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Resumo

O uso indiscriminado dos medicamentos sintéticos e a propria evolugao dos
micro-organismos selecionou espécies extremamente resistentes aos agentes
quimicos utilizados. Para contornar tal situacdo e ampliar o arsenal de compostos
ativos contra micro-organismos, o estudo de plantas tornou-se uma necessidade
crescente. A utilizacdo de fitoterapicos na prevencdo e/ou cura de doengas sao
necessarios estudos prévios relativos a aspectos botanicos, farmacogndsticos,
fitoquimicos, farmacolégicos e toxicolégicos. Neste trabalho, foram estudados
extratos obtidos com as folhas de Plinia cauliflora (Mart.) Kausel e de cascas
pulverizadas de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec., quanto as propriedades
antimicrobianas frente a diferentes linhagens de fungos:  Aspergillus niger,
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Trichoderma reesei e Trichophyton
rubrum. Foram avaliadas as atividades antifungicas dos materiais vegetais
determinando sua Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Com base nesses dados foi
realizada a avaliacdo da atividade antifungica observando o crescimento radial dos
fungos em placas de Petri contendo meio de cultura incorporado com os materiais
vegetais nas concentragdes de CIM e 1%, sendo apos realizada a mensuragéo dos
diametros formados. Trichophyton rubrum foi o micro-organismo que apresentou
maior sensibilidade frente ao extrato e as fracbes de P. cauliflora, com valores de
CIM baixos, enquanto que a cepa industrial de Aspergillus niger mostrou-se
totalmente resistente a todos os extratos testados.

A determinacdo da atividade antifungica em placas contendo meio sdlido,
mostrou uma confirmagdo dos resultados pois o extrato etandlico, a fragao
butandlica e a fracdo aquosa de P. cauliflora, tanto na concentragdo 1% quanto na

obtida pelo CIM, inibiram o crescimento T. rubrum.
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1.INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas como medicamentos parece ser tao antiga
quanto a prépria humanidade. As plantas por suas propriedades terapéuticas
ou toxicas adquiriram fundamental importancia na medicina popular (MARTINS
et al., 1998). A humanidade acumulou durante os anos, um acervo de
informagdes sobre 0 ambiente que a cerca (BRITO et al., 1996), e os produtos
naturais usados por séculos seguem orientando muitos caminhos da medicina
moderna (YUNES e CALIXTO, 2001).

No Brasil, a utilizagdo de plantas no tratamento de doencgas,
apresenta fundamentalmente, influéncia da cultura indigena, africana e,
naturalmente da européia (MARTINS et al., 1998). Observagdes populares
sobre a utilizacido e a eficacia de plantas medicinais contribuem de modo
significativo para a divulgacdo das propriedades terapéuticas dos vegetais.
Estes sao prescritos com frequéncia pelos efeitos medicinais que produzem,
apesar de muitos ndo terem seus constituintes quimicos e suas propriedades
toxicas estudadas (MACIEL et al., 2002).

Diversos pesquisadores tém desenvolvido, com éxito, muitas linhas de
pesquisas baseadas nas propriedades anti-infecciosas e antiinflamatérias de
muitas plantas de utilizacdo na medicina popular as quais poderao contribuir na
terapéutica antimicrobiana (HOLETZ et al., 2002; ZACCHINO et al., 2001). Ao
lado dessas pesquisas, muitos estudos sobre plantas buscam outras
propriedades e dentro destas linhas de pesquisa estdo os estudos de MERTZ
et al que analisou o efeito dos produtos fitosanitarios naturais sobre Beauveria
bassiana in vitro e a Curcuma longa foi compativel ao fungo na menor

concentragdo enquanto que o capim limao (Cymbopogon citratus) e citronela
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(Cymbopogon nardus), ndo afetaram a viruléncia do fungo. Ainda podemos
relatar os estudos de REDDY et al(2003) que estudaram o efeito inibitério de
homoisoflavondides de Caesalpinia soppan contra B. bassiana.

Aproximadamente 25% dos farmacos utilizados s&o de origem vegetal e
50% sao de origem sintética, embora estejam relacionados aos principios
ativos de plantas medicinais. Isto se deve, em parte, a grande variedade de
espécies de plantas existente na flora mundial, algumas com importantes
propriedades terapéuticas (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).

Os metabdlitos secundarios sédo produtos que, embora nido sejam
necessariamente essenciais para o organismo produtor, garantem vantagens
para sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo de sua espécie, em seu
ecossistema. Ja foram reconhecidas como funcdes desses metabdlitos a
defesa contra herbivoros e micro-organismos, a prote¢do contra os raios
ultravioleta, a atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes
(WINK, 1990) e em alelopatias (HARBORNE, 1988; SANTOS, 2004). O grande
poder antimicrobiano contra bactérias e fungos patogénicos para o homem
exibido pelos vegetais superiores, especialmente pelos metabdlitos
secundarios, tem sido verificado usando técnicas microbioldgicas modernas
(MITSCHER et al., 1987; DARWISH et al., 2002).

Os estudos demonstrados na literatura relatam que a atividade
antimicrobiana apresentada por algumas espécies vegetais deve-se a
diferentes mecanismos pelos quais atuam seus compostos ativos, e que muitas
vezes,existe mais de um composto ativo produzido pela planta, o que contribui
para evitar o desenvolvimento de resisténcia bacteriana (BARBOUR et al.,

2004).
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Alguns trabalhos tém demonstrado que extratos das folhas de Plinia
cauliflora apresentam propriedades antioxidante, antibacteriana e antifungica
(SOUZA, 2007; SOUZA-MOREIRA, et al.2010; OLIVEIRA, 2001). Essa espécie
€ nativa e muito utilizada no Brasil, apresentando ampla disponibilidade e facil
acesso. O trabalho de Souza (2007) indicou que extrato hidroalcodlico das
folhas de P. cauliflora possui teor de fendis totais superior a 40%, com

predominancia de flavondides e taninos.

