células sem tratamento), CP: Controle 

positivo (Células tratadas com DMSO 50 %). Método estatístico utilizado ANOVA two-way 

com post hoc Tukey. 
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quando comparado com o controle negativo (100%). Da mesma forma, se observa 

que as células tratadas com o extrato de flores mostraram viabilidade de 0,95, 

2,08, 3,16, 39,77 e 74,79 % nas concentrações de 5000, 2500, 1250, 625 e 312,5 

µg/mL, respectivamente. A partir dos resultados obtidos, foi possível calcular o 

valor da Concentração inibitória IC50 que promoviam a morte celular em 50% das 

células HaCat em função ao tempo de tratamento (24h). O valor de IC50 obtido 

para o extrato de folha foi de 2064 µg/mL e para o extrato de flor 625 µg/mL.  

Os resultados obtidos no ensaio de citoxicidade, sugerem que os extratos 

brutos em concentrações maiores a 1250 µg/mL para o extrato de folhas e 312,5 

µg/mL para o extrato de flor podem afetar a viabilidade celular das células HaCat. 

Os diferentes níveis de citotoxicidade podem estar relacionados com os 

parâmetros bioquímicos das células envolvidas, como a composição da 

membrana do plasma e a atividade metabólica, o tempo de exposição ao agente 

tóxico, e o ensaio de toxicidade usado (ALVES et al., 2015; PAPO; SHAI, 2005). 

Cabe ressaltar também que a viabilidade celular nas concentrações obtidas de 

CIM para o extrato de folha (312,5-625 µg/mL), não afetaram a viabilidade das 

células HaCat, obtendo-se valores de quase 100%. Portanto, mais estudos devem 

ser realizados a fim de compreender a complexidade do mecanismo de ação, bem 

como a relação estrutura-atividade dos compostos ativos presentes nos extratos. 

Estes estudos devem envolver a caracterização molecular e a interação dos 

compostos químicos presentes nos extratos com os receptores de membrana 

celular. 

Alguns estudos realizados sobre a citotoxicidade dos extratos aquosos e 

etanólicos de A. satureoides frente a células HaCat, tem demonstrado que em 

concentrações baixas (1 µg/mL-10 µg/mL), os extratos apresentam um efeito 

imunomodulador e anti-inflamatório (COSENTINO et al., 2008). Todas estas 

descobertas apoiam o uso tradicional da espécie para fins de cicatrização de 

feridas além de atuar em diferentes fases do processo de cura (DE SOUZA; 

BASSANI; SCHAPOVAL, 2007). 
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Com o intuito de verificar se os extratos vegetais poderiam apresentar ou 

não toxicidade sobre outras linhagens celulares, foi realizado o ensaio de 

citotoxicidade, usando células epiteliais de pulmão A549 e células de carcinoma 

hepático HepG2. Os resultados estão apresentados nas Figuras 9 e 10. 

 

A Figura 9 representa a análise do percentual células A549 viáveis 

incubadas com os extratos de folhas e flores de A. satureioides. Após 24h de 

tratamento, os resultados indicaram que ambos os extratos em todas as 

concentrações não conseguiram reduzir a viabilidade das células A549 quando 

comparado com a viabilidade das culturas tratadas com DMSO 50%. 

De maneira semelhante ao observado com a linhagem A549, as células 

HepG2 tratadas com extrato de flor, não apresentaram diminuição significativa na 

porcentagem de viabilidade, quando comparado com o grupo controle. No entanto, 

com o extrato de folhas nas concentrações de 5000; 2500 µg/mL, foi observada 

uma perda na porcentagem de viabilidade (75,10; 8,85 %) das células tratadas 

Figura 9. Percentual de células A549 viáveis tratadas com os extratos etanólicos de 

folhas e flores de A. satureioides após 24h de tratamento (n=4). Os resultados foram 

expressos como média ± desvio padrão. CN: Controle negativo (células sem tratamento), 

CP: Controle positivo (Células tratadas com DMSO 50%). Método estatístico utilizado 

ANOVA two-way  
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com o extrato, quando comparado com as culturas tratadas com DMSO 50% 

(Controle positivo) evidenciando-se uma redução da viabilidade celular das células 

HepG2. O valor de IC50 do extrato de folha foi de 3407 µg/mL. 

Finalmente, como se observou nos resultados os extratos de folhas de A. 

satureioides, aparentemente em concentrações maiores a 5000µg/mL, são 

citotóxicos frente as células HepG2 (Figura 10). 

Existem algumas evidências que descrevem que compostos como a 

quercetina, a luteolina e a 3-O-metil-quercetina apresentam potencial antitumoral. 

Estes flavonoides têm demonstrado uma alta capacidade de agir por diferentes 

mecanismos de ação e alvos moleculares, conseguindo dessa forma, a inibição da 

proliferação celular, a interrupção do ciclo celular, a morte celular por apoptose, a 

inibição de angiogênese e a prevenção da migração/metástase, tanto em forma de 

isolados ou em combinação com outros medicamentos antitumorais (CARINI; 

KLAMT; BASSANI, 2014).  Por outro lado, também tem sido evidenciado que 

aquirobichalcona, um flavonoide isolado de A. satureioides, apresenta 

Figura 10. Percentual de células HepG2 viáveis tratadas com os extratos etanólicos de 

folhas e flores de A. satureioides após 24h de tratamento (n=4). Os resultados foram 

expressos como média ± desvio padrão. CN: Controle negativo (células sem tratamento), 

CP: Controle positivo (Células tratadas com DMSO 50%). Método estatístico utilizado 

ANOVA two-way com post hoc Tukey. 
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propriedades antitumorais, sendo considerada uma molécula promissora devido à 

sua semelhança com outras substâncias citotóxicas frente a diferentes linhagens 

de células cancerosas (CARINI et al., 2015b; CARINI; KLAMT; BASSANI, 2014; 

HOLZSCHUH et al., 2010).  

5.3. Avaliação da atividade antioxidante pela captura dos radicais livres 

DPPH• e ABTS+• 

A avaliação da atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH• é 

um modelo amplamente utilizado e conveniente para a realização de “screening” 

de amostras com diferentes polaridades. O DPPH• é um radical livre estável que a 

temperatura ambiente produz cor violeta em solução alcoólica. Quando os radicais 

são removidos por antioxidantes através da doação de hidrogênio formam a 

molécula estável de DPPH como mostrado na Figura 11, o DPPH• é reduzido 

formando 2,2- difenilpicril-hidrazina de coloração amarela, produzindo uma queda 

da intensidade da coloração que pode ser quantificada e analisada no 

comprimento de onda de 517 nm.  

  

 

 

      

 

 

Figura 11.  Estabilização do radical DPPH• por um antioxidante (RUFINO et al., 2007) 

 

 

Antioxidante 
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Na Figura 12 estão apresentadas as curvas de inibição do radical DPPH• 

pelos extratos de folhas (a) e flores (b). Como amostra de referência para a 

verificação dos valores de redução da absorvância foi utilizado como branco o 

DPPH• com o solvente usado para obtenção das diluições dos extratos ensaiados 

e, como padrões positivos, ácido ascórbico, ácido gálico, quercetina e rutina.  Os 

resultados da redução do DPPH• pelos extratos hidroalcóolicos de folhas e flores 

da A. satureioides estão reportados na Tabela 11. 

Tabela 11. Resultados da redução dos radicais DPPH• pelos extratos de A. 

satureioides e padrões 

Amostras Concentração efetiva 50% 
(CE50)(µg/mL) 

Extrato de folhas 12,56 ±0,12  
Extrato de flores 12,37±0,06 
Ácido ascórbico 2,48±0,23 

Ácido gálico 3,44±0,25 
Quercetina 9,36±0,69 

Rutina 3,44±4,98 

  

Os resultados mostrados na Tabela 11 foram expressos em EC50 ou 

concentração efetiva, que corresponde à quantidade de extrato ou padrão que foi 

necessária para reduzir a concentração do radical DPPH• em 50%; assim, quanto 

menor o CE50, melhor é a capacidade antioxidante da substância. Os extratos de 

Figura 12. Curva da porcentagem de Inibição (%) do radical DPPH•. (a) Extrato de folhas (b) 

Flores 
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Figura 13. Estabilização do radical ABTS+• por um antioxidante e sua formação pelo 

persulfato de potássio 

folhas e flores apresentaram atividade antioxidante (CE50: 12,56 ±0,12 µg/mL; 

CE50: 12,37±0,06 µg/mL respectivamente), no entanto, em comparação com os 

padrões, a substância que apresentou maior capacidade em sequestrar o radical 

livre DPPH foi o ácido ascórbico, cujo valor de CE50 foi de 2,48±0,23 µg/mL, 

seguido pelo ácido gálico e a rutina (3,44±0,25 µg/mL) e finalmente a quercetina 

(9,36±0,69 µg/mL).  

Por outro lado, também foi avaliada atividade antioxidante dos extratos 

brutos pelo método de captura do cátion radical ABTS+•, o qual é gerado por meio 

de uma reação química eletroquímica ou enzimática a partir de seu precursor, o 

ácido 2,2´-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6- sulfônico) como mostrado na Figura 13: 

 

 

 

 

 

 

Os valores obtidos na análise de inibição do cátion radical ABTS+• estão 

representados na Figura 14 e Tabela 12. A Figura 24, corresponde à curva da 

porcentagem de inibição do cátion radical ABTS+• pelos extratos de folhas (a) e 

flores (b) da A. satureioides. 

