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RESUMO

VILA NOVA, Ana Claudia da Silva. Verificacdo da atividade antifiingica dos extratos
vegetais sobre espécies de fungos do género Aspergillus.
Serpédica: UFRRJ, 2008, 48 pp. (Dissertacdo, mestrado em Microbiologia Veterinaria).

Muitas areas estdo envolvidas na pesquisa de novas substancias oriundas de
plantas. As novas tendéncias globais de uma preocupagao com a biodiversidade e as idéias de
desenvolvimento sustentavel trouxeram novos ares aos estudos das plantas medicinais
brasileiras. Novas linhas de pesquisa foram estabelecidas em universidades brasileiras,
algumas delas buscando bases solidas para a validacdo do uso de plantas medicinais,
justificando, assim, a realizagdo deste trabalho, utilizando extratos aquosos de plantas de
ocorréncia local, como a Cinnamomum spp., Mentha piperita € Passiflora foetida, na inibi¢ao
do crescimento de algumas espécies toxigenas do género Aspergillus, previamente
pesquisadas na literatura e apontadas como antifiingicas e favorecendo a utilizacao de plantas
em substituicdo de produtos quimicos. Utilizando o método da concentragdo minima
inibitdria em agar, com a técnica de diluicao em placa (Pour-Plate), sendo realizadas dilui¢des
dos diferentes extratos, partindo de uma solugdo de 5% e obtendo-se as dilui¢des de 2,5% e
1,25%. As baterias testes foram incubadas a 36° C. Foi realizado, também, teste de
sensibilidade ao antifingico comercial — Cetoconazol. Observou-se que o extrato aquoso de
Cinnamomum spp. mostrou-se capaz de inibir o crescimento micelial de 4. flavus e A.
carbonarius nas concentragdes de 2,5% e 5%, nas leituras de 48 horas. Os demais extratos
aquosos, utilizados neste trabalho, ndo apresentaram efeito inibitério do crescimento micelial

dos fungos testados.

Palavras-chave: fungos, atividade antifingica, extrato.
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ABSTRACT

VILA NOVA, Ana Claudia da Silva. Verification of the antifungal activity of the
vegetable extracts species of the gender Aspergillus.
Seropédica: UFRRIJ, 2008, 48 pp. (Dissertation, master’s degree in Veterinary Microbiology).

Many areas are involved in the search for new substances from plants. The new global
trends of a concern for biodiversity and the ideas of sustainable development have brought
new air to studies of Brazilian medicinal plants. New lines of research were established in
Brazilian universities, some of them seeking solid basis for the validation of the use of
medicinal plants, thus justifying this work, using aqueous extracts of plants place of
occurrence, such as Cinnamomum spp., Mentha piperita and Passiflora foetida, inhibition of
growth of some species of the genus Aspergillus toxigenas, previously studied in the literature
and identified as antifungal and encouraging the use of plants to replace chemicals. Using the
method of minimum inhibitory concentration in agar, with the technique of dilution plate
(Pour-Plate), being held dilutions of different extracts, from a solution of 5% and resulting in
the dilution of 2.5% and 1.25%. Batteries tests were incubated at the 36°C. It was held also
test for sensitivity to antifungal commercial - Ketoconazole. It was observed that the aqueous
extract of Cinnamomum spp. was able to inhibit the mycelial growth of A. flavus and A.
carbonarius at concentrations of 2.5% and 5% in readings of 48 hours. The other aqueous

extracts, used in this work, showed no inhibitory effect of mycelial growth of fungi tested.

Key words: Cinnamomum spp., Mentha piperita, Passiflora foetida, Aspergillus
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo e a deterioragdo dos alimentos causadas por fungos sdo mais comuns
que as originadas por qualquer outro grupo de microrganismos. A contaminacao por fungos ¢
importante ndao apenas sob o ponto de vista sensorial, mas também pelo perigo que a producao
de micotoxinas representa para o consumidor (MUNINBAZI; BULLERMAN, 1996).

Os fungos estdo diariamente influenciando ou participando da vida do homem, ainda
que ndo sejam notados, encontrando-se em vegetais, em animais, no homem, em detritos e em
abundancia no solo. Isso se deve as suas caracteristicas peculiares, morfologicas e
fisiologicas, que irdo facilitar sua disseminagdo e desenvolvimento nas situacdes mais
diversas.

Os esporos dos fungos sdo abundantes e amplamente encontrados na natureza,
germinam rapidamente no solo, em plantas, em alimentos, em papel e até em vidros. Os
alimentos armazenados representam excelente campo para a proliferacdo dos fungos,
principalmente quando os principios basicos de secagem adequada e armazenamento correto
sao desconhecidos ou desprezados (PEREIRA et al, 2002).

Sementes de diversas plantas de interesse econdomico sdo atacadas por muitos fungos,
mais de 100 espécies ja foram registradas como produtores de toxinas a partir de fontes
naturais, em diferentes estdgios de desenvolvimento. O fungo pode até ja ter desaparecido, ou
ndo ser aparente sobre um determinado grao, mas a toxina ainda estara presente.

Enormes prejuizos econdmicos sdo decorrentes da utilizagdo de alimentos
contaminados por substancias toxicas produzidas pelos fungos, denominadas micotoxinas.
Diversos géneros de fungos, contaminantes comuns dos produtos agricolas, sdo produtores de
micotoxinas importantes em patologia animal. Dentre eles destaca-se o género Aspergillus,
com vdrias espécies capazes de crescerem em diversos substratos e sob condi¢gdes as mais
variadas (CRUZ, 1996). A aflatoxina tem recebido grande atencdo em comparagdo com as
demais micotoxinas, devido aos efeitos carcinogénicos que podem provocar em animais € 0
efeito agudo toxico em seres humanos. As aflatoxinas representam o grupo de micotoxinas
com mais resultados positivos em alimentos ja relatados (SCUSSEL, 1998; WOOD, 1992). A
pesquisa de aflatoxina teve inicio em 1960, na Inglaterra, quando ocorreu intoxicacdo de aves
tratadas com ragdes & base de amendoim provenientes do Brasil e da Africa. Tal fato ficou
conhecido como “Doenga X e, na época causou a morte de milhares de animais (LANDERS,
1967). Hoje, ¢ muito dificil encontrar-se um alimento sem aflatoxina. O que se procura ¢
tentar manter os niveis desta toxina dentro dos padrdes aceitdveis, tanto nos alimentos dos
animais como dos humanos. Entretanto, o ideal ¢ que nao se permita o crescimento flngico e
a conseqiiente produgdo de micotoxinas.