Endopleura uchi é uma espécie originaria da Amazoénia brasileira
encontrada em estado silvestre em mata de terra firme. O fruto é considerado
um alimento de grande importancia para muitas comunidades rurais. A casca &
amplamente comercializada em feiras, mercados e até mesmo farmacias,
sendo utilizada na forma de maceragao ou cha, para o tratamento de artrite,

colesterol, diabetes e como antiinflamatério (CORREA, 1984).

POLITI et al (2011) demonstraram que os extratos etandlicos e aquosos
de E. uchi ndo possuem atividade antimicrobiana frente a cinco bactérias e
uma levedura. Esses extratos demonstraram alto teor de substancias com

propriedades antioxidantes e auséncia de citotoxicidade.

Segundo a literatura (WHITE et al., 1998), o objetivo de qualquer agente
antimicrobiano € erradicar o organismo causador de infecgdo sem causar efeito
nocivo ao hospedeiro, devendo apresentar grande seletividade sobre o
patdgeno e ser essencial para o crescimento ou viabilidade do invasor.

Embora a agdo dos agentes antifungicos esteja elucidada (WHITE et al.,
1998), pouco se sabe sobre o alvo de novos agentes, principalmente quando

advindos de fontes naturais como as plantas. Portanto € de interesse estudos
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que avaliem novas colegbdes de moléculas representadas por extratos vegetais
e que apresentem tais atividades.

Extratos vegetais podem atuar de diferentes maneiras contra diferentes
fungos, como por exemplo fungos patogénicos como T. rubrum e fungos
entomopatogénicos como B. bassiana, M. anisopliae, ou fungos utilizados na

Biotecnologia como T. ressei e A. niger.

2. Desenvolvimento
2.1 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a atividade antifungica do
extrato e das fragdes de Plinia cauliflora (Mart.) Kausel e dos extratos de
Endopleura uchi,contra as diferente linhagens de fungos, Aspergillus niger,
Beauveria bassiana, Metharhizium anisopliae, Trichodema reesei e

Trichophyton rubrum .

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Material

2.2.1.1 Solventes, reagentes e meios de cultura
J Acetato de etila — Labsynth

0 Agua destilada

o Anfotericina B — Sigma

. D-glicose anidra — Labsynth

. Dimetilsulfoxido (DMSO) — Labsynth

o Etanol — Labsynth

. Hidréxido de sédio — Labsynth



Meio agar Sabouraud — Acumedia
Meio RPMI-1640 — Sigma-Aldrich

Meio PDA — Potato Dextrose Agar — Acumedia

2.2.1.2 Equipamentos e utensilios

Agitador — Superohm G-25
Autoclave vertical — Fabbe 103
Balanca analitica — Micronal AB 204
Balanga semi-analitica — Owa Labor
Banho de aquecimento — Fisatom
Bomba a vacuo — Motores Elétricos Brasil
Cémara de fluxo laminar — Veco
Cémara de Neubauer - Boeco
Estufa de ar circulante — Fanem
Microscépio — Carl ZeissJdena
Microscépio Optico — Olympus CH20
Paquimetro digital — Starrett

Peagametro — Micronal B374

Pipetadores automaticos de volumes variados — Gilson

Placas de 96-wells — TPP 92096
Vidrarias e porcelanas em geral

Vortex — BiomixerMult-Mixer MVS-1

2.2.1.3 Material vegetal

15
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2.2.1.3.1. Cascas pulverizadas de E. uchi

Cascas finamente pulverizadas de Endopleura uchi (Huber)
(Humiriaceae), fornecidas pela empresa Sitio da Mata (lote: Uxi03/01; N°Inscr.
Prod.: 024.308.176; colheita: 01/09/2005; validade: 30/09/2008), localizada na
Rodovia Cajuru, Cassia dos Coqueiros (SP), Brasil, utilizadas para todos os

testes de atividade antifungica.

2.2.1.3.2. Folhas de Plinia cauliflora

As folhas de Plinia cauliflora foram coletadas na cidade de S&o Carlos,
estado de Sao Paulo (22°01°16.6”S; 47°53’57.0’"W). Exsicatas desta espécie
foram identificadas na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP -
Araraquara (SP), e um exemplar foi depositado no Herbario da Escola Superior
de Agricultura "Luiz de Queiroz" — ESALQ — USP — Piracicaba, SP (ESA n°
96038). As folhas foram secas durante quatro dias em estufa de ar circulante a
40 °C, pulverizadas em moinho de facas e armazenadas em local fresco sem
umidade para que a partir deste material fossem preparados o extrato e as

fragdes para estudo e microbioldgico.

2.2.1.4 Cepas padréo

Os micro-organismos selecionados para o trabalho, obtidos do American
Type Culture Collection (ATCC) e Fundagdo Oswaldo Cruz (FOC), séao

apresentados na Tabela 1.



17

TABELA 1. Cepas de fungos utilizados no trabalho

Micro-organismo Origem
Beauveria bassiana ATCC 9372
Trichoderma reesei ATCC 25923

Aspergillus niger ATCC 27853

Metarhizium anisopliae ATCC374
Trichophyton rubrum FOC

2.2.2 Metodologia

2.2.2.1 Obtencéo do extrato e de suas fracdes

O extrato das folhas de P. cauliflora foi obtido por percolagao a partir de
50,00 g da droga seca e pulverizada segundo o Processo Geral P, descrito na
Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil (1926), utilizando etanol 70%
(EtOH 70) como solvente extrator. Posteriormente, o solvente orgéanico foi
rotaevaporado, e apods isso a agua do solvente EtOH 70 foi retirada por
liofilizac&o, obtendo-se o extrato seco das folhas (extrato EtOH), que foi pesado

e armazenado em dessecador para evitar que incorporasse umidade.