 

+antioxidante 

K2SO5 
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Tabela 12. Resultados da redução do cátion radical ABTS+• pelos extratos 

de A. satureioides e padrões 

Amostras Concentração efetiva CE50 (µg/mL) 

Extrato de folhas 16,52±0,77 
Extrato de flores 12,56±0,24 
Ácido ascórbico 1,33±0,02 

Ácido gálico 0,53±0,01 
Quercetina 1,06±0,01 

Rutina 6,07±0,05 

 

Os valores de capacidade antioxidante obtidos pelo método ABTS+•, 

mostraram que os extratos de folhas (CE50: 16,52±0,77µg/mL) e flores (CE50: 

12,56±0,24 µg/mL), assim como os padrões testados apresentaram capacidade 

antioxidante, no entanto, o ácido gálico foi a amostra com melhor atividade, pois 

se obteve um valor de CE50 de 0,53±0,01 µg/mL, seguido pela quercetina (CE50: 

1,06±0,01 µg/mL) o ácido ascórbico (CE50: 1,33±0,02 µg/mL) e a rutina (CE50: 

6,07±0,05 µg/mL). 

A partir dos resultados obtidos sobre o potencial antioxidante, se observou 

que os valores adquiridos pelo método com ABTS+• são próximos com os valores 

obtidos no ensaio de captura do radical DPPH•, permitindo desta forma, a 

Figura 14. Curva da porcentagem de Inibição (%) do cátion radical ABTS+•. (a) Extrato de folhas 

(b) Flores 

,  
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verificação da consistência da atividade antioxidante dos extratos de folhas e 

flores, uma vez que em ambos os testes verificaram que o extrato de flores 

apresenta maior capacidade inibitória em comparação ao extrato de folhas. 

Cabe ressaltar que os valores de CE50 obtidos para os extratos pelos dois 

métodos comparados aos valores de CE50 dos padrões, são diferentes e 

superiores, uma vez que os padrões escolhidos além de ser conhecidos pelo seu 

alto potencial antioxidante, se encontravam em estado puro, quando comparado 

aos extratos, que são misturas complexas, não sendo possível, sem a purificação 

e/ou isolamento adequado, conhecer a concentração real dos ativos antioxidantes. 

No entanto, os resultados confirmam que os dois extratos vegetais possuem 

atividade sequestradora e/ou inibidora de radicais livres, propriedade que poderia 

ser atribuída à presença de substâncias fenólicas nos extratos, como os 

flavonoides (GORDON, 1996; ISHIKAWA et al., 2014; PIETTA, 2000) havendo 

evidências científicas para tal consideração (KATALINIĆ et al., 2004; PIETTA, 

2000). Por este motivo se procedeu a realizar uma análise mais exaustivo do perfil 

químico dos extratos e confirmar a presença de flavonoides na planta. 

5.4 Investigação do mecanismo de inibição da biossíntese de ergosterol  

A inibição da biossíntese de ergosterol foi verificada pela quantificação de 

ergosterol extraído de culturas das cepas de Tr1, Mc, Tr1 FOC e Tm tratadas com 

os extratos de folhas e flores da planta A. satureioides e com os antifúngicos: 

cetoconazol e fluconazol. As porcentagens de redução de ergosterol presentes em 

cada extração estão apresentadas na Tabela 13: 

Tabela 13. Média do conteúdo de ergosterol em relação ao peso seco da célula, 

em parênteses são apresentadas as variações de porcentagens de ergosterol. 

a) Microrganismo Tr1 Mc Tm Tr1 FOC 
Sem tratamento 0,177 0,293 0,673 0,144 

Extrato Folha 0,731(412,99%) 1,002(341,97%) 0,910(135,21%) 0,728(505,55%) 
Extrato Flor 0,006(33,89%) 0,031(10,58%) 0,011(1,63%) 0,009(6,25%) 
Fluconazol 0,148 (83,61%) 0,151(51,53%) 0,534(79,34%) 0,016(11,11%) 

Cetoconazol 0,010(5,64%) 0,007(2,38%) 0,004(0,59%) 0,005(3,47%) 
a) Microrganismo: Tr1: T. rubrum isolado clínico; Mc: M. canis; Tr1 FOC: T. rubrum 

Fundação Osvaldo Cruz; Tm: T. mentagrophytes 
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Observou-se que o extrato de flores de A. satureioides reduziu 

significativamente os teores de ergosterol de todas as cepas dermatofíticas da 

mesma forma que o cetoconazol. Por outro lado, nas células fúngicas tratadas 

com o extrato de folhas foi notado um aumento da quantidade de ergosterol 

quando comparados com o controle sem tratamento. No caso das culturas 

tratadas com fluconazol, não se observou uma redução de ergosterol significativa 

com exceção da cepa Tr1 FOC. Na Figura 15 pode-se visualizar o espectro 

característico de quatro picos do ergosterol para cada espécie de dermatófitos 

tratados com os extratos e os antifúngicos e a correlação destes com o controle 

das espécies sem tratamento.      
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Figura 15. Espectros no UV de ergosterol. Acima, ergosterol puro, adquirido comercialmente, 

em diferentes concentrações. Tr1, Mc, Tr1 FOC e Tm: Azul escuro, controle sem tratamento; 

em laranja, tratamento com Extrato de folhas; em roxo, tratamento com extrato de flores; verde 

com tratamento com fluconazol e azul claro tratamento com cetoconazol 
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Como se observa nos espectros no UV, em todas as culturas tratadas com 

o extrato de flores e cetoconazol, não se evidencia a formação das quatro bandas 

características da absorvância do ergosterol, aparecendo como se fosse 

praticamente uma linha plana, confirmando o efeito de redução da síntese desse 

composto.  

Apesar que o cetoconazol e o fluconazol corresponderem e pertencerem ao 

mesmo grupo de antifúngicos (azois) e seu mecanismo de ação estar relacionado 

com a inativação da enzima C-14-α-demetilase, os resultados mostraram que 

apenas o cetoconazol inibiu a síntese de ergosterol em todas as cepas, e o 

fluconazol apenas na cepa Tr1FOC e Mc; isto poder ter ocorrido já que nem todas 

as espécies têm o mesmo padrão de suscetibilidade (FERNÁNDEZ-TORRES et 

al., 2002; MAGAGNIN et al., 2011). Algumas pesquisas têm demonstrado que os 

dermatófitos são capazes de adquirir resistência a determinados antimicóticos, por 

exemplo a resistência de diferentes cepas dermatofíticas frente ao fluconazol está 

registrada em vários estudos onde se precisou de elevadas concentrações deste 

fármaco para poder obter um efeito fungistático (>64µg/mL), considerando os 

parâmetros estabelecidos pelo documento M38-A do CLSI para fungos 

filamentosos (KURUP et al., 2021; MARKANTONATOU et al., 2020; SANTOS; 

HAMDAN, 2007; SINGH et al., 2019).   

Por outro lado, os resultados mostraram também que as culturas tratadas com 

o extrato de flores, apresentaram um comportamento semelhante com as culturas 

tratadas com cetoconazol, indicando aparentemente que o mecanismo de ação 

frente as cepas dermatofíticas está relacionado à inibição da síntese do ergosterol. 

5.5 Análise do efeito de complexação com ergosterol exógeno 

Para verificar se o mecanismo de ação dos extratos de folhas e flores da A. 

satureioides tinham relação com a ligação às moléculas de ergosterol, adicionou-

se ergosterol exógeno obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 14. 
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Tabela 14. Valores de CIM dos extratos de A. satureioides e os antifúngicos com 
adição de ergosterol exógeno 

Tr1 

Amostra 
CIM sem ergosterol 

(µg/mL) 
 CIM com ergosterol 

exógeno (µg/mL) 

Extrato Folha 312,5 78,125 
Extrato Flor 625 2500 
Fluconazol 1 1 

Cetoconazol 2 1 
Terbinafina 0,031 0,625 

Anfotericina B 1,5 4 

Mc 

Amostra 
CIM sem ergosterol 

(µg/mL) 
 CIM com ergosterol 

exógeno (µg/mL) 

Extrato Folha 312,5 78,125 
Extrato Flor 312,5 625 
Fluconazol 16 4 

Cetoconazol 16 16 
Terbinafina 0,062 0,25 

Anfotericina B 4 4 

Tm 

Amostra 
CIM sem ergosterol 

(µg/mL) 
 CIM com ergosterol 

exógeno (µg/mL) 

Extrato Folha 625 625 
Extrato Flor 625 1250 
Fluconazol 32 32 

Cetoconazol 16 4 
Terbinafina 0,250 0,500 

Anfotericina B 4 16 

Tr1 FOC 

Amostra 
CIM sem ergosterol 

(µg/mL) 
 CIM com ergosterol 

exógeno (µg/mL) 

Extrato Folha 625 625 
Extrato Flor 625 2500 
Fluconazol 16 32 

Cetoconazol 16 32 
Terbinafina 0,031 0,25 

Anfotericina B 4 4 

 

Como se observa nos resultados nas culturas tratadas com extrato de folhas 

em presença de ergosterol não se evidenciou um aumento na CIM, comparado 

com as culturas tratadas com extrato de flores, onde se comprovou um aumento 
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na Concentração Inibitória Mínima, sendo mais evidente na cepa Tr1 e Tr1 FOC 

(2500 µg/mL).  

