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Resumo: O Cerrado Brasileiro apresenta uma elevada biodiversidade, o que permite varias buscas
promissoras de extratos vegetais que tenham atividade antifingica e bacteriana. A busca por fontes
vegetais para uso como antifingicos, tanto para os fungos fitopatogénicos como para os que causam
infeccBes no homem e animais, é uma alternativa, uma vez que as plantas produzem inilmeros compostos
com atividades de antibiose. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a acdo fungitéxica de extratos
metandlicos e hidroalcodlicos de folhas de Lafoensia pacari (dedaleira), Simarouba versicolor (mata
menino), Kielmeyera coriacea (pau santo) e Lippia alba, sobre diferentes espécies de fungos causadores
de micoses superficiais. Os fungos testados foram: Malassezia furfur, Curvularia lunata e Microsporum
audoinii. Foram utilizados extratos em concentracfes diferentes e realizadas avaliages diarias para
avaliar o crescimento micelial dos fungos. Para os testes in vitro, a dose de 25uL foi a que apresentou
maior eficicia contra as espécies testadas. Dentre 0s extratos estudados, o de Lafoensia pacari apresentou
efeito fungicida mais efetivo em relacdo aos demais que ndo foram capazes de inibir o crescimento dos
fungos.

Palavras-chaves: Lafoensia pacari, Malassezia furfur, Curvularia lunata, Microsporum audoinii,
Controle, Cerrado.

FUNGICID ACTIVITY OF CLOSED PLANTS AGAINST SURFACE AND CUTANEOUS

MICOSES

Abstract: The Brazilian Cerrado has a high biodiversity, which allows several promising search from
plant extracts that have antifungal and bacterial activity. The search plant sources with antifungal action is
an alternative, since many plants produce compounds of antibiosis activities. The objective of this study
was to evaluate the fungitoxic action of methanolic and hydroethanolic extracts of leaves of Lafoensia
pacari, Simarouba versicolor, Kielmeyera coriacea and Lippia alba in the control of fungi Malassezia
furfur, Curvularia lunata and Microsporum audoinii . Extracts were used with different concentrations
and daily evaluations were performed for mycelial growth of fungi. For in vitro testing, it was observed
that crude extract 25 pL dose presented the best inhibition the mycelial growth of the fungi. The extract
made with Lafoensia pacari plant was the most effective against all three fungi tested, when compared to
other extracts that were not able to inhibit the growth of fungi.

Key-words: Lafoensia pacari, Malassezia furfur, Curvularia lunata, Microsporum audoinii, Control,
Cerrado.

ACTIVIDAD FUNGICIDA DE PLANTAS DEL CERRADO CONTRA MICOSES
SUPERFICIALES Y CUTANEAS

Resumen: El Cerrado Brasilefio presenta una elevada biodiversidad, lo que permite varias blsquedas
prometedoras de extractos vegetales que tengan actividad antiflngica y bacteriana. La busqueda de
fuentes vegetales para uso como antiflngicos, tanto para los hongos fitopatdgenos como para los que
causan infecciones en el hombre y los animales, es una alternativa, ya que las plantas producen
innumerables compuestos con actividades de antibiosis. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
accion fungitixica de extractos metandlicos e hidroalcoolicos de hojas de Lafoensia pacari (dedaleira),
Simarouba versicolor (mata nifio), Kielmeyera coriacea (pau santo) y Lippia alba, sobre diferentes
especies de hongos causantes de micosis superficiales . Los hongos probados fueron: Malassezia furfur,
Curvularia lunata y Microsporum audoinii. Se utilizaron extractos en concentraciones diferentes y se
realizaron evaluaciones diarias para evaluar el crecimiento micelial de los hongos. Para las pruebas in
vitro, la dosis de 25uL fue la que presentd mayor eficacia contra las especies probadas. Entre los extractos
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estudiados, el de Lafoensia pacari presentd efecto fungicida mas efectivo en relacion a los demas que no
fueron capaces de inhibir el crecimiento de los hongos.

Palabras claves: Lafoensia pacari, Malassezia furfur, Curvularia lunata, Microsporum audoinii,
Control, Cerrado.

INTRODUCAO

As infecgBes fungicas ou micoses causam um amplo espectro de doencas em
humanos. As micoses variam desde infecgdes superficiais envolvendo a camada mais
externa do extrato corneo da pele até infec¢bes disseminadas envolvendo o cérebro,
coracdo, pulmdes, figado, baco e rins. As micoses podem ser classificadas de acordo
com o local da infeccdo, via de aquisicao e tipo de viruléncia. Quando classificadas de
acordo com o sitio da infeccdo, sdo denominadas como superficiais, cutaneas,
subcutaneas e sistémicas .