Para a obtencdo das fragbes, foram utilizados 15,00 g do extrato
vegetal e a agua, o acetato de etila e o n-butanol foram usados como solventes

do processo de particdo liquido-liquido para preparar trés fracbes com
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diferentes polaridades, isto é, a fragdo n- Butanol (FrBuOH), a fragdo acetato

de etila ( FrAcOEt) e a fragdo aquosa (FrAq).

Os extratos de E. uchi foram obtidos por percolacdo e também por
decocgao, ambos,seguindo o Processo Geral P, descrito na Farmacopéia dos
Estados Unidos do Brasil, 1959. Na obtencao do extrato por percolagéo (P10)
foi utilizado como solvente extrator etanol 50% (EtOH 50%) sendo utilizados 50
g de cascas pulverizadas de E. uchi para 500 mL de solvente. Apods
rotaevaporagdo, o fim da secagem foi realizado em capela, a temperatura
ambiente, até que atingisse massa constante. O extrato obtido foi pesado e

armazenado em dessecador para evitar que incorporassem umidade.

Para a obtengado do extrato por decocgao (D10) foram utilizados 50g de
casca pulverizada de E. uchi para 500 mL de agua destilada. Aqueceu-se por
15 minutos. As solugdes foram filtradas e entdo liofilizadas. O extrato obtido foi

pesado e armazenado em dessecador.

2.2.2.2 Preparo dos Extratos e das Fragdes

2.2.2.2.1 Preparo dos antimicrobianos

A Anfotericina B foi o antifungico utilizado como controle para as cepas
de fungos usadas neste trabalho. Foram dissolvidos 16 mg de anfotericina B
em 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) sendo diluidos, posteriormente, duas
vezes na propor¢ao 1:5 em meio RPMI-1640, de forma que a concentragao da

solugao de estoque fosse 32 ug/mL.
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2.2.2.2.2 Solucao estoque de extratos e fragdes

Para o teste de determinacdo da concentragao inibitéria minima, foram
ressuspendidos 100 mg do extrato etandlico e das fragdes de P. cauliflora
assim como os dois extratos de E. uchi em 1 mL de DMSO. A partir destas
solucdes, foram feitas as diluicbes na proporgao 1: 10 em meio RPMI-1640

para cada um dos extratos e fracoes.

Para a realizacdo do teste de avaliagdo do crescimento radial das
col6nias dos fungos frente aos extratos vegetais, os extratos e a fragdes de P.
cauliflora foram dissolvidos em 200 yL de DMSO para serem incorporados ao

meio de cultura.
2.2.2.2.3 Preparo da suspensao de micro-organismos

Colbnias com didmetro de cerca de 1 mm de cultura de 7 dias a 28 °C
foram ressuspensas em 2 mL de solugdo salina 0,9% esterilizada e, apos
agitada em vortex por 5 minutos, esta suspenséo foi utilizada para obtengéo de

suspensdo de turvacdo na escala 5. 10° cels/mL em salina.

2.2.2.3 Determinagao da concentragao inibitoria minima

Para determinacdo da concentragdo inibitéria minima foi utilizada
adaptacado da metodologia segundo o CLSI M38-A (NCCLS, 2002). Para tanto
nesta técnica também foram utilizadas microplacas de 96 pogos, que contém 8
linhas e 12 colunas. O meio de cultura utilizado foi o meio RPMI 1640 com 2%
de glicose tamponado em MOPS pH 7,2 . A coluna 1 foi usada para o controle

negativo do teste onde estava apenas o meio de cultura (200 pL). Na coluna 11
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foram colocados 100 uL do meio e 100 pL do extrato a ser testado, servindo de
controle negativo do extrato e também para controle de turbidez. A coluna 12
foi considerada como controle positivo onde foram inoculados apenas 100 pL
da suspensao de células (5,0 x 10° UFC/mL) e 100 pL do meio. Em cada poco
nas colunas 2 a 10 foram adicionados 100 yL do meio. Posteriormente na
coluna 2 foram colocados 100uL do extrato vegetal, homogeneizado e retirados
100 pyL passando para a coluna 3; desta também foram retirados 100uL e
repassados a coluna 4 e assim sucessivamente até a coluna 10, onde apds a
adicao dos 100 L retirados da coluna 9, foram descartados 100uL obtendo-se
entdo a menor diluigdo do extrato vegetal. Foram colocados 100uL da
suspens3o de células em concentracdo 5,0 x 10° UFC/mL em cada poco nas

colunas 2 a 10.

Apds a montagem, a placa foi incubada em estufa com agitagao de 120
rpm por sete dias a 28° C. A leitura foi feita observando-se o desenvolvimento
do microrganismo em relacdo ao controle negativo, isto é, auséncia de
crescimento. Foi determinada como CIM o pogo com a menor concentragao do
antifungico ou extrato onde n&o ocorreu o desenvolvimento dos micro-

organismos (Figura 1).



