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RESUMO

SANTOS, Alexander. Verificagdo da atividade antifungica de extratos aquosos de
Cymbopogon citratus, Peumus boldus e Shinus terebinthifolia sobre cinco espécies de
fungos do género Aspergillus.

Seropédica: UFRRJ, 2008. 55 p (Dissertagdo, Mestrado em Microbiologia Veterinaria).

Este trabalho foi desenvolvido no Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto
de Veterinaria da Universidade Federal Rura do Rio de Janeiro, em Seropédica-RJ. Foram
avaliadas a atividade antifungica das plantas Cymbopogon citratus (capim-limé&o), Peumus
boldus (boldo) e Shinus terebinthifolia (aroeira), na inibicdo do crescimento de espécies do
género Aspergillus (A. flavus, A. niger, A. ochraceus, A. parasiticus e A. carbonarius).
Utilizando o método da concentracéo inibitoria minimaem agar, com atécnica de diluicéo em
placa (Pour-Plate), foram reaizadas diluicdbes dos diferentes extratos, obtendo-se as
concentracdes finais de 5%, 2,5% e 1,25%. Testes de sensibilidade ao antifungico comercial -
cetoconazol foram realizados numa concentracdo fina de 1933,18 pg/mL, conforme
recomendada pelo Nationa Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Os
resultados obtidos nos experimentos demonstraram que os extratos aquosos de C. citratuse S.
terebinthifolia, apds 24 horas de incubagdo, foram capazes de inibir o crescimento de A.
flavus e A. carbonarius, respectivamente. Os demais extratos em estudo e nas concentragoes
testadas, ndo foram capazes de inibir o crescimento micelial das espécies do género

Aspergillus.

Palavras-chave: Aspergillus, atividade antifingica, extrato agquoso.



ABSTRACT

SANTOS, Alexander. Verification of antifungal activity of aqueous extracts of
Cymbopogon citratus, Peumus boldus and Shinus terebinthifolia on five species of fungi
of the genus Aspergillus

Seropédicaa.  UFRRJ, 2008. 55 p (Dissertation, Magister Scientiae in Veterinary
Micrabiology).

Thiswork was developed in the Department of Microbiology and Immunology of the Institute
of Veterinary Rural Federal University of Rio de Janeiro in Seropédica-RJ.

We evauated the antifungal activity plant Cymbopogon citratus (lemon-grass), Peumus
boldus (boldo) and Shinus terebinthifolia (aroeira), inhibition of growth of species of the
genus Aspergillus (A. flavus, A. niger, A. ochraceus, A. Parasiticus and A. carbonarius. Using
the method of minimum inhibitory concentration in agar, with the technique of dilution plate
(Pour-Plate), were held dilutions of different extracts, resulting in the final concentrations of
5%, 2.5% and 1.25%. Testing of commercia sensitivity to antifungal - ketoconazole were
made in a fina concentration of 1933.18 pu g /mL, as recommended by the National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). The results obtained in the
experiments have shown that aqueous extracts of C. citratus and S. terebinthifolia, after 24
hours of incubation, were able to inhibit the growth of A. flavus and A. carbonarius,
respectively. The other extracts being studied and tested in the concentrations were not able to
inhibit the growth of mycelial species of the genus Aspergillus.

Keywords: Aspergillus, antifungal activity, aqueous extract.
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1INTRODUGAO

Os fungos sempre tiveram relacionado intimamente com a vida do homem em
diversos aspectos tanto no que concerne a alimentacéo, na qualidade de vida e na salide.

A utilizagdo de aimentos contaminados por substéncias toxicas produzidas por
fungos, denominadas micotoxinas tem levado a enormes prejuizos econdmicos ao pais.
Estando a presenca de micotoxinas correlacionada a véarias patologias humanas e animais.
Estes problemas sdo mais acentuados nos paises de clima tropical imido, como o Brasil, os
quais reinem condi¢es ambientais adequadas ao desenvolvimento dos fungos, como por
exemplo, temperatura e umidade.

A contaminacdo dos alimentos por micotoxinas pode ocorrer no campo, antes e apos a
colheita, e durante o transporte e armazenamento do produto.

Ao considerarmos a origem das micotoxinas, teremos que nos ater ao estudo e
conhecimento das numerosas espécies flngicas produtoras de uma ou mais toxinas. Um
grande nimero destes metabdlitos toxicos ja foi identificado e caracterizado como substéncias
produzidas em contaminages naturais de graos e outros alimentos. Entre as espécies
toxigenas isoladas a partir de cereais no Brasil destacam-se as pertencentes a0 género
Aspergillus (CRUZ, 1996). Este género compreende espécies produtoras de aflatoxinas, tais
como A. flavus e 0 A. parasiticus e de Ocratoxina A (OTA), tendo como principal produtor o
A. ochraceus. Recentemente o A. niger e o A. carbonarius ganharam importancia por serem
considerados, também, ocratoxigenos, em regides tropicais e subtropicais (ABARCA et al.,
2001; DALCERO et al., 2002; ROSA et al., 2002).

Os efeitos destas micotoxinas sobre a salide de animais e do homem variam de acordo
com a concentragdo em que estdo presentes nos alimentos e, consegientemente, com a
guantidade ingerida. Assim podem ocorrer casos agudos decorrentes da ingestédo de altas
concentragdes ou, 0 que € mais comum, quadros crénicos em virtude do consumo de baixos
niveis por periodos prolongados. Estes aspectos determinam a aspergilose que foi uma das
principais doencas descritas ligadas aos fungos. A aspergilose é uma doenca aguda, subaguda
ou cronica, localizada ou generalizada, superficial ou profunda, causada por diferentes
espécies de fungos do género Aspergillus.

Considerando que a presenca de fungos do género Aspergillus € comum e

consequentemente ha contaminacdo dos gréos desde a lavoura até o consumo final, a deciséo
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mals sensata parece ser 0 mé&ximo de controle sobre os fatores que favorecem o
desenvolvimento desses fungos, como temperatura, umidade, pH e presenca de oxigénio.
Entretanto, as condi¢bes climéticas nem sempre permitem um controle eficiente. Uma das
ferramentas de controle seria 0 uso de antifungico. Apesar de diversas drogas antifungicas
estarem disponiveis atualmente no mercado, o seu uso € limitado por diversos fatores como
baixa poténcia, pequena solubilidade, surgimento de espécies resistentes as drogas e
toxicidade.(FROMTLING, 1987).

Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento progressivo da demanda de plantas e
preparacOes de origem vegetal como recursos terapéuticos. Porém esse consumo torna-se
preocupante considerando que a fiscalizagdo do comércio de tais produtos é precéria;
representando, assim varios riscos ao consumidor, podendo-se enumerar como principais a
identificacdo errada da espécie vegeta, indicacOes errbneas de utilizacdo, posologia
inadequada, uso de plantas de méa qualidade e toxicas (ESPINOLA, 1997; BRANDAO et al.,
1998; MATOS, 2000).

Um dos interesses da comunidade cientifica é pelainvestigacéo da ativagéo de extratos
vegetais com baixo custo e baixa toxidez que tenham propriedades capazes de substituir
produtos quimicos. Em muitos casos esses produtos poderdo ser utilizados na agricultura,
como meio de combate as fitopatol ogias e na medicina humana e veterinaria, para 0 combate
de infecgdes e micotoxicidades. Ha necessidade, portanto, da avaliagdo do efeito de diferentes
extratos aquosos de plantas, sobre o crescimento micelial in vitro de fungos do género
Aspergillus produtores de micotoxinas, tendo em vista que dados sobre este aspecto séo
escassos haliteratura.

Atentos a todos estes fatores e voltados para a busca crescente de produtos de origem
vegetal com baixo custo e baixa toxidez, capazes de substituir com éxito os produtos
antifngicos de uso corrente e considerando, ainda a importancia de vérias descobertas dos
efeitos dos componentes ativos de plantas, a facilidade de obtencéo de material de estudo e a
importancia de pesquisas que venham inibir o crescimento dos fungos do género Aspergillus e
a consequente producdo das micotoxinas por eles produzidas, € que surgiu a presente
investigagao.

O constante emprego das plantas selecionadas, nas préticas caseiras da medicina
popular e estudos cientificos comprovados, sdo motivos suficientes para as suas escolhas
como tema do presente estudo, associados ao fato de existirem poucas citagdes sobre elas com
relacdo a sua possivel atividade antifungica para os fungos de interesse nesta investigacéo

visamos, num futuro préximo, suas validagdes como medicamentos eficazes e seguros.