As micoses de pele sdo causas frequentes dos atendimentos médicos
dermatoldgicos no Brasil, tanto nos servi¢os de salde publicos quanto privados. As
infeccdes fungicas que afetam as camadas superficiais da pele, cabelos e unhas podem
ser clinicamente classificadas como micoses superficiais ou profundas. As micoses
superficiais, atualmente, sdo subdivididas em superficiais cutaneas e superficiais
cutaneo-mucosas 2**°. As micoses superficiais limitam-se ao extrato corneo ou a
cuticula do cabelo, nas quais a resposta imune do hospedeiro é minima ou ausente e a
presenca do fungo raramente € sintomaética, podendo acarretar infeccdo crénica.
Manchas pigmentares na pele, nos nddulos ou nos pelos sédo lesdes caracteristicas dessas
patologias. As micoses superficiais e 0s agentes causadores mais frequentes sdo a pedra
branca (Trichosporon sp.), pedra negra (Piedraia hortae), tinha negra
(Phaeoannelomyces werneckii) e pitirfase versicolor (Malassezia sp.) 224318,

As infecgdes cutaneas envolvem a pele e seus anexos, incluindo cabelos e unhas
e podem envolver além do extrato corneo, camadas mais profundas da epiderme. Ocorre
inflamacéo da pele provocada pelo patdgeno ou seus produtos. As micoses subcutaneas
compreendem uma variedade de diferentes infecgbes que afetam o tecido subcuténeo
geralmente no ponto da inoculagdo traumatica do agente fungico. Ha o desenvolvimento
de uma resposta inflamatdria no tecido subcutaneo que frequentemente estende-se até a

epiderme. As micoses sistémicas envolvem os pulmdes, as visceras abdominais, 0ssos e

Graduanda em Ciéncias Biolégicas — Licenciatura na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/CPTL

?Professora doutora Associada da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

3Doutora em agronomia e professora do curso de Ciéncias Bioldgicas — Licenciatura na Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul/CPL.

Revista Salde e Meio Ambiente — RESMA, Trés Lagoas, v. 6, n.1, pp. 1-16, janeiro julho. 2018. ISSN: 2447-8822



sistema nervoso central. As portas de entrada mais comuns sdo o trato respiratério, o

gastrointestinal e 0s vasos sanguineos ’.

Os fungos estdo presentes nos mais diversos habitats e contam com diferentes fatores
favoraveis a sua disperséo, incluindo o vento, 4gua, alimentos e animais. Devido a sua
ampla distribuicéo, os fungos podem se apresentar como parte da microbiota transiente
ou causadores de infeccGes oportunistas em humanos. As defesas imunitérias do
organismo impedem-nos de se disseminarem, no entanto, micoses graves podem
desenvolver-se nos individuos submetidos a terapias antibioticas de longo prazo (que
alteram o equilibrio entre fungos e bactérias) e nos que tomam corticosteroides ou
imunossupressores, tratamentos que suprimem o sistema imune. De acordo com o
tecido ou 6rgdo que afetam, as micoses podem ser classificadas em superficiais ou

22,19

cutaneas, subcutaneas e profundas sistémicas As micoses superficiais,

representadas principalmente pelas dermatofitoses e Pitirfase versicolor %°, sdo definidas
como infeccdes que acometem as camadas superficiais da pele, pelos e unhas .
Estima-se que afetam cerca de 40% da populacdo mundial, principalmente adultos, e
observa-se um aumento da ocorréncia & medida que a idade avanca *!. As micoses
constituem o segundo distarbio cutaneo mais encontrado na popula¢do com maior idade
e 0 terceiro entre criancas menores de 12 anos ***°. As infeccdes flngicas sio comuns
em paises tropicais e subtropicais, como € o caso do Brasil, sendo um problema de
saide publica que reflete o nivel de educacdo sanitaria da populacio’. Estudos
epidemiolégicos indicam que estas infecgdes causam grande comprometimento a
populacdo por interferirem na execucgdo das tarefas diarias e nas praticas desportivas e
por simularem outras patologias, sendo necessaria a analise laboratorial para seu
diagnéstico definitivo *. O estudo das micoses superficiais torna-se relevante na pratica
médica uma vez que quadros rotineiros e inclusive esperados de micoses tém evoluido
para situacdes clinicas complexas e, as vezes, de alto risco ***°.