Nos ultimos anos, no Brasil, varias pesquisas foram realizadas com contribui¢des
relevantes quanto a atividade bioldgica de plantas que ocorrem nos diferentes ecossistemas
brasileiros (DESMARCHELIER et al, 1999; JORGE et al, 2004; DUARTE et al, 2004; LIMA
et al, 2006; HIRUMA-LIMA et al, 2006). Muitas areas estdo envolvidas na pesquisa de novas
substancias oriundas de plantas, como a fitoquimica, que trabalha no isolamento, purificagdo e
caracterizacdo de principios ativos; a etnobotinica e a etnofarmacologia, que buscam
informacdes a partir do conhecimento de diferentes povos e etnias; e a farmacologia, que
estuda os efeitos farmacoldgicos de extratos e dos constituintes quimicos isolados (MACIEL
et al, 2002; MENDONCA-FILHO; MENEZES, 2003; VENDRUSCOLO et al, 2005).
Refor¢ando a tese de que o Reino Vegetal ¢ base para a obtengdo de substancias, ou ponto de
partida para sintese de moléculas responsaveis pela produgao de medicamentos utilizados na
cura de varias doencas, (RAMESH, 1998).



Momentos de grandes transformagdes € mudancas de paradigmas vém ocorrendo. As
novas tendéncias globais de uma preocupacdo com a biodiversidade e as idéias de
desenvolvimento sustentavel trouxeram novos ares aos estudos das plantas medicinais
brasileiras. Novas linhas de pesquisa foram estabelecidas em universidades brasileiras,
algumas delas buscando bases solidas para a validagdo do uso de plantas medicinais
(LORENZI; MATOS, 2002); justificando, assim, a realizagdo deste trabalho, utilizando
extrato de plantas de ocorréncia local, previamente pesquisadas na literatura e apontadas
como antifingicas e favorecendo a utilizacdo de plantas em substituicdo de produtos
quimicos. Favorecendo, com isso, a populagdo menos beneficiada pelos avangos tecnologicos
em qualquer parte do pais.

O objetivo do presente trabalho ¢ verificar a atividade dos extratos aquosos de
Cinnamomum spp, Mentha piperita e Passiflora foetida na inibi¢do do crescimento de cinco
espécies toxigenas do género Aspergillus.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fungos

Centenas de espécies diferentes de fungos habitam o solo, sendo mais abundantes nas
proximidades da superficie, onde prevalecem as condi¢des de aerobiose. Os fungos existem
tanto sob a forma de micélios como sob a forma de esporos. J& que o crescimento fungico
pode iniciar-se a partir de um esporo ou de um fragmento de micélio, ¢ dificil calcular o
numero desses organismos, relatando-se, contudo, cifras iguais a milhares ou dezenas de
milhares por grama de solo (PELCZAR et al, 1981).

Os fungos apresentam uma série de caracteristicas econdmicas e ecoldgicas que os
transformam em organismos indispensaveis para todo e qualquer ecossistema. O impacto do
trabalho dos fungos ¢ grande sobre a sociedade atual onde sdo essenciais na degradacao e
reciclagem da matéria organica, fornecem metabolitos bioativos uteis & medicina, contribuem
na producdo de alimentos e bebidas alcoolicas. Entretanto, eles exercem maior impacto
econdmico como fitopatogénicos, contaminando os alimentos, causando alteragdes nas suas
caracteristicas organolépticas, promovendo prejuizos significativos aos alimentos. Quando
presentes em sementes ocasionam perda do poder germinativo. No arroz e no cacau afetam a
qualidade, promovendo descoloragcdo, e no café¢ produzem aromas desagradaveis. Podem,
ainda, alterar as condigdes fisicas dos produtos, reduzir o valor nutritivo, alterar o aspecto
externo, produzir aflatoxinas e favorecer a acdo de outros agentes de deterioracdo, como
leveduras, bactérias e insetos (BROOKS, 2000; PEREIRA et al, 2002).

De acordo com VIEGAS (2004), os fungos podem contaminar os alimentos em
qualquer momento da producdo, transporte, estocagem ou industrializagdo, dependendo da
interagdo entre o fungo, o substrato e as condi¢cdes ambientais; podendo causar morte e outros
sintomas de toxicidade quando ragdes ou alimentos contaminados sdo ingeridos por animais
ou humanos (DIENER et al, 1987).

Em termos de maior e menor susceptibilidade, a contaminagdo dos alimentos por
fungos, tendo em vista sua natureza, composicdo e uso, ocorre na seguinte ordem: cereais,
subprodutos de cereais (essencialmente o trigo), subprodutos de matadouros de aves, farinhas
de alfafa, mandioca, soja integral, girassol integral, algoddo, farinha de soja e de girassol,
gluten de arroz e outros, além de produtos submetidos a peletizacao (PEREIRA et al, 2002).



2.2 Género Aspergillus Fr.: Fr.

E grande a importancia deste género, levando-se em conta o fato dele conter muitas
espécies capazes de crescer em condi¢des de baixa atividade de agua, sendo os mesmos
associados a deterioracdo de alimentos que sdo muito secos para serem atacados por outros
microrganismos (SMITH; MOSS, 1985). Segundo PEREIRA (2002), o género Aspergillus
pertence ao grupo dos hifomicetos que se caracteriza pela formagdo de conidiéforos, ou seja,
hifas especializadas com formas e arquitetura varidveis. As espécies de Aspergillus crescem
rapidamente, produzindo hifas aéreas que exibem estruturas caracteristicas de conidios:
longos conididéforos com vesiculas terminais sobre os quais as fidlides produzem cadeias
basipetais de conidios. E sdo identificadas de acordo com as diferencas morfoldgicas
observadas nestas estruturas, incluindo tamanho, forma, textura e cor dos conidios. A
produgdo de pequenos conidios ¢ abundante e estes sdo facilmente aerossolizados. Apos a sua
inalagdo, os individuos atopicos quase sempre desenvolvem reagdes alérgicas graves aos
antigenos dos conidios. A este espectro de doencas, que podem ser causadas pelo Aspergillus,
da-se o nome de aspergilose, que € uma forma de micose, raramente primaria em individuos
normais, sendo considerada doenca oportunista por exceléncia. A infec¢do pode se localizar
nos pulmdes, ouvido, sistema nervoso central, olhos e em outros 6rgdos. Sendo este fungo
ubiquo na natureza, casos de aspergilose, nas mais variadas formas clinicas, tém sido
descritos em todo o mundo. As micoses atingem o homem e o0s animais, ocasionando
prejuizos incalculaveis, tanto na economia dos paises, como na estabilidade organica dos
seres vivos, (BROOKS, 2000).

De acordo com SAMSON (2000), dentre os principais géneros toxigenos, o
Aspergillus possui espécies de ocorréncia mais freqiiente € comum nos tropicos.