Desta forma o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade antifungica
de extratos aquosos de C. citratus, P. boldus e S. terenbinthifolia sobre o crescimento de A.

niger, A. flavus, A. ochraceus, A. carbonarius e A. parasiticus.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Género Aspergillus

O género Aspergillus pertence ao grupo dos Hyphomycetos que se caracteriza pela
formagao de conidioforos, ou segja, hifas especializadas e produtoras de conidios com formas e
arquitetura variaveis (LILLARD, et al., 1970; SABINO, et al., 1998). Este género é de
particular importancia por conter muitas espécies capazes de crescer em condi¢des de baixa
atividade de agua (Aa), sendo entdo associados com a deterioracdo de alimentos que sdo
muito secos para serem atacados por outros microrganismos (MOSS; SMITH, 1985). Os
aimentos armazenados representam excelente campo para a proliferagdo dos fungos,
principalmente quando os principios basicos de secagem adequada e armazenamento correto
s80 desconhecidos e desprezados (KOEHLER et al., 1975).

Algumas espécies do género Aspergillus sdo patogénicas como o A. fumigatus que € 0
agente da aspergilose pulmonar em humanos e aves (PITT, 1994). Segundo Wadd et al.
(1997) os fungos do género Aspergillus sGo a segunda causa mais comum de micoses
oportunistas seguida de Candida sp. Outras sdo responsaveis pela producdo de metabdlicos
secundarios toxicos (PITT, 1994). Dentre os principais géneros toxigenos, o Aspergillus é o
que possui espécies de maior ocorréncia sendo comumente encontrado nos trépicos
(SAMSON, 2000).

Aspergillus carbonarius (BRAIN) Thom, pertence ao subgénero Circundatti, secéo
Nigri, sendo reportado inicialmente como isolado a partir de solo e &guas poluidas (KLICH,;
PITT, 1988), atuamente tem sido encontrado em aimentos de origem vegetal, com
importancia paraa producdo de OTA A (ABARCA et al., 2003).

Geralmente, A.carbonarius tem um crescimento 6timo a 30-35°C e ndo cresce a
temperaturas inferiores a 25°C. O étimo de atividade de agua (Aa) para o crescimento varia de
0,93 a 0,98 dependendo da cepa, com uma maior tolerancia a 25 — 30°C (MITCHEL et al,
2004)

O Aspergillus flavus Link de acordo com Klich; Pitt (1988), pertence ao subgénero
Circundatti, secdo Flavi. E de distribuicdo mundial, predominando em éreas tropicais e
subtropicais, sendo aparentemente mais comum em solos cultivados do que em néo
cultivados. Esta espécie é capaz de colonizar vegetais em decomposicdo, graos, sementes e
muitos outros substratos incluindo alimentos e ragbes animais (PITT; HOCKING, 1997,

ROSA, 2002). Tem sido descrito ainda como patdgeno para insetos e animais e, cerca de
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50% dos isolados mostram-se aflatoxigenos (DOMSCH et al., 1980; CHRISTENSEN, 1981,
PITT; HOCKING, 1997).

Aspergillus flavus apresentou variacbes no crescimento quando houve alteracdo nas
temperaturas de incubagdo, isto €, crescimento minimo ao redor de 10-12°C, maximo entre 43
— 48°C e com um crescimento 6timo perto de 33°C (DOMSCH et al, 1980). As variacfes de
(Aa) que permitem o crescimento de A.flavus tem sido avaliadas desde baixas como 0,78 a
33°C(AYERST, 1969) e elevadas como 0,84 a 25°C(PITT; HOCKING, 1997). PITT e
MICAMBLE (1995) estabel eceram Aaminimas em funcdo da temperatura para o crescimento
de A.flavus da ordem de 0,82 a 25°C, 0,81 a 30°C e de 0,80 a 37°C.

O pH 6timo para o desenvolvimento de A.flavus esta entre cinco e oito, mas o mesmo
pode crescer em amplafaixade pH (EPPLEY, 1968; KOEHLER et al., 1975).

Aspergillus niger Tieghem var.niger, pertence ao subgénero Circundatti secdo Nigri e
€ considerada uma espécie ubiqua, comumente isolada do solo, plantas, sementes, frutas secas
e nozes (DOMSCH et al., 1980; PITT;HOCKING,1985) é um dos fungos mais
freglientemente isolados a partir de alimentos e ragdes animais (ROSA, 2002).

A temperatura minima de crescimento varia de 6-9°C, a maxima de 45-47°C com um
6timo a 35-37°C. E considerado um fungo xerofilico (AYERST, 1969), sendo descrita a
germinagdo em Aa de 0,77 a 35°C (PITT; HOCKING, 1997). ABARCA et al., (2001)
relataram a ocorréncia de cepas ocratoxigenas numa incidéncia que variou de 1,7 a 18,5% dos
isolados de A.niger.

Aspergillus ochraceus Wilhelm, pertence ao subgénero Circundatti é freqlientemente
isolado de solo cultivado, de vegetais e de sua rizosfera, de gréos armazenados, e de uma
ampla variedade de alimentos e ragdes animais (DOMSCH et al., 1980; PITT; HOCKING,
1985; ROSA, 2002).

Seu crescimento ocorre entre 8 e 37° C, com um 6timo a 24 — 31°C . A (Aa) &gua
minima para crescimento é de 0,77 a 25 °C, com um 6timo a 0,95 — 0,99 (PITT; HOCKING,
1997).

Aspergillus parasiticus Speare, de acordo com KLICH e PITT (1988), pertence ao
subgénero Circundatti, secdo Flavi. E uma espécie subtropical e tropical, considerada
endémica no amendoim, alimento a partir do qual € mais fregiientemente isolado (PITT;
HOCKING, 1997).

O crescimento de A. parasiticus tem sido reportado numa fixa de 12 — 42°C, com um
6timo a 32 °C. A (Aa) minima para o crescimento é 0,82 a 25°C, 0,81 a 30°C e 0,80 a 37°C,



similar ao A. flavus cresce em pH de 2,4 A 10,5 a 25°C, 30 °C e 37°C, mas ndo cresce a 25°C
em pH de 2,2. O crescimento 6timo ocorre entre pH 3, 5-8 (PITT; HOCKING,1997).

2.2 Micotoxinas

As micotoxinas constituem-se em um grupo de metabdlitos secundarios sintetizados
na fase exponencia por espécies de fungos filamentosos que contaminam freqlientemente
produtos agricolas (SANTURIO et al., 1988). Estes metabdlitos sdo toxicos para humanos e
animais, podendo desenvolver atividade mutagénica, carcinogénica e teratogénica.

Estas substancias com frequéncia afetam cereais e sementes oleaginosas durante a
colheita, armazenamento e industrializagdo (EPPLEY, 1968) causando reducdes significativas
no rendimento da colheita e consequientemente perdas econdmicas. Sua presenca em produtos
alimenticios depende do crescimento de espécies flingicas especificas e de fatores como
umidade e temperatura.

As micotoxinas mais estudadas dentre as sintetizadas por espécies pertencentes ao
género Aspergillus, sdo as aflatoxinas (AFL) e a ocratoxina A (OTA). Na producdo desta
ultima, tem destaque 0 A. ochraceus, que é o principal produtor em climas tropicais Umidos
(PITT; HOCKING, 1997, MANTLE; CHOW, 2000). Entretanto, tem sido estabelecida a
producdo de OTA por diferentes espécies de secdo Nigri, tais como o Aniger e o
A.carbonarius (ABARCA et al., 2001; DALCERO et al., 2002; ROSA et al., 2002).

Quanto aflatoxinas a literatura cita o A. flavus e o A.parasiticus como principais
produtores desse metabdlitos. Sdo relatados 4 tipos de aflatoxinas: B1, B2, G1 e G2, sendo 0
A. flavus geralmente produtor de aflatoxinas B1 e B2 e o A. parasiticus com freqiéncia
produzindo B1, B2, G1 e G2 (DAVIS; DIENER, 1983).