Com frequéncia, as infecgdes fungicas sdo de dificil tratamento, fato intrinsecamente
relacionado a aquisigdo por parte de seus agentes etioldgicos de resisténcia frente a acdo

de antiftingicos **.

Graduanda em Ciéncias Biolégicas — Licenciatura na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/CPTL

?Professora doutora Associada da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

3Doutora em agronomia e professora do curso de Ciéncias Bioldgicas — Licenciatura na Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul/CPL.

Revista Salde e Meio Ambiente — RESMA, Trés Lagoas, v. 6, n.1, pp. 1-16, janeiro julho. 2018. ISSN: 2447-8822



Para o tratamento das micoses, a maioria dos antiflngicos disponiveis no mercado é de
origem sintética, porém o uso de produtos naturais extraidos das plantas medicinais tem grande
relevancia socioeconémica na qualidade de vida das comunidades de baixa renda, devido a sua
alta disponibilidade, baixa toxicidade, risco minimo de efeitos colaterais e principalmente aos
baixos custos e/ou sem 6nus comparados aos medicamentos alopaticos. Os extratos e 6leos
essenciais extraidos de plantas constituem os elementos contidos em muitos 6rgédos
vegetais, e estdo relacionados com diversas fungdes necessarias a sobrevivéncia vegetal,
exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos e tendo grande potencial
no controle de patdgenos, por sua acdo fungitdxica direta, inibindo o crescimento micelial e a
germinacéo de esporos >.

Considerando-se 0 aumento da resisténcia dos fungos patogénicos frente aos
antifungicos atualmente utilizados pode-se inferir que a pesquisa de busca de novos
compostos antifungicos de origem vegetal mostra-se de relevante significado.

Com base nos dados obtidos o objetivo do presente estudo foi obter extratos de
plantas comumente encontradas no Cerrado de Mato Grosso do Sul e avaliar sua
atividade antifingica contra cepas de fungos causadores de micoses superficiais:
Malassezia furfur, Curvularia lunata e Microsporum audoinii isolados de voluntarios
humanos.

MATERIAIS E METODOS

COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO
Avaliacdo da atividade antifungica de extratos brutos vegetais
1. Material botanico

Partes das plantas (folhas, flores e ramos) de Simarouba versicolor A. St.-Hil., familia
Simaroubaceae, Lafoensia pacari A. St.-Hil., familia Lythraceae,
Kielmeyera coriacea Mart., familia Calophyllaceae e Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex
Britton & P.Wilson, familia Verbenaceae foram coletadas na regido do Cerrado no
entorno de Trés Lagoas, identificadas e depositadas pela Prof® Dr* Maria José Neto, em
exsicata, no Herbario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campus de Trés
Lagoas (MS) (Figuras 1, 2, 3 e 4).


http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Lythraceae/

Figura 1 - Lafoensia pacari
Fonte: Neto (2015).

Figura 2 - Kielmeyera coriacea
Fonte: Neto (2015).



Figura 3 - Simarouba versicolor
Fonte: Neto (2015).

Figura 4 - Lippia alba
Fonte: Neto (2015)

2. Extracao boténica

Para a obtencdo dos extratos, o material botanico foi seco em estufa de ar
circulante a 45° e pulverizadas em moinho de facas. Os extratos etanélico e metandlico
foram obtidos por maceracdo estatica, por trés vezes, durante sete dias cada um.



Primeiro, o material botanico pulverizado (40g) foi embebido em diclorometano (400
mL) e macerado a temperatura ambiente. A remoc¢do do solvente foi realizada em
rotaevaporador com pressao reduzida e a temperatura de 45°C. Com o material restante,
o mesmo procedimento foi realizado, utilizando metanol a 90% etanol a 70 % 2.

3. Preparacao dos discos

Na preparacdo dos discos, 250mg dos extratos metandlico, etandlico e
diclorometanico, foram solubilizados com 1mL de DMSO (Dimetilsulféxido ou
sulfoxido de dimetilo € um composto muito usado como solvente aprotico e polar em
laboratdrio e na industria) obtendo solugdes estoques com concentracdo de 250mg/mL.
Em seguida, 25uL da solugdo estoque foi adicionada em discos de papel de filtro de 6
mm de didmetro, que foram submetidos a temperatura ambiente, durante 24 horas, para
secagem. O mesmo procedimento foi utilizado para se obter as demais concentrac6es. O
DMSO foi utilizado como controle negativo.

