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RESUMO

Os medicamentos fitoterapicos sdo considerados seguros e utilizados pela maioria da
populacdo por serem de origem natural. A presenca de fungos nestes medicamentos deve
ser cuidadosamente investigada ou monitorada, pois podem estar contaminados com
espécies toxigénicas. Entre as drogas vegetais que tem maior numero de pedidos de
registro na Vigilancia Sanitdria estdo a castanha-da-india e a alcachofra nas formas
farmacéuticas comprimido e capsula. Este estudo teve como objetivos comparar a
eficiéncia de diferentes meios de cultura para enumeragdo de fungos em medicamentos a
base de castanha-da-india e alcachofra; determinar a forma mais susceptivel (comprimido,
capsula e solugdo oral) a presencga de fungos; detectar espécies toxigénicas de Aspergillus e
respectivos teleomorfos e Penicillium; e avaliar a capacidade de produzir micotoxinas in
vitro. Os resultados mostram contaminagdo por fungos em trés medicamentos de castanha-
da-india, sendo um comprimido e duas cépsulas e um comprimido de alcachofra, sendo
estas as formas mais susceptiveis a presenca de fungos. Nao houve diferenca significativa
entre os meios agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol, 4gar Dicloran Glicerol 18% e
agar Sabouraud-dextrose. Os fungos mais frequentes foram Aspergillus, Emericella,
Eurotium e Penicillium, destes 44,66% de Aspergillus e respectivos teleomorfos e 66,66%
de Penicillium foram toxigénicos. A evidéncia da presengca de fungos toxigénicos e
patogénicos em medicamentos fitoterdpicos refor¢a a importdncia do controle

microbioldgico na fabricacdo destes produtos, minimizando os riscos a saude publica.

Palavras-chave: alcachofra, castanha-da-india, contaminacdo, meios de cultura,

micotoxinas.



ABSTRACT

Phytotherapeutic medicinal products are considered safe and used by the majority of the
population because they are of natural origin. The presence of fungi in these medicinal
products must be carefully investigated or monitored, as they may be contaminated with
toxigenic species. Among the plant drugs that has highest number of requests to record
in health surveillance are chestnuts from India and the artichoke in pharmaceutical
Tablet and capsule forms. This study had as objectives to compare the efficiency of
different culture media for enumeration of fungi on chestnut base medicines from India
and artichoke; determine the most likely (tablet, capsule and oral solution) the presence
of fungi; detect toxigenic species and their teleomorphs of Aspergillus and Penicillium;
and assess the ability to produce mycotoxins in vitro. The results show contamination
by fungi in three chestnut medicines from India, being a pill and two caps and one tablet
of artichoke, being these shapes more susceptible to fungi. There was no significant
difference between the media Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol agar, Dichloran
Glycerol 18% agar and Sabouraud dextrose agar. Most frequent were fungi, Aspergillus
and Penicillium, Emericella, Eurotium these 44.66% of Aspergillus and their
teleomorphs and 66.66% of Penicillium were toxigenic. The evidence of the presence of
toxigenics fungi and pathogenic in medicines phytotherapic reinforces the importance
of microbiological control in the manufacture of these products, minimizing the risks to

public health.

Key-words: artichoke, contamination, culture media, horse chestnut, mycotoxins.
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1. INTRODUCAO

O homem, assim como os outros animais irracionais, utilizava as plantas de forma
intuitiva hd mais de 5000 anos como recurso terapéutico na preven¢ao, tratamento e cura
de doencas. E, ao longo dos anos, descobriam quais as nocivas e quais as terapéuticas.
Dentre todas as terapias complementares, a fitoterapia — a pratica do uso de plantas ou suas
partes com finalidade terapéutica — se generalizou em todo mundo como tratamento
alternativo (Feltrow, 2000; Foglio et al., 2006; Korokolvas, 1996; Rates, 2001; Springfield
et al., 2005).

Com o passar do tempo, as plantas continuam importantes para o desenvolvimento de
novas drogas e, dos farmacos prescritos, 30% sdo derivados de plantas. Simdes et al.
(2004), comentavam que o crescimento do mercado de medicamentos fitoterapicos no
Brasil era cerca de 15% ao ano enquanto que para os medicamentos alopatas de
aproximadamente 4%. Com relagdo aos 252 farmacos considerados essenciais pela
Organizacdo Mundial da Satde, 11% s3o exclusivamente de origem vegetal (Calixto,
2000; Chan, 2003; Rates, 2001).

O Brasil detém cerca de 18% das 250.000 espécies vegetais em nivel mundial, das
quais 17.000 sdo endémicas (Martins; Figueiredo, 2009). O interesse pelo uso de plantas
medicinais, “medicina popular”, como substituto dos medicamentos industrializados, de
certa forma enfatiza o que Karl Friededrich Burchard em 1800 mencionava: “a historia da
medicina ¢ a histéria dos diferentes métodos utilizados em vérias épocas para curar as
doengas” (Rosen, 1979, apud Leite, 2009, p. 3).

A seguranca das especialidades fitoterapicas comeca pelos ensaios que comprovam a
identidade da planta e a auséncia de contaminantes de qualquer natureza. A qualidade deve
ser alcangcada mediante o controle das matérias-primas, dos produtos acabados, materiais
de embalagem, formulagdo farmacéutica e estudo de estabilidade. Devem ser inseridos no
conceito de qualidade de medicamentos, ensaios que envolvam controle microbioldgico e
pesquisa de toxinas produzidas por fungos filamentosos (Brasil, 2004; 2010b; Bugno et al.,
2005; Simoes et al., 2004).

A presenga de fungos deve ser investigada e/ou monitorada, considerando que algumas
espécies produzem toxinas, especialmente aflatoxinas. Estas toxinas, se presentes, podem

ser perigosas a saude mesmo se forem absorvidas em pequenas quantidades. A presenca de
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fungos potencialmente toxigénicos encontrados em produtos farmacéuticos, deve ser
considerada como um indicativo em potencial para contaminagdo por micotoxinas. O
isolamento e a identificacdo destes fungos, entretanto, nem sempre estdo associados a
detec¢do de micotoxinas (Aziz et al., 1997; Bugno et al., 2006; Khan et al., 2006; Rizzo et
al., 2004).

No Brasil, a preocupagcdo com a contaminacdo de materiais vegetais vem desde a
década de 80 com estudos sobre qualidade microbioldgica (Fisher et al., 1996). Para que a
populacdo tenha acesso aos fitoterdpicos de qualidade, que exergam efetivamente sua
fun¢do com a seguranca necessaria, ¢ preciso que sejam elaborados com Garantia da
Qualidade afim de que o medicamento seja seguro e eficaz (Brasil, 2007; 2010b).

Neste estudo, foram selecionados para detec¢ao da presenga e potencial micotoxigénico
de fungos, medicamentos fitoterdpicos com principios ativos de castanha-da-india
(Aesculus hippocastanum L.) e de alcachofra (Cynara scolymus L.) por terem maior
numero de pedido de registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA
(Carvalho et al., 2008); apresentarem trés formas farmacéuticas de uso oral (comprimido,
capsula e solugdo oral) e estarem disponiveis no mercado local.

Este trabalho teve, pois, como objetivos:

* quantificar, isolar e identificar os fungos presentes em medicamentos fitoterapicos,
cada um deles constituidos por um principio ativo diferente, castanha da india ou
alcachofra, nos medicamentos fitoterapicos orais solidos (comprimidos e cépsulas)
e liquido;

e selecionar meios de cultura adequados para o isolamento de fungos presentes em
fitoterapicos;

e verificar in vitro o potencial micotoxigénico dos fungos isolados dos medicamentos
fitoterapicos de uso oral e

* indicar a forma farmacéutica mais susceptivel a presenca de fungos, destacando os

produtores de micotoxinas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

As drogas vegetais, quer como insumo farmacéutico quer como extrato, tiveram o
consumo aumentado, nos ultimos anos. O Brasil com cerca de 50 000 espécies vegetais
corresponde a mais ou menos 20% de toda flora mundial (Rates, 2001). A Organizagdo
Mundial de Satide em 2005 estimava que cerca de 20% da populacdo mundial utilizava, de
certa forma, a fitoterapia (Springfield et al., 2005). A expansdo da fitoterapia no Brasil
pode ter sido instigada pela propaganda, divulga¢do nos meios de comunicacao, estimulos
provenientes de oOrgdos governamentais, busca de produtos “naturais”, aliada as
comprovagoes cientificas das propriedades farmacolédgicas das plantas medicinais usadas
tradicionalmente (Brasil 2010a; Carvalho et al., 2008; Carvalho, 2011; Silveira et al.,
2008).

No Brasil, a fitoterapia, do grego phyton (Kowtalw) significa planta e therapia
(Bepomein) tratamento, ¢ uma op¢do medicamentosa apropriada as necessidades no
atendimento primario a saude. Fitoterapia ¢ a terap€utica caracterizada pelo uso de plantas
medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizagdo de substancias ativas
isoladas, ainda que de origem vegetal (Brasil 2002a; Brasil, 2006a; 2006b; Eldin; Dunford,
2001 apud Souza-Moreira et al., 2010, p.435).

Segundo a Associa¢do Brasileira das Empresas do Setor Fitoterdpico (ABIFISA),
estima-se que aproximadamente 80% da populacdo brasileira utiliza plantas medicinais
como Unico recurso terapéutico; na maioria das vezes usadas de acordo com tradigdo
popular, por automedicagdo, as vezes de procedéncia e qualidade questiondvel e de facil
acesso em cada regido do pais (Rates, 2001). A automedicacdo com um produto, mesmo de
baixa toxicidade, pode ocasionar problemas graves desde que existam outros fatores de
risco tais como contraindicagdes ou uso associado a outros medicamentos, pode ter como
consequéncia doencas iatrogénicas (alteragdes patoldgica provocadas no paciente por
tratamento de qualquer tipo), resisténcia aos antibidticos dentre outras (Campesato, 2005;

Oliveira, 2011; Pires; Aragjo, 2011; Saad et al., 2006).
2.1 Medicamento Fitoterapico

A administra¢do de agentes terapéuticos necessita da sua incorporagdo a uma forma
farmacéutica, caracterizada pelo estado fisico de apresentacdo (cépsula, comprimido e

solugdo oral). A forma farmacéutica juntamente com a via de administragdo tem como
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objetivo veicular, no caso dos medicamentos fitoterapicos, de forma correta o principio

ativo que compdem a droga vegetal (Ferreira; Leite, 2009; Sonaglio ef a/.,2004).

Uma forma farmacéutica é o estado final de apresentacdo dos principios
ativos farmacéuticos ap6s uma ou mais operagdes farmacéuticas
executadas com a adicdo ou ndo de excipientes apropriados a fim de
facilitar a sua utilizacdo e obter o efeito terapéutico desejado, com
caracteristicas apropriadas a uma determinada via de administracdo
(Brasil 2010c, p. 44).

Medicamento ¢ um produto farmacéutico, obtido por processos tecnologicamente
adequados ou elaborados, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de
diagnostico (Brasil 2010b, p. 2). Enquanto que, medicamento fitoterdpico ¢ obtido
empregando-se exclusivamente droga vegetal (planta medicinal, ou suas partes, que
contenham as substancias, ou classes de substancias, responsaveis pela agdo terapéutica,
apos processos de coleta, estabilizagdo e/ou secagem, podendo ser integra, rasurada,
triturada ou pulverizada;) ou derivado vegetal (produtos de extracdo da droga vegetal:
extrato, tintura, 6leo, cera, exsudado e outros), com as mesmas finalidades anterior. Para
caracteriza¢cdo como medicamento fitoterdpico ¢ necessario o conhecimento da sua eficacia
e dos riscos de seu uso, assim como, da reprodutibilidade e constancia de sua qualidade
obtida por meio de levantamentos etnofarmacoldgicos, de utilizagdo, documentacdes
tecnocientificas ou evidéncias clinicas. O medicamento fitoterapico monopreparado ¢
constituido por somente uma planta medicinal. Nao se considera medicamento fitoterdpico
aquele que, na sua composicdo, inclua substincias ativas isoladas, de qualquer origem,
nem as associacdes destas com extratos vegetais (Brasil, 2007; 2010; 2010b; Simdes et al.,
2004).

Extratos vegetais sdo preparacdes liquidas, semissolidas ou solidas obtidas por
extracdo seletiva dos principios ativos das drogas vegetais, através de solventes (etanol,
agua e outros meios de extragdo). O material utilizado pode sofrer tratamento preliminar,
tais como: inativagdo enzimatica, moagem entre outros. A Farmacopeia Brasileira (Brasil,
2010c), define:

Extrato fluido ¢ a preparagdo liquida obtida de drogas vegetais por
extragdo com liquido apropriado ou por dissolugdo do extrato seco
correspondente, em que, exceto quando indicado de maneira diferente,
uma parte do extrato, em massa ou volume corresponde a uma parte, em
massa, da droga, seca utilizada na sua preparagdo. [....] Se necessario
podem ser adicionados conservantes inibidores do crescimento
microbiano.

Extrato seco é a preparacdo solida; obtida por evaporacdo do solvente
utilizado na sua preparagdo. Apresenta, no minimo, 95% de residuo seco,
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calculado como porcentagem de massa. Podem ser adicionados de
materiais inertes adequados.

2.2. Etapas de Obtencio do Medicamento Fitoterapico

Na obtencdo de um medicamento devem ser cumpridas varias etapas anteriormente
desenvolvidas. Durante este processo estdo envolvidos os conceitos de qualidade
estabelecidos por normas nacionais como Boas Praticas de Fabricacdo e Boas Praticas de
Manipulagdo com a finalidade de se obter um produto farmacéutico adequado ao

fabricante, ao usuario e a vigilancia sanitaria (Brasil, 2007; 2010b).

A maioria das drogas vegetais pode ser encontrada sob a forma de extrato liquido ou
seco. Estes extratos vegetais podem ser veiculados, praticamente, em todas as formas
farmacéuticas (Figura 1), de maneira a satisfazer tanto as preferéncias dos pacientes como
a do médico ou a uma imperativa situa¢do clinica. O importante ¢ que a forma
farmacéutica escolhida possa mascarar as caracteristicas organolépticas indesejaveis como,
por exemplo, o sabor amargo e que haja protecdo dos principios ativos quimicamente
instaveis a influéncia direta do ar ¢ da umidade (Ansel et al., 2000; Ferreira; Leite, 2009;

Prista et al., 1996).

Extrato
totais

Tratamento .
Planta E> preliminares |:> Extracao [>

parciais
Extrato
seco ou
produtos

~
Secagem Extyato Concentracao
g conceptrado :
secos

Sem modificacao

Forma farmacéutica
Diluicio |:> \ ' '

Incorporagdo a uma matriz liquida Semi-solida Sélida

Figura 1. Esquema geral de preparagdo de formas farmacéuticas fitoterapicas. Adaptado de
Sonaglio et al. (2004).

Os insumos para fabricagdo destes medicamentos, ou seja, as matérias-primas ativas
ou adjuvantes influenciam diretamente na qualidade do medicamento. Quando a matéria-
prima ¢ de origem vegetal, cuidados especiais sdo exigidos tanto no armazenamento
quanto durante sua transformacdo em extratos. O teor da substincia ativa e a carga
microbiana sdo influenciados pelo conteudo de agua do material vegetal (Ferreira; Leite,

2009).
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Dentre as formas farmacéuticas, as liquidas estdo entre as mais utilizadas na
fitoterapia por serem de facil degluticdo, caracteristica importante para pacientes
geriatricos, criangas e enfermos. Nesta forma, além do extrato vegetal, faz parte o veiculo
(componente com maior quantidade) e os adjuvantes. O veiculo pode ser a agua purificada,
glicerina, xarope de sacarose e sorbitol. Os adjuvantes tém a fun¢do de garantir a
estabilidade da forma farmacéutica, de forma a auxiliar na solubilizagdo do farmaco,
retardar ou impedir a hidrélise ou oxidagdo e, evitar desenvolvimento de micro-organismos
(Ferreira; Leite, 2009; Prista et al., 1996).