A (AFL)B1 é a mais encontrada e também a mais tdxica. Provoca profundas
alteracOes organicas traduzidas por hemorragias através da inibicdo dos fatores Il e VII da
coagulacdo sanguinea e lesbes no hepatécito; a ingestdo de baixas quantidades por longo
periodo determina baixa conversdo alimentar nos animais, imunodepressao e cancer hepético.
Os rebanhos que consomem gréos contaminados séo 0s mais afetados, principalmente aves e
suinos.(SABINO et al, 1988; OMS, 1983).

As principais linhagens fungicas que produzem AFL, necessitam de determinadas
condigdes para 0 seu desenvolvimento, como umidade relativa do ar entre 80 e 90% e
temperatura ambiental superior a 20°C (PREGNOLATTO; SABINO, 1969; RIBEIRO NETO,
1980). Sendo o Brasil um pais de clima tropical, apresenta condi¢bes favoraveis para o

desenvolvimento destas micotoxinas.



Durante 0 seu crescimento, estocagem e processamento, 0s cereals podem ser invadidos
pelos fungos aflatoxigenos. Dessa forma, milho, amendoim centeio, sorgo, cevada, feijdo,
arroz e ragbes tornam-se excelentes substratos para 0 seu desenvolvimento.(HERRY;
LEMETAYER, 1992; WOOD, 1992; WOOD ; POHLAND, 1992)

A Ocratoxina A provoca lesdes extensas nos tubulos renais, especialmente em suinos
impedindo a reabsorcdo de &gua pelo organismo (WHO, 1979; MERWE et al., 1965).0 risco
para humanos é dificil de assegurar e determinar, mas como a carne de porco € uma parte
importante da dieta da populacdo rura — usuamente comem a carne de porco nhao
inspecionado -, o risco certamente existe, tanto que a porcentagem de morte por faléncia renal
€ dta em algumas areas rurais e se questiona a possibilidade da suposta causa ser a OTA A
(PITT, 1987).

A OTA ja foi detectada em soro sangiineo humano (ZIMMERLI; DICK, 1995;
UENO et al ., 1998) e em leite de mulheres (MIRAGLIA et al., 1998). Sua ingestéo ocorre
principalmente por aimentos vegetais como milho, café, cevada e seus derivados
(micotoxicose primaria) e através de residuos e metabdlitos presentes em alimentos de origem
animal, como carne e patés (micotoxicose secundaria).

BACON et al. (1973) analisando a producdo de OTA por A. ochraceus em racoes
para aves, encontraram como melhor neste substrato o uso de Aa 0.95 com temperatura de
incubacéo de 30 °C. RAMOS et al. (1998) obtiveram maior producdo de OTA utilizando
temperatura de 30°C em gréos de cevada com Aa 0,98.

2.3 Plantas antifungicas

Recorrer as virtudes curativas de alguns vegetais € uma das primeiras manifestactes
do homem, marcando um antigo desgjo de compreender e utilizar a natureza como recurso
terapéutico, nas doencas que afligem o corpo eaama (ALZUGARY ; ALZUGARY, 1983).

O conhecimento historico do uso de plantas medicinais nos mostra ao longo da
histéria da humanidade que pela prépria necessidade humana, as plantas foram os primeiros
recursos terapéuticos utilizados (ALMEIDA, 1993). Ha registros médicos que comprovam
que os chineses ja utilizavam as plantas medicinais desde 3700 a.C e acreditavam que havia
uma planta apropriada para o tratamento de cada doenca (COWAN, 1999; DE SOUZA et al.,
2003; NIERO et al., 2003).Entretanto, a pesquisa sistemética, tendo em vista o isolamento dos
principios ativos vegetais, iniciou-se no século X1X, quando o farmacéutico aleméo Fridiech
Wilheim Setlirner procurava no opio, a substéncia responsavel por sua agdo hipnética (SIANI,
2003).



As plantas produzem dois tipos distintos de metabdlitos. Os metabdlitos primérios,
s80 encontrados em todos Os sistemas Vvivos e S0 essenciais ao crescimento e a vida da
prépria planta, como por exemplo os aminoécidos, monossacarideos, acidos carboxilicos, etc.
Os metabdlitos secundérios sdo produtos de metabolismo especifico, e sdo resultantes de
processos adaptativos. A producdo de determinados metabdlitos secundarios pode ser
caracteristica restrita de certas plantas e sdo caracterizados por uma enorme diversidade
guimica. Hoje, sabe-se que as referidas substancias, sdo de importéncia relevante nos
mecanismos de defesa das plantas contra seus predadores (BRUNETON, 1995; BASILE et
al., 2000; DUFFY; POWER, 2001; LIMA, 2001; NIERO et al., 2003).

Os metabdlitos secundarios sdo constituidos por uma variedade de substancias
bioativas, e nos dias atuais o interesse cientifico por essas substancias tem aumentado devido
a busca por novos medicamentos oriundos de plantas (BASILE et al., 1999; SATO et al
2002; PAIVA et al., 2003).

Dentre os metabdlitos secundérios estédo os compostos fendlicos que desempenham
importante papel na resisténcia das plantas ao ataque de fungos (AGRIOS, 1988).Entre os
compostos fendlicos destacam-se os flavondides e os taninos (ZUANAZZI, 2002).

Segundo Carvalho et al., (2000) a utilizacdo de extratos de plantas com propriedades
antifungicas se constitui numa aternativa ecoldgica promissora para substituir a protegdo
tradicional promovida pela aplicacdo de fungicidas, podendo, ainda, ser associada as demais
préticas de mangjo integrado de doencas, contribuindo para atender & crescente demanda

nacional e internacional por produtos organicos.

2.3.1 Nome cientifico: Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.

a) Familiaa GRAMINEAE (POACEAE)

b) Nomes populares. capim-cheiroso, erva-cidreira, capim-cidreira, capim-liméo,
capim-santo, capim-de-cheiro, capim-marinho, capim-cidro, ch&-de-estrada,cidrd, citronela
de-java, capim-cidrilho, patchuli, capim-catinga, capim-ciri, grama-cidreira, capim-cidrilho,
capim-citronela.

c) Sinonimia :Andropogon schonanthus L., Andropogon citratus DC. ex Nees,
Andropogon citratus DC., Andropogon ceriferus Hack ., Andropogon citriodorum hort. ex
Desf ., Andropogon nardus subsp. ceriferus (Hack.) Hack., Andropogon roxburghii Ness ex
Steud., Andropogon densiflorus Steud., Cymbopogon nardus subvar. citratus(DC.) Roberty,
Cymbopogon densiflorus( Steud.)Stapf.



d) Caracteristicas gerais: erva cespitosa quase acaule, com folhas longas, estreitas e
arométicas e, quando recentemente amassadas tém forte cheiro de lim&o. Flores raras e
estéreis em nossas condigdes. Muito cultivada em quase todos 0s paises tropicais inclusive no
Brasil, tanto para fins industriais como em hortas caseiras para uso em medicina tradicional.
Para novo plantio os perfilhos devem ser retirados em grupos de 3, uma vez por ano, e
replantados com espacamento de 50 x 80 cm. Permite até 4 cortes por ano (MATOS,2000)

O Cymbopogon citratus tem sido largamente difundido de norte a sul do pais naforma
de um cha de aroma e sabor agradaveis e de agdo calmante e espasmolitica suaves, contendo
um pouco menos gque 0,5% de dleo essencial (CRAVEIRO et al., 1981), com atividade
antimicrobiana (GRUENWALD, 2000).

O dleo essencial do C.citratus é formado principalmente por citral, ao qual se atribui a
.atividade calmante e espasmolitica (MATOS,2000). Um outro componente presente no 6leo
essencia de C.citratus porém em menor quantidade e o mirceno. A este ultimo atribui-se acdo
analgésica (SOUSA et al., 1991; ROBINEAU, 1995; MATOS, 2000).

O seu cha deve ser do tipo abafado e preparado de preferéncia com folhas frescas, que
tém um sabor mais agradavel; é empregado para alivio de pequenas crises de cdlicas uterinas
e intestinais, bem como no tratamento do nervosismo e estados de intranquilidade,
farmacol ogicamente comprovados. Ambas as preparacdes, cha e refresco, podem ser bebidos
a vontade, pois sdo completamente desprovidos de qualquer acdo tOxica, mesmo quando
tomado muitas vezes no mesmo dia (MATOS, 2000). Recomenda-se, porém cuidado para
evitar a presenca de microfragmentos da folha no cha, os quais poderiam causar pequenas
lesBes nas mucosas que revestem o aparelho digestivo, da boca aos intestinos (ROBINEAU,
1995).