4. Preparo do indculo fangico

A partir de subcultivos de Malassezia furfur, Microsporum audoinii e
Curvularia luneta em &gar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (NEOGEN
Corporation, Michigan, USA) a 35°C (+ 2°C), foram preparados inoculos flngicos. Para
isto, foram suspensas col6nias em 5,0mL de solucdo salina estéril 0,85%, contidas em
tubos de ensaios, até obter uma suspensdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland
(A escala nefelométrica de Mc Farland é o padrdo de turvacdo mais frequentemente
utilizado nos laboratorios de microbiologia, para determinar a intensidade da
multiplicacdo em meios de cultivo liquido). (1 x 106 a 5 x 106 células/mL) °.

5. Método de disco difusédo

Para o método de disco difusdo foi utilizado o agar Mueller-Hinton
(Becton,Dickinson & CO, Michigan, USA) com 2% de glicose (0,5pug/mL), no qual foi
inoculado, com swab, o inoculo flngico, através da técnica de esgotamento em estria
com rotacdo da placa em angulo de 60° por trés vezes. Apo6s a inoculagdo, foram
aplicados os discos, com os extratos impregnados, sobre 0 meio e as placas foram
incubadas a 35°C (+ 2°C) por até 48 horas °. Foram utilizados como controle positivo
disco de Itraconazol 25ug (Sensifungidisc de Itraconazol, Cecon, Sdo Paulo, SP, Brasil)
de 6,35 mm de didmetro, estéreis e conservados a temperatura de 2 e 8°C ®e, como
controles negativos, discos de papel embebidos em DMSO. Todos os extratos e
controles foram testados em triplicata e calculada a média dos diametros dos halos de
inibicéo °.



6. Leitura e interpretacao dos resultados

A leitura dos resultados foi realizada medindo com paquimetro, os diametros dos
halos de inibigdo do crescimento observados em volta dos discos. Para este estudo,
foram considerados extratos com atividade inibitoria aqueles que apresentaram diametro
de inibicdo > 10mm e os extratos sem atividade inibitéria aqueles que apresentaram
didmetro < 10mm.

7. Fungos submetidos aos testes de sensibilidade

As amostras analisadas consistiram de espécimes clinicos colhidos de
voluntarios com suspeita de micose superficial, entre os meses de outubro e dezembro
de 2015. As amostras biologicas foram obtidas por meio de raspagem das regides
afetadas (unhas e pele) apds assepsia com alcool a 70%.

As amostras foram inicialmente semeadas (estria sinuosa em agar inclinado) em
tubos contendo &gar Sabouraud dextrose (10 g/L de peptona micoldgica, 40 g/L de
dextrose, 15 g/L de agar, pH 5,6) e incubadas a temperatura de 25° a 30°C por dez a
trinta dias. O cultivo foi observado diariamente e a identificacdo dos fungos foi feita
através da avaliagdo macro e micromorfolégica das colbnias que cresceram nos meios
de cultura. As amostras consideradas positivas nesse estudo tiveram o crescimento de
fungos verificado nas culturas.

Este trabalho foi realizado através de andlises laboratoriais, de informacdes
clinicas e epidemiolégicas obtidas de banco de dados do Laboratério de Microbiologia e
Farmacologia, sendo que as amostras bioldgicas e os dados examinados foram
identificados apenas por numero, ndo havendo violacdo da identidade ou de direitos de
privacidade de quaisquer voluntarios durante a realizacdo deste estudo.

8. Espécies fungicas

Para avaliagdo da atividade antifingica dos extratos, os fungos isolados e
utilizados foram Malassezia furfur (Figura 5), Microsporum audoinii (Figura 6) e
Curvularia lunata (Figura 7), que foram coletados através de uma raspagem superficial

na pele dos voluntarios portadores de lesdes de pele sugestivas de micoses superficiais.



Figura 5 - Malassezia furfur (1.000 x): hifas curtas e largas, elementos
leveduriformes arredondados, isolados ou agrupados em cachos de uva.