A espécie Aspergillus flavus Link é capaz de colonizar vegetais em decomposicao,
graos, sementes € muitos substratos incluindo alimentos e ra¢des animais (PITT; HOCKING,
1997; ROSA, 2002). A atividade de dgua requerida para o crescimento ¢ de 0,80 a > 0,99
(6timo 0,98). Para a produ¢do da aflatoxina os valores sdo de 0,82 a > 0,99 e a atividade da
agua considerada mais favoravel ¢ de 0,95 a 0,99. De acordo com a temperatura, os limites de
crescimento variam de 10 a 43° C ¢ a temperatura considerada 6tima ¢é de 33° C. J4 a
temperatura para a producido de aflatoxina é de 13 a 37° C, tendo como 6timo temperaturas
entre 16 a 31° C. O pH 6timo para o seu desenvolvimento situa-se entre 5 e 8, mas os
mesmos podem crescer em ampla faixa de pH (2 a> 11), (DOMSCH et al, 1980; ICMSF,
1996). Tendo de 4 a 4,5 cm de diametro de coldnia, com anverso verde-amarelado e reverso
creme-amarelado, possui vesicula em forma de abobada, fértil na superficie inteira e conidios
globosos e subglobosos, usualmente rugoso, verde-amarelado, capaz de produzir aflatoxina B,
e B, (VIEGAS, 2004).

Também, segundo o ICMSF (1996) a temperatura mais favoravel para o crescimento
do Aspergillus parasiticus Speare € 32° C, e seu limite de crescimento varia de 12 a 42° C. A
produgéo de aflatoxina ocorre entre 12 a 42° C e a temperatura considerada 6tima é de 25° C.
Sua colonia apresenta um diametro em torno de 3,2 a 3,5 cm, com anverso verde-amarelado
tornando-se verde escuro com o tempo e reverso creme-amarelado. Vesicula globosa e fértil
em toda superficie, possui pouca ou nenhuma métula; conidios globosos, muito rugosos,
mostrando frequentemente tecido conectivo esverdeado; é produtor de aflatoxina By, B,, G; e
G, (VIEGAS, 2004).

Aspergillus niger Tieghem ¢ considerado um fungo xerofilico, tendo descrita a
germinagdo em atividade de agua de 0,77 a 35° C e limite de crescimento, temperatura
variando entre 6 a 47° C (AYERST, 1969; PITT; HOCKING, 1997). ABARCA et al (2001),



relatam a ocorréncia de cepas ocratoxigenas numa incidéncia que varia de 1,7 a 18,5% dos
isolados de 4. niger.

Aspergillus ochraceus Wilhelm ¢ frequentemente isolado de solos cultivados, de
vegetais, graos armazenados ¢ de uma ampla variedade de alimentos e ra¢des animais
(DOMSCH et al, 1980; PITT; HOCKING, 1985; ROSA, 2002).

Aspergillus carbonarius (Bain.) Thom, inicialmente era reportado como isolado a
partir do solo e aguas poluidas, porém atualmente, tem sido encontrado em alimentos de
origem vegetal, com importancia para a producdo de ocratoxina A (ABARCA et al, 2003).
Possui crescimento 6timo que varia entre 30 a 35° C e ndo cresce a temperaturas inferiores a
25° C. Tendo oOtimo de atividade de agua para o crescimento variando de 0,93 a 0,98,
dependendo da cepa, com uma maior tolerancia a 25— 30° C (MITCHELL et al, 2004).



2.3 Micotoxinas

Sao metabolitos secundarios de alguns fungos, especialmente fungos saprofitas, que se
desenvolvem em matéria alimentar ou ragdes animais, liberados ou nao nos substratos nos
quais eles crescem e que causam doencas (micotoxicoses) quando ingeridos em alimentos
contaminados (SHANK, 1978; DHINGRA, 1998). Quando ndo provocam a morte dos
animais em processos de intoxicacdo aguda, determinam reducdo de peso, diminui¢do da
postura, diminui¢ao da conversao alimentar, aumento da suscetibilidade a doencas infecciosas
e parasitarias e problemas reprodutivos, entre outros. Ha varias categorias de micotoxinas
produzidas por fungos, fixadas diretamente no alimento ou presentes nos esporos produzidos
em grande quantidade sobre eles, entre elas encontram-se as aflatoxinas, produzidas
essencialmente por Aspergillus parasiticus € A. flavus, sendo um dos mais téxicos compostos
naturais, de ocorréncia comum, aos quais 0 homem e seus animais estdo expostos, podendo
ser encontradas em cereais, graos, amendoim, soja e¢ outros alimentos; sendo classificada
como hepatotdxica e carcinogénica para os animais, podendo causar, também, taxa de
crescimento reduzido, enterite hemorragica, supressao da imunidade, decréscimo na produgao
de carne, leite e ovos. A produgdo de aflatoxina resulta da tripla combinacdo da espécie
fingica, do substrato e do meio ambiente; e como fatores que afetam a sua produgdo estiao os
fisicos, nutricionais e bioldgicos (CRUZ, 1996; DHINGRA, 1998).

A ocratoxina, micotoxina produzida por espécies de Aspergillus ochraceus, A. niger
e A. carbonarius ¢ encontrada em cereais e graos e classificada como nefrotéxica, podendo
causar aborto, reduzida taxa de crescimento, imunidade reduzida, redu¢do na conversao
alimentar e diminuicdo na produ¢do de ovos. As micotoxinas podem ser encontradas no
produto armazenado ja 24 horas depois da infestagdo com fungos e entram na dieta dos
animais através da utilizagcdo de ragdes elaboradas com graos ja contaminados por toxinas ou
de racdes estocadas sob condi¢des inadequadas. De maneira geral, todos os grdos possuem
elementos fungicos (conidios) em sua superficie, os quais permanecerdao em estado de laténcia
se as condi¢des ambientais permanecerem improprias ao seu desenvolvimento (PITT;
HOCKING, 1997).

Devido as caracteristicas ambientais, as areas dos tropicos, que apresentam em sua
maioria de 70 a 100% de umidade e mais de 25° C, especialmente o Brasil, dispde de
condi¢des atmosféricas muito favoraveis a rapida proliferacao dos fungos, sendo facil prever a
ocorréncia de altos niveis de contaminacdo de alimentos por micotoxinas. O freqiiente
envolvimento destas substancias com patologias em animais de produ¢do constitui-se em um
dos mais graves problemas para a criagao e, em especial, para a avicultura e a suinocultura
(CRUZ, 1996; FONSECA, 2007).



2.4 Plantas medicinais

O homem apoés deixar a vida ndmade percebeu a necessidade de produzir alimentos
para sua subsisténcia, porém nao deixou de procurar na natureza novas espécies de vegetais
que propiciassem o seu bem estar (IORIS, 1999; SIMOES, 1999). As plantas tém
desempenhado um papel fundamental na histéria evolutiva do homem, o qual, desde os
primordios dias teve que comegar a distinguir as diferengas basicas entre aquelas plantas que
eram uteis para ele daquelas que ndo eram e passar esse conhecimento de geracao a geragao
até os dias atuais. O tratamento das doengas através de plantas medicinais tem atravessado
séculos e a partir de meados do século XIX, os extratos de plantas usados na medicina popular
foram cedendo lugar para as moléculas puras de elementos ativos de plantas medicinais de
acdo farmacologica mais especifica (ATTISSO, 1979). No entanto, voltando os olhos para as
ultimas décadas do século XX, verifica-se uma volta das pessoas em busca de um tratamento
mais natural, tanto com o uso de plantas da medicina popular, como com a homeopatia,
fitoterapia, etc (IORIS, 1999).