21

Extrato e fragbes Fu ngos
vegetans 5’ 0 x1 03
(AYAYAYAYAYTATYATYA cels/mL em

, o] 10]0]0/0/0]0[0]0/0]¢), L
remiiont (@@ QOO0 00O000
o] 10]0]00/0]0(0]00]6),
01 10/0[0/0/0/0/0/0/0]¢,
o] 10/0]0/0/0]0/0]0/0]0),
o] 10]0/0/0/0]0]00/0]e
o] 10]0[0/0/0]0(0]00]e),
0]0]0]0]0]0]0]e]0]e]e]e)

FIGURA 1. Esquema da microplaca utilizada para determinacido da

concentracgao inibitéria minima

2.2.2.4 Avaliagcdo do crescimento radial das colonias dos fungos frente

aos extratos vegetais

Foram realizados ensaios “in vitro” utilizando os extratos brutos de Plinia
cauliflora e de Endopleura uchi, na concentracdo de 1% e na concentragcéo
obtida na determinacdo de CIM. Os extratos e as fragbes vegetais foram
dissolvidos em DMSO, uma vez que foi realizado um controle do crescimento
fungico na presenga de DMSO e néao foi evidenciada interferéncia do mesmo
no teste. Os materiais vegetais foram acrescentados em agar PDA fundido
(42°C) e foi inoculado com uma pequena amostra do fungo repicado
recentemente. Apds incubacdo a temperatura de 28°C por uma semana, foi

medido o didmetro das colénias com o auxilio de um paquimetro. Foram feitos
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controles do crescimento fungico que consistiam na auséncia do extrato de

planta. Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

3. Resultados

3.1 Determinagao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A tabela 2 mostra os resultados relacionados aos testes de
determinagao da concentracéo inibitéria minima (CIM) realizados em triplicata.
Frente ao A. niger ndo houve inibicdo pelos extratos em nenhum dos testes
realizados impedindo a determinacdo de CIM. A menor concentragcdo do
extrato etandlico de P. cauliflora e da fracdo acetato de etila que inibiu o
crescimento de B. bassiana foi de 1250ug/mL. A CIM do extrato e fragbes de P.
cauliflora frente aos micro-organismos M. anisopliae e T. reesei foi de 2500
pMg/mL. Os extratos de E. uchi ndo apresentaram atividade frente a nenhuma

linhagem fungica e por isso ndo foram avaliados pela metodologia em placas.

Houve crescimento nos pocgos selecionados para controle positivo de
crescimento enquanto pode ser notada a auséncia de crescimento nos pogos
que nao receberam o indculo, indicando a esterilidade do meio de cultura

(controle negativo) e a auséncia de contaminagao dos extratos.
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TABELA 2. Concentragao inibitéria minima (CIM) de extrato de P. cauliflora
(extrato etandlico), fragbes (butandlica, aquosa e acetato de etila) e de dois
extratos de E. uchi

CIM (pg/mL)
A. niger B. bassiana M. anisopliae T. reesei T. rubrum
Amostras
Extrato EtOH ND 1250 2500 2500 78
de P. cauliflora
FrBuOH ND 2500 2500 2500 78
FrAq ND 2500 2500 2500 78
FrAcOEt ND 1250 2500 2500 78
Extrato de E. uchi ND ND ND ND ND
(decocgao)
Extrato de E. uchi ND ND ND ND ND
(percolagéo)
Anfotericina B 78 1250 1250 39 156

ND: Nao detectado; Extrato EtOH: Extrato etandlico; FrAq: Fracdo Aquosa; FrBuOH: fragédo
butandlica; FrAcOEt: Fragdo Acetato de Etila

3.2 Teste de atividade antifungica in vitro realizado em placas de Petri

A atividade antifungica ocorreu por meio de mensuragdo do halo do
crescimento das colénias quando o extrato estava incorporado no meio de
cultura. Foi realizado um controle negativo para evidenciar que o DMSO

utilizado para a dissolugdo das amostras vegetais nao interferiu na atividade
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antimicrobiana. A identificacdo dos didmetros pode ser visualizada a partir das

tabelas e das figuras abaixo

Na tabela 3 podemos observar a atividade antimicrobiana dos extratos
em meio solido. Podemos notar que A. niger frente ao extrato etandlico de
P.cauliflora apresentou uma reducdao no didmetro das colbnias enquanto na
CIM nao foi avaliada. O mesmo extrato frente B. bassiana mostrou reducio no
crescimento em ambas concentragcbes analisadas (1% e CIM). M. anisopliae
sofreu inibicdo do crescimento nas condi¢cdes analisadas, entretanto na
concentracido de 1% foi notada uma maior redu¢cdo. Do mesmo modo a inibicéo
de crescimento de T. reesei foi mais acentuada na concentracao 1%. O extrato
etandlico 1% inibiu totalmente o crescimento de T. rubrum e apresentou menor

efeito quando testado na CIM.

TABELA 3.Didmetro das colbnias dos fungos frente ao extrato etandlico das
folhas de P. cauliflora

Halos(mm)
Linhagens/Extrato  Concentragdo 1 %  Concentragdo CIM Controle
Etandlico
A.niger 29,60+ 2,1(33.13) ND 44,26+ 0,09
B.bassiana 6,36 + 0,37(56.5) 8,75+ 0,59 (40.1) 14,60+ 2,69
M.anisopliae 8,90 +0,43(69.75)  19,46+0,67(33.86) 29,42+ 0,02
T. reesei 27,46 £ 0,76(49.8) 43,90+ 0,96(19.6) 54,60+ 2,07

T. rubrum NC 8,66+ 0,90(25.4) 11,60+ 1,4
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As medidas sao apresentadas em média de trés determinacdes de halos *
desvio-padrao, em mm, em parénteses estao representadas as porcentagens
de inibicao em relagao ao controle. NC: Nao crescimento.ND: Nao detectado

Para ilustrar a acdo antifungica do extrato etandlico de P. cauliflora,

apresentamos como exemplo as fotos obtidas dos testes nas Figuras 2 e 3.

Podemos observar na figura 2 a formagao das colénias de B. bassiana
em contato com o extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora na
concentragao de 1% e na concentragao obtida pelo CIM, onde notamos a maior

reducéo do didmetro da coldnia na concentragao 1 %.

Figura 2: Col6nias de B. bassiana frente ao extrato etandlico de Plinia
caulifiora e controle de crescimento.A: controle de crescimento, B: extrato
etandlico 1 %, C: extrato etandlico na concentragédo de CIM.

