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Resumo

Este trabalho objetivou avaliar atividade antifiingica de diferentes extratos de plantas e 6leo de eucalipto no controle de
Aspergillus niger. As plantas utilizadas para a preparacao dos extratos foram: folhas de arruda (Ruta graviolens), citronela
(Cymgopogom nardus), tiririca (Cyperus rotundus), cravo de defunto (Tagetes minuta), eucalipto (Eucalyptus spp), graviola
(Annona moricata), fruta do conde (4dnnona spp), manga (Mangifera indica), roma (Punica granatum), folhas e flores de
caléndula (Calendula spp), e flores e folhas de primavera (Bouganvillea glabra). Para a determinagao da atividade antifiingica
de extratos de plantas e 6leo de eucalipto foram adicionados ao meio Sabouraud dextrose (Difco), As placas inoculadas foram
mantidas em incubadora a temperatura de 36 + 0,5°C até o desenvolvimento do fungo na placa controle sem adi¢ao do extrato.
Pode-se concluir que o 6leo de eucalipto apresentou atividade antifiingica contra o Aspergillus niger na concentracao de 340
ul, porém, todos os extratos testados ndo surtiram nenhum tipo de efeito inibitorio, ao contrario, os extratos de folhas e flores
de primavera, de folhas de caléndula, tiririca e eucalipto induziram o desenvolvimento do fungo.

Palavras-chave

Aspergillus niger, plantas, 6leo de eucalipto, concentracao inibitoria minima.

Resumen

El hongo Aspergillus niger fue usado para este experimento. Las plantas usadas fueron hojas de Ruta graviolens, Cymgopogom
nardus, Cyperus rotundus, Tagetes minuta, Eucalyptus spp, Annona moricata, Annona spp, Mangifera indica, Punica granatum,
Calendula spp and Bouganvillea glabra. Para la determinacion de la actividad antimicotica de los extractos y del aceite de
eucalipto, el medio de cultivo Dextrosa de Sabouraud (Difco) fue usado; el hongo fue inoculado cuando el medio habia
solidificado. Los platos inoculados se incubaron a 36 + 0, 5° C grados de temperatura hasta que se presento crecimiento en los
controles. En conclusion, el aceite de eucalipto mostré actividad antimicotica contra Aspergillus niger auna concentracion de340
ul, sin embargo ninguno de los extractos tubo algun efecto inhibitorio. Por otro lado, los extractos de Eucalyptus spp, hojas de
Calendula spp y hojas y flores de Bouganvillea glabra y Cyperus rotundus indujeron desarrollo de A. niger.
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Abstract

Saprobe fungus Aspergillus niger was used in the experiment. The plants used were leaves of Ruta graviolens,
Cymgopogom nardus, Cyperus rotundus, Tagetes minuta, Eucalyptus spp, Annona moricata, Annona spp, Mangifera
indica, Punica granatum, Calendula spp and Bouganvillea glabra. Culture medium Sabouraud dextrose (Difco)
was used for determination of antifungal activity of the extracts and eucalyptus oil. The fungus was inoculated
once the medium was solidified. The inoculated dishes were maintained incubator at a temperature of 36 + 0, 5°C
until the development of the fungus in the controls. In conclusion, eucalyptus oil showed antifungal activity against
Aspergillus niger at a MIC of 340 ul, however none of tested extracts had any inhibitory effect. On the other hand,
extracts of Eucalyptus spp, leaves of Calendula spp and leaves and flowers of Bouganvillea glabra and Cyperus

rotundus induced 4. niger development.

Keywords

Aspergillus niger, plants, eucalyptus oil, minimal inhibitory concentration.

Introducao

As dermatofitoses ou dermatomicoses sdo infecgoes
das estruturas queratinizadas como unhas, pélos e
camada cérnea da pele causadas por fungos dos géneros
Microsporum, Trichophyton ¢ Epidermophyton (% 2
33), que incluem cerca de quarenta espécies, das quais
somente algumas, pertencentes aos géneros Microsporum
e Trichophyton sao usualmente as causas de dermatofitose
em animais domésticos® %25, Os animais servem como
reservatorios de dermatofitos zoofilicos e suas infecgdes
possuem importancia zoondtica®.

A dermatofitose € uma doenga extremamente contagiosa,
ndo apenas entre os animais, mas também dos animais
para o homem, em contato com gatos, caes, cavalos entre
outros, caracterizando-se assim, uma zoonose (14202533,
Os dermatofitos zoofilicos como M. canis, T. verrucosum
e T. mentagrophytes constituem em importantes agentes
de tinhas em humanos ©.