Por outro lado, as CIM correspondentes às culturas tratadas com cetoconazol 

e fluconazol não tiveram não tiveram muita variação com os valores das 

concentrações das CIM, das culturas sem adição de ergosterol exógeno. Os 

resultados demonstram também que a Anfotericina B, complexou-se com o 

ergosterol, e isso foi evidente nas culturas de Tr1 e Tm, onde o valor de CIM 

sofreu incremento de 4 vezes. Os resultados sugerem então, que possivelmente a 

ação do extrato de flores frente às cepas dermatofíticas pode ocorrer sobre a 

membrana plasmática envolvendo a ligação com ergosterol. 

5.6. Efeito protetor do sorbitol 

 A parede celular fúngica representa uma estrutura de proteção de choques 

externos e define as propriedades de comunicação celular e por tanto do 

crescimento celular, em fungos filamentosos a formação da parede está associado 

ao processo de crescimento de hifas por tanto cumpre um papel importante na 

viabilidade dos fungos. Por isto, julgou-se necessário estudar a interferência dos 

extratos de folhas e flores frente às cepas dermatofíticas na presencia do 

estabilizante sorbitol.  

A Tabela 15 mostra os valores de CIM dos extratos de folhas e flores e os 

antifúngicos CTZ, FLZ e ANFO B na presença e ausência de sorbitol na 

concentração de 0,8 M. 

Tabela 15. Valores de CIM dos extratos de A. satureioides e os antifúngicos com 

adição de sorbitol 

Tr1 

Amostra 
CIM sem sorbitol 
(µg/mL) 

 CIM com sorbitol 
(µg/mL) 

Extrato Folha 312,5 1458,3 
Extrato Flor 625 625 

CAS 16 32 
CTZ 2 4,0 
FLZ 1 0,5 

ANFO B 1,5 1,0 

Mc 
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Amostra 
CIM sem sorbitol 

(µg/mL) 
CIM com sorbitol 

(µg/mL) 

Extrato Folha 312,5 833,3 
Extrato Flor 312,5 260,5 

CAS 1 16 
CTZ 16 42,7 
FLZ 16 26,7 

ANFO B 4 10,7 

Tm 

Amostra 
 CIM sem sorbitol 

(µg/mL) 
 CIM com sorbitol 

(µg/mL) 

Extrato Folha 625 2083,3 
Extrato Flor 625 625 

CAS 16 64 
CTZ 16 64 
FLZ 32 26,7 

ANFO B 4 1,7 

Tr1 FOC 

Amostra 
 CIM sem sorbitol 

(µg/mL) 
 CIM com sorbitol 

(µg/mL) 

Extrato Folha 625 1041,7 
Extrato Flor 625 625 

CAS 16 32 
CTZ 16 28,0 
FLZ 16 24,0 

ANFO B 4 2,1 

CAS: caspofungina; CTZ: cetoconazol; FLZ: fluconazol; ANFO B: anfotericina B 

Os valores de CIM dos extratos de folhas frente os dermatófitos foram 

alterados quando comparados aos valores de CIM obtidos sem a adição de 

sorbitol, o que é um indício de que o extrato possivelmente afeta a parede das 

células fúngicas, da mesma forma, se observou um aumento dos valores de CIM 

nas culturas tratadas com cetoconazol. Os valores de CIM obtidos para os 

extratos de flores, não mudaram com relação aos valores de CIM em ausência de 

sorbitol, indicando que a ação dos extratos de flores pode estar relacionada a 

outros processos como por exemplo sobre a membrana plasmática, anteriormente 

mencionado. 

Geralmente, os inibidores de parede celular são identificados quando a CIM 

obtida na presença do protetor osmótico é pelo menos duas ordens de magnitude 

maior como se observou nas culturas com Tr1 (312,5-1458,3 µg/mL), Mc (312,5-
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833,33 µg/mL), Tm (625-2083,3 µg/mL) e Tr1 FOC (625-1041,7 µg/mL) quando 

comparados os valores da CIM sem adição de sorbitol com as culturas tratadas 

com sorbitol após sete dias de incubação (FROST et al., 1995). Esse 

comportamento se deve a que as células fúngicas cuja parede está danificada ou 

alterada podem crescer na presença de um protetor osmótico (sorbitol) porque 

desta forma é protegida, enquanto na ausência deste, a célula morre. 

Para maior clareza, a Figura 16 demonstra de forma mais ilustrativa um 

exemplo do comportamento da parede celular das células em presença e 

ausência de um inibidor de parede: 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 

 

Por outra parte, apesar que o CTZ, o FLZ e a ANFO B não são antifúngicos  

Por outro lado, apesar do CTZ e o FLZ serem azóis, ou seja, seu mecanismo 

não está ligado à ação sobre a parede celular, através dos resultados se 
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Figura 16. Ação do Sorbitol nas células. Fonte: Figura própria do autor 
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evidenciou que em todas as cepas tratadas com CTZ houve um aumento da 

concentração da CIM, da mesma forma que nas culturas de Mc e Tr1 FOC 

tratadas com FLZ. Com relação a ANFO B, que é um polieno, encontrou-se que 

unicamente nas culturas de Mc, houve aumento do valor da CIM na presença do 

sorbitol. 

5.7 Estudo da presença de lipídeos neutros e da integridade da parede 

celular nos dermatófitos por microscopia confocal 

O Calcofluor White (CW) é um fluorocromo amplamente utilizado na 

localização da quitina. A quitina é uma grande cadeia de homopolímeros 

hidrofóbicos de β-(1-4)- N-acetil-D-glucosamina e está presente na parede celular 

proporcionando rigidez e integridade estrutural (COHEN, 1993; HENRIQUES et 

al., 2020; PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009). O CW tem a capacidade de fazer 

ligações de hidrogênio orientadas às microfibrilas estruturais do polissacarídeo β 

1-4, exibindo fluorescência em uma faixa de 410-470 nm, quando exposto à luz 

ultravioleta (HERTH; SCHNEPF, 1980), dessa forma foi possível estudar o efeito 

dos extratos de folhas e flores e do fluconazol sobre a estrutura da parede celular 

das hifas do T. mentagrophytes, M. canis e T. rubrum.   

As cepas também foram analisadas com o marcador fluorescente VN 

(Vermelho do Nilo), para estabelecer a presença de corpos lipídicos nas cepas 

dermatofíticas após tratamento com os extratos e o fluconazol. O VN, caracteriza-

se por apresentar uma emissão de fluorescência intensa e estável após excitação 

com laser de HeNe a 543 nm. Devido a sua alta lipofilicidade (log Po/a > 3) e 

baixo peso molecular (318,4 g/mol) este composto é capaz de se ligar aos lipídeos 

neutros presente nas células e emitir uma forte fluorescência (BOREN; BRINDLE, 

2012; LOMBARDI BORGIA et al., 2005). 

As imagens de microscopia confocal das culturas de T. mentagrophytes 

tratadas extratos de folha e flor (312,5 µg/mL) e fluconazol (16 µg/mL) e sem 

tratamento estão representadas na Figura 17. As imagens da A-D correspondem 

às culturas observadas com o fluorocromo Calcofluor White e as imagens E-H as 

culturas incubadas com Vermelho do Nilo.  
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Como se observa na Figura 17, as imagens A e B (Culturas tratadas com 

extrato folha e flor respectivamente), as hifas apresentam leves alterações na 

parede celular e no comprimento, quando comparado com os filamentos da cultura 

controle (D). Por outro lado, as culturas tratadas com fluconazol (C), mostraram 

uma menor formação de filamentos e as membranas e paredes celulares da 

maioria das hifas sofreram modificações estruturais. Finalmente, na imagem B, se 

evidenciaram algumas alterações na parte interna das hifas, pois não se observa a 

presença de septos nem organelas celulares, como nos filamentos da cultura 

controle.  

Através das imagens com o marcador fluorescente VN, se observaram 

alguns fragmentos vermelhos-alaranjados com pouca fluorescência nas culturas 

tratadas com o extrato de folhas, indicando que houve pouca quantidade de 

corpos lipídicos. Por outro lado, as culturas tratadas com o extrato de flor e o 

fluconazol (F e G), se observa claramente a interação corante/lipídio 

A B C D 

E F G H 

Figura 17. Microscopia de imunofluorescência da cepa T. mentagrophytes coradas com 
Calcofluor White (A-D) e com Vermelho do Nilo (E-H). (A e E) culturas tratadas com 
extrato de folha (312,5 µg/mL); (B e F) culturas tratadas com extrato de flor (312,5 µg/mL); 
(C e G) culturas tratadas com fluconazol (16 µg/mL); (D e H) culturas controle a escala de 
10 µm. 
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(fluorescência), provavelmente, houve degradação lipídica (ergosterol), devido à 

pouca quantidade de pontuações brilhantes que se observam, em comparação 

com a cultura controle (H).  