Na Figura 3 podemos observar a formagéao das colénias de T.reesei em
contato com o extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora na concentracéo
de 1% e na concentragao obtida pelo CIM. Notamos que na concentragéao 1% o

extrato apresentou maior inibicdo do crescimento.
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Figura 3: Formagado das colénias de T.reesei frente ao extrato etandlico de
Plinia cauliflora e controle de crescimento. A: controle de crescimento, B:
extrato etandlico 1 %, C: extrato etandlico na concentragao de CIM.

Com a figura 4 é possivel ilustrar a agdo do extrato etandlico de Plinia
cauliflora frente aos micro-organismos utilizados neste trabalho. Vale lembrar
que para o Aspergillus niger nao foi realizado o teste na concentragao de CIM
uma vez que a mesma nao foi obtida no teste anterior. O extrato etandlico na

concentragédo 1% inibiu completamente o crescimento de T. rubrum.

60

50
a0
30 T B extrato EtOH1%
B extrate EtOH CIM
20 - » Controle
10 - I '
[I T 1 1 1 1

A. niger B.bhassiona M. anisoplioe T. reesei T. rubrum

Figura 4:Diametro das colénias dos fungos quando em contato com o extrato
etandlico de P. cauliflora.
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Na tabela 4 podemos observar a atividade antimicrobiana da fragéo
butandlica em meio sdlido. Podemos notar que a formacdo do menor diametro
ocorreu do contato de B. bassiana com a fragao butandlica de Plinia cauliflora
na concentragcdo 1%. Na concentracdo obtida pelo CIM a menor colbnia
formada foi de T. rubrum. Foi evidenciado que nao ocorreu o crescimento de T.

rubrum frente a fragdo butandlica de P. cauliflora na concentracéo 1%.

TABELA 4: Diametros das colénias dos fungos em contato com a fragéo
butandlica de Plinia cauliflora.

Halos(mm)

Linhagens/FrBUOH Concentragao1% Concentracdo CIM  Controle

A.niger 41,30+ 3,85 (27.7) ND 57,10 £ 0,03
B.bassiana 5,20 +0,64 (61.77) 4,90 + 0,22 (64.0) 13,60 £ 0,16
M.anisoplae 16,91+ 1,29 (42.6) 20,89+ 1,99(29.0) 29,42+0,02
T. reesei 53,55+ 0,5 (13.0) 60,54 + 0,41(2.0) 61,51+ 0,03
T. rubrum NC 0,14 + 0,04(98.0) 7,00 £0,23

As medidas sédo apresentadas em média de trés determinagdes de halo +
desvio-padrao, em mm, em parénteses estao representadas as porcentagens
de inibicdo em relagao ao controle. NC: Nao crescimento.ND: Nao detectado.

Para evidenciarmos a acado antifungica da fragdo butandlica de P.
cauliflora apresentamos os resultados obtidos através da figura 5. Podemos
observar a formagédo das colonias de T. rubrum em contato com a fragdo

butandlica de Plinia cauliflora na concentracao de 1% e na concentragao obtida
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pelo CIM. E possivel notar que ndo houve crescimento da coldnia frente a

fragao na concentragéo 1%.

Figura 5: Colbénias de T. rubrum frente a fragdo butandlica de P. cauliflora.
A:FrBuOH 1%, B:FrBuOH na concentragdo de CIM, C: controle de
crescimento.

Com a figura 6 é possivel ilustrar a agéo da fragao butandlica de Plinia
cauliflora frente aos micro-organismos utilizados neste trabalho. Vale lembrar
que para o Aspergillus niger nao foi realizado o teste na concentragdo de CIM
uma vez que a mesma nao foi obtida no teste anterior. A fracdo butandlica na

concentragédo 1% inibiu completamente o crescimento de T. rubrum.
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Figura 6: Diametro das colénias dos fungos frente a fracdo butandlica de P.
cauliffora nas concentragcbes testadas (1% e CIM) e do controle de
crescimento.

Na tabela 5 observamos o diametro das colbnias frente a fragao acetato
de etila de P. cauliflora. Na concentracéo 1% da fragdo acetato de etila de P.
cauliflora e também na concentracéo obtida pelo CIM a menor colénia formada
foi de M. anisopliae. O maior didametro formado foi obtido do contato da fragéo
acima citada com T. reesei indicando menor atividade antifungica. Nao ocorreu
formacdo de halo de T.rubrum quando em contato com a fragdo na

concentragéao de 1%, mostrando alta sensibilidade deste fungo a esta fragéo.
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TABELA 5: Diametros das colénias dos fungos quando em contato com a
fracao acetato de etila de Plinia cauliflora.

Halos (mm)

Linhagens/FrAcOEt Concentragao1% Concentracdo CIM  Controle

A.niger 36,90+ 0,76(21.9) ND 47,20 £ 0,03
B.bassiana 12,60+ 1,61(46.48) 11,02+ 1,18(53.2) 23,54+ 0,80
M. anisopliae 10,22+ 0,48(65.3) 8,96+ 0,32(70.0) 29,42+ 0,02
T. reesei 29,60+ 7,13(51.9) 45,32+ 1,43(26.3) 61,50+ 0,44
T. rubrum NC 14,30+ 1,49(41.2) 24,30+ 5,85

As medidas sédo apresentadas em média de trés determinagdes de halo *
desvio-padrao, em mm, em parénteses estao representadas as porcentagens
de inibicado em relacao ao controle. NC: Nao crescimento. ND: Nao detectado.