As portas que hoje se abrem aos que buscam conhecer, em profundidade, o potencial
de cura das plantas, quase totalmente ocultos ao homem, permitem que esse Reino preste,
ainda mais amplamente, seu servico ao homem (CARIBE; CAMPOS, 1997). O emprego das
plantas medicinais na recuperagdo da saude tem evoluido ao longo do tempo, desde as formas
mais simples de tratamento local até as formas de fabricagdo industrial de medicamentos.
Apesar das enormes diferencgas entre as duas maneiras do uso das plantas, percebeu-se algo
que administrado sob a forma de mistura complexa (extrato) ou como substancia isolada, por
qualquer via, tem a propriedade de provocar reagdes benéficas capazes de levar a recuperacao
da satide (LORENZI; MATOS, 2002).

Extratos de plantas medicinais tém sido utilizados intensamente em estudos
farmacoldgicos com resultados favordveis no controle e na cura de enfermidades, nas areas
humana e animal (APPLETON, TANSEY, 1975; LOURIA et al, 1989; URBINA et al, 1993;
ZOHRI et al, 1995; LEDEZMA et al, 1996; SAN-BLAS et al, 1997). Da mesma forma,
alguns trabalhos também tém sido realizados quanto a sua utilizagdo no controle de patdgenos
associados as sementes (VIEGAS, 2004). A planta medicinal, quando escolhida corretamente,
¢ um medicamento, embora apresente diferencas quando comparada com o produto industrial,
principalmente pela presenca de substincias adicionadas como conservantes, corantes,
adogantes e aromatizantes, entre outros (MATOS, 1997).

As plantas produzem vérios metabolitos secundarios, com atividades farmacoldgicas
das mais variadas, dentre eles, encontram-se os que apresentam atividade antifingica.

O ressurgimento do interesse nas terapias naturais ¢ o conhecimento da demanda de
consumo por produtos naturais efetivos e seguros requerem mais dados sobre os Oleos e
extratos de plantas (NASCIMENTO et al, 2007).



2.4.1 Cinnamomum spp Shaeff

a) Familia: Lauraceae.

b) Nomes populares: canela, canela-verdadeira, canela-de-cheiro, canela-da-india,
canela-de tubo, canela-do-ceildo e canela-rainha (LORENZI; MATOS, 2002).

c) Caracteristicas gerais: originaria do Sri Lanka e do sudoeste da India e cultivada em
varios paises do mundo, inclusive no Brasil (PIO CORREA, 1984; GRUENWALD, 2000). A
canela ¢ mencionada por antigos historiadores gregos e latinos como também por chinese de
2700 a.C. Essa planta figura como especiaria nos livros de Moisés e seu cultivo na Ceilao
dataria do ano de 1200 a.C. (CLAUS; YLER, 1968).

E uma arvore pequena, de até 9 metros de altura e 40 centimetros de didmetro, casca
espessa, palida e glabra, ramos cilindricos, folhas simples, opostas ou sub-opostas, raramente
alternadas, pecioladas, ovadas ou ovado-lanceoladas, flores numerosas, axilares, esverdeado-
amareladas, pequenas, aromaticas, bracteadas, reunidas em racimos ramificados. Fruto
ovoide, apiculado, 2 centimetros, roxo-escuro, contendo uma semente cujo embrido estd cheio
de depositos de 6leo essencial (PIO CORREA, 1984), de acordo com a Figura 1. Ao atingir,
aproximadamente, 2 anos a casca ¢ extraida e comercializada em forma de tubos duplos e
desprovidos da epiderme e da camada suberosa usada desde a mais remota antiguidade na
culindria, em perfumaria e em farmacia (SOUSA et al, 1991, SIMOES, 1999;
GRUENWALD, 2000), conforme a Figura 2.

A literatura etnofarmacoldgica cita o uso popular desta planta no tratamento caseiro da
diarréia infantil, gripes, verminoses, dor de dente, mau-halito e vomito (BOORHEM, 1999).

Ensaios farmacologicos mostraram que o 6leo essencial e seu principal componente, o
cinamaldeido, tém atividade antibacteriana e antifungica; tendo sua efetividade comprovada
contra algumas espécies de fungos toxigenos, como também contra patdégenos do trato
respiratdrio, inclusive espécies pertencentes aos géneros Aspergillus, Candida e Histoplasma;
e cepas produtoras de aflatoxina carcinogénica (MONTES-BELMONT; CARVAJAL, 1998;
JUGLAL et al, 2002; SOLIMAN; BADEAA, 2002; MCCANN, 2003; ALONSO, 2004;
GRUENWALD, 2004). A casca, também, apresenta propriedades antifungica e
antibacteriana, além de mostrar uma acdo anestésica local e carminativa (UPHOF, 1968;
VALNET, 1972; MOREIRA FILHO, 1972; CAMARGO, 1998).

Devido aos principios do seu 6leo essencial, a canela pode ser usada para prevenir a
deterioragdo de comida devido a contaminacdao flingica e bacteriana (MAU et al, 2001;
YUSTE; FUNG, 2002; SMITH-PALMER et al, 2002; RANASINGHE et al, 2002;
MEJLHOLM; DALRGAARD, 2002; FRIEDMAN et al, 2002; VALERO; SALMERON,
2003; SUHR; NIELSEN, 2003; KALEMBA; KUNICKA, 2003; GUYNOT et al, 2003;
FABIO et al, 2003).



Figura 1 — Fotografia de Cinnamomum spp.
www.giardinaggio.it/.../cannella/cannella.asp

Figura 2 — Fotografia da casca de Cinnamomum spp.
www.realnaturals.net/real/index.phd?page=shop.bro...