A Figura 18 corresponde às imagens de microscopia confocal das culturas 

de M. canis tratadas extratos de folha e flor (156,25 µg/mL), fluconazol (8 µg/mL) e 

as culturas controle (sem tratamento). As imagens da A-D correspondem às 

culturas observadas com o fluorocromo CW e as imagens E-H com VN. 
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 Como se observa na Figura 18, as culturas de M. canis tratadas com 

extrato de folha e flor (A e B) e fluconazol (C), apresentaram menor número de 

hifas, principalmente nas culturas tratadas com o fármaco, em comparação à 

cultura controle (D). Por outro lado, na imagem D, se evidencia a presença de 

hifas com parede e membrana definida, além disso, se observa a presença de 

septos, características que não são evidenciadas nas culturas tratadas com os 

extratos e o antifúngico, pois se observa uma alta fluorescência dentro dos 

A B C D 

E F G H 

Figura 18. Microscopia de imunofluorescência da cepa M. canis coradas com Calcofluor 
White (A-D) e com Vermelho do Nilo (E-H). (A e E) culturas tratadas com extrato de folha 
(156,25µg/mL); (B e F) culturas tratadas com extrato de flor (156,25 µg/mL); (C e G) 
culturas tratadas com fluconazol (8 µg/mL); (D e H) culturas controle a escala de 10 µm. 
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filamentos representando um depósito anormal de quitina, o qual acontece 

geralmente quando há um enfraquecimento da parede (RONCERO; DURÁN, 

1985).   

 As imagens do M. canis obtidas com VN, mostraram que as culturas 

tratadas com extratos e o fluconazol (E, F e G), apresentaram menor quantidade 

de lipídios neutros em comparação à cultura controle, onde foi evidenciada 

diferença na quantidade de estruturas esféricas fluorescentes para cada cultura.  

Os resultados observados por microscopia confocal para as cepas T. 

mentagrophytes e M. canis de alguma forma estão relacionados com os valores 

obtidos no ensaio de quantificação de ergosterol, onde foi demonstrado que o 

extrato de flores e o fluconazol são capazes de inibir a biossíntese deste esterol, e 

isso se viu refletido na diminuição de pontuações brilhantes nas culturas tratadas 

em comparação com as culturas controle. Com as culturas tratadas com o extrato 

de folhas, ocorreu o contrário, pois foi evidenciado um aumento na porcentagem 

de ergosterol que, entretanto, não foi demonstrado nas imagens obtidas no 

confocal, onde se evidenciou uma diminuição de lipídeos neutros. O aumento de 

ergosterol pode estar relacionado com outros processos tais como estresse 

celular, que é um sinal característico de morte celular (apoptose) (BOREN e 

BRINDLE, 2012; LEE et al., 2013).  

Finalmente, na Figura 19 estão apresentadas as imagens de microscopia 

confocal das culturas de T. rubrum tratadas com extratos de folha (156,25 µg/mL), 

flor (312,5 µg/mL) e fluconazol (2 µg/mL) e as culturas controle (sem tratamento). 

As imagens foram observadas com o fluorocromo CW. 
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 As imagens apresentadas na Figura 19, mostram uma grande diferença na 

estrutura morfológica das hifas das culturas controle com relação as culturas 

tratadas com extratos e com o fluconazol, não só no comprimento dos filamentos 

como também na quantidade de quitina presente. As hifas tratadas apresentaram 

menor quantidade de quitina, isso foi evidente pela pouca fluorescência nas 

imagens, além disso a maioria de hifas carecem de septos e organelas celulares, 

principalmente nas culturas tratadas com o extrato de flor (C), onde se observou 

menor quantidade de filamentos.  

A partir destas observações foi possível deduzir, que os extratos foram 

capazes de alterar a estrutura da parede e da membrana celular das cepas, o que 

provavelmente causou o estresse celular, provocando a inibição celular. 

 

 

 

 

 

 

A B C D 

Figura 19. Microscopia de imunofluorescência da cepa T. rubrum coradas com Calcofluor 
White (A-D). (A) culturas tratadas com extrato de folha (156,2 5µg/mL); (B) culturas 
tratadas com extrato de flor (312,5 µg/mL); (C) culturas tratadas com fluconazol (2 
µg/mL); (D) culturas controle a escala de 10 µm. 
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5.8 Análises do perfil químico dos extratos de folhas e flores de A. 

satureioides por UPLC-QTOF-MS/MS  

Para obter informação mais detalhada sobre a estrutura química dos 

compostos presentes nos extratos hidroalcóolicos de folhas e flores da planta A. 

satureioides, foi utilizada técnica de espectrometria de massas de alta resolução 

em tandem. Através das análises dos cromatogramas obtidos no detector de 

arranjo de diodos, os espectros de massas (ESI-, MS1) relativos aos picos do 

cromatograma de íons totais (TIC) obtido por UPLC-UV-QTOF-MS/MS, os valores 

de m/z observada e calculada para cada substância no estudo de fragmentação 

dos íons base (ESI-, MS2) e os espectros UV característicos para cada substância 

foi possível propor a estrutura química dos compostos presentes nos extratos, 

além disso foi usada informação reportada na literatura e os valores de m/z 

proporcionados em base de dados internacionais como Chemspider e Massbank.  

Na Figura 20 se observa o cromatograma ESI-(TIC) do extrato de flores de 

A. satureioides. Os espectros de MS2 e UV estão consignados no Apêndice II.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Cromatograma do extrato de flores de A. satureioides obtido pelo detector de 

arranjo de diodos modo gradiente linear de 30% de MeCN (ácido fórmico 0,1%) (v/v) 

para 90% de MeCN (ácido fórmico 0,1%) (v/v) em 30 min, vazão 0,25 mL/min, volume 

de injeção 5 μL. 
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O pico 1 (tR de 5,22 min, normalização de áreas ʎ 328 nm) foi identificado 

como ácido 3,5-di-O-cafeoilquínico (C25H24O12, 516,1267 Da). Este pico 

apresentou espectro de massas (ESI-, MS1, Figura 21) com um pico de m/z 

observado de 515, a qual é correspondente ao íon aduto [M-H]-, sugerindo a 

presencia de um isômero posicional de ácido di-O-(E)-cafeoilquínico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

No espectro MS2 do íon precursor m/z 515 (Apêndice II) pode-se observar o 

padrão de fragmentação bem definido [M-H]- = 515; [M-H-162]- = 353; [M-H-ácido 

caféico]- = 179; [M-H-ácido quínico]- = 191), sendo os íons de m/z 353, 191, 179 

característicos de um derivado de ácido quínico. 

Os picos 2 e 3 (tR de 5,37 min, tR de 5,70, normalização de áreas ʎ 329 nm) 

foram identificados como os isómeros cis/trans de ácido 5-O-cafeoilquinico e o 

ácido trans-4-O-cafeoilquinico (C16H18O9, 354.0950 Da). Os picos 2 e 3 

apresentaram espectros de massas (ESI-, MS1) como se mostram nas Figuras 22 

e 23 respectivamente. O pico de m/z 353, corresponde em ambos os casos à 

perda de uma das partes do ácido caféico [M-H-cafeoil].  
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Figura 21.  Espectro de massas ESI- do 3,5-di-O-cafeoilquínico, m/z 515 [M - H]-. 
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Nos espectros MS2 (Apêndice I), do íon precursor m/z 353 para os dois 

compostos, se observa a aparição de outros picos de massa carga m/z 131, m/z 

179 e m/z 191 característicos dos derivados dos ácidos quínicos. 

Nos picos 4 e 6 (tR de 5,90 min, tR de 6,77, normalização de áreas ʎ 329 

nm, ʎ 285 nm respectivamente) correspondem aos compostos kaempferol e 

luteolina (C15H10O6, 286,0477 Da). Os picos 4 e 6 apresentaram espectros de 

massas (ESI-, MS1) como se mostram nas Figuras 24 e 25 respectivamente. O 

pico de m/z 285, foi evidenciada a formação do íon base m/z de 285 para ambos 
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Figura 23. Espectro de massas ESI- do trans-4-O-cafeoilquinico, m/z 353 [M - H]-. 

Figura 22. Espectro de massas ESI- do ácido cis/trans 5-O-cafeoilquinico, m/z 353 [M -H]-. 
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compostos, e corresponde ao fragmento de aglicona desprotonado característicos 

da luteolina ou kaempferol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O tipo de aglicona foi ainda confirmado pelo espectro MS2 (Apêndice I) para 

dar mais informações. Os íons característicos do produto em m/z 255 e 227 

levaram à identificação da aglicona como kaempferol. 

O pico 5 (tR de 6,67 min, normalização de áreas ʎ 253 nm) foi identificado 

como a quercetina (C15H10O7, 320,0532 Da). Este pico apresentou espectro de 

massas (ESI-, MS1, Figura 26) com um pico de m/z observado de 301, referente ao 
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Figura 24. Espectro de massas ESI- do kaempferol, m/z 285 [M - H]-. 
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Figura 25. Espectro de massas ESI- do luteolina, m/z 285 [M - H]-. 
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íon radical da aglicona ([M-H-132]-) oriundo da clivagem homolítica da ligação O-

glicosídica, o que é proposto em diversos estudos acerca de quercetinas 

glicosiladas (CUYCKENS; CLAEYS, 2004; FELIPE et al., 2014; GOUVEIA; 

CASTILHO, 2011; HVATTUM; EKEBERG, 2003).  