Uma das formas liquidas de maior aceitagdo ¢ o xarope. Apresenta boa estabilidade
microbioldgica, mantendo dentro dos limites especificados a resisténcia ao crescimento
microbiano do produto, porém, devido a seu alto teor de sacarose (60-80%, p/v) ndo ¢
recomendado pelos dentistas e pediatras e, ¢ contra-indicado a pacientes diabéticos. Estas
limitacdes conduzem a substitui¢do por formulacdes em que se adicionam adjuvantes
espessantes (carboximetilcelulose) e edulcorantes (sorbitol) apropriados aqueles pacientes,
que neste caso, se faz uso obrigatdrio de conservantes em concentragdes efetivas (Ferreira;
Leite, 2009; Pinto et al.,2010).

A forma de preparacdo de maior aceitacdo ¢ a capsula. Por defini¢do, ¢ uma forma
farmacéutica so6lida em que o principio ativo e os excipientes estdo contidos em um
involucro soluvel duro ou mole, de formatos e tamanhos variados, usualmente contendo
uma dose unica do principio ativo (Brasil, 2010c).

As cépsulas normalmente sdo compostas de gelatina, mistura de gelatina, agucar e
agua, mas pode, também, ser de amido entre outras substancias (Brasil, 2010c). A gelatina,
embora estavel ao ar, esta susceptivel a decomposi¢cdo microbiana quando umedecida. Em
geral apresenta 13% a 16% de umidade que pode ser absorvida ou liberada pela capsula,
dependendo das condi¢cdes ambientais, oferecendo pouca protecdo aos produtos
higroscopicos. A presenga de umidade excessiva dos adjuvantes farmacéuticos e dos
constituintes ativos pode acarretar o amolecimento dos invdlucros, passagem de
constituintes através da parede da cépsula e favorecer o crescimento de micro-organismos
(Allen et al., 2007, apud Ferreira; Leite, 2009, p. 206).

A forma farmacéutica comprimido contem a dose de componentes ativos
individualizados na propria forma, obtidos com compactacio de matérias-primas sélidas. E
a forma mais vantajosa para incorporar matérias-primas de origem vegetal higroscdpicas,

pela possibilidade de adicdo de revestimento de camadas multiplas de sacarose ou uma
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pelicula de polimero sintético, que confere prote¢do a droga vegetal da umidade ambiental,
das enzimas e do pH digestivo (Ferreira; Leite, 2009).

Na produ¢do dos comprimidos estdo envolvidas varias etapas criticas: mistura,
molhagem, granulagdo, secagem, compressdo, revestimento (ou ndo). Sdo adicionados
excipientes isto €, substancias que ndo apresentam atividade farmacoldgica, para assegurar
a estabilidade, biodisponibilidade, aceitabilidade e facilidade de administragdo. O
excipiente ¢ formado por mais de um componente, o qual tem funcdo distinta, por
exemplo: absorvente (didxido de silicio coloidal), diluente (amido, celulose, lactose),

antiaderente (estearato de magnésio), etc. (Ferreira; Leite, 2009; Prista ef al., 1996).
2.3 Droga Vegetal

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) no ano de 2008 havia
registrado 512 medicamentos fitoterapicos, destes 432 eram fitoterapicos monopreparados
e 80 compostos. As espécies vegetais com maior nimero de derivados registrados foram o
ginko (Ginkgo biloba L.), a castanha-da-india (4desculus hippocastanum L.) e alcachofra
(Cynara scolymus L.), com 33, 29 e 21 registros, respectivamente. As principais formas
farmacéuticas cadastradas foram as capsulas (47,1%) e os comprimidos (20,62%) (Bara et

al., 2006; Carvalho et al.,2008; Carvalho, 2011).

Tabela 1. Designagdo, parte usada, indicagdo terapéutica, origem e cultivo de castanha-da-india e
alcachofra

Parte da

Nome da planta Indicagdo terapéutica Origem Cultivo
planta
trict
. Vaslorcc')ns rietor Montanhas da n
Castanha-da-india periférico. . Em regides
. Sementes . Peninsula S
Aesculus hippocastanum L. Modificador da A extratropicais.
o . Balcanica
permeabilidade capilar;
Sul da Europa,
- . Asiaena
Alcachofra Colerético, colagogo, Regides do (o
Folhas . . A América do Sul,
Cynara scolymus L. diurético, laxativo Mediterraneo .
principalmente
no Brasil

Fonte: Moreira Filho (1972); Indice terapéutico fitoterapico (2008).

Embora a castanha-da-india e alcachofra sejam plantas empregadas tradicionalmente
na fitoterapia como matéria-prima, seu uso requer critérios, uma vez que apresentam
contraindicacdes e podem levar a reagdes adversas severas. A alcachofra pode interferir no
sistema imune e promover reagdes alérgicas e no metabolismo como perda de apetite; a
castanha-da-india pode ocasionar desconforto gastrointestinal, tontura, ndusea e cefaleia
(Alexandre et al., 2005; European Medicines Agency Science Medicine Health, 2009;
Indice Terapéutico Fitoterapico, 2008; Feltrow, 2000; Turolla; Nascimento, 2006).
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2.3.1 Castanha-da-india (Aesculus hippocastanum L., Hippocastanaceae)

As sementes de castanha-da-india sdo utilizadas na medicina alternativa em varias
partes do mundo. E uma planta utilizada no tratamento de insuficiéncia venosa cronica,
varizes, dores e sensacdo de peso nas pernas, hemorroidas e flebites. Estudos clinicos,
comprovaram as atividades antiedematosa, anti-inflamatéria e venotdnica do extrato
padronizado da planta (European Medicines Agency Science Medicine Health, 2009;
Feltrow, 2000; indice Terapéutico Fitoterapico, 2008).

E constituida de: amido, acidos graxos, proteinas, celulose, agucares redutores,
cinzas, cumarinas (esculetina, glucosideos fraxetin, escopoletina), flavonoides
(kaempferol, quercetina, astragalin, isoquercetina, rutina, leucocianidina), saponinas
triterpénicas (escina, alfa e beta escina), taninos, polissacarideos (amido) e outros
constituintes (alantoina, aminoacidos como adenina, adenosina e guanina, colina, 4cido
citrico, fitosterol). Os principios-ativo responsaveis pelo efeito anti-exudativo vascular e
aumento do tonus venoso sdo as hidroxicumarinas, as saponinas triterpénicas e a grande

quantidade dos taninos (Martins; Brandao, 2006; Ocokoljic et al., 2011).
2.3.2 Alcachofra (Cynara scolymus L., Asteraceae)

Alcachofra, ndo ¢ s6 uma planta alimenticia indicada para os diabéticos, mas também
uma importante planta medicinal que recebeu dos médicos arabes medievais o nome de al-
kharsaf. A alcachofra possui a seguinte composi¢do quimica: cinarina, sais minerais, acido
clorogénico, acido cafeico, mucilagem pectina, tanino, acidos organicos: malico glicérico e
glicolico, glicosideo A e glicosideo B (colerético), componentes flavonicos glicosideos,
cinaropicrina (constituinte amargo) enzimas e vitaminas (European Medicines Agency
Science Medicine Health, 2010; Noldin ez al., 2003).

A cinarina ¢ a principal responsavel pela atividade colagoga e colerética, por
aumentar a secre¢do biliar. Os compostos polifendicos aumentam a eficiéncia metabdlica
do figado enquanto que, a cinarina abaixa significativamente a taxa de colesterol através de
uma estimula¢do metabdlica enzimatica, além de possuir propriedades anti-hepatotdxicas.
Assim, a alcachofra ¢ usada para casos de hiperlipidemia e ateromatose no interior dos
tecidos adipoides (Alexandre et al., 2005; Almanga; Carvalho, 2003; European Medicines
Agency Science Medicine Health, 2010; Noldin et al., 2003, Santos et al., 2007).
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2.4 Controle de Qualidade Microbiologico de Medicamentos Fitoterapicos

O aprimoramento da tecnologia farmacé€utica na area de fitoterapicos permitiu um
melhor controle de qualidade de farmacos baseado em tecnologias modernas de
identificacdo, determinacdo e quantificagdo de compostos quimicos, tornando possivel a
fabricacdo de fitofArmacos seguros e eficazes. Devido a complexidade dos medicamentos
fitoterapicos, os ensaios farmacopeicos ndo estdo disponiveis para a maioria das drogas
vegetais 0 que possibilita a adulteracio das mesmas (Bent; Ko, 2004; Calixto, 2000;
Carvalho et al., 20006).

As primeiras citagdes sobre limites microbianos ocorreram, de forma vaga, na 11* e
na 12% edi¢do da Farmacopeia Americana e, com algumas modificagdes na 13* edi¢do (The
Pharmacopeia of The United States of America, 1936; 1942; 1947). Este compéndio
enquadra as drogas vegetais e os medicamentos fitoterapicos como suplemento alimentar
e, atualmente estabelece atributos para a matéria-prima de origem vegetal, bem como para
derivados vegetais assim como para capsula de Ginseng americano (Panax quinquifolium
L.). Ainda faz referéncia para teste de aflatoxinas, especialmente se o material for obtido
de raizes ou rizomas (raiz de Withania somnifera (L.) Dunal; complexo purificado de
Curcuma longa Linné.; extrato seco de Glycine max Merr e extrato de Licopersico
escultum Mill (tomate) com licopeno. Este ultimo com limites especificados para:
aflatoxina total de 4 pg/kg e ndo mais que 2 pg/kg de Aflatoxina B1). Também estabelece,
de forma inespecifica, limite maximo de aflatoxinas totais de 20 ppb e para aflatoxina B1,
5 ppb. O teste para aflatoxina, sempre que necessario, ¢ incluido na monografia individual
quando existe histérico de contaminagdo com micotoxinas (The United States
Pharmacopeia, 2008; 2011).

A Farmacopeia Brasileira, na sua 2* edi¢do (Farmacopeia dos Estados Unidos do
Brasil, 1959), introduziu o método para "exame bacteriologico da gelatina" incluindo
contagem total e pesquisa de coliformes, além da contagem bacteriana e fingica, na
monografia de levedura seca. Na 3? edicdo da Farmacopeia Brasileira (1977), ndo constam
os limites microbianos para a mesma matéria-prima. Porém, somente na 4* edi¢ao (1988),
foi apresentado o procedimento analitico para controle microbiologico de medicamentos
ndo estéreis, descrito nos capitulos "Contagem de micro-organismos viaveis em produtos
que ndo necessitam cumprir com o teste de esterilidade", tratando da quantificagdo de
bactérias e fungos e "Método geral para pesquisa e identificagdo de patdgenos", porém nao

incluiu nas monografias.



Barros Correia, Ana Cristina Regis — Fungos produtores de micotoxinas.... 23

Atualmente, a Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2010c) preconiza para produtos de
origem vegetal limites para contagem de micro-organismos vidveis e pesquisa de micro-
organismos patogénicos (Tabela 2). Recomenda ainda que, ao avaliar os resultados dos
testes microbioldgicos, devem ser considerados no contexto do uso do produto o niamero e
os tipos de micro-organismos presentes, além daqueles expressamente proibidos. Nao
manteve, entretanto, as recomendagdes da edi¢cdo anterior (Farmacopeia Brasileira, 1988),
que para produtos de uso oral era indesejavel a presenca de Bacillus cereus, Enterobacter
sp., Candida albicans, Aspergillus flavus e A. parasiticus assim como ndo especifica, de

forma geral, a auséncia de fungos potencialmente produtores de toxinas.

Tabela 2 — Limites microbianos para produtos farmacéuticos ndo estéreis de uso oral

Contagem CO?J?flem
Produtos de origem de bte(:ftle!:rias de fungos Pesquisa de micro-organismos
vegetal 1 filamentosos e patogénicos
acrobias leveduras
UFC/g oumL UFC/g ou mL

Auséncia de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus em 1 g,
ou mL. Auséncia de Salmonella
em 10 g, ou 10 mL. Limite
maximo de 10° bactérias Gram
negativa bile tolerante em 1g ou
mL.

Preparagdo para uso oral
contendo matéria-prima 10* 10
de origem natural

Limite maximo de 10> de
Escherichia coli em 1g. Limite

Drogas vegetais que ! f .
maximo de 10" bactérias Gram

serdo submetidas a

7 4
processos extrativos a 10 10 negativa bile tolerante em 1g.
quente Auséncia de Salmonella spp. em
lg.
Limite maximo de 10' de
Drogas vegetais que Escherichia coli em 1g. Limite
r 3 , -
serdo submetidas a 10° 10’ maximo dg 10° bactérias Gram
processos extrativos a negativa bile tolerante em 1g.
frio Auséncia de Salmonella spp. em
lg.
. 3 Auséncia de Escherichia coli e
Extratos seco 10 10 Salmonella spp.
Extrato fluido, Tintura 10* 10° -

Fonte (Brasil, 2010c, p. 252). Adaptada.

Nas monografias de plantas medicinais, descritas na Farmacopeia Brasileira 5* ed.,
ndo ha exigéncia quanto a analise microbiologica, nem referencia a pesquisa de
contaminantes toxigénicos, exceto para a monografia do Amido que especifica testes de

seguranc¢a bioldgica como “Contagem total de micro-organismos mesoéfilos”. Bactérias
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aerdbicas totais: no maximo 100 UFC/g. Fungos e leveduras: no maximo 100 UFC/g) e
Pesquisa de micro-organismos patogénicos. Também alerta que “Contaminagdo acentuada
por fungos pode acarretar presenga de aflatoxinas no amido” (Brasil, 2010c).

Para a investigacdo de fungos em medicamentos e suas matérias-primas os métodos
oficiais recomendam os meios de cultura 4dgar Sabouraud-dextrose ou sua formulagdo
liquida ou o dgar batata (Brasil, 2010c; The United States Pharmacopeia, 2011). O meio de
cultura Sabouraud-dextrose tem como caracteristicas altas concentra¢des de carboidratos.
Este meio ndo dispde de inibidores de microbiota acompanhante mas, podem ser
adicionados agentes inibidores. Os inibidores mais utilizados em associagdo com o agar
Sabouraud sdo: ciclohexemida (500mg/L), penicilina (20.000UI/L), estreptomicina
(40mg/L) ou cloranfenicol (50mg/L). O pH do meio, levemente &cido, inibe o
desenvolvimento de algumas bactérias e de algumas espécies de fungos. O periodo de
incubagdo deste meio ¢ de no minimo 3 dias a 25°C. Por outro lado, este meio pode ser
inadequado para o crescimento de fungos que crescem em baixa atividade de éagua
(Samson et al., 1996).

Os meios suplementados com antibidticos e tinturas, tais como o agar Dicloran Rosa
de Bengala e Cloranfenicol (DRBC) podem ser uma alternativa eficaz para o isolamento de
fungos, por apresentar pH mais elevado (5-6), ser mais efetivo na inibicdo de bactérias
além do dicloran e a rosa de bengala controlarem a velocidade de disseminagdo de espécies
fingicas de crescimento rapidos (King et al., 1979).

Para produtos com baixa atividade de agua (Aa = 0,95), o meio agar Dicloran
Glicerol 18% (DG18) ¢ indicado para quantificagdo de fungos moderadamente xerofilicos
em substratos com umidade intermediaria. Este meio permite a recuperacdo de todos os
fungos, incluindo os de crescimento lento, que poderiam ser anulados pelo rapido
crescimento de outras espécies (Hocking; Pitt, 1980).