Para ilustrar a acédo antifungica da fracdo acetato de etila de P.
cauliflora, apresentamos como exemplo as fotos obtidas dos testes nas Figuras
7 e 8. Podemos observar a formacao das col6nias de B. bassiana em contato
com a fragao acetato de etila de Plinia cauliflora na concentragdo de 1%, na
concentragéo obtida pelo CIM e do controle de crescimento. O crescimento das

colbnias foi inibido pela fracdo acetato de etila na concentracao 1% e no CIM.
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Figura 7: Colbnias de B. bassiana em contato com a fracdo acetato de etila de
P.cauliflora. A:FrAcOEt 1%, B:FrAcOEt CIM, C: controle de crescimento.

Na Figura 8 podemos observar a formagao das col6nias de M. anisopliae
em contato com a fracdo acetato de etila de Plinia cauliflora na concentracao
de 1%, na concentracao obtida com a determinacdo do CIM e de controle de
crescimento que é mostrado na ultima placa. Houve redugdao acentuada de

crescimento pela fracao acetato de etila em ambas concentracdes analisadas.

Figura 8: Colonias de M. anisoplaieem contato com a fracédo acetato de etila
deP.cauliflora. A:FrAcOEt 1%, B:FrAcOEt CIM, C: controle de crescimento.

Coma figura 9 é possivel evidenciar a acdo da fragcado acetato de etila
Plinia cauliflora frente as linhagens fungicas utilizadas no trabalho. Vale lembrar
que para o Aspergillus niger nao foi realizado o teste na concentragao de CIM

uma vez que a mesma nao foi obtida no teste anterior. A fragdo acetato de etila
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na concentracdo 1% inibiu completamente o crescimento de T. rubrum.
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Figura 9: Diametro das col6nias dos fungos frente a fragdo acetato de etila de
P. cauliflora nas concentracdes testadas (1% e CIM) e também do controle de
crescimento.

Na tabela 6 observamos o didmetro das colbnias frente a fragdo aquosa

de P. cauliflora. A tabela mostra que o menor didmetro formado foi de B.

bassiana frente a fragdo aquosa de P. cauliflora na concentragdo de 1%

enquanto que na concentracao obtida pelo CIM o menor halo formado foi do T.

rubrum. Verificou-se que com fragdo aquosa 1% n&o houve formagao do halo

de T. rubrum. Os maiores halos foram obtidos do contato da droga vegetal (nas

duas concentragbes testadas) com T. reesei, estando bem proximos ao

controle.
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TABELA 6:Diametro das colénias dos fungos quando em contato com a fragéo
aquosa de Plinia cauliflora.

Halos (mm)

Linhagens/FrAq Concentracao1% Concentracéo CIM  Controle
A.niger 46,24+ 0,75 (2.0) ND 47,20+ 0,03
B.bassiana 10,31+ 0,20 (568.3) 17,70+ 1,53 (28.4) 24,70+ 0,32
M. anisopliae 13,17 £ 1,44 (55.3) 21,33+ 1,48 (27.5) 29,42+ 0,02
T. reesei 54,81+ 2,84 (4.4) 56,70+ 0,61 (1.1) 57,31+ 0,03
T. rubrum NC 9,30+ 0,25 (30.7) 13,41+ 0,05

As medidas sédo apresentadas em média de trés determinagdes de halo *
desvio-padrao, em mm, em parénteses estao representadas as porcentagens
de inibicdo em relagao ao controle. NC: Nao crescimento. ND: Nao detectado

Para evidenciarmos a acgéo antifungica da fragdo aquosa de P. cauliflora
apresentamos os resultados obtidos através da figura 10. Podemos observar a
formacado das colb6nias de B. bassiana em contato com a fracdo aquosa de
Plinia cauliflora na concentracdo de 1%, na concentracao obtida pelo CIM e do
controle de crescimento. A menor col6nia foi obtida com a presenca de fracao
aquosa na concentracdo 1% enquanto no teste usando o CIM a inibicao foi

menor.
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Figura 10: Colénias de B. bassiana frente a fracdo aquosa de P.
cauliflora.A:FrAq 1%, B: FrAq CIM, C: controle de crescimento.

Com a figura 11 é possivel verificar a agao da fracdo aquosa de Plinia
cauliflora frente as linhagens fungicas testadas. Vale lembrar que para o
Aspergillus niger néo foi realizado o teste na concentragédo de CIM uma vez
que a mesma nao foi obtida no teste anterior. A fracdo aquosa na concentragao

1% inibiu completamente o crescimento de T. rubrum.
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Figura 11: Didametro das colénias dos fungos frente a fracdo aquosa de P.
cauliflora nas concentragbes testadas (1% e CIM) e também do controle de
crescimento.
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Quando o teste de atividade antifungica em placas de Petri foi realizado
com a cepa industrial de A. niger o resultado obtido foi muito interessante uma
vez que ocorreu uma mudancga na coloracdo das colonias quando em contato

com o extrato e as fragées vegetais testadas. A figura mostra as colonias de A.

niger em meio PDA e com o material vegetal incorporado no meio de cultura.

Figura 12:Coldnias de A. niger em meio PDA (A); colénias de A. niger em meio
PDA incorporado com extrato etandlico de P. cauliflora na concentragéo 1% (B)

Diante deste fato, foi realizada uma analise microscépica para analise da
morfologia de A. niger. Tal observagao microscépica nao evidenciou alteragdes
morfologicas visiveis. O repique subsequente destas células para meio PDA
fez com que a visualizacdo macroscopica apresentassem coloracdao e

tamanhos normais, cujas fotomicrografias sdo mostradas na figuras 13.



Figura 13:Fotomicrografia da analise microscopica da morfologia de A. niger
em meio PDA (A) e Fotomicrografia da analise microscopica das colénias de A.
niger em meio PDA incorporado com extrato etandlico de P. cauliflora (B) e
Fotomicrografia do repique subsequente em meio PDA (C).