A atividade antimicrobiana do C. citratus é citada na literatura (ONAWUNMI et
al.,1984; SIMOES et al., 1986; MENENDE, 1993; MAHMOUD, 1994) sugerindo que o
citral € o principal responsavel por esta atividade (ONAWUNMI et al., 1984). O citral € um
Oleo volétil basicamente constituido de aldeidos monoterpendides aciclicos o afa-citral e o
beta-citral (70 a 85%v/v) que em conjunto € unicamente denominado de citral.(CARLINI et
al., 1985; FERREIRA,1989) Estudos realizados por Kishore et al., 1993; Lima et al., 1993
demonstraram atividade antifungica do 6leo em sua condicdo de vol&til frente a diferentes

espécies de dermatofitos, dos géneros Trichophyton e Microsporum.



2.3.2 Nome cientifico: Peumus boldus (Molina) Lyons

a) Familia MONIMIACEA

b) Nomes populares: Boldo- do Chile, boldo, boldo-verdadeiro

¢) Sinonimia: Peumus boldus (Molina) Lyons

d) Caracteristicas gerais. Arvores peguenas, didicas, de folhagens permanentes,
originarias das regides montanhosas do Chile. No Brasil € encontrado somente no comeércio.
Suas folhas sd0 opostas, coriéceas, inteiras, ovais ou ova-diptica, medindo de 3 a 6 cm de
comprimento por 2 a4 cm de largura, margens levemente enroladas para o lado da face dorsal
e limbo de cor cinza-esverdeado. A face ventral possui pequenas protuberancias mais escuras
dotadas de pélos no centro, tornando-as asperas ao tato (SOUZA et al., 1991; SILVA, 1997).

Suas folhas possuem alcal 6ides derivados principalmente do ntcleo da aporfina. Entre
os alcal6ides isolados ocorrem boldina, iso-coridina, nor-isocoridina, laurotetanina e outros.
Contém, ainda tanindides dentre eles o boldosidio e peumosidio. As folhas fornecem ainda
0leo essencial ascaridol, linalol (SOUZA et al., 1991; SILVA, 1997).

As folhas sd0 usadas popularmente no tratamento de problemas hepéticos
apresentando também agdes estométicas, sedativas e anti-helmintica (SOUZA, et al., 1991;
SILVA, 1997) .

O boldo é usado como fonte de boldina e matéria-prima de preparagdes farmacéuticas,
tinturas, extrato fluido e vinho. E muito comum seu uso em forma de chés caseiros. Atividade
biol6gica da boldina € descrita como colagogo, que produz um aumento gradual do fluxo da
bile em animais de laboratérios. Em dose moderada € excitante das funcdes
digestivas.(SOUZA, et al .,1991 ;SILVA,1997).

O dleo essencial de P.boldus apresentou atividade antibacteriana sobre Escherichia
coli, Neiseria gonorrhea, Pseudomonas.aeruginosa, Saphylococcus.aureus e antimicotica
sobre Candida.albicans, Bacillus.cereus, Fusarium oxysporum, Rhizopus nigracans,
Aspergillus.niger e Trichophyton.mentagrophytes .Estas atividades podem estar relacionadas
aos ésteres boldino, ascasridiol presentes na sua composicdo quimica(GUERIN; REVEIL-
LERE, 1984)

Quando testado por Lima e Farias (1999), o 6leo essencial de P.boldus foi ativo sobre
espécies de Candida sp. SA et al. (1995,1996) testaram o 6leo essencial de P.boldus sobre
vérias espécies de microorganismo e 0 mesmo s6 foi ativo sobre Staphylococcus.aureus e

N.gonohrea.
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2.3.3 Schinusterebinthifolia

a) Familia. Anacardiaceae

b) Nomes populares: aguaraiba, aroeira, aroeira-branca, aroeira-da-praia, aroeira-do-
bregjo, aroeira-do-campo, aroeira-do-parang, aroeiramansa, aroeira-negra, aroeira-pimenteira,
aroeira-precoce, aroeira-vermelha, balsamo, cabui, cambui, corac@o-de-bugre, corneiba, fruto-
de-raposa, fruto-do sabia

c) Sinonimia:Sacortheca bahiensis Turez., Schinus mucronulata Mart., Schinus
antiarthritica Mart.ex March., Schinus weimanniifolius Mart., Schinus weinmanniifolia Mart.
var. pauciflora Engl., Schinus aroeira Vell., Schinus rhoifolia Mart., Schinus riedeliana
Engl., Schinus intermedia Chodat & Hassl., Schinus angustifolia( Chodat. & Hassl.) Barkl.,
Schinus dubua Barkl., Schinus hassleri Barkl., Schinus chichita Speg.,Schinus terebinthifolia
Raddi var. aroeira ( Vell. ) March., Schinus acutifolia Engl., Schinus raddiana Engl., Schinus
lentiscifolia March. var. crenulata March., Schinus mellisii Engl ., Schinus molle var. hassleri
Back.

d) Caracteristicas gerais. arvore mediana com 5-10m de atura, perenifdlia, didica, de
copa larga e tronca com 30-60 cm de didmetro, revestido de casca grossa. Folhas compostas
imparipinadas, com 3 a 10 pares de foliolos aromaticos, medindo de 3 a5 cm de comprimento
por 2 a 3 cm de largura. Flores masculinas e femininas muito pequenas, dispostas em
paniculas piramidais. Fruto do tipo drupa, globdide, com cerca de 5 cm de didmetro,
aromético e adocicado, brilhante e de cor vermelha, conferindo as plantas, na época da
frutificacdo, um aspecto festivo. Ocorre ao longo da Mata Atlantica desde o Rio Grande do
Norte até o Rio Grande do Sul. Pode ser cultivada a partir de sementes ou por estaquia
(LORENZI,1992; BRAGA,1960)

Fornecem madeira para moirdes, lenha e carvdo. E amplamente cultivada na
arborizaco de ruas e pragas. A literatura etnoboténica cita 0 uso das cascas, com base na
tradicdo popular, na forma de cozimento (decocto), especialmente pelas mulheres, durante
véarios dias, em banhos de assento ap6s o parto como antiinflamatdrio e cicatrizante, ou como
medicacdo caseira para o tratamento de doencas do sistema respiratorio, bem como nos casos
de hemoptise e hemorragia uterina. As folhas e frutos sdo adicionados a égua de lavagem de
feridas e Ulceras, embora a eficacia destas preparacdes ndo tenham sido, ainda, comprovadas
cientificamente (BRAGA,1960 ;LORENZI,1992; GRUENWALD,2000).

Os resultados de sua andlise fitoquimica registram a presenca de ato teor de tanino,

biflavonoides e acidos triterpénicos nas cascas de até 5% de 6leo essencial formado por mono
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e sequiterpenos nos frutos e nas folhas. Em todas as partes da planta foi identificada a
presenca de pequena quantidade de alquil-fenois, substancias causadoras de dermatite alérgica
em pessoas sensiveis (GRUENWALD,2000)

Os resultados dos ensaios farmacol0gicos registraram a existéncia nesta planta de
propriedades antiinflamatéria , cicatrizantes e antimicrobiana para fungos e bactérias
incluindo nesta acdo Monilia, Staphylococcus e Psedomonas. Um ensaio clinico feito com
extrato aquoso das cascas na concentracdo de 10% aplicado na forma de compressas
intravaginais em 100 mulheres portadoras de cervicite e cervicovaginites promoveu 100% de
cura num periodo de uma a trés semanas de tratamento (BANDEIRA,1974).

Com base no uso tradicional desta planta e nos resultados de estudos quimicos
farmacologicos e clinico, as preparagdes feitas com suas cascas podem ser usadas no
tratamento topico de ferimentos na pele ou, especiamente, nas mucosas em geral, infectados
ou ndo, nos casos de cervicite (ferida no colo do Utero) e de hemorrdidas inflamadas, bem
como nas inflamagdes das gengivas e da garganta na forma de gargarejos, bochechos e
compressas.(MATOS, 2002).

Carlson et al (1998) estudaram a possivel sensibilidade de Saureus, E. coli, Sarcina
lutea e Mycobacterium phlel frente a diversos tipos de extratos de espécies a familia
Anacardiaceae .