A identificacdo das espécies fungicas contaminantes ¢ um importante sinalizador
quanto a possivel presenca de micotoxinas em produtos. O isolamento e identificagdo
destes micro-organismos entretanto, nem sempre estdo associados a deteccdo de
micotoxinas. Considerando que o fungo pode nio ter sido exposto a condi¢des favoraveis a
producgdo de toxinas e que, existem cepas dentro de uma mesma espécie que ndo possuem
capacidade para a sintese de micotoxinas, ¢ recomendado que seja avaliado a capacidade
toxigénica (Bragulat ef al., 2001; Chourasia, 1995; Lin; Dianese, 1976; Pitt, 1988; Roy;
Chourasia, 1989).
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Viarios métodos podem ser utilizados para a detec¢do e quantificagdo de micotoxinas
em alimentos, plantas e, quando possivel, em tecido muscular, leite, urina, soro, fezes e
sangue. Os métodos existentes para determinacdo de micotoxinas baseiam-se em alguma
medida fisica ou caracteristica quimica das mesmas, como absor¢cdo na regido do
ultravioleta, fotometria fotografica com detectores CCD ou mudanga de cor quando ocorre
alguma reacdo quimica (Atanda et al., 2005; Bragulat et al., 2001; Cutuli et al., 1991;
Davis et al., 1987; Fente et al., 2001; Filtenborg et al., 1983; Filtenborg et al., 1996; Ordaz
et al., 2003; Reif; Metzger, 1995; Ritter, 2007; Saito; Machida, 1999; Smedsgaard, 1997;
Yazdani et al., 2010).

Lin; Dianese (1976) e Davis et al. (1987) formularam meios de cultura para detectar
cepas potencialmente toxigénicas. Segundo os autores, apos o crescimento das coldnias (3
a 5 dias/28°C), as placas sdo observadas sob luz ultravioleta, sendo que as cepas produtoras
de aflatoxinas formam um halo azulado ou esverdeado fluorescentes em torno da colonia
no meio agar Coco. Contudo a detec¢ao de aflatoxinas e de outras micotoxinas baseadas
nas propriedades fluorescentes ¢ inespecifica e torna-se imprescindivel a realizacdo de
testes confirmatorios para assegurar as suas identidades (Abarca et al., 1988; Eizendeher,
2005; Ritter, 2007).

Também para triagem de fungos toxigénicos pode ser empregada a técnica descrita
em 1980 por Filtenborg e Frisvad modificada por Filtenborg et al. (1983) baseada na
produgdo em meios sintéticos, seguido de extracdo direta da cultura fingica e detec¢ao por
cromatografia de camada delgada (CCD). O método detecta uma escala ampla de
metabolitos extracelulares (aflatoxinas, citrininas, acido kojico, acido micofenélico, acido
3-nitropropionico, ocratoxina, patulina, 4cido penicilico, PR-toxina e zearalenona) e
micotoxinas intracelular (roquefortina C, sterigmatocistina), entre outras (Filtenborg et al.,
1996).

A maioria dos métodos de quantificagdo, utiliza a técnica de CCD, a qual ¢ a mais
conhecida, corriqueira entretanto, sensivel, de baixo custo e permite o processamento de
varias amostras simultaneamente. A quantificacdo na CCD ¢ feita por comparacdo visual
da intensidade de fluorescéncia da amostra comparada a do padrdo. A cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) vem substituindo nos ultimos anos todas as técnicas, em
especial a CCD (Eizendeher, 2005).

Em 2006, varios métodos disponiveis foram descritos por Zheng et al. para andlise

de micotoxinas por métodos rapidos, bem como outras técnicas emergentes. Os autores
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enfatizam as vantagens e as limitacdes dos ensaios: imuno-ensaio absorvente com enzima
(ELISA); fluxo por membrana baseado em imuno-ensaios; ensaios imuno-
cromatograficos; ensaios fluorométricos com imuno-afinidade e métodos com polarizagao
fluorescente.

As técnicas analiticas para a deteccdo de micotoxinas sdo continuamente
aprimoradas. Embora os custos analiticos possam constituir uma restricdo a realiza¢ao dos
testes, esses podem ser insignificantes se comparados as consequéncias econdOmicas
causadas por quebras de producdo e doengas associadas & contaminagdo por micotoxinas

(Eizendeher, 2005).
2.5 Legislacao para Medicamento Fitoterapico

Desde 1967, Ministério da Satide reconhece o papel das plantas medicinais no
cenario da saude publica. As politicas e regulamentacdes especificas para medicamentos a
base de plantas versam sobre determinados aspectos como seguranca, qualidade e eficicia
(Carvalho et al., 2010; Carvalho, 2011). As regulamentacdes que estabeleceram normas
para fitoterapicos no pais incluiram:

* Portaria N°® 22, de 30 de outubro de 1967, do extinto Servigo Nacional de

Fiscalizacdo da Medicina e da Farmécia (SNFMF), continha todos os aspectos

essenciais ao registro de fitoterapicos, exigéncias da identificagdo botanica das

espécies vegetais usadas, padrao de qualidade e identidade, prova de eficacia e de
seguranca que validassem o uso e as indicag¢des terapéuticas. Havia uma preocupagao
com relagdo as associacdes de espécies vegetais, mencionada como polifitoterapia

(Brasil, 1967).

* Portaria N° 06, de 31 de janeiro 1995, da Secretaria Nacional de Vigilancia

Sanitaria (SNVS), com relacdo a esta portaria, foi dada uma particular importancia a

questdo das associagdes, impossibilitando, na pratica, o registro das mesmas, a

menos que apresentassem ensaios de seguranca e estabilidade e que demonstrassem

que os efeitos colaterais e reagdes adversas fossem de intensidade igual ou menor

que os de cada componente isoladamente (Brasil, 1995).

* Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) N° 17, de 24 de fevereiro de 2000 da

ANVISA, a qual introduziu o conceito do uso tradicional e da histdria de uso como

fator influente no registro. Sistematizou do aproveitamento da literatura existente

sobre plantas medicinais e seus derivados, inserindo um conjunto de regras para sua

qualificacdo e para a concessdo de um registro de fitoterapico. A questdo das
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associagdes foi minimizada, admitindo-se o seu registro desde que apresentassem os

mesmos requisitos exigidos para os produtos baseados em apenas uma espécie

vegetal. A valida¢do do produto deveria referir-se a0 mesmo como um todo, e ndo

inferida a partir dos dados individuais de seus componentes (Brasil, 2000).

* RDC N° 48, de 16 de margo de 2004 da ANVISA (Brasil, 2004) trata das

exigéncias técnicas e legais para a concessdo do registro e transformou os anexos da

RDC 17/00 em quatro Resolugdes Especificas (RE):

o RE 88 - Lista de referéncias bibliograficas para avaliacdo de seguranca e
eficacia (Brasil, 2004a);

o RE 89 - Lista de registro simplificado (Brasil, 2004b);

o RE 90 - Guia para a realizagdo de estudos de toxicidade pré-clinica (Brasil,
2004c) e

o RE 91 - Guia para realizacdo de alteragdes, inclusdes, notificacdes e
cancelamentos pos-registro (Brasil, 2004d).

Importante destacar que, com a RDC 48/04, a lista de produtos de Registro
Simplificado poderia ser revisada periodicamente e novas plantas incluidas, apds estudos
cientificos comprovando a segurancga e eficacia das mesmas (Netto et al. 20006).

Nesse contexto, os documentos oficiais apresentados na area de fitoterapicos sdo: o
Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006 (Brasil, 2006a), que aprova a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF); a Portaria N° 254 de 31 de janeiro de
2002 que aprova a Politica Nacional de Ateng¢do a Saude dos Povos Indigenas (Brasil,
2002a) e, a Portaria 971, de 03 de maio de 2006 (Brasil, 2006), que aprova a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC).

O objetivo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos ¢ garantir a
populacdo brasileira o acesso seguro e racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e
da industria nacional. Como requisitos para comprovacao da seguranga e eficicia destes
medicamentos e alternativas ao controle da qualidade de cada etapa de produgdo foram
republicadas as normas para registro de medicamentos fitoterapicos — Resolucdo de
Diretoria Colegiada (RDC) N° 14, de 31 de margo de 2010 (Brasil, 2010), as Boas Praticas
de Fabricagdo e Controle de medicamentos na industria farmacéutica — RDC N° 17, de 16

de abril de 2010 (Brasil 2010b), e a lista de referéncias para comprovacao da seguranga e
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eficdcia de medicamentos fitoterdpicos, na forma da Instru¢do Normativa IN 05, 31 de
marg¢o de 2010 (Brasil, 2010a).

Com a adogdio da Fitoterapia pelo Sistema Unico da Satde — SUS dé inicio a
regulamentacdo do emprego da fitoterapia de base cientifica extraida do conjunto de
plantas usadas empiricamente (Brasil, 2002a; 2006c). A maior parte dos fitoterapicos
utilizados atualmente, por automedica¢do ou por prescricdo médica, ainda ndo tem o seu
perfil téxico bem conhecido (Veiga-Junior, 2008; Veiga-Junior; Mello, 2008; Virgilio;
Marques, 2004).

Para garantir a qualidade dos medicamentos fitoterapicos, a RDC N° 17/2010, no
Titulo VIII — Boas Prdticas de Fabricacdo de Medicamentos Fitoterapicos, estabelecida
pela ANVISA, direciona exclusivamente para o controle de medicamentos. O artigo 603
desta RDC determina especificagdes minimas para matérias-primas vegetais e
medicamentos fitoterapicos. Dentre das especificacdes para as matérias vegetais, o item (f)
define testes para analise da contaminacdo microbiologica, residuos de pesticidas e
fumigantes, radioatividade e micotoxinas, se aplicavel, e para os medicamentos
fitoterapicos estdo inclusos: testes para determinagdo de contaminag¢do microbiologica;

testes fisico-quimicos entre outros. (Brasil, 2010b).
2.6 Contaminaciao Microbiana em Medicamentos Fitoterapicos

Em funcdo da origem da matéria-prima, os medicamentos fitoterapicos podem
apresentar elevadas cargas microbianas e podem oferecer riscos potenciais aos usuarios
(Alexander et al, 1997; Chan, 2003; Fischer, 1992). Fatores como polui¢do na agua de
irrigacdo, atmosfera, solo, condi¢cdes da coleta, manipulagdo, secagem e de estocagem sdo
itens importantes a serem considerados no controle de produtos naturais. Estes fatores
podem favorecer altos niveis de contaminagdo microbiana, por vezes patogénica, que pode
ser transmitida aos produtos acabados (Abou-Arab et al., 1999; Halt, 1998; Kneifel et al,
2002; Martins et al, 2001; Pinto et al., 2010).

A deterioracdo de produtos farmacéuticos pode ocorrer em um intervalo de
temperatura de -20°C a 60°C, embora sejam raros nos extremos. O efeito da temperatura
durante o transporte e armazenamento de produtos deve ser considerado no clima tropical
ou subtropical, posto que, alguns micro-organismos, tais como Saccharomyces spp.,
Rhodotorula spp. e Geotrichum spp. fazem uso, como substrato para seu crescimento, de
algumas excipientes dos comprimidos tal como amido utilizado como agregantes e/ou

desintegrantes (Obuekwe; Eichie, 2006).
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O género Aspergillus comumente encontrado, com maior frequéncia em regides
subtropicais e tropicais possui capacidade de crescer em condi¢gdes de alta temperatura e
baixa atividade de dgua permitindo a colonizagdo em extensa variedade de substratos.
Espécies de Penicillium crescem preferencialmente em climas temperados; a exemplo das
espécies de Aspergillus, também estdo associados aos periodos de estocagem de matéria-
prima (Chourasia; Roy, 1991; Mogensen ef al., 2009; Pitt, 2000).

A producdo de um extrato vegetal geralmente envolve etapas desfavoraveis a
sobrevivéncia de micro-organismos, tais como extracdo com solventes organicos € ou a
elevadas temperaturas. O processo de decocgdo, por exemplo, em que a droga ¢ colocada
em contato com dgua em ebuli¢do, pode gerar produtos com reduzida carga microbiana, no
entanto, dependendo do grau de contaminagdo na matéria-prima inicial, esse processo pode
ndo ser efetivo (Araujo; Ohara, 2000; Rocha, 2009; Martins et al., 2001). Assim como, na
operacao de secagem da droga vegetal por aspersdo, método muito utilizado em industrias
farmacéuticas, apesar da elevada temperatura de secagem (100° C a 200° C), o tempo de
contato entre o material a ser seco e o ar quente ¢ extremamente rapido, menos que 1
minuto, ndo sendo suficiente, teoricamente, para eliminar alguns micro-organismos
(Furlaneto et al., 2004; Remili et al., 1994; Souza et al., 2006). Drogas sujeitas a extragdo
com agua em temperatura ambiente, como maceragdo, mantem ou mesmo multiplica a
carga microbiana. Extratos fluidos e tinturas, cujo processo de extracdo se utiliza alcool,
geralmente provém boas condig¢des sanitarias (Kneifel et al., 2002).

As caracteristicas bioldgicas e o elevado teor de umidade podem favorecer a
contaminagdo e o crescimento microbiano bem como o processo de obtencdo do extrato
vegetal e as praticas de fabricagdo. Em condi¢des especificas, em geral independentes
daquelas necessarias ao crescimento fingico, a contaminagdo se inicia no campo e
continuam durante a coleta, secagem e armazenamento da planta medicinal (Bennett;
Klich, 2003; Stoloff, 1979). A carga microbiana de uma planta ¢ o resultado de uma série
de influéncias causada por fontes diversas, podendo facilmente ser transferida por vetores
aéreos ou pelo solo (Abou-Arab ef al., 1999; Abu-Irmaileh; Afifi, 2003; Aziz et al., 1997;
Fennel et al., 2004; Kneifel et al., 2002; Martins et al., 2001).

A verificacdo da qualidade das drogas vegetais, preparagdes derivadas e
medicamentos fitoterapicos quanto a contaminagdo por fungos sdo objetos de varios

trabalhos:
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Anyanwu (2010) ao analisar 12 drogas vegetais pulverizadas, ndo especificadas pelo
autor, encontrou que a contagem total de fungos foi maior que 10*unidades formadoras de
colonia por grama (UFC/g) em duas amostras enquanto que a media para as demais foi de
10° UFC/g. Foram isolados varios géneros: Aspergillus spp., Penicillium spp., Mucor spp.,
Candida spp., Trichosporium spp., com maior predominincia para Aspergillus spp.
(58,3%) e para Penicillium spp. (41,6%).

Schiitz et al. (2008) analisaram 27 amostras de trés espécies vegetais: ginko biloba
(Ginkgo biloba L.), céscara sagrada (Rhamnus purshiana De Candolle) e sene (Cassia
angustifolia Vahl.). O método utilizado foi o de semeadura em profundidade (pour plate) e
foram realizadas contagens em placas de Petri com meios seletivos além da pesquisa de
micro-organismos especificos, de acordo com a World Health Organization (WHO). Os
resultados demonstraram contaminag¢do bacteriana que variou de 0,5 x 10" a2 9,0 x 10*
UFC/g, estando todas as amostras em conformidade com a WHO e cinco (18,5%) acima
dos limites permitidos pela Farmacopeia Brasileira 4* edicdo. A contaminagdo flngica
variou de 0,5 x 10" a 8,45 x 10" UFC/g, com seis (22,2%) das amostras acima dos limites
da WHO e nove (33,3%) acima dos limites da Farmacopeia Brasileira 4 ed. (Farmacopeia
Brasileira, 1988;World Health Organization, 2011).

Okunlola et al. (2007) analisaram quanto a contaminag¢do microbiana 21 diferentes
amostras de varias formas farmacéuticas: (1) comprimido, (1) suspensdo, (3) capsulas, (4)
p6 e (12) liquidos de produtos fitoterapicos comercializados no sul da Nigéria. Destas,
57% estavam contaminadas com fungos, sendo que das 12 formas liquidas analisadas, 06
estavam com carga fungica entre < 10 UFC/mL a 3 x 10* UFC/mL, comprimido com 4 x
10° UFC/g; p6 com 3,5 x 10° UFC/g a 1,2 x 10* UFC/g e nenhuma contaminagdo foi
encontrada na suspensao e na capsula.

Com objetivo de avaliar a qualidade microbioldgica de xaropes produzidos na cidade
de Francisco Beltrao-PR/Brasil, Moraes et al. (2007) avaliaram a qualidade microbioldgica
de xaropes fitoterapicos, quanto a presenca de coliformes totais e fecais, Staphylococcus
aureus, fungos filamentosos e leveduras, procedentes de 10 amostras coletadas de
produtores de xaropes. Os resultados evidenciaram que 50% das amostras estavam
contaminadas com coliformes totais e fecais. Na andlise de S. aureus o indice de
contaminagdo foi de 10%, com uma populagio de 1,5 x 10° UFC/g. Em relagdo a
populacdo fingica, foi observado contaminagdo por fungos filamentosos e leveduras em

nove amostras, que corresponde a 90%, cuja contagem variou de 1,0 x 10° a 1,0 x 10*
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UFC/g. Os autores concluiram que estes xaropes possuiam uma carga microbiana elevada,
podendo apresentar riscos a saude dos consumidores, porém ndo foram identificados os
fungos .