Como ficou evidenciado em nosso trabalho, a tabela a seguir
demonstra e comprova a elevada sensibilidade do T. rubrum frente aos

extratos e as fracdes de P. cauliflora

TABELA 7: Diametro das colénias de T. rubrum quando em contato com o
extrato e as fragdes de Plinia cauliflora

Halos(mm)de

T.rubrum

Extratos e Fragbes  Concentracao1% Concentracéo CIM  Controle

Extrato EtOH NC 8.66+ 0,90 (25.4) 11.60+1.4

FrBuOH NC 0.14 + 0,04 (98.0) 13,60 + 0,16
FrAcOEt NC 14,30 + 1,49(41.2) 24,30+ 5,85
FrAq NC 9.30 +0,25(30.7) 13.41+£ 0,05

As medidas sédo apresentadas em média de trés determinagdes de halo *
desvio-padrao, em mm, em parénteses estao representadas as porcentagens
de inibicdo em relagao ao controle. NC: Nao crescimento.
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4. Discussao

Desde o século XVII, agentes antimicrobianos vém sendo utilizados para
o tratamento de doencgas infecciosas. Um agente antimicrobiano ideal deve
exibir toxicidade seletiva, e isto implica que uma substancia deve ser nociva
para o parasita e ndo para o hospedeiro. Assim, uma substadncia em
concentragdo tolerada pelo hospedeiro pode danificar um microrganismo

infectante (BROOKS et al., 2001; DAVIS, 1990).

Em vista da resisténcia que muitos patégenos humanos apresentam
devido a selecdao a que passaram pelo uso indiscriminado de antimicrobianos,
da emergéncia de infecgdes incomuns e efeitos adversos apresentados por
alguns medicamentos, as pesquisas tornaram-se mais direcionadas as plantas
medicinais, sendo que muitas espécies ja se mostraram eficazes como agentes

antimicrobianos (ZAMPINI et al., 2005).

A presenca de substancias antimicrobianas nos vegetais superiores,
bem como o seu uso para tratar infeccbes ndo sido fatos recentes e a
humanidade as tem empregado desde muito tempo (BUHNER, 1999; COWAN,

1999; RODRIGUES, 1980; YUNES e CALIXTO, 2001).

Durante a sua vida, as plantas reagem a varias injurias advindas do
ambiente, e sdo capazes de produzir compostos antimicrobianos para protegé-
las contra infec¢gdes causadas por patdgenos como bactérias, fungos e virus
(ESQUENAZI et al., 2002; RODRIGUES, 1980; WOJTASZEK, 1997; YUNES e

CALIXTO, 2001).
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Baseado nestes estudos, e entre tantas plantas nativas e aclimatadas
no Brasil, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifungica do extrato
e das fragbes de Plinia cauliflora (Mart.) Kausel e de extratos de cascas
pulverizadas de Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. especificamente contra
Beauveria bassiana, Trichoderma reesei, Aspergillus niger, Trichophyton
rubrum e Metarhizium anisopliae.

Assim, para atingir os objetivos deste trabalho, foram necessarios
estudos destinados a avaliagcdo da atividade antifungica dos extratos vegetais
especificamente utilizando uma adaptagdo da metodologia segundo o CLSI
M38-A (NCCLS, 2002)para determinagdo da concentragéo inibitéria minima e
realizando ensaios in vitro em microplacas. Prosseguindo nas analises de
atividade antimicrobiana, foi feita a determinagdo da concentragdo inibitéria
para as linhagens fungicas.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) é definida pela menor
concentragdo de extrato que inibe o crescimento microbiano visivel in vitro e
cuja visualizagdo é possivel. Para aprimorar esta técnica foi desenvolvido o
ensaio em microplaca, que permite observar a verificacdo da turvacdo dos
pocos (ANDREWS, 2001).

Em nosso trabalho ndo foi possivel a determinacao de CIM para a cepa
industrial de Aspergillus niger uma vez que ndo houve inibicdo do crescimento
do mesmo frente aos extratos vegetais nas concentracdes testadas. Todos os
outros micro-organismos apresentaram sensibilidade frente as drogas vegetais.
O extrato etandlico e a fragao acetato de etila de P. cauliflora apresentaram-se
mais ativos em comparacdo com as fracdes butandlica e aquosa. Porém, em

relagdo ao fungo T. rubrum o extrato etandlico e as fragdes de P. cauliflora



39

apresentaram a mesma sensibilidade com valores de CIM bem baixos. Os
extratos de E. uchi ndo apresentaram atividade frente a tais linhagens de
fungos testados. O fungo T. rubrum foi o que mostrou maior sensibilidade ao
extrato etandlico de P. cauliflora e as suas fragdes.

Ainda néo existe, na literatura, referéncias conclusivas sobre as faixas
de CIM e sua correspondéncia a atividade farmacoldgica. Holetz et al. (2002)
estabeleceram alguns valores como referéncia de atividade antimicrobiana de
extratos vegetais. Em tal trabalho, para que um extrato apresente forte
atividade, a CIM nao deve ultrapassar 100 pg/mL; de 100 a 500 pg/mL a
atividade € considerada como moderada; de 500 a 1000 ug/mL a atividade é
fraca e maior que 1000 pg/mL, o extrato é considerado inativo. Entretanto, ndo
podem ser desprezados outros trabalhos em que valores de CIM maiores sao
tidos como boa atividade para tais extratos. Vale ressaltar que partindo do
resultado de CIM de 78ug/mL para T. rubrum é possivel dizer que o extrato e
as fragdes de P. cauliflora apresentam forte atividade frente a tal fungo.

Outros estudos também estabelecem alguns critérios sobre a atividade
antimicrobiana. Assim, Duarte et al. (2005) apresentam em seu trabalho uma
proposta de Aligianns et al. (2001) de classificagdo para material vegetal
baseada em resultados de CIM, no qual CIM menores que 0,5 mg/mL sao
considerados fortes inibidores, CIM entre 0,6 a 1,5 mg/mL sdo considerados
moderados e acima de 1,6 mg/mL sdo fracos inibidores do crescimento
microbiano.