2.4.2 Mentha piperita L.

a) Familia: Lamiacea.

b) Nomes populares: horteld, hortela-pimenta, menta-inglesa, hortela-apimentada,
hortela-das-cozinhas, menta-inglesa ou sandalo.

c¢) Caracteristicas gerais: segundo PIO CORREA (1984) a Mentha piperita ¢ uma
erva aromadtica, anual ou perene de aproximadamente 30 cm de altura, ligeiramente
aveludada, raiz fibrosa, rampante, caule ereto, quadrangular, avermelhado, ramoso, de ramos
eretos e opostos, folhas opostas, flores violaceas, numerosas, curtamente pedunculadas,
reunidas em verticilos separados uns dos outros e formando, na extremidade dos caules,
espigas muito densas, ovoides, munidas de bracteas lineares, ciliadas nas margens, calice
tubuloso, com 5 dentes quase iguais. Originaria da Inglaterra, ¢ uma forma hibrida,
provavelmente oriunda do cruzamento de Mentha viridis L. com Mentha aquadtica L., e
largamente cultivada. Toda planta exala em cheiro suave, caracteristico, € possui sabor
picante. As sumidades florais, usadas na medicina, tém cheiro particular, fresco, penetrante,
sabor apimentado, ligeiramente canforado, a principio quente, deixando depois na boca uma
sensagdo de frio. A andlise quimica demonstrou conter um principio amargo, matéria resinosa,
tanino e d6leo essencial que resfriado a 0° deixa cristalizar uma canfora particular — o mentol,
monoterpeno utilizado em produtos de higiene bucal, farmacos, cosméticos e alimentos. O
mentol também apresenta grande potencial antifungico e antibacteriano, tornando seu cultivo
de grande importancia econdmica (SOUSA et al, 1991; SCAVRONI et al, 2006), como
mostram a Figuras 3 ¢ 4.

A literatura etnobotanica registra suas propriedades espasmoliticas, antivomitivas,
carminativas, estomaquicas e anti-helminticas, por via oral, antibacterianas, antifiingicas e
antiprurido em uso topico (GOUTAM et al, 1980).
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Figura 3 — Foto de Mentha piperita
www.cas.vanderbilt.edu/bioimages/species/mepi.htm

Figura 4 — Foto de Mentha piperita
www.plant-identification.co.uk/images/labiata...
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2.4.3 Passiflora foetida L.

a) Familia: Passifloraceas.

b) Nomes populares: maracuja-de-cheiro, maracuja-fedorento, micatinga, maracuja-
de-estalo e maracuja-de-estrada.

c) Caracteristicas gerais: Maracuja — este nome, sinénimo de “flor da Paixao”,
compreende numerosas espécies da familia das Passifloraceas e do género Passiflora (P10
CORREA, 1984). A familia Passiflordcea estd compreendida por doze géneros com umas
600 espécies originarias das regides tropicais e subtropicais da América e Africa. Ao género
Passiflora pertencem mais ou menos 400 espécies, a grande maioria americana (ALONSO,
2004).

As folhas e raizes de algumas Passifloraceas, se nao de todas, contém uma substancia
idéntica a morfina e denominada “passiflorina” muito empregada e indicada como calmante.
As folhas sdo usadas, também, para combater as febres intermitentes, as inflamagdes
cutaneas, erisipela, sendo consideradas diaforéticas e anti-histéricas. Parecem ser ainda
consideradas antihelminticas. A polpa do fruto, com as sementes, sdo doces e acidulas, muito
apreciadas para fabricag¢do de refrigerantes. Planta cuja flor, em concurso popular promovido
por uma conhecida revista agricola brasileira, foi eleita “a mais bela flor” da flora brasileira. E
uma planta viscosa, caule com pélos amarelos ou castanhos amarelados, folhas hastadas ou
lanuginosas, glanduloso-ciliadas, bracteas de 2-3 centimetros de comprimento, fruto com 2 -
2,5 centimetros de didmetro e amarelado. Tem muitas variedades e ¢ cultivada em Porto Rico,
Jamaica, Antilhas e largamente difundida na América do Sul (PIO CORREA, 1984), de
acordo com a Figura 5.
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P Issijfiora joelidda Photos: B.J. Carter, A.S. George, R. Robson, T. Tapper & WA Herbarium

Figura 5 — Foto de Passiflora foetida
www.florabase.calm.wa.gov.au/browse/profile/5226
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2.5 Farmaco antifungico: Cetoconazol

A introdu¢do do cetoconazol na pratica clinica no inicio da década de 1970 iniciou
uma nova era na terapia antifungica. E um derivado azélico muito eficiente contra os
dermatofitos (ROCHA; SIDRIM, 1999), sendo indicado para uso por via oral ou tdpica,
apresentando amplo potencial terapéutico para o tratamento de diversas infec¢des fungicas
superciais ou sist€émicas. Sua distribui¢do ¢ limitada e a penetracdo no liquido
cefalorraquidiano ¢ minima. A resposta ao tratamento oral € relativamente lenta, sendo menos
indicado em casos de infec¢des graves e agudas. A atividade antimicotica do cetoconazol
frente aos fungos Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum
e Blastomyces dermatitidis ¢ atingida em concentragdes de 0,125 pg/mL até 0,5 pg/mL. Os
valores correspondentes para Sporothrix schenckii, Candida spp. € Aspergillus spp. variam
entre 6 ug/mL até concentragdes iguais ou maiores que 100 yg/mL (SANDE; MANDELL,
1987; LACAZ; NEGRO, 1991; RICHARDSON; WARNOCK, 1993).

Tem sua atuacdo no sistema enzimatico P — 450 das células fungicas, resultando na
interrupcao da sintese de ergosterol pela membrana celular e nos conseqiientes acimulos de
precursores do ergosterol (C — 14 metil-esterdis) junto a parede celular, acarretando, com isso,
alteracdo da permeabilidade da membrana, com interrupcdo do crescimento e subseqiiente
morte fungica (EICHENBERG, 2000). A acdo fungistitica ou fungicida ¢ depende da
concentracdo da droga. Pela sua freqiiente utilizagdo, tem-se observado resisténcia entre os
fungos, principalmente por espécies de Cdandida (LACAZ; NEGRO, 1991; ARENAS, 1993;
ALVES et al, 1999).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Atividade Antifungica (LAAF),
que faz parte do Nucleo de Pesquisas Micoldgicas e Micotoxicologicas Luiz Celso Hygino da
Cruz (LCHC), do Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria do Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal do Rio de Janeiro, localizado no prédio do Projeto de
Sanidade Animal.

3.2 Espécies Fungicas

O Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro — UFRRIJ forneceu as espécies fingicas para a realizacdo deste
trabalho. As espécies foram originalmente obtidas da Americam Type Cultura Collection
(ATCC), Maryland - USA, Agricultural Utilization Research - USA (NCAUR) e da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) — Brasil. As cepas foram Aspergillus
carbonarius (UFPE n® 1546 Catidlogo URM 3* ed., 1996), Aspergillus niger (ATCC 1004),
Aspergillus ochraceus (NRRL 3174), Aspergillus flavus (NRRL 5520) e Aspergillus
parasiticus (NRRL 2999), como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Espécies fungicas utilizadas e seus respectivos registros originais

Espécies Cepas
Aspergillus carbonarius UFPE 1546
Aspergillus flavus NRRL 5520
Aspergillus niger ATCC 1004
Aspergillus ochraceus NRRL 3174
Aspergillus parasiticus NRRL 2999

3.3 Materiais utilizados

= (Camara de Newbauer (hemocitdmetro) — 0,100mm/0,0025mm?* — Hirschmann
Techcolor

»  Microscopio Binocular — Wild — (Heerbrugg)

= Balanca de Precisao Digital — Sartorius ®

» Papel de filtro Whatman n° 1

= Membrana filtrante Millipore® de porosidade 0,22mm

= Suporte de membrana de ago inox

= Papel de Tornasol (indicador de pH da marca Merck®).