Alguns excipientes comuns como o amido e lactose, pds e agua destilada usados na
formulagdo de comprimidos foram analisados por Obuekwe e Eichie (2006) quanto a
presenga de micro-organismos. Os autores isolaram os fungos Geotrichum e Aspergillus
spp., bem como duas cepas de Staphylococcus aureus.

Em um estudo realizado por Bugno et al. (2005), 93,2% de 91 amostras compostas
de 65 espécies vegetais de drogas vegetais, estavam fora dos parametros da Farmacopeia
Brasileira 4 edi¢do. Entre as drogas vegetais estudadas, a alcachofra (Cynara scolymus L.)
apresentou contagem de fungos que variaram de 1,6 a 7,3 x 10’ UFC/g com presenca de
Aspergillus flavus, A. niger, A. fumigatus e Penicillium chrysogenum e, a castanha-da-india
(Aesculus hippocastanum L.) apresentou 2.2 x 10> UFC/g e presenca de A. flavus, A. niger
e Penicillium citrinum.

Sanchez et al. (2006) analisaram malva (Malva sylvestris L.), poleo (Lippia
turbinatai Griseb), ruda (Ruta chalenpensis, L.), milho (Zea mays, L.), boldo (Peumus
boldus Molina), camomila (Matricaria chamomilla L.) e menta (Mentha piperita L.)
obtidas de farmacias de Santa Fe, Argentina. A contagem de fungos variou de <10 UFC/g
a 1,5 x 10° UFC/g, sendo identificados Aspergillus flavus, A. ochraceus, A niger, A.
fumigatus, A. candidus, A. niveus, A. sydowii e Eurotium amstelodami.

Em uma investigacdo realizada quanto a qualidade microbiana de preparados
fitoterapicos obtidos por decocg¢do na cidade de Lagos na Nigéria, utilizados no tratamento
de maldria, fistulas e convulsdes. Adeleye et al. (2005) observaram que o nivel de
contaminagdo por bactérias excedia na ordem de 2,6 x 10°a 2,5x 10° UFC/mL, porém, nao
foram quantificados o numero de fungos isolados. Entre os fungos isolados foram
identificadas as leveduras: Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces spp., Torulopsis sp.,
Rhodotorula spp., Candida spp. e Geotrichum spp. e espécies filamentosas como
Aspergillus fumigatus, A. niger, A. flavus e Rhizopus stolonifer.

Produtos comercializados livremente por ambulantes nas ruas da cidade de Londrina
(PR) foram analisados quanto a qualidade microbioldgica antes € apds o processo de
infusdo. Foram analisadas, na forma de folhas desidratadas, dez amostras de drogas
vegetais: pata de vaca (Bauhinia forficata Link), maracuja (Passiflora spp.), capim santo

(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), sene (Cassia angustifolia Vahl.), boldo (Peumus
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boldus Molina), espinheira santa (Maytenus ilicifolia (Schrader) Planch), nogueira
(Juglans forficata Link), alcachofra (Cynara scolymus L.), ginseng (Panax ginseng C.A
Mey) e ginko biloba (Ginkgo biloba L.). Antes da infusdo a contamina¢do das drogas por
fungos variaram de 4 x 10> a 4 x 10° UFC/g e, apos infuso <10 a 10’ UFC/g. Foram
isolados Aspergillus spp. (47%) e Penicillium spp. (34%) (Furlaneto et al., 2004).

Rocha et al. (2004) analisaram 20 amostras de folha de sene (Cassia acutifdlia
Delile) e boldo (Peumus boldus Molina), comercializadas em Campinas, SP, Brasil quanto
a contagem e identificacdo de fungos filamentosos. Os autores encontraram valores que
variaram de 1 x 10' UFC/g a 7,35 x 10° UFC/g e 5 x 10 UFC/g a 1,9 x 10> UFC/g, para as
amostras de folhas de sene e boldo obtidas de mercados, respectivamente. Para aqueles
oriundas de farmécia de manipulagio os valores variaram de 1,1 x 10% a 6,21 x 10* UFC/g
para as folhas de sene e 1 x10 a 5 x 10° UFC/g para as folhas de boldo. Os fungos
identificados nestas amostras foram: Aspergillus, Penicillium, Phoma, Cladosporium,
Trichoderma, Rhizopus, Mucor, Aureobasidium pullulans, Mycelia Sterilia, Acremonium e
Moniliasitophila.

Foram analisadas por Fischer (1992) 84 amostras de especialidades fitoterapicas
obtidas no comercio de Sdo Paulo, na forma de capsulas, comprimido e pd, contendo 17
drogas vegetais (alcachofra, boldo, carvdo medicinal, castanha-da-india, catuaba, centelha
asiatica, confrei, espinheira santa, espirulina, fucus, ginseng brasileiro, ginseng coreano,
guarand, lecitina de soja, levedura de cerveja, 6leo de germe de trigo, zedoria). Destacando
a alcachofra, foram analisadas 05 lotes de capsulas e 1 lote de comprimido e a
contaminagdo para ambas formas farmacéuticas variou de < 10 UFC/g a 10° UFC/g e para
a castanha-da-india foram analisados 02 lotes de capsulas a contaminagdo por fungo foi de
<10 e 10° UFC/g. A autora concluiu que a contaminagdo fingica para os produtos
analisados, com predominancia de fungos filamentosos (4,6 x 10° UFC/g) foi inferior a
bacteriana aerdbica (5,1 x 10° UFC/g).

Zaroni et al. (2004) verificaram que 20 (79%) das 72 amostras de plantas medicinais,
produzidas no Estado do Parand, ndo atenderam aos parametros estabelecidos pela
WHO(1998) quanto ao nimero de fungos, com contagem que variaram entre 1,0 x 10* e
8,4 x 10° UFC/g.

Em 2001, Czech et al. avaliaram a contaminacdo microbiana presente em 138
amostras de drogas vegetais, adquiridas no comércio da Austria e Alemanha. Detectaram

em cerca de 90% das amostras, contaminagio fungica entre 10' e 10° UFC/g, sendo
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superiores a 10° UFC/g em cerca de 80% das amostras. Também em 2001, Martins e al.
avaliaram 62 amostras de 7 tipos de plantas medicinais, adquiridas em Lisboa, Portugal e
verificaram popula¢des médias de fungos da ordem de 10° UFC/g, além da presenca de
Clostridium perfringens em 96,8% e 83,9% das amostras, respectivamente.

Alexander et al. (1997) analisaram 425 medicamentos fitoterapicos, sendo 250
amostras de comprimidos, 46 amostras na forma de pd e granulo, 58 amostras de liquido
oral e 71 amostras de produtos para uso topico. Verificaram que 52,7% das amostras
apresentaram contagens de bactérias superiores a 2 x 10° UFC/g. Com relagio a
quantificagio de fungos, observaram contagens superiores a 2 x 10° UFC/g foram
detectadas em 6,4% das amostras, sendo que em 20% das amostras de pé ou granulo
apresentaram contagem superior a 10* UFC/g. Em 1995, Santos et al. analisaram 51
amostras de produtos fitoterapicos e verificaram contagens superiores a 10° UFC de
bactérias/g e superiores a 10> UFC de fungos filamentosos e leveduras/g em 33,3% e em
21,6% das amostras, respectivamente. Detectaram enterobactérias, Pseudomonas
aeruginosa ¢ Bacillus cereus e a presenca de Aspergillus spp. e Penicillium spp., em
23,5% e 2,0% das amostras.

Materiais de origem vegetal tendem a mostrar niveis mais elevados de contaminagao
microbiana do que produtos sintéticos; a Farmacopeia Brasileira 5* ed. (Brasil, 2010c)
permite niveis mais elevados de contamina¢do microbiana em medicamentos a base de
plantas do que nos sintético, dependendo do método de processamento da droga. Por
exemplo, os niveis mais elevados (10° UFC/g) de contaminagio sio permitidos se a

preparacao final envolver adi¢do de agua fervente.

2.7 Presenca de Fungos Toxigénicos e Micotoxinas em Plantas Medicinais e em

drogas vegetais

A carga fingica em produtos ¢ normalmente tratada com menos atengdo que a
bacteriana. A presenca de fungos em produtos farmacéuticos deve ser cuidadosamente
investigada e/ou monitorada, atentando aos efeitos deletérios sobre a composi¢do quimica,
perda da atividade entre outros, além da capacidade de produzirem toxinas. Algumas
espécies produzem toxinas, especialmente aflatoxinas. Aflatoxinas em medicamentos a
base de plantas podem ser perigosas para a saude, mesmo se eles forem absorvidos em
quantidades infimas (Bandaranayake, 2006; Bugno et al., 2006; De Smet, et al. 1992;
Singh et al., 2008).
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Os fungos sdo organismos notaveis que produzem uma grande variedade de produtos
naturais, muitas vezes chamado de metabolitos secundarios. No entanto, ¢ consideravel o
interesse por estes compostos, como muitos produtos naturais, devido a importancia
médica, industrial e agricola. Alguns destes metabolitos sdo insalubres, por exemplo,
micotoxinas, enquanto outros sdo benéficos como os antibidticos (Calvo et al., 2002).

Ha evidéncias de plantas medicinais contaminadas com fungos toxigénicos. Certos
componentes de plantas sdo suscetiveis a transformac¢ao quimica quando contaminados por
micro-organismos, levando a uma maior atividade enzimatica, transformando alguns dos
componentes em outros metabdlitos ndo inicialmente presentes na droga vegetal. Nem
todos os fungos produzem micotoxinas, mas numerosas espécies os fazem. Os fungos
toxigénicos produzem variadas toxinas dependendo do substrato nos quais crescem, da
presenga de organismos competitivos e do teor de umidade (Singh ef al., 2008).

As micotoxinas s3o um grupo de metabolitos secundarios produzidos por alguns
fungos, os quais ndo sdo necessarios para o crescimento e provavelmente possuem a
funcdo de limitar a competi¢ao. As toxinas destes fungos podem estar contidas nos esporos
e no micélio, ou serem excretadas como exotoxinas no substrato de crescimento. As vezes,
os fungos que crescem em monocultura, em condi¢des laboratoriais, perdem o potencial
toxigénicos (Paterson; Lima, 2010).

As principais classes de micotoxinas sdo aflatoxinas, tricotecenos, fumonisinas,
zearalenona, ocratoxinas e alcaloides ergo. As toxinas sdo produzidas principalmente pelos
géneros Aspergillus, Penicillium, Claviceps e Fusarium. A exposi¢do humana as
micotoxinas pelo consumo de alimentos ou fitoterapico ¢ uma questio de satde publica em
todo o mundo. As micotoxinas tanto podem ser inaladas em ambiente contaminado por
fungos, pelo contato dérmico com material contaminado como por ingestdo de esporos
contendo toxinas através de alimentos e bebidas (Paterson; Lima, 2010).

Segundo a International Agency for Research on Cancer — IARC (2002) as
aflatoxinas pertencem ao Grupo 1 — carcinogénica; enquanto que ocratoxina A ¢
classificada no Grupo 2b — possivelmente carcinogénica. As aflatoxinas sdo
termorresistentes (>250°C); porem radiagdo com UV transforma aflatoxina B; em
aflatoxina B,, que ¢ menos toxica, podendo ser eliminada pela radiagdo gama com dose de
10 kGy (Aquino, 2007; Paterson; Lima, 2010; Prado et al., 2009).

O efeito que a aflatoxina pode causar depende da dose e da frequéncia com que ¢

ingerida e pode ser agudo ou subagudo. O efeito agudo ¢ resultante da ingestdo de doses
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geralmente muito elevadas, ¢ de manifestacao e percepcdo rapidas, podendo levar o animal
a morte, porque causa alteracdes irreversiveis. O efeito subagudo ¢ o resultado da ingestdo
de doses nao elevadas que provoca distirbios e alteragdes nos 6rgdos do homem e dos
animais (uns mais susceptiveis que outros), da idade (os mais jovens sdo mais afetados), do
estado nutricional e, também, do sexo. A aflatoxina pode provocar cirrose, necrose do
figado, proliferagdo dos canais biliares, sindrome de Reye (encefalopatia com degeneragao
gordurosa do cérebro), hemorragia nos rins e lesdes sérias na pele, pelo contato direto.
Além disso, os produtos do seu metabolismo, no organismo, interferem com o sistema
imunolégico do homem ou animal, diminuindo a resisténcia imunologica (Bennett; Klich,
2003; Kamei; Watanabe, 2005; Paterson; Lima, 2010; Pitt, 2000).

Fatores ambientais podem interferir na qualidade de drogas vegetais e preparacdes
derivadas ndo apenas por permitirem a decomposi¢do quimica de seus constituintes, mas
também por permitirem a contaminagdo por micro-organismos toxigénicos. Diversos
trabalhos relatam a presenca de micotoxinas e fungos toxigénicos em especiarias, em
drogas e substratos de plantas medicinais (Aziz et al., 1997; Khan et al., 2006; Rizzo et
al., 2004).

Ao analisar 62 amostras de drogas vegetais e 11 amostras de chés, Halt (1998)
obteve contagens fungicas variando entre 10° e 10° e entre 10* e 10* UFC/g,
respectivamente. O autor isolou Aspergillus e Penicillium como dois géneros
predominantes. Da mesma forma, Abou-Arab ef al. (1999) analisaram amostras de drogas
vegetais e verificaram que estes géneros foram os mais isolados.

Roy e Chourasia (1989) demonstraram a presenga de aflatoxinas em 14 de 15
amostras de plantas medicinais, estudadas na India, sendo encontradas as seguintes
espécies fungicas: Aspergillus flavus, A. candidus, A. niger, A. luchuensis, A. ochraceus, A.
nidulans, Fusarium verticillioides, F. oxysporum, Curvularia lunata, Penicillium citrinum,
Alternaria alternata e Rhizopus stolonifer.

Em 2008, Singh ef al. analisaram 6 drogas vegetais, e isolaram 858 fungos. Entre os
32 isolados de Aspergillus flavus, 13 foram produtores de aflatoxinas.

Espécies de Penicillium crescem e produzem micotoxinas, como citrinina,
ocratoxinas, dacido ciclopiazdnico e sterigmatocistina, preferencialmente em climas
temperados e também estdo associados aos periodos de estocagem de matéria prima (Pitt.,

2000).
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Ao analisarem amostras ndo irradiadas de Ginkgo biloba e guarand (Paullinia
cupana Kunth), Soriani et al. (2005) encontraram valores elevados de fungos sendo 10’
para Ginkgo biloba ¢ 10° UFC/g para guarana. Os autores também detectaram a presenga
de toxinas (ocratoxinas) associadas ao género Penicillium spp.

Lutomsky e Kedzia (1980) ao analisarem 50 amostras de drogas vegetais,
verificaram contagens superiores a 10° UFC/g de fungos filamentosos e leveduras em 90%
das amostras. Cerca de 50% dos 246 fungos isolados pertenciam os géneros Aspergillus e
Penicillium. Resultado semelhante foi encontrado por Rizzo et al. (2004) ao analisarem152
amostras de plantas medicinais, as quais 52% estavam contaminadas com espécies de
Aspergillus.

A presenga de 10 géneros fungicos, com maior frequéncia Aspergillus flavus, A.
parasiticus, A. niger, Fusarium oxysporum e Penicillium viridicatum, foram detectados em
84 amostras de plantas medicinais, coletadas por Aziz et al. (1997), no Cairo (Egito).

Martins et al. (2001) avaliaram 62 amostras de plantas medicinais, adquiridas em
Lisboa (Portugal) e verificaram a presenca de Fusarium spp. (59,7%), Aspergillus flavus
(22,6%), A. glaucus (32,2%) e A. niger (46,8%), além de Penicillium spp. (61,3%).