 

 

  

 

 

 

 

 

Os fragmentos observados no espectro MS2 (Apêndice I) de m/z 179 e m/z 

151, que correspondem aos valores de massa/carga dos íons formados pela 

termociclagem do anel A-C (1,2A-) e a perda consecutiva de CO respectivamente 

(Figura 27) (CUYCKENS; CLAEYS, 2004).  
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Figura 27. Fragmentação Quercetina MS/MS m/z: 301 

 

Figura 26.  Espectro de massas ESI- da quercetina, m/z 301 [M - H]- 
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Por outro lado, o pico 7 (tR de 6,92 min, normalização de áreas ʎ 253 nm) 

referente ao composto 3-O-metil-quercetina (C16H12O7, 316,0582 Da).  Este pico 

mostrou um espectro de massas (ESI-, MS1, Figura 28), onde se observou a 

formação do íon molecular m/z: 315 produto da ionização negativa (KOOLEN et 

al., 2013).  

 

 

 

 

 

  

 

 

No espectro MS2 do íon precursor m/z 315 (Apêndice II) pode-se observar o 

fragmento de m/z 300, que corresponde à perda do grupo metilo -CH3 do íon base 

[M- H]-. A partir do íon base (m/z 315) também se observou a perda de CO e CO2, 

gerando a formação dos íons m/z 272, 256, 243 e 227. Os íons com m/z 271 e 

255 que aparecem no espectro, são produto da perda combinada de -H e CO ou 

CO2. Finalmente foi identificado o íon com m/z 151, produto típico de uma 

fragmentação RDA que ocorre nos flav0onoides (Figura 29) (WAN et al., 2013). 
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Figura 28. Espectro de massas ESI- da 3-O-metil-quercetina, m/z 315 [M - H]-. 
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Finalmente no pico 8 (tR de 8,17 min, normalização de áreas ʎ 367 nm) 

(C1H18O5, 314.1154 Da) se observou o íon base de m/z 285 correspondentes à 

4,2’,4’-trihydroxy-6’-metoxychalcona, do qual não se tem muita informação, porém, 

o espectro UV deste composto absorveu a um comprimento de onda de 267 nm 

característico deste flavonoide (GRASSI-ZAMPIERON et al., 2010b). 

Na Tabela 16, estão apresentadas as informações sobre os tempos de 

retenção, o comprimento de onda característico do espectro UV para cada 

substância e os valores dos íons base e os fragmentos obtidos no espectro MS2 

para o extrato de flores.  

Tabela 16. Identificação dos principais compostos no extrato de flores de A. 

satureioides por tempo de retenção, comprimentos de onda do espectro UV e íons 

e íons negativos obtidos por UPLC-QTOF-MS/MS 

Extrato de flores 

Pico tR 
 

(mins) 

UV 
máx 
(nm) 

[M-H]- 

(m/z) 
MS2 
(m/z) 

Composto 
sugerido 

Bibliografia 
(NCUBE et al., 

2014) 
 1 5,22 328 515 353,191, 

179, 173, 
135 

Ácido 3,5-di-O-
cafeoilquínico 

2 5,37 329 353 191,179,135 Ácido trans 5-O-
cafeoilquinico 

3 5,70 329 353 191, 179, 
173, 135 

Ácido trans-4-O- 
cafeoilquínico 

4 5,90 285 285 255 Kaempferol (GRASSI-
ZAMPIERON et 

al., 2010b) 
5 6,67 373, 

253 
301 179, 

151,121 
Quercetina  

6 6,77 252 285 151, 217 Luteolina  
7 6,92 357, 

253 
315 151, 227, 

243 256, 
272,300 

3-O-metil-
quercetina 

 

8 8,17 367 285 119, 165 4,2’,4’-
Trihydroxy-6’-

metoxychalcona  
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Da mesma forma foi analisado o cromatograma de corrente de íons totais 

do extrato de folhas de A. satureioides. Na Figura 30 se observam os picos 

característicos presentes no extrato. Os espectros de MS2 e UV estão 

consignados no Apêndice III.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

O cromatograma obtido apresentou um perfil diferente que o cromatograma 

correspondente ao extrato de flores, pois na Figura 30 se evidenciam 4 picos 

importantes. Cada pico foi analisado considerando o tempo de retenção e foram 

obtidos os espectros de massas (ESI-, MS1) e as fragmentações nos espectros 

MS2.  
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Figura 30. Cromatograma do extrato de folhas de A. satureioides obtido pelo detector de 

arranjo de diodos Modo gradiente linear de 30% de MeCN (ácido fórmico 0,1%) (v/v) para 

90% de MeCN (ácido fórmico 0,1%) (v/v) em 30 min, vazão 0,25 mL/min, volume de 

injeção 5µL 
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Na Tabela 17 se mostram as possíveis classes de metabólitos presentes no 

extrato de folhas de A. satureioides. 

Tabela 17. Identificação dos principais compostos no extrato de folhas de A. 

satureioides por tempo de retenção, comprimentos de onda do espectro UV e íons 

e íons negativos obtidos por UPLC-QTOF-MS/MS 

Extrato de folhas 

Pico 
tR  

(mins) 

UV 
máx 
(nm) 

[M-H]- 

(m/z) 
MS2 
(m/z) 

Identificação Bibliografia 

1 3,72 323 353 191 
Ácido 5-O- 

cafeoilquínico 
(NCUBE, 

MHLONGO, et 
al., 2014) 

(CLIFFORD e 
KNIGHT, 2005) 

2 5,21 324 515 
191,179, 
173, 135 

Ácido 3,5-di-O-
cafeoilquínico 

3 5,36 328 353 
191,179, 

135 
Ácido trans 5-O-

cafeoilquinico 

4 5,66 328 353 
191,179, 
173, 135 

Ácido trans-4-O- 
cafeoilquínico 

 

Como se observa na Tabela 17, os picos encontrados cujos íons 

moleculares de m/z 353 (MS2 m/z 173 e 191(191-H2O) correspondem à presença 

de isômeros do ácido cafeoilquínico. Nos espectros também se evidenciou a 

formação do íon pseudomolecular de m/z 515 (MS2 m/z 191, 179, 173 e 135) 

característicos do ácido dicaffeoilquinico (CLIFFORD; KNIGHT; KUHNERT, 2005). 

A partir destes resultados, foram escolhidos os metabólitos majoritários 

para serem incorporados em sistemas de liberação e desta forma poder 

estabelecer se iriam melhorar ou não o potencial antifúngico já evidenciado nos 

extratos brutos. Foram escolhidos a quercetina por ser o segundo produto 

majoritário no extrato de flores e o ácido 5-O- cafeoilquínico já que os metabolitos 

achados no extrato de folhas pertencem a algum grupo deste ácido. Durante a 

pesquisa foi observado que alguns compostos eram conhecidos comercialmente, 

e se encontram com facilidade no mercado em uma alta pureza. Por esse motivo, 

foi decidido incorporar os ativos comerciais em sistemas liberação 

microparticulados e em micelas poliméricas, para posteriormente realizar ensaios 

antimicrobianos e estabelecer o potencial antifúngico frente às cepas 

dermatofíticas. 
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5.9 Obtenção das micropartículas por spray-drying  

A secagem por spray é um dos métodos mais utilizados nos processos de 

microencapsulação, já que se requer de baixos custos para o processamento e 

permite usar uma ampla variedade de polímeros e fármacos tanto hidrofílicos 

quanto lipofílicos. De maneira geral os produtos encapsulados por spray-drying 

consistem em uma matriz homogênea misturada com polímeros, os quais atuam 

capturando ao fármaco ou ativo de interesse (PATEL; PATEL, 2010; 

POTHAKAMURY; BARBOSA-CÁNOVAS, 1995).  

Para a preparação das micropartículas de quercetina e ácido 5-O- 

cafeoilquínico foi usado como polímero base, a quitosana por ser um composto 

que possui certas propriedades químicas que facilitam o processo de 

encapsulamento. Uma das características mais relevantes, é que este polímero é 

capaz de estabelecer ligações covalentes ou iônicas permitindo a formação de 

uma espécie de rede, onde a substância ativa ou fármaco permanece retida, 

trazendo muitas vantagens em termos de liberação controlada (ARAL & AKBUG, 

1998; BERGER ET AL., 2004). 

A obtenção de micropartículas esféricas de quitosana pelo método spray- 

drying podem sofrer algumas alterações devido à rápida evaporação da água pelo 

uso de altas temperaturas ou ao cisalhamento das gotículas gerado durante a fase 

de secagem (ALPAR et al., 2005; REYNAUD et al., 2011; VENTURA et al., 2008). 

Por esse motivo é importante realizar outros estudos de caracterização para 

verificar a morfologia, o tamanho e superfície das micropartículas, a fim de 

confirmar se as condições utilizadas no método são propícias para a realização de 

micropartículas com estrutura adequada para levar a cabo a liberação controlada 

e atingir o alvo de estudo.  

Alguns dos fatores que podem interferir no processo de obtenção de 

micropartículas são os parâmetros de secagem (temperatura, pressão, taxa de 

alimentação, tipo de atomizador, potência do aspirador), assim como às 

formulações das suspensões (efeito de adição de ligante, tipo de dispersante, 
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proporção dos componentes, etc) (BERTRAND et al., 2003; GUJAR et al., 2007; 

WALTON; MUMFORD, 1999). 