= Estufa BOD Luferco ®
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= (Camara de Seguranca Biologica - PA — 115 — (Pachane)
* Balancga de Precisdo Digital Mettler PE360 ®

» Agar Sabouraund Glicosado a 2% (ASG 2%) Vetec

= Placas de Petri estéreis

= Alca de platina

* Tubos de ensaio

3.4 Manutenc¢ido da Cole¢cdo Fungica

As cepas chegaram ao LAAF com identificagdo propria adotada pelo Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio de Janeiro-UFFRIJ,
conforme a Tabela 2 e, foram mantidas em meio Agar Sabouraund glicosado a 2% (ASG2%)
a temperatura de 36° C ¢ repicadas trimestralmente — até comegarem os testes de atividade
antifngica e sensibilidade ao antifingico comercial Cetoconazol®— segundo as técnicas e
formulagdes descritas por PITT & HOCKING (1997). Ao inicio dos testes, as cepas
passaram a ser repicadas a cada 7 (sete) dias. As baterias-teste de atividade antifingica e
sensibilidade ao antifingico comercial Cetoconazol® foram realizadas com cultivos de 7
(sete) dias

Tabela 2 — Espécies fungicas de referéncia utilizadas e seus respectivos registros
no Laboratorio de Atividades Antifungicas — LAAF

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

3.5 Contagem de conidios

Utilizando uma alga de platina, retirou-se uma pequena fra¢ao da por¢ao central da colonia
de cada cepa — cultivo de 7 (sete) dias — adicionando a tubos de ensaio contendo 15 mL de
agua destilada estéril. Os tubos eram homogeneizados por agitagdo manual, com o objetivo de
desprender os propagulos fingicos, posteriormente retirou-se uma gota do inoculo e levada
para Camara de Newbauer (hemocitdmetro), para contagem de UFC/mL (Unidade Formadora
de Colodnias), com auxilio de microscopio binocular (ALVES et al, 1998; TAMALI et al, 2002;
NOGUEIRA et al, 2002; LOUREIRO, MONTEIRO, 2004; BITTENCOURT et al, 2003).
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Os nameros médios de conidios/mL para cada espécie de Aspergillus nos diferentes testes
de atividade antifingica dos extratos e no teste de sensibilidade ao cetoconazol estdo
apresentados na Tabela 3.

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

Espécie Conidios/mL
A. flavus 152
A. ochraceus 147
A. niger 161
A. parasiticus 152
A. carbonarius 136

3.6 Material Botanico

O material botanico utilizado nos testes antifingicos foi obtido de duas formas:
amostras de Passiflora foetida (folhas e sumidades aéreas em floracdo e frutificagdo) foram
gentilmente cedidas pelo professor Nilton Junqueira, da EMBRAPA Cerrados (CPAC),
registrada sob o nimero de acesso CPAC — MJ — 28 — 01; Mentha piperita e Cinnamomum
foram adquiridas junto a IOD — Comércio de Produtos Naturais Ltda - fornecedora de
produtos para manipula¢do farmacéutica, na forma pulverizada, cujas informacdes estdo
descriminadas nos respectivos certificados de analises, constando dos Anexos I e II.

3.7 Obtencio dos extratos

Para os testes antifungicos os extratos foram obtidos de duas formas: pesou-se as
folhas e sumidades aéreas em floragao e frutificagdo de P. foetida secas — 10g — em balanca
de precisao digital. Reduziu-se a pequenos pedacos, manualmente, e adicionou-se a elas 200
mL de 4gua destilada em inicio de fervura (95° C), a infusdo foi reservada para filtragdo apds
atingir a temperatura ambiente. E o material pulverizado, de Cinnamomum e de Mentha
piperita — 10g de cada amostra, foi transferido para um becher contendo 200 mL de agua
destilada e levado a inicio de fervura. Em seguida, foram resfriados até temperatura ambiente.
As infusdes foram filtradas em gaze e papel de filtro, obtendo-se um extrato bruto aquoso de
concentragdo a 5%. Os extratos foram submetidos a dilui¢des em agua destilada estéril, para
obten¢do de concentragdes de 5%, 2,5% e 1,25% e esterilizados por membrana filtrante
acoplada em suporte de membrana de ago inox, em condigdes assépticas.
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3.8 Verificacao do pH dos extratos

Sabendo-se da importancia de se trabalhar com um extrato com pH préximo a valores da
neutralidade, para que a acidez ou alcalinidade do extrato ndo causem inibi¢do ou retardo do
crescimento fingico, fez-se necessario a verificagdo do pH de todos os extratos utilizados
nesta pesquisa.

Amostras das diferentes concentragdes dos extratos foram imediatamente transferidas para
um becker e procedeu-se a avaliacao do pH utilizando-se o papel de Tornasol.

3.9 Testes de Atividade Antifingica

Verificou-se a atividade antifungica utilizando o método da concentracdo inibitoria
minima (MIC) em agar, com a técnica de diluicdes em placas (Pour-Plate), (THATCHER;
CLARK, 1973; ICMSF, 1978; NABET et al., 1997; APHA, 1998; USP-24-NF 19, 2000;
HORNER et al, 2004), com modificagdes e diluigdes dos diferentes extratos, partindo de uma
solugdo de 5% do extrato, padronizado pela NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards). De cada dilui¢ao retirou-se 1 mL e foi adicionado em placa de Petri
descartavel estéril, em seguida adicionado 1 mL de cada suspensdo dos indculos e
posteriormente vertido 8 mL de meio Agar Sabouraund Glicosado a 2% (ASG 2%) da marca
Vetec ®. As placas passaram por processo de homogeneizacdo em oito e apds solidificagdo,
levadas a incubar em estufa BOD, ajustada em temperatura de 36° C. Os testes foram
realizados em triplicata e os resultados obtidos apds incubagdo de 24, 48 e 168 horas. Para
cada bateria, foi realizado o teste controle contendo meio e extrato, em duplicata e, meio e
fungo. Todo procedimento foi realizado sob condig¢des assépticas.

3.10 Obten¢ao do Antiftingico Cetoconazol®

Cetoconazol® foi adquirido comercialmente sob a forma de p6 (NCCLC, 1992) sendo
fornecido o laudo de garantia e controle de qualidade, como consta em Anexo IIl. Todas as
recomendacdes quanto a conservacao do produto foram seguidas.