Para deteccdo e enumeragdo de micro-organismos usando meio de cultura padrdo,
Abou-Donia (2008) analisou 303 amostras de diferentes tipos de especiarias e plantas
medicinais coletadas aleatoriamente no Egito. Também verificou, carga micoldgica e
presenca de aflatoxinas. Foi observada uma contaminagdo por fungos entre 10 a 10°
UFC/g. Todas as amostras estavam contaminadas com fungos e os géneros mais
frequentemente encontrados foram Aspergillus, Fusarium e Penicillium e outros menos

frequentes (Alternaria, Absidia spp., Mucor spp., Rhizoctonia e Cladosporium spp.).
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3. ENUMERACAO DOS FUNGOS PRESENTES EM MEDICAMENTOS
FITOTERAPICOS USANDO DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Artigo submetido ao

Brazilian Journal of Microbiology
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ENUMERACAO DOS FUNGOS PRESENTES EM MEDICAMENTOS
FITOTERAPICOS USANDO DIFERENTES MEIOS DE CULTURA'

RESUMO
Com o estudo avaliou-se a qualidade micologica de comprimidos, capsulas e solucdes de
uso oral de medicamentos fitoterapicos a base de castanha-da-india e alcachofra, em trés
meios de cultura dgar Dicloran Rosa de Bengala (DRBC), agar Dicloran Glicerol 18%
(DG18) e agar Sabouraud-dextrose (SDA) seguindo método descrito na Farmacopeia
Brasileira 5* edi¢do. Para cada forma farmacéutica foram selecionados trés diferentes
fabricantes. De cada fabricante foram utilizadas 10 amostras pertencentes ao mesmo lote,
totalizando 30 amostras para cada forma farmacéutica e 90 para cada principio ativo. Trés
medicamentos a base de castanha-da-india estavam fora das especificacdes da
Farmacopeia Brasileira com valores médios para um lote de comprimido com 1,26 x 10
UFC/g; 1,39 x 10° UFC/g e 1,36 x 10’ UFC/g para os meios de cultura DRBC, DGI18 e
SDA, respectivamente e dois lotes para capsulas, sendo um com <10 UFC/g; 8,4 x 10
UFC/g e 3,9 x 10> UFC/g e a outra com 1,27 x 10° UFC/g; 2,44 x 10’ UFC/g e 1,53 x 10
UFC/g para os meios de cultura DRBC, DGI18 e SDA, respectivamente. Para os
medicamentos a base de alcachofra, um lote de comprimido apresentou contagem para os
meios de cultura DRBC, DG18 ¢ SDA de 2,9 x 10> UFC/g; 3,6 x10* UFC/g ¢ 3,3 x 10°
UFC/g, respectivamente ¢ um lote de solu¢do oral 2,3 x 10 UFC/mL; < 10 UFC/ml e 1,8 x
10> UFC/ml, para os meios de cultura DRBC, DG18 e SDA, respectivamente. Houve
diferenga estatistica significativa entre os meios de cultura utilizados quanto ao nimero de
UFC obtido apenas para os medicamentos a base de castanha-da-india. Dependentes do

fabricante, as capsulas e os comprimidos foram mais susceptiveis a contaminagao.

Palavras-chave: droga vegetal, contaminacdo, meio de cultura, medicamentos fitoterapicos.

! Artigo submetido como Barros-Correia ACR, Souza-Motta CM. Enumeragio dos fungos presentes em
medicamentos fitoterapicos usando diferentes meios de cultura, Brazilian Journal of Microbiology.
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INTRODUCAO

A fitoterapia ¢ um método alternativo e complementar da medicina, em elevada
ascensdo em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. A Organizagdo Mundial de
Saude estima que aproximadamente 70-80% da populacdo do mundo, particularmente nos
paises em desenvolvimento, utilizam alternativas nao-convencionais, principalmente de
fontes herbaceas, como tratamento preliminar e por considerarem seguros devido a sua
origem natural (Brasil, 2006c; Calixto, 2000).

Para a produgdo de medicamentos fitoterapicos, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) exige que as empresas produtoras de medicamentos tenham
implantado as normas de boas praticas de fabricacdo (Brasil, 2010b). O cumprimento das
diretrizes regulamentadoras ¢ necessario para que possa evitar e prevenir os riscos na
qualidade e seguranga dos produtos. A qualidade microbiologica de produtos constitui uma
das caracteristicas essenciais em relacdo a seguranca e eficacia, pois presenga de micro-
organismos expoe o medicamento fitoterapico, ndo apenas por permitirem a decomposi¢ao
quimica de seus constituintes, mas, por se comportarem como agentes infectantes
oportunistas ou produzirem metabolitos toxicos (Adeleye et al., 2005; Bugno, et al., 2006;
Okunlola et al., 2007; Pinto et al., 2010).

Os produtos fitoterapicos sdo obtidos de extratos provenientes de plantas coletadas,
secas e armazenadas até o processamento de extragdo. As propriedades bioldgicas dos
principios-ativos e a umidade destes produtos podem favorecer a contaminagdo e o
crescimento fiungico (Abu-Irmaileh; Afifi, 2003; Fennel et al., 2004; Kneifel et al., 2002).
Quanto ao aspecto microbiologico, a literatura registra que a qualidade microbioldgica de
drogas vegetais e seus derivados apresentam indices de contamina¢do acima dos niveis
aceitaveis (Alexander et al., 1997; Bugno et al., 2006; Fisher et al., 1996).

Atentando ao fato que os medicamentos sdao produzidos em larga escala, a presenca de
determinados fungos pode ser considerada um problema de saude publica, pois algumas
espécies sdo capazes de produzir metabolitos toxicos responsaveis por transtornos a satide
animal e do homem. A presenca de fungos oportunistas como espécies de Aspergillus pode
ser uma ameaga a pacientes imunocomprometidos, bem como a idosos e criangas (Kosalec
et al.,2009).

A Farmacopeia Brasileira 5* edicdo determina requisitos para o limite de
contaminagdo microbiana em produtos farmacéuticos, permitindo niveis mais elevados em

produtos medicamentosos a base de plantas quando comparado com os alopaticos. No
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entanto, este nivel de contaminagdo permitido depende do método de processamento da
droga. Niveis mais elevados de contamina¢io por fungo na ordem de 10* unidades
formadoras de coldnias (UFC/g), sdo permitidos se a preparagdo final envolver a adi¢ao de
agua fervente; se as drogas vegetais forem submetidas a processos extrativos a frio, este
limite diminui para 10° UFC/g (Aratjo; Ohara, 2000; Brasil, 2010c).

Diante do exposto, sdo objetivos com este trabalho comparar a eficiéncia de diferentes
meios de cultura para enumera¢do de fungos em medicamentos fitoterapicos a base de
castanha-da-india e alcachofra e determinar qual a forma farmacéutica mais susceptivel a

contaminag¢do por fungos.
MATERIAL E METODOS

Para realizagdo desta pesquisa foram analisados medicamentos fitoterapicos cujos
principios ativo foram: castanha-da-india (desculus hippocastanum L.) e alcachofra
(Cynara scolymus L.). Para cada principio ativo foram analisadas trés formas
farmacéuticas: capsula, comprimido e solucdo oral, e de cada forma farmacéutica foram
selecionados trés diferentes fabricantes. De cada fabricante foram utilizadas 10 amostras
pertencentes a0 mesmo lote, totalizando 30 amostras para cada forma farmacéutica e 90
para cada principio ativo.

Todas as amostras destes medicamentos foram adquiridas em farmacias e drogarias
comerciais do municipio de Recife — PE, Brasil, no periodo de setembro de 2010 a abril de
2011.

As amostras dos medicamentos fitoterdpicos foram avaliadas quanto a contaminagdo
fungica, apds validagdo do método, de acordo com os critérios estabelecidos pela
Farmacopeia Brasileira, 5* edi¢cdo (Brasil, 2010c).

A analise micologica foi realizada pela enumeragdo de fungos vidveis totais,
empregando-se o método de contagem em placa de Petri, utilizando a técnica de
plaqueamento em profundidade conforme descrita em compéndios oficiais (Farmacopeia
Brasileira, 1988; Brasil, 2010c; The United States Pharmacopeia, 2011) e trés meios de
cultura, 4gar Dicloran Rosa de Bengala (DRBC) e agar Dicloran Glicerol 18% (DG18) e
agar Sabouraud-dextrose (SDA), todos acrescidos de Cloranfenicol (50 mg/mL).

Para céapsulas e comprimidos, 10 g de cada amostra foram suspensos em 90 ml de
solucdo tampao fosfato pH 7,2, adicionada de 0,5% de Tween 80 como agente dispersante.

As amostras foram mantidas em repouso durante 15 minutos e diluicdes decimais
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sucessivas foram realizadas até 107. Posteriormente, 1 ml, de cada diluicdo, foram
transferidas para placas de Petri e vertidas sobre estas, separadamente, os trés meios de
cultura. Para a solucdo oral, foram transferidos 10 mL de cada amostra ¢ foi utilizado o
meio de cultura Caldo Letheen como solucdo diluente e, em seguida realizado o mesmo
procedimento de diluicdo e plaqueamento utilizados para as formas solidas. Todas as
placas de Petri, foram em seguida incubadas a 25° C por 7 dias.

Apos esse periodo, as colonias de fungos foram enumeradas e determinada a média
das UFC/g (capsula ou comprimido) ou mL (solu¢do oral) das 10 amostras de cada

fabricante das formas farmacéuticas pesquisadas (Brasil, 2010c).
Analise estatistica

A média das UFC/g ou mL de fungos foi calculada considerando os fatores
relacionados ao medicamento pesquisado, a saber: fabricante, forma farmacéutica e meio
de cultura. Foi aplicada a analise de variancia com multiplos fatores — ANOVA (3 fatores).
A significancia estatistica adotada na avaliagdo das hipdteses foi de 5% (p < 0,05) e o

Software utilizado foi o STATA versao 9.0.
RESULTADOS

Os valores médios das UFC/g ou mL encontrados nas amostras analisadas constam
respectivamente nas Tabelas 1 e 2. Estes valores representam a média das UFC/g ou mL
(n=10). Quando nao foi observado crescimento de fungos, os resultados foram expressos
como sendo menor que a menor dilui¢do utilizada (<10).

Para as amostras dos produtos a base de castanha-da-india (Tabela 1), na forma
farmacéutica comprimido, para o Fabricante 4, foram observados niveis de contaminacdo
elevados, sendo de 1,26 x 10° UFC/g; 1,39 x 10° UFC/g e 1,36 x 10° UFC/g nos meios de
cultura DRBC, DG18 e SDA, respectivamente; e na forma cépsula, para o Fabricante 3,
8.4 x 10° UFC/g; 3,9 x 10° UFC/g e <10 UFC/g; nos meios de cultura DRBC, DG18 e
SDA, respectivamente e o Fabricante 5, também apresentou indice elevado de 1,27 x 10°
UFC/g; 2,44 x 10° UFC/g e 1,53 x 10° UFC/g nos meios de cultura DRBC, DG18 ¢ SDA,
respectivamente. Para a forma farmacéutica solug@o oral nao foi observado crescimento de
fungos em nenhum dos meios de cultura utilizados nas amostras de castanha-da-india

procedentes dos trés fabricantes.
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Tabela 1. Valores médios obtidos na enumeragdo de fungos presentes em medicamento fitoterapico a
base de castanha-da-india, nas formas farmacéuticas comprimido, capsula e solugdo oral, de cada
fabricante, nos trés diferentes meios de cultura.

. " sut Codigo do Unidades formadoras de colonias (UFC/g ou mL)
orma rarmaceutica :
fabricante DRBC DG18 SDA
4 1,26 x 10° 1,39 x 10° 1,36 x 10°
Comprimido 9 <10 <10 <10
12 <10 <10 <10
3 8,40 x 107 3,90 x 10 <10
Capsula 5 1,27 x 10° 2,44x 10° 1,53 x 10°
8 <10 <10 <10
15 <10 <10 <10
Solucao oral 16 <10 <10 <10
18 <10 <10 <10

DRBC — Agar Dicloran-Rosa de Bengala-Cloranfenicol; DG18 — Agar Dicloran; SDA — Agar Sabouraud-
Dextrose

Com relagdo ao medicamento fitoterapico a base de alcachofra (Tabela 2) na forma
farmacéutica comprimido, apenas o Fabricante 1 apresentou contagem mais elevada, nos
meios de cultura DRBC, DG18 e SDA de 2,9 x 10 UFC/g; 3,6 x10° UFC/g e 3,3 x 10
UFC/g, respectivamente; e para a forma liquida, o Fabricante 17 apresentou uma contagem
de 2,3 x 10 UFC/mL e 1,8 x 10> UFC/mL, para os meios de cultura DRBC e SDA,
respectivamente. Para os Fabricantes 2, 11 e 6 houve crescimento somente no meio DG18,
de 7,9 x 10 UFC/g; 9,1 x 10 UFC/g e 1,9 x 10 UFC/g, respectivamente.

Tabela 2. Valores médios obtidos na enumeragdo de fungos presentes em medicamento fitoterapico

a base de alcachofra, nas formas farmacéuticas comprimido, capsula e solugdo oral, de cada
fabricante, nos trés diferentes meios de cultura

. " i Codigo do Unidades formadoras de colonias (UFC/g ou mL)
orma farmacéutica .
fabricante DRBC DGI18 SDA
1 2,90 x 107 3,60 x 10 3,30 x 10
Comprimido 2 <10 7,90 x 10 <10
11 <10 9,10x 10 <10
6 <10 1,90 x 10 <10
Capsula 7 1,27 x 10° 2,44 x 10° 1,53 x 10°
13 <10 <10 <10
10 <10 <10 <10
Solucao oral 14 <10 <10 <10
17 2,30 x 10 <10 1,80 x 102

DRBC — Agar Dicloran-Rosa de Bengala-Cloranfenicol; DG18 — Agar Dicloran; SAD — Agar Sabouraud-

Dextrose.
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Comparacio da contagem de fungos entre os meios de cultura

Para comparar a eficacia dos trés meios de cultura utilizados na enumeracao da carga
fungica foi realizado a andlise estatistica dos resultados obtidos, para as amostras dos
medicamentos fitoterdpicos a base de castanha-da-india e alcachofra.

Para os medicamentos a base de castanha-da-india, tratando cada fator (fabricante,
forma farmacéutica e meio de cultura) isoladamente (Tabela 4), observa-se que houve
diferencas significativas entre os fabricantes no que se refere a contaminagdo destes por
fungos (p = 0,0276). Efeito significativo também foi verificado quando comparados os
meios de cultura (p = 0,0252). Os numeros de UFC de fungos entre as formas
farmacéuticas ndo foram estatisticamente diferentes (p = 0,7378).

Comparando as interacdes entre os fatores no nivel de contaminacdo por fungos,
interagdo significativa foi evidenciada entre fabricante x forma farmacéutica (p < 0,0001) e
entre fabricante x forma farmacéutica x meio de cultura (p < 0,0010). Nao houve interagdo
significativa entre fabricante x meios de cultura (p = 0,3755) ou meios de cultura x forma

farmacéutica (p = 0,3659) (Tabela 3).

Tabela 3. Interagdes entre os efeitos relacionados ao fabricante, forma farmacéutica e meio de
cultura, utilizando o medicamento a base de castanha-da-india

Efeitos p-valor

Efeitos principais

Fabricante 0,0276

Forma farmacéutica 0,7378

Meio de cultura 0,0252F
Efeitos de interacio de dois fatores

Fabricante x Forma farmacéutica < 0,0001T

Fabricante x Meio de cultura 0,3755

Meio de cultura x Forma farmacéutica 0,3659
Efeitos de interacio de trés fatores

Fabricante x Forma farmacéutica x Meio de cultura 0,0010T

"Interagdes estatisticamente significante (p < 0,05)

Para as amostras a base de alcachofra, tratando cada fator isoladamente, ndo houve
diferengas significativas entre os fabricantes no que se refere a contaminagao das amostras
por fungos (p = 0,0932), assim como quando comparados a forma farmacéutica (p =
0,8633) e os meios de cultura (p = 0,1178). Porém quando comparadas as interagdes entre
os fatores observa-se uma interagdo significativa entre fabricante x forma farmacéutica (p

=0,0055) (Tabela 4).
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Tabela 4. Interagdes entre os efeitos relacionados ao fabricante, forma farmacéutica e meio de
cultura, utilizando o medicamento a base de alcachofra.