Nesta pesquisa, foram preparadas micropartículas de quercetina e ácido 5-

O- cafeoilquínico, usando como polímeros quitosana e Tween® 80, este último foi 

acrescentado a fim de reduzir a tensão da superfície de contato e desta maneira 

facilitar a mistura com as moléculas de quitosana na matriz, modificando desta 

forma sua estrutura e conseguindo como resultado micropartículas com menos 

deformações (ALPAR et al., 2005; REYNAUD et al., 2011; VENTURA et al., 2008). 

Também foram obtidas micropartículas de quercetina e ácido 5-O- 

cafeoilquínico com quitosana e o copolímero Soluplus®. Estudos tem 

demonstrado que este composto possui excelentes propriedades solubilizantes 

quando se trata de fármacos ou ativos pouco solúveis em água. Como o objetivo 

era incorporar a quercetina e o ácido 5-O- cafeoilquínico que são compostos 

lipossolúveis, a mistura de polímeros com hidrofobicidade diferente e sua adição 

de forma síncrona ajuda a melhorar a taxa de liberação, o que pode ser uma 

estratégia promissora para realizar uma liberação sustentada mantendo uma 

dissolução do sistema.  

5.10 Caracterização das micropartículas por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) 

A Figura 31 mostra as fotomicrografias das micropartículas de (A) 

Quitosana/Soluplus/ ácido 5-O- cafeoilquínico, (B) 

Quitosana/Soluplus®/quercetina, (C) Quitosana/Tween® 80 / ácido 5-O- 

cafeoilquínico e (D) Quitosana/ Tween® 80 /quercetina obtidas por spray-drying. 

Como pode se observar todas as amostras apresentaram morfologias externas 

similares, a maioria delas são esféricas, e as micropartículas B, não apresentam 

fissuras ou porosidade aparente, com uma estrutura densa, um fator importante 

para assegurar uma proteção eficaz do material encapsulado. A distribuição do 

tamanho nas amostras foi determinada pela medição manual do diâmetro vertical 

e horizontal das partículas. 
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 A distribuição de tamanho é um parâmetro relevante que permite descrever 

a polidispersibilidade das partículas pequenas, principalmente em amostras onde 

tamanhos de partículas menores são difíceis de medir e ocorre alguma agregação. 

Neste estudo, a distribuição de tamanho de partícula variou de 1,5-30 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.11 Obtenção de micelas poliméricas por hidratação de película finas 

As micelas poliméricas tratassem de sistemas de associação coloidais 

constituídos por blocos de copolímeros anfifílicos, formados por um polímero 

hidrofílico e uma porção lipofílica (poliésteres, polianidridos e poliaminoácidos) 

(KESHARWANI et al., 2019). Neste estudo foi utilizado o Soluplus® por ser 

considerado um copolímero tri-bloco constituído por polivinilcaprolactama (PCL), 

Figura 31. Fotomicrografias A. Quitosana/Soluplus®/ácido 5-O- cafeoilquínico. B. 

Quitosana/Soluplus®/quercetina. C. Quitosana/ Tween® 80/ácido 5-O- 

cafeoilquínico. D. Quitosana/ Tween® 80/quercetina. 

A B 

C D 
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polivinlacetato (PVA) e polietilenoglicol (PEG). Sua composição permite que este 

promova a solubilidade de fármacos com baixa solubilidade aquosa (LINN, 2011). 

Seu caráter bifuncional e seu poder solubilizante lhe permitem a formação 

de micelas ao entrar em contato com a água (SHAMMA; BASHA, 2013), 

permitindo que o fármaco lipofílico fique no interior da micela formada após o 

contato com o meio aquoso, evitando assim sua cristalização. Esta capacidade 

pode ser atribuída as interações entre o ativo e o polímero. Por exemplo, os 

grupos fenólicos do ativo podem interagir com o terminal -OH e o oxigênio do éter 

do Soluplus formando pontes de hidrogênio.  

Devido à baixa solubilidade dos fármacos usados para este estudo 

(quercetina e ácido 5-O- cafeoilquínico), foram preparadas micelas contendo 

soluplus a fim de incorporar a funcionalidade em ambas as regiões do núcleo e da 

superfície: as moléculas hidrofóbicas e menos hidrofóbicas no núcleo, mas perto 

da “meia” hidrofílica (DESHMUKH et al., 2017). Além disso, por ser o Soluplus® 

um copolímero biodegradável e ter uma concentração total baixa como tensoativo 

permitiu que as micelas apresentassem melhor estabilidade mesmo após de sua 

diluição (DIAN et al., 2014; JIN et al., 2015).  

5.12 Avaliação da atividade antimicrobiana o ácido 5-O- cafeoilquínico e a 

quercetina e as formulações incorporando estes ativos  

Na Tabela 18 estão representados os valores obtidos da CIM e CFM da QR 

e o AC, assim como também das formulações preparadas (QR1: Quitosana/ 

Soluplus®/quercetina; QR2: Quitosana/Tween® 80/quercetina; QR3: Micelas de 

quercetina; AC1: Quitosana/ Soluplus®/ácido ácido 5-O- cafeoilquínico; AC2: 

Quitosana/Tween® 80/ ácido 5-O- cafeoilquínico; AC3: Micelas de ácido 5-O- 

cafeoilquínico) frente as diferentes cepas dermatofíticas.  

 



Tabela 18. Valores de CIM e CFM dos ativos QR e AC e as formulações 

 

 

 

 

 

 

 

a) Microrganismo: Tr1: T. rubrum isolado clínico; Mc: M. canis; Tr1 FOC: T. rubrum Fundação Osvaldo Cruz; Tm: T. 

mentagrophytes. QR1: Quitosana/ Soluplus®/quercetina; QR2: Quitosana/Tween® 80/quercetina; QR3: Micelas de quercetina; AC1: 

Quitosana/ Soluplus®/ ácido 5-O- cafeoilquínico; AC2: Quitosana/Tween® 80/ ácido 5-O- cafeoilquínico; AC3: Micelas de ácido 5-O- 

cafeoilquínico. 

Em geral, os resultados das CIM obtidos com as formulações com quercetina foram menores em comparação às 

CIM das culturas tratadas com formulações incorporando ácido 5-O- cafeoilquínico.  Esses valores, também são menores 

que as CIM das cepas tratadas com extratos de folha e de flor.  Além disso, os resultados demonstraram que as menores 

CIM obtidas foram frente as culturas de TR1 FOC (4,88 µg/mL e 9,76 µg/mL) tratadas com as micropartículas QR1: 

Quitosana/ Soluplus®/quercetina (4,88 µg/mL), micropartículas QR2: Quitosana/Tween® 80/quercetina (9,76 µg/mL) e 

micelas QR3 (9,76 µg/mL), valores que chegam a ser menores incluso que as concentrações obtidas para as cepas 

tratadas com quercetina pura (19,53 µg/mL). Por outro lado, pode-se inferir que o ácido 5-O- cafeoilquínico puro teve 

melhor atividade fungistática frente a todas as cepas dermatofíticas quando comparado com as formulações contendo o 

ácido e com os extratos brutos de folhas e flor.  

 Concentração Inibitória Mínima CIM (µg/mL)  

Microrganismoa) QR QR1 QR2 QR3 AC AC1 AC2 AC3 

Tr1 312,50 156,50 78,13 156,5 78,13 312,50 625 625 
Mc 156,10 78,13 19,53 78,13 78,13 625 625 312,5 

Tr1 FOC 19,53 4,88 9,76 9,76 156,50 625 1250 625 
Tm 625 156,50 19,53 156,50 312,50 312,50 312,50 625 

 Concentração Fungicida Mínima CFM (µg/mL)  

Microrganismoa) QR QR1 QR2 QR3 AC AC1 AC2 AC3 

Tr1 312,50 156,50 78,13 312,5 156,50 312,50 1250 625 
Mc 156,10 156,10 39,06 156,5 78,13 625 625 625 

Tr1 FOC 39,06 4,88 19,53 39,03 156,50 625 1250 1250 
Tm 625 156,50 39,06 312,5 312,50 625 625 625 
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5.13 Validação das metodologias analíticas para quantificação de quercetina 

e ácido 5-O- cafeoilquínico nos extratos brutos e nas formulações por 

HPLC/UV.  

Para a validação I, correspondente a otimização do método analítico para 

quantificar QR e AC nos extratos de folhas e flores da A. satureioides, foi usado 

um método cromatográfico desenvolvido em um LC/UV da Thermo® (C18, 250 × 

4,6 mm, 5 μm). Da mesma forma foi feito com a validação II, onde se foi verificado 

um método para quantificar QR e AC nas formulações preparadas, além disso 

este método também seria usado para fazer o ensaio de tape-stripping na pele. 

Para isso, se planteou um método cromatográfico usando um LC-DAD/UV, Perkin 

Elmer Flexar®, (C18, 250 × 4,6 mm, 5 μm). As respostas para a validação dos 

métodos analíticos foram adquiridas a partir dos cromatogramas extraídos da QR 

(validação I: 13,4 min; validação II: 6,5 min) e AC (validação I: tR de 3,3 min; 

validação II: 3,4 min). A condições cromatográficas utilizadas para ambos os 

métodos estão descritas no item 4.11.1 

A validação I, usando um método analítico com acetonitrila demonstrou ser 

seletivo para a QR e o AC, isto se evidenciou já que após a análise de amostras 

branco não se observo a presença de nenhuma das substâncias, em comparação 

com as amostras LD (QR: 2,05 µg/mL; AC:1,75 µg/mL), além disso também não 

foram observados interferentes no tempo de retenção dos analitos, nem sinais dos 

compostos nos cromatogramas de amostras branco obtidos após 2 análises de 

amostras no LQ (QR: 3,08 µg/mL; AC:2,63 µg/mL), indicando que não houve 

efeito residual. 