O extrato aquoso de Sterebinthifolius mostrou atividade inibitéria do crescimento de
Trichophyton rubrum, Microsporum canis, Epider mophyton flocosum e C.albicans, resultados
estes respaldados pela literatura que evindecia o poder antimicrobiano de espécies
pertencentes & familia Anacardiaceae, como mostra pesquisa realizada por IEVEN et
al,.(1979).

2.4 Antifungico

Com o aumento das infecgBes fungicas, aumenta também a necessidade de novos
agentes antifungicos. Os antifungicos existentes no mercado possuem limitacdes terapéuticas,
principamente quando se levam em consideragdo os efeitos colateras como 0
nefropatoxicidade e a hepatoxicidade. Como exemplo de antifingicos que apresentam esses
efeitos toxicos temos a anfotericina B, e o cetoconazol, entre outros. Além disso, podem ser
fungistéticos e ndo fungicidas (az6is) ou podem desenvolver resisténcias (TAVARES, 1999;
ZACCHINO et al., 2003).

De acordo com Polak (1999), o farmaco ideal para cura de infeccdes antifingicas

ainda ndo foi descoberto. Os farmacos utilizados nas infecgdes fungicas podem ser téxicos
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nao apenas para as células fungicas, mas também para as células do hospedeiro. Essa acdo
toxica € devida a semelhanca entre a célula fungica e a céula humana. Numerosos agentes
gue inibem processos vitais da célula fungica sdo conhecidos, mas devido a sua toxicidade
para o homem ndo podem ser empregados como medicamento.

Segundo Selitrennikoff (1992), os novos agentes antifungicos devem inibir processos
moleculares que estdo ausentes, ou que sgam suficientemente diferentes no hospedeiro.
Fungos e humanos sdo ambos eucaridticos e as extensivas diferencas entre suas células ainda
estdo sendo exploradas para 0 desenvolvimento de novos agentes antifungicos (ZACCHINO,
et al., 2003).

A lista de substancias quimicas com agdo antifingica é bastante extensa, mas ainda
muito restrita ao ser comparada com o nimero de drogas bacterianas disponiveis. (LACAZ;
NEGRO, 1991; ALVES et al. 1999).

As drogas antifingicas exercem acbes fungistaticas ou fungicidas, direta ou
indiretamente. Os antifungicos tém caracteristicas especiais quanto ao mecanismo de a¢do, via
de administragdo, acdo em micoses superficiais e, ou sistémicas, podendo ser classificados
com base no sitio-alvo e estrutura quimica, sendo que estes atuam em sua maioria na
membrana celular (azoéis, anfotericina e nistating), excetuando-se a fluocitosina e a
griseofulvina, que atuam na sintese do acido nucléico (LACAZ; NEGRO, 1991).

O cetoconazol € indicado em uso topico ou por via oral, tendo amplo potencial
terapéutico para o tratamento de infeccdes micdticas superficiais e sistémicas. A distribuicéo
do cetoconazol € limitada e sua penetracéo no liquido cefalorraquidiano € minima. A resposta
a0 tratamento oral é relativamente lenta, sendo menos Util em infeccBes graves e agudas.
(SANDE;MANDELL,1987;LACAZ; NEGRO, 1991; RICHARDSON ; WARNOCK,1993).
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3.MATERIAL E METODOS

3.1Local

As avaliagdes das atividades antifingicas dos extratos aguosos das plantas
selecionadas foram realizadas no Laboratorio de Atividade Antifungicas (LAAF), pertencente
a0 Nucleo de Pesquisas Micol 6gicas e Micotoxologicas Luiz Celso Hygino da Cruz (LCHC),
do Departamento de Microbiologia e Imunolégica Veterinaria do Instituto de Veterindria da
Universidade Federa Rura do Rio de Janeiro, Localizado no prédio do Projeto de Sanidade
Animal.

3.2 Espécies Fungicas de Referéncia

As espécies fungicas de referéncia foram cedidas pelo Departamento de Biologia
CCDB FIOCRUZ originalmente obtidas da American Type Culture Collection (ATCC),
Maryland — USA ,Agricultura Utilization Research — USA (NCAUR) e da Universidade
Federa de Pernambuco (UFPE) — Brasil. (Tabela 1).

Tabela 1l . Espéciesfungicas de referéncia utilizadas e seus respectivosregistrosoriginais

Espécies Ref.CCDB
Aspergillus. carbonarius UFPE n° 1546. Catdlogo URM 3%d ., 1996
Aspergillus. flavus NRRL 5520
Aspergillus.niger ATCC 1004
Aspergillus.parasiticus NRRL 2999
Aspergillus.ochraceus NRRL 3174
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3.3 Manutencédo da Colegdo Fungica

As cepas chegaram ao LAAF com identificagdo prépria adotada pelo Departamento de
Microbiologia e Imunolégica Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro —
UFRRJ (tabela 2) e, foram mantidas em meio Agar Sabouraund glicosado a 2% (ASG 2%)
(Anexo A), a temperatura de 25°C e repicadas trimestramente, até que fossem iniciados os
testes de atividade antifingica e sensibilidade ao antifungico comercia Cetoconazol -
segundo as técnicas e formulagdes descritas por Pitt;Hocking (1997). Quando os testes se
iniciaram, as cepas passaram a ser repicadas de sete em sete dias. Todos os testes foram

realizados com cultivos de sete dias

Tabela 2 . Espécies fungicas de referéncia utilizadas e seus respectivos registros no
Laboratoério de Atividade Antifungicas— LAAF

Espécies Cepas
Aspergillus carbonarius 437
Aspergillus flavus 335
Aspergillus niger 434
Aspergillus ochraceus 435
Aspergillus parasiticus 336

3.4 Contagem de conidios

Uma fragcdo de cada cepa com o cultivo de sete dias era retirada com o auxilio de alca
de platina e adicionada a tubos de ensaio contendo 15 mL de agua destilada estéril. Cada tubo
passava por um processo de homogeneizagdo manual por agitagcdo, a fim de desprender os
propagulos, e deste era retirada uma gota do indculo e levada para Camara de Newbauer
(hemocitémetro) — 0,200mm/0,0025mm?- Hirschmann Techcolor, procedendo-se a contagem
de células (Anexo B) , com auxilio de Microscopio Binocular — Wild — (Heerbrugg),(

Loureiro e Monteiro,2004)
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3.5Material Botanico

O material botanico utilizado nos testes antifungicos foi obtido de duas formas: folhas de
C. citratus foram coletadas no Municipio do Rio de Janeiro, Estado do Rio de Janeiro, em
propriedade particular, sendo a exsicata identificada e depositada no Herbario do
Departamento de Boténica da com o respectivo registro. RBR30123; P. boldus e S
terebinhtifolia foram adquiridas junto a YOD, fornecedora dos produtos para manipulacéo
farmacéutica, na forma pulverizada cujas informacfes estdo discriminadas nos respectivos
certificados de andlises (Anexo D).

3.6 Obtencao dos extratos

Folhas secas de C. citratus foram pesadas em Balanca de Precisdo Digital — Sartorius
até atingirem um peso de 10 g. Posteriormente foram reduzidas em pequenos pedacos, e
adicionadas em 200 mL de agua destilada em inicio de fervura (95°C). A infuséo ao chegar a
temperatura ambiente foi filtrada em gaze e papel de filtro (Whatman n° 1), obtendo-se o
extrato bruto aquoso a 10% . Os extratos foram submetidos a diluigdes em &gua destilada
estéril, para obtencdo de concentragdes de 5, 2,5 e 1,25%, e esterilizados por membrana
filtrante Milipore de porosidade 0,22mm, acoplada em suporte de membrana de ago inox, em
Ultravioleta— Camara de Seguranca Biolgica .

A mesma técnica relatada anteriormente foi utilizada em relacdo a0 materia

pulverizado correspondente 4 P. boldus e S. terebinhtifolia.

| N 1) AL
Figura 1. Cymbopogon citratus
Fonte: IAC (www.iac.sp.gov.br/PAM/Especies/Capi mLimao.htm)
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Figura 2. Schinus terebinthifolia
Fonte: BFNS (www.bfns.org.au/index.php?c+4& w=34)

Figura 3. Peumus boldus

Fonte: UNIGRAZ (www.uni-graz.at/~katzer/pictures/peum_03.jpg)

3.6.1 Verificagdo do pH dos extratos

Uma vez que o pH &cido ou acalino do extrato poderia causar ainibi¢do ou retardo do
crescimento fungico, foi verificado o pH dos mesmos.