Efeitos p-valor
Efeitos principais
Fabricante 0,0932
Forma farmacéutica 0,8633
Meio de cultura 0,1178
Efeitos de interacio de dois fatores
Fabricante x Forma farmacéutica 0’0055’r
Fabricante x Meio de cultura 0,7245
Meio de cultura x Forma farmacéutica 0,7755
Efeitos de interacio de trés fatores
Fabricante x Forma farmacéutica x Meio de cultura 0,6451

"Interagdo estatisticamente significante (p < 0,05)

Com relacdo ao numero de UFC nos diferentes meios de cultura (Figura 1) foi
observado que o meio DG18 propiciou maior numero de UFC (7.209) tanto para os
medicamentos a base de castanha da india (4.220) quanto para alcachofra (2989) seguido

pelo meio DRBC (5160) e SDA (4930).
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Figura 1. Numero de UFC de fungos nos diferentes meios de cultura para cada droga vegetal.

DISCUSSAO

Existem poucos relatos quanto a contamina¢d0 microbiana em medicamentos
fitoterapicos industrializados. Na maioria dos relatos trata-se de drogas vegetais usadas
como infuso, desidratadas ou em p6 (Abbas et al., 2004; Anyanwu, 2010; Bugno et al.,
2005; Furlaneto et al., 2004) ou por contaminacao bacteriana (Enayatifard et al., 2010).

No que se refere a contaminacdo de medicamentos fitoterapicos por fungos, os

resultados obtidos no presente estudo diferem dos obtidos por Fischer (1992), que detectou



Barros Correia, Ana Cristina Regis — Fungos produtores de micotoxinas.... 45

maior nivel de contaminagdo com predominincia de fungos filamentosos (4,6 x 10°
UFC/g), ao analisar 84 amostras de medicamentos fitoterapicos, contendo 17 drogas
vegetais, obtidas no comércio de S@o Paulo, na forma de capsulas, comprimido e po,
contendo 17 drogas vegetais. Entretanto quando comparados cada principio ativo estudado
por esta autora, destacam-se dois lotes de capsulas de castanha-da-india (<10 e 10’ UFC/g)
e cinco lotes de cépsulas e um de comprimido de alcachofra, para ambas formas
farmacéuticas, a contagem variou de <10 UFC/g a 10° UFC/g. Resultados estes,
semelhantes aos obtidos no presente trabalho.

Comparando a contagem de UFC de fungos nas formas farmacéuticas estudadas no
presente trabalho, foi constatada contaminacdo por fungos em cépsulas e comprimidos de
castanha-da-india e alcachofra e apenas em uma amostra de solug¢@o oral de alcachofra.
Okunlola et al. (2007) analisaram 21 produtos fitoterapicos de diferentes formas
farmacéuticas, dentre as quais, comprimidos, capsulas e solugdes liquidas comercializadas
no sul da Nigéria, quanto a contaminacdo microbiana. Os autores verificaram
contaminagdo por fungos em amostras de comprimidos (4,0 x 10° UFC/g) e em solugdes
liquidas (<10 a 3,5 x 10> UFC/ml). Nenhuma capsula estava contaminada por fungos.
Estes resultados diferem dos obtidos presente trabalho no que se refere ao nimero de UFC
e ndo ser observada contaminacdo das capsulas pelos autores. Os resultados do presente
trabalho também diferem dos observados por Kulkarni e colaboradores (2010) ao
analisarem 10 preparagdes fitoterapicas liquidas no oeste da India para testes de limite
microbiano. Todas as amostras demonstraram contagem de bactérias aerdbia e contagem
de fungos dentro dos limites de 10° UFC/g ¢ 10°UFC/g, respectivamente prescritos pela
World Health Organization.

Em relacdo a eficacia dos meios de cultura para a enumera¢do de por Askun et al.
(2007) ao utilizarem dois meios seletivos Rosa de Bengala Cloranfenicol (RBC) e DG18
na enumeragdo de fungos em 129 amostras de passas da Turquia. Nao houve diferenca
estatistica significativa na contagem (p > 0,05) entre os dois meios de isolamento. Também
os resultados foram concordantes com os de Copetti et al. (2005) ao avaliarem a qualidade
micologica de ragdes para cdes e gatos utilizando trés meios diferentes DG18, dgar Batata
acidificado e 4agar Dicloran Rosa de Bengala. Estes autores verificaram que ndo havia
diferenga estatistica no numero de UFC, entre os trés meios. Os resultados, similares aos
obtidos Lazaretti et al. (2000) que demonstraram que ndo havia diferenga significativa

quando compararam o nimero de UFC de fungos em trés marcas de erva-mate utilizando
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agar Batata-dextrose, DRBC e o meio para bolores e leveduras - SIMPLATE. Entretanto,
estes os autores demonstraram que quando a contagem de fungos era maior que 10°*
UFC/g, o meio 4gar Batata-dextrose mostrava-se menos eficaz que os meios DRBC e meio
para bolores e leveduras — SIMPLATE.

No presente estudo, quanto a comparacdo dos trés meios DRBC, DG18 e SDA para
enumeracdo de UFC dos produtos fitoterapicos, também nao foi observada diferenca
estatistica significativa quando o medicamento foi a base de alcachofra. No entanto, para o
meio de cultura DG18 foi observado um maior nimero de UFC em relagdo aos outros dois
meios estudados (DRBC e SDA), embora estes tenham sido eficazes no isolamento de
fungos da solugdo oral de alcachofra. Nao ha relatos na literatura da utilizagdo do meio de
cultura DG18 para enumeragdo de fungos em medicamentos fitoterapicos.

Os niveis de contaminacdo por fungos, de forma geral, para as formas
farmacéuticas comprimidos e capsulas foram aceitaveis. No entanto, isto ndo foi observado
para os medicamentos fitoterdpicos a base de castanha-da-india para os Fabricantes 4
(comprimido), 3 e 5 (capsula); assim como para os medicamentos a base de alcachofra,
para o Fabricante 1 (comprimido), os quais ndo atenderam aos critérios estabelecidos pela
Farmacopeia Brasileira 5* edi¢ao (Brasil, 2010c).

Para a forma farmacéutica solucdo oral, do medicamento fitoterdpico a base de
alcachofra apenas para o produto do Fabricante 17 foi obtido um resultado préximo do
limite das especificagdes da Farmacopeia Brasileira 5* ed. Nao foi verificado nenhum
crescimento de fungos em nenhum dos fabricantes para amostras de castanha-da-india.

Com relagdo ao numero de UFC de fungos obtidos para os diversos fabricantes e
suas formas farmacéuticas, para os medicamentos a base de castanha-da-india, observa-se
que, isoladamente, os fatores fabricante e meio de cultura influenciam nos resultados.
Porém, no estudo da interacdo entre os fatores, somente houve significdncia estatistica
entre fabricantes x formas farmacéuticas e entre fabricantes x formas farmacéuticas x
meios de cultura. Para a alcachofra, entretanto, nenhum dos fatores isoladamente
influenciou nos resultados, porém houve diferenga significativa no estudo da interacao dos
fatores apenas entre fabricante x forma farmacéutica.

Diante do observado, a contaminagdo por fungos filamentosos nos medicamentos
fitoterapicos estudados depende principalmente do fabricante, pois somente houve

diferenca significativa quando este fator estava associado a forma farmacéutica.
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De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que, para os medicamentos
fitoterapicos estudados a base castanha-da-india ha diferenga significativa entre os meios
de cultura utilizados (DRBC, DG18 e SDA) em relacdo a enumeragao de fungos, o que ndo
foi observado para aqueles a base de alcachofra. O meio de cultura DG18 demonstrou ser
mais indicado para isolamento de fungos filamentosos por apresentar maior niumero de
UFC para ambos medicamentos fitoterapicos estudados. Este meio estd sendo
recomendado para avaliacdo quantitativa de medicamentos fitoterdpicos na forma
farmacéutica sélida por permitir a melhor recuperagdo dos fungos, incluindo os de
crescimento lento.

As formas farmacéuticas mais susceptiveis a contaminagao por fungos sdo capsula e

comprimido.
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DIVERSIDADE E POTENCIAL TOXIGENICO DE FUNGOS ISOLADOS DE
MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS®

RESUMO

A qualidade microbiolégica de medicamentos fitoterapicos deve ser cuidadosamente investigada
ou monitorada, pois podem apresentar elevada carga microbiana, quer seja saprobia ou patogénica.
Algumas destas espécies, em especial de fungos, podem produzir toxinas, que podem ser toxicas e
cancerigenas. Um total de 18 medicamentos fitoterapicos, nas formas farmacéuticas capsulas,
comprimidos e solucdo oral, a base de alcachofra e castanha-da-india, foram analisados quanto a
contaminacdo por fungos e quanto ao potencial toxigénicos dos géneros Penicillium, Aspergillus e
teleomorfos. De um total de 148 isolados, Aspergillus foi o de maior frequéncia, correspondendo a
45,27% dos isolados, seguido de Eurotium com 19,59% e Penicillium com 18,92%. Também
foram isoladas espécies de Alternaria (1,34%), Cladosporium (6,75%), Curvularia (0,67%),
Emericella (2,7%), Neosartorya (1,31%), Tritirachium (2,7%) e Wallemia (0,67%). Espécies de
Penicillium, Aspergillus e teleomorfos (Emericella, Eurotium e Neosartorya) foram semeadas em
agar Coco para deteccdo de micotoxinas, dos quais 19 (67,85%) isolados de Penicillium, 30
(46,15%) de Aspergillus, 22 (70,97%) de Eurotium e quatro (100%) de Emericella, produziram
micotoxinas neste meio. Os isolados de Neosartorya ndo produziram toxinas. Estes resultados
demonstram a necessidade de exclusdo destas espécies em produtos fitoterapicos devido a

potencial capacidade de produzir micotoxinas.

Palavras-chave: Fungos toxigénicos. Medicamentos fitoterdpicos. Contaminagdo fingica.

INTRODUCAO

No Brasil, a fitoterapia ¢ uma op¢do medicamentosa que atende as necessidades de
atendimento primdrio a saude (Brasil 2006; 2006a) e, ¢ um dos fatores de expansdo da
fitoterapia que esta associado a busca de produtos “naturais” e comprovagdes cientificas

das propriedades farmacologicas (Calixto, 2000; Carvalho et al., 2008; Melo et al., 2007).

Ha evidéncias de que as plantas medicinais e seus derivados podem estar contaminados
com fungos toxigénicos. Nos ultimos anos tem sido enfatizada a ocorréncia de aflatoxinas
em plantas medicinais (Bugno, et al., 2006; Kosalec et al., 2009; Rizzo et al., 2004; Singh
et al., 2008).

1 Artigo a ser submetido como Barros-Correia ACR, Fernandes MJS, Gomes BS, Souza-Motta CM. Diversidade e potencial toxigénico

de fungos isolados em medicamentos fitoterapicos, Brazilian Journal of Microbiology.
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O impacto da incidéncia de fungos em medicamentos fitoterapicos deve ser
considerado um perigo para a satde. A presenca de fungos deve ser cuidadosamente
investigada ou monitorada, pois algumas espécies produzem toxinas, especialmente
aflatoxinas. Mesmo que o fungo tenha sido eliminado durante o processamento das drogas
vegetais, as micotoxinas podem permanecer no produto final (Freire et al., 2008).

Os fungos e suas respectivas micotoxinas se desenvolvem, principalmente, de acordo
com o teor de umidade, assim a capacidade de produgdo de toxina pode ser limitada pela
baixa atividade de 4gua. No entanto, isolados ocratoxigénicos em geral estdo adaptados a
substratos com baixa atividade de 4gua e podem colonizar facilmente produtos
armazenados desidratados ou semi-secos (Pardo ef al., apud Askun et al., 2007, p. 71).

As aflatoxinas sd3o compostos altamente toxicos e cancerigenos que tém sido
envolvidos com possivel hepatocarcinogenicidade humana (International Agency for
Research on Cancer, 1993; 2002). Estas toxinas sdo produzidas principalmente por
culturas de Aspergillus flavus, A. parasiticus € A. nomius, porém outras espécies podem
produzir em pequenas quantidades, como A. peudotamarii, A. arachidicola, A.
minisclerotigenes, A. novoparasiticus, A. niger, A. ruber, A. ochraceus, A. fumigatus,
Emericella venezuelensis, e E. astellata. A. parasiticus, que predomina nos paises
tropicais, ¢ considerado um dos produtores mais ativos, principalmente de aflatoxinas By,
By, Gi e Gy, enquanto A. flavus produz B, e G; (Abarca et al., 2000; Cary et al., 2005;
Frisvad et al., 2004; 2004a; Ito et al., 2001; Klick, 2007; Pildain et al., 2008).

Ocratoxina A, outra micotoxina produzida por vdrias espécies de Aspergillus e
Penicillium, possui efeitos nefrotoxicos e potencial atividade carcinogénica. Dentre as
espécies de Aspergillus, A. ochraceus ¢ o principal produtor de ocratoxina A, seguido por
A. carbonarius e A. niger e, entre as espécies de Penicillium, P. aurantiogriseum, P.
brevicompactum, P. chrysogenum, P. glabrum e P. verrucosum (Abarca et al., 2000;
Frisvad et al., 2007; Paterson; Lima, 2010; Prado et al., 2008; Tanikawi et al., 2003).

No Brasil, a Resolugdo N° 7 de 18 de fevereiro de 2011, dispde sobre os limites
maximos tolerados (LMT) de aflatoxina para alimento de consumo humano (20ug/kg) e
racdo animal (50ug/kg). No entanto, existe uma lacuna na 4area de medicamentos
fitoterapicos (Brasil, 2002; 2011). A Farmacopeia Brasileira 5* ed. (Brasil, 2010c)
preconiza que ao avaliar os resultados dos testes microbioldgicos em medicamentos devam
ser considerados, no contexto do uso do produto, o niimero e os tipos de micro-organismos

presentes. Esta edi¢do, entretanto, ndo faz mencdo, as recomendagdes da edicdo anterior
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que, para produtos de uso oral era indesejavel a presenga de, entre outros micro-
organismos, A. flavus e A. parasiticus (Brasil, 2010c; Farmacopeia Brasileira, 1988).

As drogas vegetais, normalmente, apresentam elevada carga microbiana, quer seja
saprobia ou patogénica (Soriani, 2005). Os contaminantes, normalmente, sdo provenientes
do solo, da 4gua e do ar. Contaminagdo secunddria pode ainda ocorrer devido ao
armazenamento e ao processamento destas drogas (Satomi et al., 2003).

Durante a fabricagdo de um medicamento fitoterapico, a matéria-prima vegetal ¢
submetida a condigdes desfavoraveis a sobrevivéncia de micro-organismos, tais como
radiagdo gama (®°Co), extracdo com solventes organicos e secagem a altas temperaturas
(100-200°C). A presenga destes fungos ou de seus metabolitos na matéria-prima vegetal
pode entdo, permanecer e ser levada ao medicamento, pois estes tratamentos ndo garantem,
teoricamente, a destrui¢do da microbiota fingica ou das toxinas ou reducdo da carga
contaminante (Aquino, 2007; Furlaneto et al., 2004; Prado et al., 2008; Souza et al., 2006)

Considerando a expansdo da fitoterapia, ¢ de suma importancia a detec¢do de fungos
produtores de micotoxinas em medicamentos fitoterapicos devido ao risco potencial, a
satide humana, decorrente da contaminacdo indireta destas substancias. Os objetivos com
esse trabalho foram identificar os fungos isolados de medicamentos fitoterapicos a base de
castanha-da-india e alcachofra; comparar a diversidade das espécies isoladas e detectar

espécies toxigénicas.
MATERIAL E METODOS
Medicamentos Fitoterapicos

Para realizagdo desta pesquisa foram analisados medicamentos fitoterapicos cujos
principios ativo foram: castanha-da-india (Aesculus hippocastanum L.) e alcachofra
(Cynara scolymus L.). Para cada principio ativo foram analisadas trés formas
farmacéuticas: capsula, comprimido e solucdo oral, e de cada forma farmacéutica foram
selecionados trés diferentes fabricantes. De cada fabricante foram utilizadas 10 amostras
pertencentes a0 mesmo lote, totalizando 30 amostras para cada forma farmacéutica e 90
para cada principio ativo.