Por meio do teste de homoscedasticidade, considerando o índice de 

Cochran, os modelos aplicados nas análises em matriz acetonitrila foram 

considerados homocedásticos (Ccal < Ctab), para a QR (0,42<0,56) e o AC 

(0,48<0,56). 

A correlação linear entre as concentrações nominais e as áreas dos sinais 

analíticos ponderados (1/y2 ) gerou a equação y = 0,23182x - 0,00064 (r = 0,9975) 

para a QR e y = 0,73378x – 3,53137 (r = 0,9991) para o AC. Após análise de 
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variância (ANOVA) unilateral para um nível de confiança de 95% foi possível 

constatar que os modelos de regressão linear foram estatisticamente significativos 

dentro do intervalo de confiança (Fcal > Ftab, P valor < 0,05) e que ele descreve 

adequadamente os dados experimentais (Fcal < Ftab, P valor > 0,05), 

confirmando que não há falta de ajuste e que o modelo está adequado  (BRASIL, 

2017). 

Os resultados de precisão e exatidão referentes aos controles de qualidade 

da curva analítica construída a partir da resposta de cada concentração de QR e 

AC estão apresentadas nas Tabelas 19 e 20. Os valores foram aceitáveis, pois 

ficaram entre o limite de ± 15% em relação ao valor de concentração nominal 

(BRASIL, 2017) 

Tabela 19.  Exatidão e precisão do método analítico com QR F (n = 3). 

QR 

Concentração 

nominal 

(µg/mL) 

Intra-corrida Inter-corrida 

Concentração 

calculada 

(µg/mL) 

Precisão 

(CV%) 

Exatidão 

(EPR) 

Concentração 

calculada 

(µg/mL) 

Precisão 

(CV%) 

Exatidão 

(EPR) 

12,5 12,929 0,5 3,4 13,287 6,621 6,300 

75 75,5364 3,8 0,7 76,420 3,710 1,893 

200 204,896 5,8 2,4 199,107 0,534 -0,446 

 

Tabela 20. Exatidão e precisão do método analítico com AC F (n = 3). 

AC 

Concentração 

nominal 

(µg/mL) 

Intra-corrida Inter-corrida 

Concentração 

calculada 

(µg/mL) 

Precisão 

(CV%) 

Exatidão 

(EPR) 

Concentração 

calculada 

(µg/mL) 

Precisão 

(CV%) 

Exatidão 

(EPR) 

12,5 13,403 0,8 7,2 12,222 9,871 -2,221 

75 75,668 8,7 0,8 76,158 1,407 1,544 

200 204,610 5,3 2,3 202,227 3,485 1,113 
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Na validação II, a fim de estabelecer o grau de concordância e a 

repetibilidade dos resultados foram realizadas várias réplicas que forneceram um 

desvio padrão relativo de 0,38% para a QR e 0,64% para o AC, demonstrando 

concordância os dados obtidos com o mesmo analista e mesma instrumentação.  

Também foi determinada a precisão entre analistas, obtendo-se um DPR% 

de 0,80% (QR) e 0,54% (AC) para o segundo analista. O teste F demonstrou que 

não houve diferença significativa entre os valores de absorvância encontrados 

entre os dois analistas, Fcal QR: 0,14 e Fcal AC: 0,7 (AC), comprovando a 

precisão intermediária do método proposto, frente ao parâmetro avaliado, 

conforme apresentado nas Tabelas 21 e 22.  
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Tabela 21. Valores das áreas referentes ao pico de QR no estudo da repetibilidade e precisão intermediaria do método 

Quercetina 

100µg/mL Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5 Area 6 Média DPR% 

Analista 1 11668417,9 11551494,3 11613029,7 11650728,9 11663895,1 11599740,3 11624550,9 0,38 

Analista 2 11563902,7 11403964,5 11426297,1 11636648,4 11636648,4 11594197,8 11523815,1 0,80 

*DPR%: Porcentagem Desvio Padrão Relativo 

Tabela 22. Valores das áreas referentes ao pico de AC no estudo da repetibilidade e precisão intermediaria do método 

Ácido 5-O- cafeoilquínico 

100µg/mL Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5 Area 6 Média DPR% 

Analista 1 6528918,1 6550435,4 6459304,8 6587035,5 6532690,0 6548632,1 6534502,6 
 

0,64 

Analista 2 6584973,2 6587412,3 6514987,3 6523669,1 6518976,3 6578856,1 6551479,1 0,54 

*DPR%: Porcentagem Desvio Padrão Relativo 
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A correlação linear entre as concentrações nominais e as áreas dos sinais 

analíticos ponderados (1/y2 ) gerou a equação y = 103732x + 222002 (r = 0,9994) 

para a QR e y = 67804x + 119319 (r = 0,9999) para o AC. Após análise de 

variância (ANOVA) unilateral para um nível de confiança de 95% foi possível 

constatar que os modelos de regressão linear foram estatisticamente significativos 

dentro do intervalo de confiança (Fcal > Ftab, P valor < 0,05) descrevendo os 

dados experimentais (Fcal < Ftab, P valor > 0,05), confirmando que não há falta 

de ajuste indicando uma boa correlação linear entre os dados analisados (BRASIL, 

2017). 

A exatidão do método analítico foi determinada considerando a proximidade 

dos resultados obtidos pelo método em estudo em relação ao valor verdadeiro 

(BRASIL, 2003). Para isto, concentrações conhecidas de QR e AC, denominadas 

concentrações teóricas, foram analisadas a 256 nm e 330nm respectivamente e, 

por meio da equação obtida no ensaio de linearidade, as concentrações 

experimentais foram calculadas. Em seguida, a exatidão do método foi 

determinada segundo a ANVISA (2003), como apresentado na Tabelas 23. 

Tabela 23. Avaliação da exatidão do método analítico de quantificação de QR e 

AC por HPLC/UV-vis. 

QR 

Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

Experimental 1 

(µg/mL) 

Concentração 

Experimental 2 

(µg/mL) 

Concentração 

Experimental 3 

(µg/mL) 

 

Exatidão 

5 4,27 4,28 4,24 85,19 

100 109,34 107,80 108,01 108,38 

500 496,69 496,35 496,54 99,30 

AC 

Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

Experimental 1 

(µg/mL) 

Concentração 

Experimental 2 

(µg/mL) 

Concentração 

Experimental 3 

(µg/mL) 

 

Exatidão 

5 4,98 5,05 4,72 98,31 
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De acordo com os valores obtidos, concluiu-se que o método é preciso, 

uma vez que não houve variações maiores que 5% entre as concentrações 

teóricas e as concentrações experimentais obtidas nos ensaios realizados 

(BRASIL, 2003). 

A robustez também foi avaliada, modificando-se a taxa de fluxo da fase 

móvel, comprimento de onda, e o volume de injeção. Os valores do teor obtidos 

após estas modificações não apresentaram valores de desvio padrão relativo 

(DPR) maiores que 5%. Os resultados mostraram que o método é robusto, já que 

pequenas alterações no método utilizado não provocaram variações significativas 

nos resultados obtidos, como mostram as Tabelas 24 e 25. 

Tabela 24. Valores de robustez obtidos pelo método HPLC-UV-vis para análise de 

QR 

Variável 
Faixa 

investigada 

Concentração 

calculada 

(µg/mL) 

DPR % 

Comprimento de 

onda (nm) 

253 109,74 
 0,60 

255 109,06 

Taxa de fluxo fase 

móvel (mL/min) 

0,80 109,57 
1,06 

1,0 110,48 

Volume de 

injeção  

10 108,60 
1,95 

30 112,32 

 

 

 

 

 

100 94,53 94,84 93,50 94,29 

500 502,02 508,34 501,43 100,78 
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Tabela 25. Valores de robustez obtidos pelo método HPLC-UV-vis para análise de 
AC. 

Variável 
Faixa 

investigada 

Concentração 

calculada 

(µg/mL) 

DPR % 

Comprimento de 

onda (nm) 

253 93,88 
0,71 

255 94,32 

Taxa de fluxo fase 

móvel (mL/min) 

0,80 94,57 
0,37 

1,0 94,99 

Volume de 

injeção  

10 95,31 
2,78 

30 95,63 

 

Finalmente, aplicando a equação 5 e com os valores mostrados na Tabela 

26 foram encontradas a concentrações mínimas que os métodos analíticos são 

capazes de detectar são 0,33 µg/mL para a QR e 0,46 µg/mL para o AC.  

Tabela 26.  Determinação dos limites de detecção e de quantificação de 

quercetina e ácido 5-O- cafeoilquínico por HPLC-UV-vis. 