Além dos dermatofitos, outros fungos tem sido apontados
como agentes de dermatofitose e tem despertado grande
interesse na Medicina Veterinaria, sdo os fungos
saprobios, comumente isolados de cdes e gatos e que
pertencem aos géneros Aspergillus spp e Penicillium
spp ¢ . As espécies de Aspergillus estio amplamente
distribuidas entre os fungos filamentosos saprofiticos, e
embora o género contenha mais de cem espécies, somente
um numero limitado tem sido implicado em infec¢des
oportunisticas em animais e humanos ©9.

Fungos saproios podem ser achados no solo, ar, plantas e
outros materiais, 0s quais estdo em contato constante com
os animais ® ', Em seres humanos doengas cronicas,
terapias anticancerigenas, tratamentos prolongados com
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antibioticos, terapias com esterdides, alguns fungos
comumente considerados saprobios podem assumir
propriedades patogénicas e invadir tecidos, por esta razao
¢ muito importante distinguir os fungos patogénicos dos
saprobios ®?. Resultados de pesquisas sugerem como
possiveis agentes etioldgicos de dermatomicoses em gatos e
caes os fungos saprobios dos géneros Alternaria, Rhizopus,
Chaetomium, Cladosporium, Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus, Candida, Fusarium ¢ Curvularia .

O tratamento das dermatofitoses deve ser direcionado para a
erradicagdo do material infeccioso dos animais afetados, dos
portadores e do ambiente. Para tal finalidade, ficam indicados
os cortes dos pélos, o isolamento apropriado, as medidas
sanitarias, a terapia topica ¢ a administracdo sistémica de
medicamentos fungicidas ou fungiostaticos ®.

Atualmente, em todos os lugares do mundo, a intervencao
para o controle de doencas animais ¢ largamente realizada
por meio do uso de farmacos. A lista de substancias
quimicas com a¢ao antifingica ¢ bastante extensa, porem
como as infec¢des por fungos representam o parasitismo
de um organismos eucariotico sobre outro eucaridtico
(animal e homem), com diferencas fisiologicas muito
pequenas € necessario que as drogas antifungicos tenham
aplicacdo clinica adequada com o minimo de efeitos
colaterais @9, As substancias antifingicas mais utilizadas
sdo os imidazois, triazois, flucitosina, alilaminas,
antibidticos poliénicos e griseofulvina (% 2. 29, Sem
duvida, o uso racional desses produtos pode ter um efeito
positivo, no entanto em longo prazo, além do surgimento
de microrganismos resistentes as substancias quimicas
utilizadas, os resultados para a sociedade como um todo
e para o meio ambiente podem tornar-se negativos devido

[2]




a poluicao causada pelos residuos @20, Na atualidade,
muitas institui¢des tém se empenhado na utilizacdo de
tratamentos alternativos para o controle de diferentes
agentes etioldgicos de doengas. O tratamento a base de
plantas medicinais, ou fitoterapia, estd ganhando forca
inédita mundial. @.

Devido a este motivo, o presente trabalho teve como
objetivo determinar a a¢do antifungica de extratos de
plantas medicinais e 6leo de eucalipto frente ao fungo
saprobio Aspergillus niger, com o intuito de verificar a
potencialidade de utilizagdo como um método alternativo
de tratamento.

Materiais e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Microbiologia, da Universidade Camilo Castelo
Branco, Campus de Fernandopolis, Sdo Paulo.

Foi utilizado para avaliacdo da atividade antifungica
dos extratos de plantas e oleo de eucalipto o fungo
saprobio Aspergillus niger isolado de pélo de caes. Este
fungo foi escolhido, pois é o saprobio mais frequente
encontrado na microbiota normal dos pélos dos caes
e no ambiente, ¢ em caso de baixa imunidade, este
fungo pode causar graves casos de dermatofitose pelo
fato de ser oportunista.

Na prepacao do extrato bruto foram utilizadas folhas
de arruda (Ruta graveolens), citronela (Cymbopogon
nardus), tiririca (Cyperus rotundus), cravo de defunto
(Tagetes minuta), eucalipto (Eucalyptus spp), graviola
(Annona moricata), fruta do conde (4Annona spp),
manga (Mangifera indica), roma (Punica granatum),
folhas e flores de caléndula (Calendula spp), e flores e
folhas de primavera (Bougainvillea glabra) obtidas da
colegdo de plantas da Faculdade de Ciéncias Agrarias,
UNICASTELO, Campus Fernandopolis.

Os extratos brutos foram preparados utilizando-se
300grs de folhas, previamente lavadas, e 450mL de
agua deionizada. O material vegetal foi misturado
e triturado em liquidificador, esta mistura foi
posteriormente coada e filtrada, e em seguida, os
extratos foram esterilizados em autoclave por 15
minutos, a uma atmosfera de pressdo. Os extratos
brutos foram conservados a 10 °C + 2°C.