Amostras das diferentes concentragfes dos extratos foram imediatamente transferida
para um becker e procedeu-se a avaliagdo do pH utilizando-se o papel Tornasol ( pHgametro
damarca Merck®).
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3.7 Testes de Atividade Antifungica

A atividade antifungica foi verificada utilizando o método da concentragéo inibitoria
minima (MIC) em agar, com atécnicade diluicbes em placa (Pour — Plate), (HORNER et al.,
2004; USP-24-NF 19, 2000; APHA, 1998, NABET e a . 1997; ICMSF, 1978;
THATCHER; CLARCK, 1973), com modificaces, sendo realizadas diluicdes dos extratos,
partindo de uma solugdo 5% padronizado pela National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLYS).. De cada diluicéo dos extratos retirou-se 1ml que foi colocado em placa
de Petri descartavel estéril. Em seguida, foi adicionado as placas 1mL de cada suspensdo dos
inéculos. Por ultimo, tubos contendo 8 mL do meio Agar Sabouraund Glicosado a 2%
(ASG2%) da marca Vetec ® - adquiridos comercialmente — (Anexo A), eram vertidos nas
placas de Petri; estas passavam por processo de movimentos na forma de oito e apds repouso
etota solidificagdo, levadas aincubar em Estufa BOD Luferco, ajustada para temperatura de
36°C. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados obtidos apés leituras de 24, 48 e
168 horas. Para cada bateria, foi realizados o teste controle contendo meio e extrato, em
duplicata e, meio e fungo, conforme protocolo em anexo (Anexo C). Todo o procedimento
foi realizado em UV — Cémara de Seguranca Biologica— PA — 115 .

3.8 Obtencao dos Antiflngicos

Os principios ativos do Cetoconazol utilizado, estavam sob a forma de poé
(NCCLS,1992). O cetoconazol foi adquirido comercialmente junto a farmacéutica Dra.Alda
Maria Magahdes D' Almeida Silva, CRF5563, sendo fornecido o laudo de garantia e controle
de qualidade de cada um deles ( Anexos C)

3.9 Preparo do Antifungico

O solvente eleito para a preparagdo da solugdo de Cetoconazol foi o dimetil-sulféxido
(DMSO) (WARNOCK, 1989; NCCLS, 1992).Procedeu-se a pesagem de 0,029g do principio
ativo, em Baanca de Precisdo Digita Mettler PE 360 (NCCLS,1992)e em seguida a
solubilizagdo da droga, obtendo-se a concentragéo final de 1933,18 pg/mL, respeitando a
concentracd minima de 1280 pg/mL como recomendado no NCCLS (1992). O teste de
sensibilidade foi iniciado imediatamente ap6s a solubilizagcdo completa do antifingico de
acordo com Warnock, (1989). Todo o procedimento foi realizado em Ultravioleta- Camara de
Seguranca Bioldgica-PA-115.
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3.10 Testes de Controle com Antifungico

Foi adicionada em placa de Petri descartavel estéril 1mL da solugo do antifangico.
Em seguida foi adicionado 1mL da suspensdo dos inéculos. Por ultimo, foi vertido 8 mL do
meio Agar Sabouraund Glicosado a 2% (ASG2%) . As placas passaram por um processo de
homogeneizacdo com movimentos em forma de oito e ap0s repouso e total solidificacao,
foram levadas aincubar em Estufa BOD , gjustada para temperatura de 36°C. Os testes foram
realizados em duplicata e os resultados obtidos ap6s leituras de 24, 48 e 168 horas. Para cada
bateria, foi realizado um controle com duas placas contendo cada uma , 1mL da suspensdo do
inéculo e o solvente DMSO. Em toda a bateria foi realizado controle com placas contendo

apenas meio de ASG 2% puro.Todo o procedimento foi realizado em ultravioleta— Camara de

Seguranca.
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4. RESULTADOS

4.1 Contagem de conidios

Tabela 3. Namero médio de conidios/mL das espécies de Aspergillus nos diferentes testes

Espécie conidios/mL
Aspergillus flavus 152
Aspergillu. Ohraceus 147
Aspergillu. Niger 161
Aspergillus parasiticus 152
Aspergillus. Carbonarius 136

4.2 Valoresde pH Obtidos nos Extratos
A tabela 3 mostra os valores de pH obtidos para os extratos nas diversas concentragoes
utilizadas nos experimentos. Observa-se, que independentemente da concentragdo, e comum

de seesperar opH entre5,5e6.

Tabela 4. Valores de pH dos extratos Cymbopogon citratus, Peumus boldus e Schinus

terebinthifolia nas concentracbes de 5, 2,5 e 1,25%

5% 2,5% 1,25%

Extratos

Cymbopogon citratus 55 55 55
Peumus boldus 6 6 6
Schinus terebinthifolia 6 6 6
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4.3 Avaliacdo do Teste de Atividade Antifungica para o Extrato de Cymbopogon citratus

Ao fina da leitura (168h), todas as placas se mostraram positivas em todas as
concentragdes .As placas contendo A.flavus e extrato mostraram-se negativas em 24 h para
todas as concentracbes (Tabela 4).Na leitura de 48h apresentou-se negativo somente na
concentracdo de 5%(Tabela 5).

N&o houve inibicdo do crescimento em nenhuma das placas contendo A.niger,
A.ochraceus A.carbonarius, A.parasiticus e o extrato de C.citratus nas concentragdes de 5%,
2,5%, 1,25%, nas leituras de 24, 48 (Tabelas 5 a 8).Ao final da leitura (168h), todas as placas

se mostraram positivas (Tabelas 4 a 8).

4.4 Avaliacdo do Teste de Atividade Antifangica para o Extrato de Peumus boldus

As placas contendo A.parasiticus e extrato a uma concentracdo de 1,25% foram as
Unicas que ndo apresentaram crescimento em 24 horas, leitura negativa (Tabela 8). A. flavus,
A.carbonarius, A.niger e A.ochraceus mostraram leitura positiva nas duas primeiras leituras
(24 e 48 h) independente das concentracfes (Tabelas 4,5,6 e 7). Ao final da leitura(168h),

todas as placas apresentaram crescimento, leitura positiva(Tabelas 4 a 8)

45 Avaliacdo do Teste de Atividade Antifungica para o Extrato de Schinus
terebinthifolia

Aflavus e A.niger, apresentaram-se positivos em todas as concentraces e em todas as
horas (24,48,168h) em que as leituras foram realizadas, com crescimento total nas placas.
Aspergillus parasiticus , apresentou negatividade para as duas primeiras leituras (24 e 48
h).As placas contendo A.carbonarius e extrato com as concentragcbes de 2,5 e 5%
apresentaram-se negativas na leitura de 24 h.Ao fina da leitura (168h) todas as placas se
mostraram positivas.

21



Tabela 5. Leitura dos testes de atividade antifungica apés incubacéo de 24, 48, 168h a

36°C dos para os extratos de C. citratus, P. boldus e S. terebinthifolia com A. flavus

Aspergillusflavus

24 h
Extratos Concentracgoes
125% 25% 5% Meo Meoe Meo e
fungo  extrato
C. citratus - - - - + -
P. boldus + + + - +
S .terebinthifolia + + + - +
48 h
Extratos Concentracgoes
125% 25% 5% Meio Meo e Meo e
fungo extrato
C. citratus + + - + -
P. boldus + + + - + -
+ + + - + -

S. terebinthifolia

168 h
Extratos Concentracgoes
125% 25% 5% Meo Meioe Meo e
fungo  extrato
C. citratus + + + - * -
P. boldus + + + - +
+ + + - +

S. terebinthifolia

(+) houve crescimento
(-) ndo houve crescimento
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Tabela 6. Leitura dos testes de atividade antifungica apés incubacdo de 24, 48, 168 h a
36 °C dos extratos de C . citratus, P. boldus, S terebinthifolia com A. ochraceus