Curvas 

Quercetina Ácido 5-O- cafeoilquínico 

Intercepção 

com o eixo Y 

Inclinação da 

curva analítica 

Intercepção 

com o eixo Y 

Inclinação da 

curva analítica 

1 219641 

 

103600 

 

98046 67813 

2 212176 

 

104161 

 

93606 67859 

3 220421 103737 77994 68503 

Media 217413 103833 89882 68058 

DP 4552,82 292,48 10531,94 385,87 

 

Aplicando os valores apresentados na Tabela 26 na equação 6, foi 

encontrado que as concentrações mínimas que os métodos analíticos são 

capazes de quantificar são 0,44 µg/mL para a QR e 1,54 µg/mL para o AC.  
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 Uma vez validados os métodos, se procedeu a calcular a porcentagem de 

QR presente no extrato de flores, nas micropartículas QR1: Quitosana/ 

Soluplus®/quercetina e QR2: Quitosana/Tween® 80/quercetina e nas micelas com 

quercetina QR3, da mesma forma se calculou a porcentagem de ácido 5-O- 

cafeoilquínico no extrato de folhas, nas micropartículas AC1: Quitosana/ 

Soluplus®/ ácido 5-O- cafeoilquínico e AC2: Quitosana/Tween® 80/ ácido 5-O- 

cafeoilquínico e nas micelas com ácido 5-O- cafeoilquínico AC3, para isso foram 

usadas as equações das curvas analíticas obtidas para cada método. Os valores 

estão apresentados nas Tabelas 27 e 28: 

Tabela 27. Porcentagem de ácido 5-O- cafeoilquínico presentes no extrato de 
folhas e nas formulações 

Amostra % ácido 5-O- 

cafeoilquínico 

Extrato de folhas 11,92 

AC1 33,37 

AC2 25,63 

AC3 23,98 

 

Tabela 28. Porcentagem de quercetina presentes no extrato de flores e nas 
formulações 

Amostra % quercetina 

Extrato de flores 1,31 

QR1 9,01 

QR2 19,47 

QR3 14,54 

 

5.14. Estudos de penetração em pele humana: Tape Stripping 

A penetração das formulações contendo QR e AC em pele humana foram 

estudadas, com base à técnica da remoção progressiva das camadas de estrato 

córneo por decapagem sequencial com fitas adesivas (JACOBI et al., 2005). A 
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quantidade de QR e AC transferida para as fitas adesivas individuais após a 

aplicação tópica das formulações foram quantificadas para fornecer o perfil de 

penetração dos ativos  no estrato córneo. Os perfis achados para cada substância 

apos um período de incubação de 2 e 6 h do contato com as formulações QR1: 

Quitosana/ Soluplus®/quercetina; QR2: Quitosana/Tween® 80/quercetina; QR3: 

Micelas de quercetina; AC1: Quitosana/ Soluplus®/ ácido 5-O- cafeoilquínico; AC2:  

Quitosana/Tween® 80/ ácido 5-O- cafeoilquínico; AC3: Micelas de ácido 5-

O- cafeoilquínico) estão apresentadas nas Figuras 32 e 33. 
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. Figura 32. Penetração de QR no estrato córneo após 2h e 6h de aplicação das formulações 
QR1, QR2 e QR3 
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 Geralmente nos ensaios de tape stripping a primeira tira é descartada, pois 

na superfície da pele fica um excesso da formulação, porém neste caso a 

quantidade de ativo presente no strip 1 (S1) foi considerado para realizar a 

contagem total de QR e AC. As tiras tiveram que ser coletadas e extraídas em 

grupos porque a quantidade de drogas presentes em cada tira é baixa e, após 

diluição no meio de extração, as concentrações foram muito próximas do limite de 

detecção, desta forma foi possível garantir a quantificação.  

 Como se observa na Figura 32, a quantidade QR, na pele tratada com as 

formulações QR2 e QR3 foi maior após 2 horas que depois de 6 horas de 
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Figura 33. Penetração de AC no estrato córneo após 2h e 6h de aplicação das formulações 
AC1, AC2 e AC3. 
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tratamento (S1, S2 e S3). Por outro lado, a pele que esteve em contato com a 

formulação QR1, demonstrou que após 6 horas de contato com a solução, a maior 

quantidade de QR ficou retida no strip 1, indicando que o ativo foi capaz de 

penetrar o estrato córneo, porém ficou nas camadas mais superficiais. Após 2 

horas de tratamento com a formulação QR3, pode ser apreciado que a maior 

profundidade do estrato córneo a quantidade de QR é maior no S2. De acordo 

com os resultados é possível inferir que as formulações foram capazes de 

penetrar o estrato córneo, porém não consegui atingir as camadas mais 

profundas, já que em geral os ativos ficaram retidos nas camadas superficiais da 

pele.  

 A Figura 33, representa o perfil de penetração das formulações com AC. 

Como se observa nos três casos, a maior quantidade de AC, foi encontrada no 

primeiro strip após 2 e 6 horas de tratamento. Independente do tempo de 

tratamento a quantidade de AC no S2 e S3 foi semelhante.  

 Comparando os perfis de penetração no estrato córneo, é possível afirmar 

que as formulações onde foi incorporada a quercetina, apresentaram melhor 

capacidade de penetração no estrato córneo que as formulações com ácido 5-O- 

cafeoilquínico após 2 e 6 horas de tratamento. 
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6. CONCLUSÕES  
 

Extratos de folhas e flores da A. satureiodes são agentes fungicidas e 

fungistaticos frente a diferentes cepas de dermatófitos, devido a sua capacidade 

de inibir e eliminar o crescimento das células em todas cepas dermatofíticas. 

O mecanismo de ação dos extratos de flores frente às cepas dermatofíticas, 

pode estar relacionado à membrana plasmática, devido a sua capacidade de 

complexação com o ergosterol evidência da pelo aumento das CIM em presença 

de ergosterol exógeno e também pela inibição da biossíntese de ergosterol. 

Para o extrato de folhas, é possível sugerir que sua atividade antifúngica 

pode estar associada à interação com a parede celular demonstrado pelo aumento 

das CIM em presença do estabilizante osmótico sorbitol. 

No estudo por microscopia confocal usando CW, foi demonstrado que os 

extratos de folhas e flores foram capazes de alterar a estrutura e o comprimento 

das paredes das hifas quando comparado com as culturas controle. Pela mesma 

técnica usando o fluorocromo VN, foi evidenciada a perda de corpos lipídicos nas 

cepas dermatofíticas. 

Os dois extratos demonstraram apresentar capacidade antioxidante, porém 

comparando os valores de concentração efetiva é possível afirmar que o extrato 

de flores apresenta melhor potencial antioxidante que o extrato de folhas. 

A citotoxicidade in vitro, demonstrou que os extratos em determinadas 

concentrações, podem afetar a viabilidade celular das células HaCat e HepG2. 

Entretanto, frente às células humanas do epitélio alveolar basal A549, foi 

demonstrado que estes não são citotóxicos. 

A análise por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

estabeleceu que os compostos majoritários no extrato de flores são a quercetina e 

a 3-O-metil-quercetina e no extrato de folhas o ácido 5-O- cafeoilquínico. 

As formulações contendo quercetina e ácido 5-O- cafeoilquínico demonstraram 

ter melhor potencial antifúngico que os extratos brutos de folhas e flores.  
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As formulações contendo quercetina apresentaram melhor potencial 

antifúngico que as formulações com ácido 5-O- cafeoilquínico, principalmente 

frente à cepa de Tr1 FOC. 

As formulações contendo quercetina e ácido 5-O-cafeoilquínico foram 

capazes de penetrar o estrato córneo, sendo que aquelas contendo quercetina, 

apresentaram melhor capacidade de penetração. 
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Apêndice I. Cromatogramas LC/UV correspondentes a) quercetina, tR: 14,337; ácido 5-O- 

cafeoilquínico, tR: 14,337. b) Extrato de flores. c) Extrato de folhas   
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(ESI-, MS2) 

Apêndice II. Espectros correspondentes às fragmentações (ESI+, MS2) e espetros UV dos 

compostos presentes no extrato de flores de A. satureioides obtidos por UPLC-QTOF-MS/MS 

Pico No1/ tR:5,22 
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Pico No3/ tR:5,70 
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Pico No4/ tR:5,90 
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Apêndice  III. Espectros (ESI+, MS1), fragmentações (ESI+, MS2) e espetros UV dos compostos 

presentes no extrato de folhas de A. satureioides obtidos por UPLC-QTOF-MS/MS 

Pico No1/ tR:3,72 
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Pico No2/ tR:5,21 
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Pico No3/ tR:5,36 
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Pico No4/ tR:5,66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FOLHA_NEG_01

m/z
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775

%

0

100

FOLHA_NEG_01 611 (5.699) Cm (605:644) 1: TOF MS ES- 
6.16e4353

173161

141

179
197

301243211 289
255 317 335

515

354

421355

357

407371
501

422
461451 467

516

517

529

563549 577
585

625
614

695677
635

671 699 747723 772 777

FOLHA_NEG_01

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700

%

0

100

FOLHA_NEG_01 611 (5.703) Cm (605:633) 2: TOF MS ES- 
3.23e4173

135

93 134
94

111

161

136
155

179

353

191

192

203
335301255204227229

289
275 323

515

354

355

375 421379391 501481469
461

425

516

517 563
537

585 635615587 681638
671

695 705

FOLHA_NEG_01

nm
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

A
U

0.0

2.0e-2

4.0e-2

6.0e-2

8.0e-2

1.0e-1

1.2e-1

1.4e-1

1.6e-1

1.8e-1

2.0e-1

FOLHA_NEG_01 3397 (5.660) Cm (3371:3516) 4: Diode Array 
2.147e-1219

328

(ESI+, MS1) 

(ESI+, MS2) 