3.11 Preparo do Cetoconazol

O dimetil-sulfoxido (DMSO) foi eleito como solvente para a preparacdo da solucdo de
Cetoconazol® (WARNOCK, 1989; NCCLS, 1992). Realizou-se a pesagem de 0,029g do
principio ativo, em balanca de precisdo digital (NCCLS, 1992), e apo6s a sua solubilizagao,
obteve-se a concentracdo final de 1933,18ug/mL, respeitando a concentracdo minima de
1280ug/mL, como valor minimo, recomendado no NCCLS (1992). O teste de sensibilidade
foi realizado imediatamente ap6s a solubilizagdo completa do antifingico (WARNOCK,
1989). Todo o procedimento foi realizado em Camara de Seguranga Bioldgica.
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3.12 Teste de controle com o Cetoconazol

Da solugdo do antifiingico retirou-se 1 mL e foi adicionado em placa de Petri descartavel
estéril, em seguida foi adicionado 1 mL de cada suspensao dos indculos e posteriormente
vertido 8 mL de meio Agar Sabouraund Glicosado a 2% (ASG 2%). As placas passaram por
processo de homogeneizagdo em oito e apds solidificagdo, levadas a incubar em estufa,
ajustada em temperatura de 36° C. Os testes foram realizados em duplicata e os resultados
obtidos apos incubagao de 24, 48 e 168 horas. Para cada bateria, foi realizado o teste controle
contendo 1 mL da suspensdo do in6culo e o solvente DMSO — placa A com 1 mL e placa B
com 0,1 mL. Em toda abateria foi realizado controle com placas contendo apenas meio de
ASG 2% puro.

19



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 4 mostra os valores de pH obtidos no extrato de Cinnamomum, Mentha
piperita e Passiflora foetida. Independentemente da concentragdo, o pH manteve-se entre 5 e
6.

Tabela 4 — Valores de pH em diferentes concentragdes de extratos vegetais.

Extrato Concentracao
1,25% 2,5% 5%
Mentha piperita 6 6 6
Cinnamomum 5 5 5
Passiflora foetida 5 5 5

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 5, 6, 7, 8 € 9 observou-se que
o extrato aquoso de Mentha piperita, para as cinco espécies de Aspergillus, foram
semelhantes, independente das concentragdes utilizadas e do tempo de incubagao, onde todas
as placas apresentaram desenvolvimento micelial nas leituras de 24, 48 e 168 horas. Estudos
anteriores demonstraram que o 6leo essencial de menta foi capaz de inibir o desenvolvimento
micelial dos fungos A. niger e A. flavus nas concentragdes 1500 e 2000 mg/mL,
respectivamente (PEREIRA et al, 2006). Resultados semelhantes foram observados por
MONTES-BELMONT & CARVAIJAL (1998), que comprovaram a eficacia do 6leo essencial
de Mentha piperita alcangando total inibicdo do desenvolvimento micelial de 4. flavus.
SINGH et al (1993) demonstraram o efeito fungicida e fungistatico do dleo essencial de
menta, alcangando inibi¢ao de 100% dos micélios, a partir da concentragao de 2000 mg/mL,
levando-os a afirmar que o 6leo de menta pode ser usado como um forte produto no controle
de doengas de plantas e animais.

Os resultados referentes a adi¢do do extrato aquoso de Cinnamomum spp., conforme
apresentado nas Tabelas 5, 6, 7, 8 € 9 demonstraram que em relacao aos fungos A. flavus e A.
ochraceus houve inibi¢do do desenvolvimento micelial na maior concentragdo (5%) e apenas
durante periodo de 24 horas de incubagao. Os fungos A4. niger e A. parasiticus ndo tiveram o
seu desenvolvimento micelial afetado nas concentracdes testadas. O fungo A. carbonarius
apresentou o seu desenvolvimento micelial afetado em todas as concentragdes durante o
periodo de incubacdo de 24 horas. Até 48 horas de incubagdo, com as concentracdes de 2,5%
e 5% do extrato, constatou-se uma inibi¢ao total do desenvolvimento micelial, conforme
observado nas Tabelas 5, 6, 7, 8 ¢ 9. CHALFOUN et al (2004) avaliaram o efeito “in vitro”
do 6leo essencial de canela ¢ constataram inibi¢ao total do desenvolvimento micelial de A.
niger, entre outros microrganismos. Em seu trabalho, VIEGAS (2004), afirma que o 6leo
essencial da casca da canela obteve maior inibicdo do desenvolvimento micelial de 4. flavus
entre os 6leos por ele testados. Outros estudos (SALMERAN; POZO, 1991; PATKAR, et al,
1993; RYU; HOLT, 1993; SINHA, et al, 1993; MUKHERJEE; NANDI, 1994), apontam o
6leo essencial de Cinnamomum sendo um agente fungistatico contra varios fungos toxigenos.

Com relagdo ao efeito da adicdo do extrato aquoso de Passiflora foetida, observou-se
que ndo houve inibi¢do do desenvolvimento micelial de nenhum dos fungos testados, em
nenhuma das concentracdes utilizadas, de acordo com as Tabelas 5, 6, 7, 8 e 9. Ha, no
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entanto, necessidade de mais estudos para se verificar se ha ou nao atividade biologica em
qualquer dessas fragdes.

Apesar dos extratos vegetais aquosos avaliados nos testes antifingicos nunca terem
sido investigados com esta finalidade, nenhum se mostrou eficiente na inibicdo de
crescimento das espécies analisadas. Estudos feitos por MEI-CHIN e SHIH MING (1999),
demonstraram que extratos vegetais aquosos podem ter a propriedade de inibir o crescimento
de Aspergillus spp. Extratos brutos aquosos de A/lium sativum nas concentracdes de 5% e
2,5% foram capazes de inibir o crescimento das cinco espécies do género Aspergillus
(MEDICI, 2005).

O resultado negativo do extrato aquoso de P. foetida, sobre os fungos testados pode
ser atribuido a diferenca do material botanico utilizado - P. foetida em forma desidratada e
Cinnamomum spp. € M. piperita pulverizados — causando uma possivel inadequagdo do
método de extragdo, sugerindo possivelmente uma extracdo mais eficaz dos constituintes
obtidos a partir do material pulverizado.

Nos experimentos realizados, a diminui¢do da atividade antifiungica dos extratos,
observada a partir de 48 horas de incubacdo, pode ser atribuida ndo so as interagdes quimicas,
como também a perda ou diminui¢ao dos compostos ativos com o decorrer do tempo.

A temperatura de incubagdo a 36° C para os testes antifingicos justifica-se em virtude
das cinco espécies investigadas apresentarem na literatura, em relagdo a climas tropicais e
subtropicais um crescimento o6timo na faixa de 30 a 37 °C (PITT, HOCKING, 1977,
MITCHELL, et al, 2004). Experimentos realizados por MEDICI, 2005 ¢ SOUZA, 2005 nas
temperaturas de incubagdo 25 e 37° C demonstraram nao existir influéncia da temperatura no
crescimento das cepas de Aspergillus quando tratados com extratos aquosos vegetais.