Todas as amostras destes medicamentos foram adquiridas em farmacias e drogarias
comerciais do municipio de Recife — PE, Brasil, no periodo de setembro de 2010 a abril de

2011.
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Isolamento e Identificacdo de Fungos

A andlise micoldgica foi realizada empregando-se o método de contagem em placa de
Petri, utilizando a técnica de plaqueamento em profundidade conforme descrita em
compéndios oficiais (Farmacopeia Brasileira, 1988; Brasil, 2010c; The United States
Pharmacopeia, 2011) e trés meios de cultura, 4gar Dicloran Rosa de Bengala (DRBC) e
agar Dicloran Glicerol 18% (DG18) e agar Sabouraud-dextrose (SDA), todos acrescidos de
Cloranfenicol (50 mg/mL).

Para céapsulas e comprimidos, 10 g de cada amostra foram suspensos em 90 ml de
solucdo tampao fosfato pH 7,2, adicionada de 0,5% de Tween 80 como agente dispersante.
As amostras foram mantidas em repouso durante 15 minutos e diluicdes decimais
sucessivas foram realizadas até 107. Posteriormente, 1 ml, de cada diluicao, foram
transferidas para placas de Petri e vertidos sobre estas, separadamente, os trés meios de
cultura. Para a solucdo oral, foram transferidos 10 mL de cada amostra para o meio de
cultura Caldo Letheen como solugdo diluente e, em seguida realizado o mesmo
procedimento de dilui¢do e plaqueamento utilizado para as formas so6lidas. Todas as placas
de Petri, foram em seguida incubadas a 25 C por 7 dias (Brasil, 2010c).

Apobs o periodo de incubagdo as colonias de fungos visivelmente diferentes foram
transferidas, para tubos de ensaio contendo meio de cultura dgar Extrato Malte, e apds
confirmagdo da pureza, foram procedidas as técnicas de identificagdo, observando as
caracteristicas macromorfoldgicas e micromorfolégicas, conforme esquemas taxondmicos
utilizando os meios de cultura: Agar Czapek Extrato de levedura (CYA), Agar Glicerol
25% Nitrato (G25N), Agar Malte Extrato (MEA), Agar Czapek Extrato de levedura com
20% Sacarose (CY20S) (Carmichael, 1980; Domsch et al., 2007; Ellis, 1971; Pitt, 1988;
Pitt; Hocking, 2009; Samson et al., 2007; Samson; Frisvad, 2004; Samson; Pitt, 2000;
Raper; Fenell, 1977). Para observacdo das caracteristicas micromorfolégicas foram
realizadas fotografias em microscopio eletronico de varredura no Centro de Tecnologias

Estratégicas do Nordeste (CETENE), Recife-PE, Brasil.
Deteccio de micotoxinas

Espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e respectivos teleomorfos e Penicillium
foram semeadas no centro de uma placa de Petri contendo o meio de cultura agar Coco
(marca Sococo®, Sococo S.A. Industrias Alimenticias, Maceid-AL, Brasil) e incubadas
durante 3 dias a 25°C, para evidenciar fluorescéncia (Lin; Dianese, 1976) e mudanga de

coloracdo da colonia (Saito; Machida, 1999). As cepas que apresentaram fluorescéncia sob
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luz ultravioleta (360nm) ou mudanca de coloragdo do meio de cultura ap6s submissio a

vapores de amonia foram consideradas potencialmente produtoras de micotoxinas.
RESULTADOS

Dos 18 medicamentos fitoterapicos a base de castanha-da-india e alcachofra, foram
obtidos 148 isolados de fungos pertencentes a 10 géneros (Alternaria, Aspergillus,
Emericella, Eurotium, Cladosporium, Curvularia, Neosartorya, Penicillium, Tritirachium
e Wallemia). Aspergillus foi o género com maior frequéncia (45,27%), seguido de seu
teleomorfo Eurotium (19,59%) e de Penicillium (18,92%). Quando considerado o género
Aspergillus e seus teleomorfos (Eurotium, 19,59%; Emericella, 2,7% e Neosartorya,
1,31%) esta taxa se elevou para 68,87% de todos os isolados para todas as formas
farmacéuticas analisadas. Também foram isoladas espécies de Alternaria (1,34%),
Cladosporium (6,75%), Curvularia (0,67%), Tritirachium (2,7%) e Wallemia (0,67%)
(Tabela 1).

Do total de fungos obtidos, o género Aspergillus apresentou o maior numero de
isolados (65) distribuidos em nove espécies; seguido de Eurotium com 31 isolados
pertencendo a quatro espécies; Penicillium, com 28 isolados e 16 espécies e Cladosporium,

com 10 isolados e duas espécies (Tabela 1).
Comparacio da diversidade de isolados de fungos entre os meios de cultura

Do ponto de vista da diversidade de fungos entre os trés meios utilizados no isolamento
dos fungos, verifica-se que para todos os medicamentos a base de castanha-da-india foram
obtidos 90 isolados. O numero de espécies obtido variou entre os meios de cultura
utilizados; sendo nove, 17 e 12 espécies nos meios DRBC, DG18 e SDA, respectivamente
(Tabela 1) . Destas, trés espécies foram isolados exclusivamente no meio DRBC; nove, no
meio DG18 e quatro no meio SDA. Duas espécies foram comuns aos meios DG18 e SDA
e seis espécies foram comuns aos trés meios de cultura (Figura 1).

Para todos os medicamentos a base de alcachofra foram obtidos 58 isolados. O nimero
de espécies obtidas entre os meios de cultura utilizados foram 13, 14 e 12 espécies nos
meios DRBC, DG e SDA, respectivamente (Tabela 1). Destes isolados, foram obtidos
exclusivamente sete, cinco e quatro espécies nos meios DRBC, DGI18 e SDA,
respectivamente. Uma espécie comum nos meios DRBC e DG18, como também para
DRBC e SDA; quatro espécies foram comuns nos meios DG18 e SDA e trés espécies

foram comuns aos trés meios de cultura (Figura 1).
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Tabela 1 - Relagdo das espécies de fungos isoladas de medicamentos fitoterdpicos a base de
castanha-da-india e alcachofra, nos meios de cultura dgar Dicloran Rosa de Bengala (DRBC), agar
Dicloran Glicerol 18% (DG18) e agar Sabouraud Dextrose (SDA)

Espécies Castanha-da-india Alcachofra Total
DRBC DGI18 SDA DRBC  DGIS8 SDA

Alternaria alternata (Fr.) Keis 0 1 0 0 1 0 2
Aspergillus awamorii Nakaz 5 4 1 0 0 0 10
A. carbonarius (Bainier)Thom 1 0 0 0 0 0 1
A. flavus Link 3 4 3 0 1 1 12
A. fumigatus Fresen. 0 1 0 0 0 0 1
A. niger Tiegh 5 4 2 1 0 0 12
A. ochraceus G.Wilh 0 2 1 0 1 1 5
A. penicilloides Speg. 0 0 1 0 0 0 1
:;i. éﬁifcm}/l” (Bainier & Sartory) Yhom 1 4 4 4 4 5 19
A. tamarii Kita 1 1 2 0 0 0
Emericella variecolor Berk & Broome 0 0 1 1 1 1
Eurotium amstelodami L. Mangi 0 2 0 0 1 0 3
E. chevalieri L. Mangi 0 3 0 0 0 3 6
E. repens Bary 3 7 4 0 0 0 14
E. rubrum W. Bremer 0 4 3 1 0 0 8
geg;ai;t?g)% fischeri (Wehmer) Malloc 0 5 0 0 0 0 5
g{itzoggz;’;ﬁr: cladosporioides (Fresen) 0 2 0 0 4 1 7
C. sphearospermum Penz. 0 0 0 1 2 0 3
Curvularia lunata (Walker) Boedijin 0 0 0 0 0 1 1
Penicillium aurantiogriseum Dierckx 0 0 1 1 4 1 7
P. brevicompactum Dierckx 0 0 0 1 0 0 1
P. canescens Snopp 0 0 0 0 0 1 1
P. chrysogenum Fleroff 0 1 0 0 0 0 1
P. citreonigrum Dierckx 0 1 0 0 0 0 1
P. citrinum Thom 0 0 0 1 2 2 5
P. corylophilum Dierckx 0 0 0 1 0 0 1
P. fellutanum Biourge 0 0 0 1 0 0 1
P. glabrum (Wehmer) 0 0 0 0 1 0 1
P. janthinellum Biourge 0 1 0 0 0 0 1
P. oxalicum Currie & Thom 1 0 0 0 0 0 1
P. solitum Westiling 0 0 0 0 1 0 1
P. purpurogenum Fleroff 0 0 0 1 0 0 1
P. minioluteum Dierckx 0 0 0 0 1 0 1
P. waksmanii K. M.Zalessky 0 0 1 1 0 1 3
P. vinaceum J.C.Gilman &E.V. Abbot 0 0 0 0 1 0 1
Tritirachium orysae (Vincens) de Hoog 2 0 0 0 0 2 4
Wallemia sebi (Fr.) Arx 0 0 0 1 0 0 1
Total de isolados 22 44 24 16 25 17 148

0 = ndo isolado.



Barros Correia, Ana Cristina Regis — Fungos produtores de micotoxinas.... 55

10
=
%]
g °
3
e o6
25
< g 47 ® Castanha da india
(=]
E 27 ® Alcachofra
5
4 0 -

C
PRY SOF (SO PP
G
DRY

Figura 1. Relagdo numérica de espécies de fungos em comum entre os meios de cultura e aquelas
que foram isoladas em apenas em um ou dois meios de cultura isolados de medicamentos
fitoterapicos a base de castanha-da-india e alcachofra.

A Figura 2 ilustra caracteristicas macroscopicas e microscopicas de algumas espécies
de Aspergillus e seus teleomorfos (Emericella e Eurotium) e Penicillium isoladas dos
medicamentos fitoterapicos estudados.

Figura 2- Caracteristicas macroscopicas nos meios de cultura MEA (Agar extrato de malte), CYA
(Agar Czapek extrato de levedura) e CY20S (Agar Czapek extrato de levedura sacarose) e
microscépicas das espécies Aspergillus flavus (AF) 10000x, A. ochraceus (AO) 10000x, 4. sydowii
(AS) 5000x, Emericella variecolor (EV) 6000x, Eurotium chevalieri (EC) 12000x, E. repens (EV)
7000x, A. carbonarius (AC) 5000x ¢ MEA, CYA e G25N (Agar Nitrato Glicerol 25%) para
Penicillium waksmanii (PW) 20000x isoladas de medicamentos fitoterapicos.
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Avaliacio da Capacidade Micotoxigénica

Dentre as 101 culturas de Aspergillus e seus teleomorfos isolados nos
medicamentos estudados, 52 apresentaram capacidade de produzir micotoxinas, o que
corresponde a 51,48% e com relacdo aos 28 isolados de Penicillium 67,85% (19)

produziram fluorescéncia no dgar Coco (Figuras 3 e 4).

Aspergillus awamorii
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Figura 3. Numero de isolados por espécie e de isolados toxigénicos dos medicamentos fitoterapicos
constituidos pelas formas farmacéuticas capsula, comprimido e solug¢do oral, a base castanha-da-
india e de alcachofra.
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Penicillium citrinum P. aurantiogriseum P. waksmanii P. aurantiogriseum

Aspergillus sidowii Controle branco A. flavus (negativo) A flavus

Emericella variecolor Eurotium repens E. amstelodami Eurotium rubrum

Figura 4 - Caracteristicas macroscopicas do meio Agar Coco, cultivo 25°C/72h, apds
exposi¢do a luz UV (360 nm) de espécies isoladas dos medicamentos fitoterapicos a base de
castanha-da-india e alcachofra.

Relacionando os medicamentos fitoterapicos de onde foram isoladas as espécies
toxigénicas verifica-se que a capsula de castanha-da-india (Fabricante 5) apresentou o
maior numero de isolados (31) com potencial capacidade produtora de micotoxina
(52,54%). Ao considerar todas as formas farmacéuticas para o medicamento fitoterapico a
base de castanha-da-india, observa-se que dos 84 isolados, 39 (46,18%) produziram toxina
enquanto que do medicamento a base de alcachofra, dos 46 isolados, 32 (69,56%) foram

produtores de toxina (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero de fungos isolados de medicamentos fitoterapicos a base de castanha-da-india e
alcachofra, nas formas farmacéuticas comprimido, capsula e solugdo oral com resultados positivos
quanto a capacidade de produzir micotoxinas em agar coco.

Teleomorfos
Aspergillus (Emericella, Eurotium, Neosartorya) Penicillium
Cé@igo fanflzzrélliica Total Total Total
Fabricante /droga veg.
Isolado Positivo Isolado Positivo Isolado Positivo
1 Comp./alc. 5 5 0 0 5 4
2 Comp./alc. 1 1 0 0 4 3
3 Cap./cast. 1 1 2 2 1 1
4 Comp./cast. 0 0 0 0 3 2
5 Cap./cast. 33 17 24 13 2 1
6 Cap./alc. 2 2 6 3 3 2
7 Cap./alc. 2 0 0 0 2 2
8 Cap./cast. 12 0 0 0 1 0
10 Sol. oral/alc. 1 1 0 0 1 0
11 Comp./alc 4 1 0 0 2 2
12 Comp./cast. 3 1 1 1 1 0
13 Cap./alc. 0 0 3 3 0 0
14 Sol.oral/alc. 1 1 1 0 3 2
Total 65 30 37 22 28 19

droga veg. = droga vegetal; Comp. = comprimido; Cap. = cépsula; Sol. Oral = solugdo oral; alc. =
alcachofra; cast. = castanha da india; 0 = nenhum achado.

Para os medicamentos estudados foram encontradas espécies toxigénicas em produtos
com umidade entre 4,23 e 12,36% (Tabela 3). Apesar da umidade alta (11,22%) para
capsula de alcachofra (Fabricante 6), a quantidade de fungos toxigénicos presentes nesta

amostra foi menor que a do comprimido de alcachofra (Fabricante 1).
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Tabela 3. Relagdo entre o percentual de umidade, numero de isolados e o ntimero de fungos
toxigénicos procedentes dos medicamentos fitoterdpicos a base de castanha-da-india e alcachofra,
nas formas farmacéuticas comprimido e capsula

Cédigo Fabricante Forma farmacéutica Umidade ’ N de Ne d@ fupgos

/droga vegetal (%) isolados toxigénicos
1 Comp./alcachofra 5,26 10 09
2 Comp./ alcachofra 8,01 05 04
3 Cap./cast. india NR 04 04
4 Comp./cast. india 4,98 03 02
5 Cap./cast. india 12,36 59 31
6 Cap./ alcachofra 11,22 11 07
7 Cap./ alcachofra 9,32 04 02
8 Cap./cast. india 6,62 13 00
9 Comp./cast. india 4,23 00 00
11 Comp./ alcachofra 5,56 06 03
12 Comp./cast. india 5,18 05 02
13 Cap./alcachofra 8,35 03 03

Comp. = comprimido; Cap. = cépsula; cast. india = Castanha-da-india; (0) = ndo detectado.
NR = ndo realizado. Teor de umidade determinado pelo Método Gravimétrico segundo Brasil,
2010c.

DISCUSSAO

Embora existam poucos trabalhos na literatura, envolvendo a analise microbiologica
de produtos fitoterapicos nas formas comprimido, capsula ou solucdo oral, na interpretagdo
dos resultados dos ensaios microbiologicos deve ser considerada a duragdo do tempo de
uso do produto, a idade e o comprometimento do sistema imunoldgico do usudrio, bem

como o numero e tipos de micro-organismos presentes.