De forma geral, o extrato de uma planta contém baixa concentragao de
compostos ativos e um amplo numero de outros compostos que podem ter

atividades promissoras, necessitando de uma adequada sensibilidade dos
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testes, devido a variedade quimica destes compostos, muito embora presentes
em pequena quantidade (RATES, 2001).

Em nosso trabalho podemos considerar que os extratos estudados que
apresentaram valores de CIM entre 1,25 e 2,5mg/mL ndo devem ser
desprezados, seja pela diluicdo dos compostos ativos com outros compostos
também extraidos, seja porque a propria literatura ndo descarta resultados de
CIM maiores que 1,0 mg/mL, pois poderiam ser utilizados para outros
propositos. Entretanto vale ressaltar que T. rubrum foi a espécie que mostrou
grande sensibilidade ao extrato e fragdes de P. cauliflora com valores de CIM
bem baixos.

A espécie de Trichophyton rubrum, importante agente de dermatofitoses,
é um fungo queratinofilico, capaz de parasitar tecidos como pele e unha. E o
principal responsavel pelas dermatofitoses crénicas e refratarias ao tratamento
e como é uma espécie antropofilica encontra-se muito bem adaptado ao
parasitismo humano.

A atividade antifungica também foi avaliada através de testes realizados
em placas de Petri de 5cm de didametro, na qual foi adicionado o meio de
cultura PDA e onde o extrato e as fragdes vegetais foram incorporados. Apds a
solidificacdo do conteudo da placa foi realizado um in6culo central de pequenas
amostras dos fungos utilizados neste trabalho. As placas foram inoculadas e
apo6s o crescimento, as medidas dos diametros das coldnias foram realizadas.
A partir de entdo foi possivel evidenciar que os menores didametros foram
obtidos com a fracdo butandlica de P. cauliflora. O extrato etandlico, fracao
butandlica e a fracdo aquosa de P. cauliflora, na concentragcdo 1% e também

na concentragdo obtida pelo CIM, mostraram maior efetividade frente a T.
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rubrum. Em contrapartida, a fragao acetato de etila, apesar de apresentar maior
efetividade frente a T. rubrum na concentracédo de 1%, mostrou ser mais efetiva
contra M. anisopliae quando testada com a concentragéo obtida pelo CIM.

No trabalho de AMARAL, et al. (2005), foi avaliado o efeito antifungico
do extrato de agafrao (Curcuma longa L, Zinziberaceae) e de coragao negro (
Albizzia lebbeck Benth, Leguminosiae) na concentragdo de 1% em agar PDA
frente a fitopatdogenos. Foi relatado que na concentragédo de 1%, o agafrdo
levou a uma inibi¢do superior a 50% no crescimento de F. oxysporum (61,15%)
e R. solani (61,1%).0 extrato de coragao negro causou uma discreta atividade

antifungica sobre F.oxysporum (6,75%) e M. phaseolina (15%).

Caceres et al. (1991) relatam que a goiabeira apresenta atividade
antimicética, através do macerado hidroalcodlico de suas folhas contra Candida
albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida stellatoidea, fato este

também comprovado em experimento in vitro, no estudo de Alves et al (2006).

Apesar de nao ter sido evidenciado umagrande atividade dos extratos
vegetais frente ao A. niger no teste de determinagdo de CIM, foi realizado o
teste em placas de Petri. As colbnias formadas apresentaram diametros
elevados, porém foi obtido como resultado interessante uma alteragéo na cor
das colbnias, o qual quando em contato somente com o meio de cultura PDA,
apresentou coloragdo esverdeada e em contato com o meio de cultura
contendo o material vegetal foi verificado uma coloragdo bege. A analise da
morfologia microscopica, a partir de laminas, ndo evidenciou alteragbes na

morfologia interna do fungo.
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Nosso trabalho ressalta a forte atividade do extrato etandlico e fragdes
de P. cauliflora frente a T. rubrum. Estudos posteriores podem conduzir a
geragao de novos produtos com tal propriedade, contendo os principios ativos

dessa espécie vegetal.

5. Concluséo

Com este trabalho, foram obtidos os valores de CIM contra Beauveria
bassiana, Trichoderma reesei, Aspergillus niger, Trichophyton rubrum e
Metarhizium anisopliae, para o extrato etandlico e as fragées de P. cauliflora.
Tais resultados nortearam os estudos para a avaliagcao da atividade antifungica
em placas de Petri a partir da mensuracao dos diametros das colbnias dos

fungos. As conclusbes estao apresentadas a seguir.

v' O extrato etandlico obtido das folhas de Plinia cauliflora e suas
fragdes demonstraram atividade antifungica elevada quando em contato

com T. rubrum fato que foi observado através da determinagéo de CIM.

v" O extrato etandlico e as fragdes de Plinia cauliflora apresentaram
excelentes resultados uma vez que na concentragdo de 1% inibiu
completamente o crescimento de T. rubrum, fato que foi observado no

plagueamento.

v O teste de avaliacdo do crescimento radial das colénias dos

fungos complementou os resultados obtidos através da determinagédo de
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CIM, sendo que comprovou a elevada efetividade do extrato etandlico e das
fracdes de P. cauliflora, na concentragcdo 1% e também na concentracéo

obtida pelo CIM frente a T. rubrum.

v" De um modo geral, a fragdo butandlica de P. cauliflora mostrou a

maior atividade frente a T. rubrum .

v' Extratos de Endopleura uchi ndo apresentaram atividade frente

aos micro-organismos avaliados pela determinagao de CIM.
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