Figura 6- Microsporum audoinii (1.000 x) com dois macroconidios
jovens e numerosos microconidios.
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Figura 7 - Curvularia lunata (400 x): parte distal de conidi6foro
com conidios multicelulares.
As cepas foram mantidas em agar Sabouraud dextrose - ASD a uma temperatura
de 4 °C, sendo utilizados para 0s ensaios repiques de 24 horas em ASD incubados a 35
°C. No estudo da atividade antimicrobiana utilizou-se um indculo fingico de
aproximadamente 10° UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da
escala de McFarland.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antifingica de produtos naturais obtidos de plantas encontradas no
Cerrado Brasileiro foi testada pela técnica de disco difusdo contra trés espécies de
fungos causadores de micoses superficiais ou cutaneas isoladas de voluntérios
sintomaticos. A espécie M. furfur é conhecida causadora da pitiriase versicolor (pano
branco), o M. audoinii, da tinea capitis (infeccdo fungica cutanea dos cabelos/pelos da
cabeca) e a C. lunata, um fungo filamentoso demaécio, fitopatdgeno que habitualmente
infecta plantas, como milho, arroz e sorgo, entre outros, mas que pode também infectar
humanos e animais causando onicomicoses e feohifomicoses ou, até mesmo, infeccGes
oportunistas sistémicas em individuos imunodeprimidos °.

Extratos hidroalcoodlicos e metandlicos de quatro espécies vegetais foram
testados. Os extratos hidroalcodlicos ndo se mostraram eficazes na inibicdo do
crescimento dos fungos submetidos aos testes, apenas os metanolicos de Lafoensia
pacari conseguiram uma zona de inibicdo de crescimento fangico significativo para as

trés espécies de patogenos utilizados no estudo (Tabela 1). O controle positivo,



Itraconazol, tambeém mostrou eficacia na inibicdo do crescimento dos fungos testados.
Em relagdo ao Microsporum audoinii e a Curvularia lunata, o didmetro do halo de
inibicdo do extrato de Lafoensia pacari foi superior ao do Itraconazol, demonstrando ter
sido o0 mais efetivo (Tabela 1; Figuras de 8 a 10).

Dentre as inumeras propriedades farmacologicas de L. pacari A. St. Hil. ja
descritas na literatura, pode-se citar a atividade antibacteriana contra diversas espécies,
inclusive bactérias multirresistentes; antifungica contra Candida sp., Cryptococcus sp.,
Aspergillus sp., diversos dermatéfitos (Microsporum sp., Trichophyton sp. entre outros
fungos patogénicos; antiviral e sobre o sistema nervoso central (antidepressiva,
ansiolitica); anti-inflamatoria, antiulcerogénica, antipirética e antioxidante % Os
resultados encontrados no presente estudo estdo de acordo com indmeros dados
publicados na literatura.

Os resultados obtidos estdo sumarizados nas Figuras 8 a 10 e na Tabela 1.

Lafoensia pacari

Extrato
metandlico

Figura 8: Antifungigrama mostrando o halo de inibicdo por Lafoensia pacari e pelo antifingico
Itrraconazol sobre a cultura do fungo Malassezia furfur.



Itraconazol
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Lafoensia pacari
Extrato metandlico

Figura 9: Antifungigrama mostrando o halo de inibigdo por Lafoensia pacari e do
Itraconazol sobre o fungo Microsporum audoinii.



Lafoensia pacari
Extrato metandélico

Itraconazol < ‘

Figura 10: Antifungigrama mostrando o halo de inibi¢&o por Lafoensia
pacari e do antiflngico Itraconazol sobre o fungo Curvularia lunata,
crescido em placa de petri.
TABELA 1. Resultados obtidos através da atuagdo da atividade antifangica dos

respectivos extratos vegetais

Espécies vegetais

Lafoensia Simaroub  Kielmeye- Lippia DMSO Itraconazol
pacari a ra alba Controle - Controle +
versicolor  coriacea

inibicéo

Malassezia 23 mm 0 0 0 0 27 mm
furfur

Microspo- 18 mm 0 0 0 0 16 mm

rum

audoinii

Curvularia 18 mm 0 0 0 0 16 mm

lunata




CONCLUSAO

O extrato das folhas da planta L. pacari A. St.-Hil. (Lythraceae), conhecida

popularmente por mangava brava ou dedaleiro foi muito eficaz no controle do

crescimento micelial de fungos causadores de micoses superficiais, 0 que sugere uma

promissora terapia antifiingica para as dermatofitoses 2.

A planta L. pacari é largamente empregada pela populacdo e muitas de suas

propriedades farmacologicas ja foram testadas e comprovadas cientificamente, como

observado em numerosas publicacGes cientificas, ressaltando a importancia da

associacao entre os saberes empiricos e cientificos. Entretanto, sdo necessarios ainda

mais estudos etnobotanicos, testes de eficacia e seguranca para o uso confidvel, para

assim, aumentar o acervo de informacdes sobre a planta.
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