Aspergillus ochraceus

24 h

Extratos Concentracoes
125% 25% 5% Meo Meo e Meo e
fungo  extrato

C. citratus + + - + 3

P. bOldUS + + + - + _

S. terebinthifolia + + o+ - + ;
48 h

Extratos Concentracoes

1,25% 25% 5% Meo Meo e Meo e
fungo extrato

C. citratus + + o+ - +
P. boldus + + + ) +
S. terebinthifolia * + o+ - +
168 h
Extratos Concentracoes

1,25% 25% 5% Meio Meo e Meio e
fungo extrato

C. citratus + + + - + -
P. boldus + + + - + .
S. terebinthifolia + + + - + .

(+) houve crescimento
(-) ndo houve crescimento
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Tabela 7. Leitura dos testes de atividade antifungica apés incubacéo 24, 48, 168h, a 36°C
dos extratosde C.citratus, P.boldus e S.terebinthifolius com A.carbonarius

Aspergillus carbonarius

24 h
Extratos Concentracgoes
125% 25% 5% Meo Meo e Meo e
fungo  extrato
C. citratus + + + - + -
P. boldus + + + - +
S. terebinthifolia + - - - +
48 h
Extratos Concentracgoes
125% 25% 5% Meo Meo e Meio e
fungo extrato
C. citratus + + + - + -
P. boldus + + + - + -
S. terebinthifolia + + + - + -
168 h
Extratos Concentracoes
125% 25% 5% Meo Meo e Meo e
fungo extrato
C. citratus + + + - + -
P. boldus + + + - + -
+ + + - + -

S. terebinthifolia

(+) houve crescimento
(-) ndo houve crescimento
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Tabela 8. Leitura dos testes de atividade antifungica ap6s incubacéo 24, 48, 168h, a 36°C
dosextratos de C. citratus, P. boldus e S. terebinthifolia com A. niger

Aspergillus niger

24 h

Extratos Concentr a(;(”)es
1,25% 25% 5% Meo Meo e Meio e
fungo extrato

C. citratus + + + - " -

P. boldus + + + . + i

S. terebinthifolia + + + - + .
48 h

Extratos Concentragoes

125% 25% 5% Meo Meoe Meo e
fungo  extrato

C. citratus + + + } +
P. boldus + + + ] +
S. terebinthifolia + + + - +
168 h
Extratos Concentragoes

125% 25% 5% Meo Meoe Meoe
fungo  extrato

C. citratus + + + - T
P. boldus + + + . +
S. terebinthifolia + + + - +

(+) houve crescimento
(-) ndo houve crescimento
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Tabela 9. Leitura dos testes de atividade antifungica apés incubacéo 24, 48, 168h, a 36°C
dos extratos de C. citratus, P. boldus e S .terebinthifolia com A. parasiticus

Aspergillus parasiticus

24 h

Extratos Concentracgoes
125% 25% 5% Meo Meoe Meo e
fungo  extrato

C. citratus + + n - " -
P. boldus - + + . ] .
S. terebinthifolia - - - - - -

48 h

Extratos Concentrag(”)es
125% 25% 5% Meio Meoe Meo e
fungo  extrato

C. citratus + + ¥ - " -

P. boldus + + + - + .

S. terebinthifolia + + + - + .
168 h

Extratos Concentracgoes

1,25% 25% 5% Meo Meioe Meo e
fungo extrato

C. citratus + + + 5 "
P. boldus + + + } +
S. terebinthifolia + + + - +

(+) houve crescimento
(-) ndo houve crescimento
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4.6 Avaliacado do Teste de Sensibilidade Antifangica para o Cetoconazol

Ao fina da leitura (168 horas), todas as placas se mostraram negativas frente ao
Cetoconazol, ndo havendo crescimento fungico de nenhuma das cepas testadas. Os controles
meio, fungo e DMSO mostraram-se “positivos em todas as leituras (24,48 e 168 horas). O

controle do meio foi negativo, ndo apresentando contaminagéo (Tabela 10)

Tabela 10. Avaliacdo do teste de sensibilidade antifungica para Cetoconazol e controles

Leitura Cetoconazol Meio+fungo+tDMSO Meio

24h . *
48 h - +
168 h . +

(+) houve crescimento
(-) ndo houve crescimento
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5. DISCUSSAO

Um ndmero significativo de trabalhos ja foram realizados para determinar a atividade
antifingica de C.citratus contra fungos do género Aspergillus, porém na sua maioria foi
utilizado o seu éleo essencial, o que torna dificil a discussdo e comparagdo com esta pesquisa
. De acordo com Helal et al. (sem data) o 6leo essencial de C.citratus revelou-se como sendo
um dos mais ativos contra A.flavus dentre os oito 0leos essencias testados. Outros estudos
realizados por Stangarlin; Pascholati (1997) demonstraram que extratos de C.citratus testados
“invitro” no desenvolvimento de fungos fitopatogéni cos af etaram a germinacéo de esporos e
0 crescimento miceliano.

De acordo com Billerbeck et al.(2001) o A niger em contato com 6leo essencia de
C.citratus passa a apresentar ateragdes na hifa. Segundo Sikkenaet al.(1994) alteragdes na
membrana plasmética de A.niger ocorre em presenca de 6leo essencia de C.citratus.

Cymbopogon citratus quando testados por Belém (1997), sobre fungos de
armazenamento: A. flavus, A. niger e Penicillium spp apresentou atividade antifungica
satisfatéria.

Em relacdo a atividade antimicrobiana de Schinus terebinthifolia varios trabalhos
foram publicados grande parte desses trabalhos foram feitos com bactérias e leveduras.
Macolm et al.(1969) relataram atividade antifingica contra espécies de Candida e
Aspergillus. Apesar da determinacdo da atividade antiflingica contra espécies de Aspergillus
estes trabalhos foram realizados com 6leo essencia,dificultando a discussdo e comparagéo
com o presente trabal ho.

Guerin; Reveil-Lere em 1984 avaiando o 0leo essencial de P. boldus o mesmo
mostrou-se ativo sobre A. niger. Estas atividades podem estar relacionadas aos ésteres boldino
e ascaridiol presentes na sua composi¢ao quimica. Grande parte das pesquisas realizadas com

P. boldus foi feita com uso de seu 6leo essencidl.
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Figura 4. Bateria do teste de atividade antifungica — leituras de 24, 48 e 168 horas — de

Cymbopogon citratus
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Figura 4. Continuacio
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Figura 4. Continuacio
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Figura 5. Bateria do teste de atividade antifungica — leituras de 24, 48 e 168 horas — de

Peumus Boldus
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Figura 5. Continuacao
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Figura 5. Continuac



Figura 6. Bateria do teste de atividade antifingica — leituras de 24, 48 e 168 horas — de

Schinus terebinthifolia
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Figura 6. Continuac:io
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Figura 6. Continuacio
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Figura7. Bateria do teste de sensibilidade ao antifiingico Cetoconazol
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6. CONCLUSOES

O método de diluigdes em placa para testes e atividade antifungica dos extratos de
plantas e os testes de sensibilidade ao antifingico utilizado neste trabalho, mostrou-se eficaz
devido a sua praticidade, rapidez, sensibilidade e baixo custo.

O meio Agar Sabouraund Glicosado a 2% propiciou crescimento das cinco espécies
do género Aspergillus e também a leitura adequada dos resultados dos testes de atividade
antifingica dos extratos de plantas e testes de sensibilidade ao antifungico, sendo uma boa
opcao para arealizacdo destes narotinalaboratorial.

O solvente dimetil-sulfoxido (DMSO), foi capaz de solubilizar o antifungico
Cetoconazol; ndo interferindo no desenvolvimento das cinco espécies do género Aspergillus.