Na pesquisa, pode-se verificar a predominancia do género Aspergillus e seus
teleomorfos e uma maior diversidade em relacdo ao género Penicillium nas amostras de
comprimidos e capsulas. Estes resultados se assemelham com os obtidos por outros autores
que ressaltaram o predominio dos géneros Aspergillus e Penicillium, em amostras de
drogas vegetais e especiarias (Bugno et al., 2006; Martins et al., 2001; Rizzo et al., 2004).

Foi observado no meio DGI8 uma maior diversidade, 17 isolados, para os
medicamentos a base de castanha-da-india. Quando comparado esta diversidade com os
dois outros meios, verifica-se que, apesar dos meios DRBC e SDA apresentarem nove e 12
espécies diferentes, respectivamente, estas pertenciam a quatro géneros, enquanto que para
o meio DG18 foram seis géneros. O meio DG18 também apresentou um ntimero maior de

espécies identificadas exclusivamente neste meio (9) enquanto para DRBC e SDA foram
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trés e quatro, respectivamente. Comportamento semelhante foi observado quando
analisado o medicamento cuja droga vegetal foi a alcachofra. No meio DG18 foram
isolados 14 espécies com cinco espécies isoladas unicamente neste meio € para 0os meios
DRBC e SDA foram isolados 12 espécies para cada meio com sete e quatro espécies
isoladas unicamente em cada meio, respectivamente. Resultados semelhantes foram
obtidos por Askun et al. (2007) ao analisarem passas quanto a enumera¢do de fungos
utilizando os meios de cultura DG18 e Rosa de Bengala Cloranfenicol (RBC), verificaram
que 53 espécies pertencentes a seis géneros foram isolados do meio DG18, enquanto que
74 espécies pertencentes a 12 gé€neros foram isolados de meio de cultura Rosa Bengala
Cloranfenicol. Trinta e nove espécies foram identificadas somente em DG18 e 35 isoladas
de RBC, demonstrando que a diferen¢a, quanto a diversidade, favorece também ao meio
DG1S.

Quando confrontado os trés meios de cultura utilizados para o isolamento dos fungos,
estes achados também foram demonstrados por Hocking e Pitt (1980) ao compararem os
meios DG18, DRBC e MSA (4gar Malte Sal segundo Christensen) para isolamento de
fungos que crescem em meio com baixa atividade de agua (xerotolerantes). No presente
estudo, Wallemia sebi, entretanto, foi isolada do meio DRBC e ndo do meio DG18, mais
adequado para fungos xerofilicos.

Os principais fungos produtores de toxinas sdo capazes de crescer em substrato com
13% a 18% de umidade, temperatura 6tima entre 29°C e 35°C e atividade de 4gua minima
de Aa = 0,80. Esta atividade de dgua, quando observada em graos de milho, corresponde a
16% de umidade (Moss, 1991 apud Baptista et al., 2004, p. 3; Pereira et al., 2002).
Relacionando a capacidade de producdo de micotoxina com a umidade do substrato, neste
estudo, foram encontradas espécies produtoras de micotoxinas onde a umidade dos
medicamentos se encontravam na faixa de quatro e 12%, diferindo dos dados da literatura
citada anteriormente.

A incapacidade de produzir toxina de algumas culturas tem sido relacionada a fatores
genéticos, bem como a natureza do substrato utilizado para detec¢do da micotoxina
(Abarca et al., 1988; Lin; Dianese, 1976; Mogensen ef al., 2009; Romo; Fernandez, 1986).
Foi observado, neste estudo que para os medicamentos a base de castanha-da-india foram
detectados 39 (46,42%) isolados toxigénicos entre os 84 isolados pertencentes a espécies
consideradas toxigénicas pela literatura (Miller; Trenholm, 1994; Samson; Frisvad, 2004);

enquanto que para os medicamentos a base de alcachofra foram detectados 32 (69,56%)
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isolados toxigénicos entre os 46 isolados de espécies consideradas toxigénicas pela
literatura. Embora o numero de fungos filamentosos obtido dos medicamentos a base de
castanha-da-india tenha sido maior que o dos medicamentos a base de alcachofra, este
ultimo apresentou maior percentual de espécies toxigénicas, confirmando ser um substrato

favoravel a presenca de fungos toxigénicos, como também demonstrado por Bugno (2006).

Espécies de Aspergillus e Penicillium predominaram como contaminantes nas
amostras de medicamentos fitoterdpicos estudados, as quais sdo relatadas como
dominantes em plantas medicinais armazenadas. A maioria das espécies fungicas
identificadas como Aspergillus e Penicillium s3o referidas como produtoras de
micotoxinas como aflatoxinas, ocratoxinas e citrininas (Aziz et al., 1998; Bugno et al.,
2006, Hitokoto et al., 1978). Dentro do género Aspergillus, a principal classe de
micotoxina, sdo as aflatoxinas. As culturas mais afetadas sdo milho, algodao, amendoim e
certas nozes (Abou-Arab et al., 1999; Abou-Donia, 2008; Aziz et al., 1998; Bugno, 2006;
Hitokoto et al., 1978; Sanchez et al, 2006; Singh et al., 2008). As ocratoxinas constituem
metabolitos secundarios produzidos por Aspergillus e Penicillium, capazes de contaminar
uma ampla variedade de drogas vegetais. Aspergillus ochraceus e P. verrucosum

constituem as principais espécies toxigénicas (Batista et al., 2003).

Em céapsulas de castanha-da-india (Fabricante 3), foram encontradas espécies
produtoras de micotoxinas como A. carbonarius principal fonte de ocratoxina A em graos,
devido a secagem inadequada dos mesmos (Abarca et al., 2000; Taniwaki et al., 2003).
Como também Neosartorya fischeri, apesar dos isolados ndo terem sido produtores, ¢é
citada como uma espécie produtora de fumitremorgens A e C e verruculogen (Nielsen et
al., 1988). Embora estes compostos sejam altamente toxicos, ¢ improvavel que tenha
significado pratico, visto que raramente foi reportado como contaminante apesar dos seus
ascosporos serem termorresistentes.

Aspergillus niger geralmente ¢ considerado como um fungo benigno, apesar de
produzir micotoxinas. Alguns isolados do A. niger podem produzir fumonisinas B,
(Frisvad et al., 2007a) e ocratoxina A. Esta espécie quando presente, supde-se um risco
inesperado para a saide humana, devido a provavel carcinogenicidade destas toxinas,
segundo International Agency for Research on Cancer — IARC. (Abarca et al., 1994;
IARC, 1993; 2002; Frisvad et al, 2007a; Kosalec et al., 2009). Houve predominio desta
espécies, em capsulas a base de castanha-da-india para o Fabricante 5, com 12 isolados dos

quais, seis (50%) foram micotoxigénicos.
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Aspergillus fumigatus, ¢ o principal agente de aspergilose invasiva e alérgica em
individuos imunocomprometidos (Souza, 2006) como também em pacientes
imunocompetentes (Pianetti Filho er al., 2005). Esta espécie produz gliotoxina,
responsavel pela invasdo nos pulmdes (Kamei; Watanabe, 2005), foi encontrado apenas
um isolado micotoxigénico em cépsulas a base de castanha da india para Fabricante 5.
Portanto, a ingestdo de medicamento fitoterdpico contendo esta espécie € um risco

potencial para a saide humana.

A presenca de A. flavus nas amostras analisadas também deve ser ponderada, uma vez
que este fungo inicialmente coloniza o substrato e o predispde a producdo de aflatoxinas
B, e B, (Magan et al., 2004; Paterson; Lima, 2010). As aflatoxinas sdo metabolitos
altamente toxicos, mutagénicos, cancerigenos e teratogénicos produzidos principalmente
por A. flavus e t€m sido envolvidos como agentes de carcinomas hepaticos e extra-hepatico
humanos (Shephard, 2008). Alguns relatos demonstram a presenga de contaminagdo por
aflatoxina em plantas medicinais (Abdullah et al., 2009; Bugno et al., 2006; Roy;
Chourasia, 1989; 1990; Chourasia, 1995), contaminagdo com micotoxinas de algumas
drogas vegetais utilizados em pacientes renais (Kumar; Roy, 1994) e demonstrado como
um dos achados mais frequentes em drogas medicinais (Rizzo et al., 2004). Neste estudo
foram encontradas 50% de cepas toxigénicas, principalmente em capsulas de castanha-da-
india, Fabricante 5 com trés isolados; e em comprimidos (Fabricantes 11 e 12), e uma

soluc¢do oral (Fabricante 10) todos com um isolado.

O isolamento de espécies potencialmente toxigénicas de Penicillium citrinum também
¢ motivo de grande preocupacdo, devido aos efeitos micotoxicos de seus metabolitos
secundarios. Esta espécie ¢ hemofilica conhecida por produzir citrinina, uma toxina renal

relatada por causar efeitos teratogénicos em ratos (Singh et al., 2008).

Outras espécies encontradas neste estudo podem causar doengas em hospedeiro
imunocompetentes como Wallemia sebi, (Guarro et al., 2008). De Hoog et al., (2000)
citam como espécies oportunistas: Aspergillus sydowii, A. niger, A. ochraceus, A. tamarii,
Emericella spp., Eurotium amstelodami, E. chevalieri, E. repens e P. aurantiogriseum, P.
brevicompactum, P. citrinum e P. janthinellum.

Cerca de 90% dos fungos isolados dos medicamentos fitoterdpicos analisados

corresponderam a géneros de importancia micotoxicologica (Aspergillus e Penicillium).
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Espécies de Aspergillus, Emericella, Eurotium e Penicillium comprovaram a
capacidade em produzir micotoxinas evidenciando a necessidade de monitoramento mais
adequado na verifica¢do da qualidade microbiologica destes medicamentos.

Considerando a crescente demanda por produtos naturais, bem como a importancia da
garantia da seguranca do uso destes medicamentos, sugere-se alteracdes nas especificacdes
da Farmacopeia Brasileira. Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa, ¢ sugerida a
inclusdo no item “Limite Microbiano de produtos nao estéreis — Pesquisa de patdégenos”, a
auséncia nos produtos de origem vegetal e nas suas preparacdes de uso oral, das espécies
toxigénicas: Aspergillus awamorii, A. carbonarius, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A.
ochraceus, A. penicilloides, A. sydowii, Emericella variecolor, Eurotium amstelodami, E.
chevalieri, E. repens, E. rubrum, Penicillium aurantiogriseum, P. citreonigrum, P.
citrinum, P. corylophilum, P. fellutanum, P. solitum, P waksmanii, devido a potencial

capacidade de produzirem micotoxinas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os medicamentos fitoterdpicos industrializados analisados estdo disponiveis em
farméacias e drogarias no mercado nacional apesar de 22% ndo atenderem as especificagdes
da Farmacopeia Brasileira quanto a contaminag@o por fungos.

Dentre as formas farmacéuticas solidas as capsulas se mostraram mais
contaminadas com carga fungica, independente da droga vegetal.

Os dados analiticos dos medicamentos amostrados, sob o ponto de vista sanitario,
indicam que ndo ha controle de qualidade para determinados fabricantes, o que pode
sugerir um problema pontual.

O meio agar Sabouraud Dextrose recomendado pela Farmacopeia Brasileira 5 ed.
mostrou-se menos eficaz no isolamento de fungos para forma farmacéutica soélida.
Conforme este estudo, este meio demonstrou ser inadequado para o crescimento de fungos
xerofilicos os quais frequentes nas formas solidas.

Considerando que, o meio de cultura agar Dicloran Glicerol 18% propiciou maior
numero de UFC, este meio pode ser recomendado para a avaliagdo quantitativa e
isolamento de fungos filamentosos em medicamentos na forma soélida (capsulas e
comprimidos).

Em medicamentos fitoterapicos a base de castanha-da-india e alcachofra estdo
presentes fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Eurotium ,Penicillium Alternaria,
Cladosporium, Curvularia, Emericella, Neosartorya, Tritirachium e Wallemia; sendo
espécies de Penicillium, Aspergillus, Eurotium e Emericella, potencialmente capazes de
produzir micotoxinas. A ocorréncia desses fungos ndo implica, necessariamente, que
estejam contaminados com micotoxinas. Mas, o armazenamento prolongado desses
medicamentos a temperatura acima de 28°C, caracteristica da regido onde o estudo foi
realizado, principalmente para forma farmacéutica (comprimido e capsula), medicamentos
com baixa atividade de dgua, favoreceram a presenca de espécies xerofilicas e
micotoxigénicas, como demonstrado neste estudo.

Para ensaios de controle de qualidade microbiologico de medicamentos fitoterapicos, a
presenga de fluorescéncia no meio agar Coco ¢ um indicio de cepas produtoras de
micotoxinas. Este meio pode ser usado como prova positiva para aflatoxina, se Aspergillus
flavus ou A. parasiticus ou presuntiva para outros géneros, para os quais devem ser

comprovadas com provas adicionais.
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Diante disto, os resultados das andlises micoldgicas indicam que os limites para
fungos, ora sugeridos pela Farmacopeia Brasileira, podem ser alterados para menos, uma
vez que em cerca de 80% dos produtos analisados apresentaram biocarga de fungos < 2
x10" UFC/g ou mL. Por outro lado, observa-se a necessidade de inclusio de teste para
detectar fungos produtores de micotoxinas bem como, teste de presenca e auséncia de

micotoxina em medicamentos fitoterapicos.
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APENDICE — Relagio das espécies depositadas na Micoteca URM

Espécie

Numero de registro

Aspergillus awamori Nakaz. 1907

Aspergillus carbonarius (Bainier) Thom 1916
Aspergillus flavus Link 1809

Aspergillus fumigatus Fresen. 1863
Aspergillus niger Tiegh. 1867

Aspergillus ochraceus G. Wilh. 1877
Aspergillus penicilloides Speg. 1896

Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church
1926

Aspergillus tamarii Kita 1913

Cladosporium cladosporioides (Fresen) G.A. de Vries
1952

Cladosporium sphaerospermum Penz. 1882
Curvularia lunata (Wakker) Boedijin 1933
Emericella variecolor Berk & Broome 1857
Eurotium amstelodami L. Mangin 1908
Eurotium chevalieri L. Mangi 1910

Eurotium repens Bary 1870

Eurotium rubrum W. Bremer 1901
Neosartorya fischeri (Wehmer) Malloc & Cain 1973
Penicillium aurantiogriseum Dierckx 1901
Penicillium brevicompactum Dierckx 1901
Penicillium canescens Sopp 1912

Penicillium chrysogenum Fleroff 1906
Penicillium citreonigrum Dierckx 1901
Penicillium citrinum Thom 1910

Penicillium corylophilum Dierckx 1901
Penicillium fellutanum Biourge 1923
Penicillium glabrum (Wehmer) Westling 1911
Penicillium janthinellum Biourge 1923
Penicillium minioluteum Dierckx 1901
Penicillium oxalicum Currie & Thom 1915
Penicillium solitum Westling 1911

Penicillium vinaceum J.C. Gilman & E.V. Abbot 1927
Penicillium waksmanii K. M. Zalessky 1927
Tritirachium orysae (Vincens) de Hoog 1972
Wallemia sebi (Fr.) Arx 1970

URM 6450

URM 6436

URM 6434; URM 6480; URM 6481; URM 6482
URM 6483

URM 6474; URM 6479

URM 6475; URM 6476; URM 6477

URM 6447

URM 6443; URM 6484; URM 6486; URM 6487

URM 6435
URM 6511; URM 6512; URM 6513

URM 6514; URM 6515; URM 6516
URM 6485

URM 6424; URM 6468; URM 6469; URM 6470
URM 6426

URM 6444; URM 6454

URM 6425

URM 6428; URM 6489

URM 6427

URM 6497; URM 6498; URM 6499; URM 6500
URM 6445

URM 6490

URM 6451

URM 6441

URM 6446; URM 6471; URM 6493
URM 6491

URM 6472

URM 6415

URM 6473

URM 6453

URM 6448

URM 6492

URM 6488

URM 6494; URM 6495; URM 6496
URM 6517; URM 6518; URM6519
URM 6438