Os valores de pH obtidos no extrato de Cinnamomum spp, Mentha piperita e
Passiflora foetida nao interferiram no crescimento das espécies estudadas e ¢ concordante
com o intervalo de pH apresentado para A. parasiticus e A. flavus ( DOMSCH, et al, 1980;
ICMSF, 1996 e PITT; HOCKING, 1997).

Diversos solventes sdo empregados por diferentes autores com a finalidade de
solubilizar as drogas como dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilformamida e polietilenoglicol
(WARNOCK, 1989; NCCLS, 1992). O solvente de escolha nos testes antifingicos foi o
dimetilsulfoxido, que além de solubilizar bem o antifungico (cetoconazol), utilizado no
controle, ndo interferiu no crescimento das cepas de Aspegillus.

E necessario que se realizem novas pesquisas com concentragdes diferentes das
testadas e na obtencdo dos extratos aquosos de Cinnamomum spp, Mentha piperita e
Passiflora foetida, para que se possa afirmar que eles ndo apresentam atividade antifiingica
frente as espécies pesquisadas neste trabalho.
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Tabela 5: Avaliagcéo das leituras apds incubacao de 24, 48 e 168 horas, a 36 °C, dos testes antifungicos com extratos vegetais e com cetoconazol sobre A. flavus.

24 h. 48 h 168 h
Extratos Concentracgdes Concentracdes Concentracgdes Controles Antifungico
1,25% | 2,5% | 5,0% | 1,25% | 2,5% 50% | 1,25% | 2,5% | 5,0% | Meio | Meioe | Meioe | Cetoconazol
fungo extrato

Cinnamomum spp. + - - + + - + + + - + - -

M. piperita + + + + + + + + + - + - -

P. foetida - - - + + + + + + - - - -
(+) houve crescimento; (-) n&o houve crescimento.

Tabela 6: Avaliagao das leituras apds incubacao de 24, 48 e 168 horas, a 36 °C, dos testes antifuUngicos com extratos vegetais e com cetoconazol sobre A.

carbonarius.
24 h. 48 h 168 h
Extratos Concentracgdes Concentracdes Concentracgdes Controles Antifungico
1,25% |2,5% | 50% | 1,25% | 2,5% |50% | 1,25% |2,5% |5,0% | Meio | Meioe | Meioe | Cetoconazol
fungo extrato

Cinnamomum spp. - - - + - - + + + - + - -

M. piperita + + + + + + + + + - + - -

P. foetida + + + + + + + + + - + - -
(+) houve crescimento; (-) n&o houve crescimento.
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Tabela 7: Avaliagcéo das leituras apds incubagao de 24, 48 e 168 horas, a 36 °C, dos testes antifungicos com extratos vegetais e com cetoconazol sobre A.

ochraceus.
24 h, 48 h 168 h
Extratos Concentragdes Concentracdes Concentracgdes Controles Antifungico
1,25% | 2,5% | 50% | 1,25% | 2,5% | 5,0% |1,25% |2,5% |5,0% | Meio | Meioe | Meioe | Cetoconazol
fungo extrato
Cinnamomum spp. + + - + + + + + + - + - -
M. piperita + + + + + + + + + - + - -
P. foetida + + + + + + + + + - + - -

(+) houve crescimento; (-) ndo houve crescimento.

Tabela 8: Avaliagcao das leituras apds incubagao de 24, 48 e 168 horas, a 36 °C, dos testes antifungicos com extratos vegetais e com cetoconazol sobre A.

niger.
24 h. 48 h 168 h
Extratos p = p ——
Concentragbes Concentragbes Concentragbes Controles Antifungico
1,25% | 2,5% | 5,0% | 1,25% | 2,5% 50% | 1,25% | 2,5% | 5,0% | Meio | Meioe | Meioe | Cetoconazol
fungo extrato
Cinnamomum spp. + + + + + + + + + - + - -
M. piperita + + + + + + + + + - + - -
P. foetida + + + + + + + + + - + - -

(+) houve crescimento; (-) n&o houve crescimento.
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Tabela 9: Avaliacéo das leituras apds incubagao de 24, 48 e 168 horas, a 36 °C, dos testes antifungicos com extratos vegetais e com cetoconazol sobre A.

parasiticus
24 h. 48 h 168 h
Extratos p ~ p Y
Concentragbes Concentragdes Concentragbes Controles Antifungico
1,25% | 2,5% | 5,0% | 1,25% | 2,5% 50% | 1,25% | 2,5% | 5,0% | Meio | Meioe | Meioe | Cetoconazol
fungo extrato
Cinnamomum spp. + + + + + + + + + - + - -
M. piperita + + + + + + + + + - + - -
P. foetida + + + + + + + + + - + - -

(+) houve crescimento; (-) ndo houve crescimento.
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5 CONCLUSOES

O método de diluigdes em placa para testes de atividade antiflingica dos extratos de
plantas e o teste de sensibilidade ao antifingico comercial testado neste experimento,
mostrou-se eficaz devido a sua praticidade, rapidez, sensibilidade e reprodutibilidade.

O meio Agar Sabouraud Glicosado a 2% mostrou-se uma boa op¢ao para a realizacio
dos testes, propiciando o crescimento das espécies pesquisadas, adequada leitura dos
resultados e economicamente acessivel.

O dimetilsulfoxido (DMSO) foi capaz de solubilizar o antifungico Cetoconazol, ndo
inteferindo no crescimento das espécies pesquisadas, podendo ser utilizado na avaliagao da
sensibilidade dos referidos fungos toxigenos frente a droga testada.

Os extratos brutos aquosos de M. piperita e P. foetida nao foram capazes de inibir o
crescimento de nenhuma das cinco espécies do género Aspergillus investigadas, em nenhuma
das concentragoes testadas.

O extrato bruto aquoso de Cinnamomum spp inibiu o crescimento de 4. carbonarius
até 48 horas de incubagdo nas concentragdes de 2,5% e 5%.

Ha necessidade de uma padronizacdo dos métodos propostos para que se possa
mensurar a atividade antifiingica das plantas, e assim elucidar a verdadeira bioatividade,
potencial terapéutico e utilizagdo dos extratos aquosos.

Novas pesquisas sobre a avaliacdo do efeito de diferentes extratos aquosos vegetais
sobre o crescimento micelial de fungos toxigenos devem ser intensificadas, tendo em vista
que dados sobre este aspecto sdo escassos na literatura.

Embora os resultados obtidos com os extratos aquosos de Cinnamomum spp., Mentha
piperita ¢ P. foetida nao tenham apresentado uma inibicdo totalmente eficaz sobre o
crescimento dos fungos testados, a procura, através da pesquisa, de um produto natural de
baixo custo e de menor agressividade ao meio ambiente deve ser incentivada.
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