O extrato aquoso de Cymbopogon citratus mostrou -se ativo contra Asper gillus flavus
na concentracdo de 5% em 48 horas . No entanto, se faz necessaria a realizacado de estudos em
concentragoes diferentes das testadas e na forma de obtenc&o dos extratos de Peumus boldus e
Schinus Terebinthifolia, para que se possa afirmar que eles ndo apresentam atividade

antifungica frente as cinco espécies do género Aspergillus agui investigadas.
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ANEXO A

Agar Sabourand glicosado a 2%(A SG2%)

Peptona de CaseiNa.........cceeeererenene e 59
PeptoNa de Carne.........covevvireieeeeeeeee e 59
GlICOSE. ...ttt 209
AGAr-8080 ...t e 15¢g
AQUAESHIATAL........co.eeeeeeeeeeereeeeee e 1000mL

Obs: Esterelize por autoclavacdo a 121°C por 15 minutos. Foi utilizado a marca
MERCK®.
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ANEXOB

Protocolo para contagem de conidios dos testes de atividade antifungica para os extratos
vegetais e dos testes de sensibilidade aos antifungicos

LABORATORIO DE ATIVIDADES ANTIFUNGICAS - LAAF
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PROTOCOLO PARA CONTAGEM DE CONIDIOS

DATA:
ISOLADO:

PLANTA:

P q

P o]

MEDIA:

N.° MEDIO DE UFC/ML

Férmulas para ajuste em 10° UFC/ML
N° médio de conidiosem A x 1,0 x 10* = UFC/ML
¢ = A/400

N° médio de conidiosem ¢’ x 4,0 x 10°=UFC/MI
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ANEXOC

Certificado de andlise do antifungico Cetoconazol fornecido pela farmacéutica
responsavel .
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Certificado de analise do Cetoconazol fornecido pelo estabelecimento onde o

farmaco foi adquirido.
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ANEXOD

Dados Técnicos e Cientificos das plantas
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YO0D

Comércio de Produtos Naturais [ tda.

Rua Dr. Elton Cesar, n” 74 - Chacara Campo dos Amarais
Campinas - Estado de S&o Paulo - Cep 13082-025
Fone /Fax: (0xx19) 3746-3300
N.F.J.:01.343,767/0001-86 - INSCR. EST.: 244 574 227 117

DADOS TECNICOS E CIENTIFICOS

PLANTA: AROEIRA CHA -REF.YOD: 531006 E
CODIGO DO PRODUTOQ:2722 LOTE DO FABR: ARO04/02
MANUFATURA : 12/2005 VALIDADE: 122008

NOME CIENTIFICO: Schinnus terebinthifolius Rad. FAMILIA: Anacardiaceae

PARTE UTILIZADA : Casca METODO DE SECAGEM: Ao sol
ORIGEM : Brasil

ASPECTO MACROSCOPICO / MICROSC./ ORGANOLEPTICAS:

Casca apresenita-se enrolada em tubos, rugosa e de colorago parde acinzentada em sua superficie externa; a face
interna ¢ estriada longitudinalmente de colorag#o bege avermelhada. Microscopia: em secglio longitudinal
observa-se cristais prismaticos, células pétreas ¢ canal seeretor. Em caso de pé: pé fino, cor pardo avermelhado,
sabor levemente amargo ¢ odor caracteristico.

CONSTITUINTES QUIMICOS E TESTES REALIZADOS:

Umidade: 10,2% (esp.méx. 11,5%); cinzas totais: 8,2% (esp.méx. 10,5%); cinzas insoliveis: 4.62% (esp.méx.
6%6).

Teste para tanines: Positive

PESQUISA DE CONTAMINANTES MICROBIOLOGICOS

ANALISE ESPECIFICACAQ RESULTADOS
Contagem padrio em placas Max. 10.000 ufe/g De acordo
Bolores e leveduras Max. 100 ufe/g ou ml De acordo
Contagem de enterobactérias Max. 100 ufe/g ou ml De acordo
E. coli Auséncia De acordo
Staplylococcus aureus Auséncia D¢ acordo
Pscudomonas sp Auséncia De acordo
Salmonella sp Auséncia De acordo
ANALISE REALIZADA PELA YOD
PRE FRACIONAMENTO POS FRACIONAMENTO
Aspectos Casca fina em rasuras De acordo
Cor Pardo avermelhado Pardo avermelhado
Odor Caracteristico Caracteristico
Sabor Caracteristico Caracteristico
Umidade 9.08% 9,15%
PH (1%) 615 6.19 LW -
FARMACEUTICA RESPONSAVEL : FERNANDA SASSI CRF-SP 12.115 P 12345
PRODUTO IRRADIADO ATRAVES DE RAIOS GAMA. "‘O"‘gp

ESTE PRODUTO CORRESPONDE AC PADRAO DE QUALIDADE DE IDENTIFICACAC
ESTABELECTDO PELA RESOLUCAO RDC 17 DE 24/02/2000,
TESTES REALIZADOS PELO FABRICANTE.
ESTOCAR AO ABRIGO DE LUZ E CALOR EM AMBIENTE LIMPO, SECO E
AREJADO. PRODUTO FITOTERAPICO EM ESTUDO, EMBASADO EM USO TRADICIONAL.
0S DADOS ACIMA ESTAO EM CONFORMIDADE COM OS EMITIDOS PELO FABRICANTE

www.yodervas.com.br - 0800 144962



YOD Q

Comércio de Produtos Naturais Ltda.
@
5

Rua Or. Elton Cesar, n® 74 - Chacara Campo dos Amarais
Campinas - Estado de S&o Paulo - Cep 13082-025
Fone /Fax: (0xx19) 3746-3300
N.P.J.:01.343 767/0001-86 - INSCR. EST.: 244.574 227 117

DADOS TECNICOS E CIENTIFICOS

PLANTA: BOLDO DO CHILE PO -REF.YOD:596706 E
CODIGO DO PRODUTO: 76 LOTE DO FABR: BOL 04/04
MANUFATURA 04/06 VALIDADE: 04/09

NOME CIENTIFICO: Peumus boldus moling FAMILIA: Monimiaceae

PARTE UTILIZADA : Folha METODO DE SECAGEM: Ao sol
GRANULOMETRIA0.30 mm ORIGEM :Chile

ASPECTO MACROSCOPICO / MICROSC./ ORGANOLEPTICAS:

Folha coridcca. grossa, simples, inteira, plana, quebradica, oval elipticas, de cor verde acinzentado, cobertas por
pélos vermucosos, que s tomam 4dsperas ¢ desagradéveis ao fato. Microscopia: apresenta mesofilo assimétrico,
presenga de hipoderme e pélos tectores tipo estrelar, presenga de glindulas oleiferas. Odor aromatico ¢ sabor
levemente amargo. Pé fino de coloragiio esverdeado. Sabor levemente amargo ¢ odor aromitico.
CONSTITUINTES QUIMICOS E TESTES REALIZADOS:

Umidade:11,6%(esp. Max.12%6) cinzas totais:8,7%(esp. Max12%) cinzas insoliveis:5,1% (esp. Max.8%)
Teor de dleo essencial:3,0% (esp. Min.1,5%

Alcaldides totais:0,25% (esp. Min.0,2%)

Menos de 10 ppm em chumbo.

PESQUISA DE CONTAMINANTES MICROBIOLOGICOS

ANALISE ESPECIFICACAO RESULTADOS
Contagem padrio em placas Max. 10.000 UFC/g De acordo
Bolores ¢ leveduras Max. 100 UFC/g ou ml De acordo
Contagem de enterobactérias Max. 100 UFC/g ou ml De acordo
L. coli Auséncia De acordo
Staphylococcus aureus Auséncia De acordo
Pseudomonas sp Auséncia De acordo
Salmonella sp Auséncia De acordo
ANALISE REALIZADA PELA YOD
PRE FRACIONAMENTO POS FRACIONAMENTO
Aspectos Po Pé
Cor Pardo escure Pardo escuro
Odor Caracteristico Caracteristico
Sabor Caracteristico Caracteristico
Densidade aparente 0,361g/ml 0.363g/ml
Umidade 8.82% 8,86%
Alcaléide Positivo Positive
PH (Sol.19%) +/- 1,00 6.17 6,23 4 f"’
i ; 12:
FARMACEUTICA RESPONSAVEL : FERNANDA SASSI CRF-SP 12.115 o g’é"s"

PRODUTO IRRADIADO ATRAVES DE RAIOS GAMA.

ESTE PRODUTO CORRESPONDE AO PADRAO DE QUALIDADE DE IDENTIFICACAO
ESTABELECIDO PELA RESOLUCAO RDC 17 DE 24/02/2000.

TESTES REALIZADOS PELO FABRICANTE.

ESTOCAR AO ABRIGO DE LUZ E CALOR EM AMBIENTE LIMPO, SECO E
AREJADO. PRODUTO FITOTERAPICO EM ESTUDO, EMBASADO EM USO TRADICIONAL.
0S DADOS ACIMA ESTAO EM CONFORMIDADE COM OS EMITIDOS PELO FABRICANTE

www.yodervas.com.br - 0800 144962
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