Para a determinacdo da atividade antifingica de
extratos de plantas e 6leo de eucalipto foi utilizado

meio Sabouraud dextrose (Difco), preparado de acordo
com as instrucdes do fabricante. O meio foi retirado
da autoclave e resfriado até atingir 50°C, momento no
qual foram adicionados e misturados perfeitamente
os extratos brutos de plantas e o6leo de eucalipto.
Para cada concentragdo e cada tipo de extrato foram
preparados 100mL de meio de cultura Sabouraud. As
concentragoes avaliadas foram de 0,5 a 10% (v/v).
Foram empregadas placas de Petri (10 x 90mm) nas
quais foram depositados 15mL de meio de cultivo, o
mesmo permaneceu na camara de fluxo laminar até
total solidificagao.

Uma vez solidificado, o meio foi inoculado com discos
de micélio (1,5 mm) retirados de uma cultura de A4.
niger. Placas de Petri contendo meio Sabouraud sem
adi¢ao do extrato, foram utilizadas como controle. Para
cada tratamento foram utilizadas quatro repeticoes.
As placas foram mantidas em incubadora B.O.D. a
temperatura de 36 + 0,5°C sem luminosidade, até o
desenvolvimento do fungo, usando como parametro de
crescimento a placa controle sem adi¢do do extrato. O
desenvolvimento do fungo foi analisado diariamente.

A avaliagdo da atividade antifungica dos extratos foi
realizada pela medi¢do do didmetro das colonias. Uma
vez determinados os extratos com poder antifungico
foram determinadas as concentragdes inibitorias
minimas (MIC) dos extratos e do 6leo de eucalipto.

Resultados

A atividade fungicida de diferentes extratos brutos e
6leo de eucalipto foram avaliadas, in vitro, contra o
fungo saprobio Aspergillus niger.

Osresultados obtidos do cultivo de A. niger, em meio de
cultivo Sabouraud suplementado com doses crescentes
de extratos brutos de plantas, foram diferentes para
cada extrato.

As avaliagdes in vitro realizadas para avaliar o efeito
de extratos de plantas sobre o desenvolvimento de
Aspergillus niger mostraram que nenhum dos extratos
apresentou atividade fungicida. Os extratos de folhas
e flores de primavera, de folhas de caléndula, tiririca e
eucalipto induziram o desenvolvimento do fungo com
adi¢ao de apenas 1 mL de extrato em 15 mL do meio
de cultura. Por outro lado, o 6leo de eucalipto inibiu
o crescimento de Aspergillus niger com uma MIC de
340 pl (Figura 1).
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Figura 1. Atividade antifingica do 6leo de eucalipto sobre Aspergillus niger.
(A) Meio de cultivo sem extrato (controle); (B, C, D) meio de cultivo com adicdo
330, 335, 340 pL de extrato, respectivamente.

Discussao

Na maioria dos lugares do mundo o controle de doencas
¢ realizado através de farmacos antimicrobianos ('
229 A utilizagdo racional desses produtos pode
ter, efeitos positivos, no entanto, em longo prazo,
podem ser negativos como resultado do surgimento
de isolados resistentes as substancias utilizadas *
2D, Todavia, somente os farmacos ndo serdo capazes
de resolver a crescente problematica das infeccgdes
fungicas. Melhorias no diagnostico de tais infecgdes,
que propiciem maior rapidez no inicio da terapia e a
escolha apropriada do antifungico; além de profilaxia
eficaz e desenvolvimento de medicamentos que
aumentem a capacidade de resposta dos organismos
também sdo necessarios .

A dermatofitose ¢ a infec¢do fungica superficial mais
comum na medicina veterindria de pequenos animais
), As drogas utilizadas no tratamento desta infecc¢do
geralmente provocam efeitos colaterais, alguns com
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eficacia limitada *13-1%2D_ Em func¢do desses efeitos, a
tendénciaatual ¢ autilizagao de fitoterapicos no controle
e tratamento de microrganismos patogénicos ¢ 7 1216,
Nas ultimas décadas observou-se um grande interesse
pelo potencial terapéutico de plantas medicinais © ¢
17,23, 26,28, 35 Além disso, sabe-se que cerca de 30%
das drogas prescritas no mundo sdo obtidas direta ou
indiretamente de plantas (19,

A fitoterapia ¢ uma forma de controle de agentes
etiologicos através da utilizacdo dos metabodlitos
secundarios produzidos pelas plantas. Esta tecnologia
esta sendo utilizada com éxito no controle de insetos,
pragas e algumas doengas (3% razdo que levou o
desenvolvimento deste trabalho.

Alguns metabolitos isolados ou fragdes de extratos de

plantas tém demonstrado atividade antifungica, como
por exemplo, o oleo essencial de Lantana aculeata
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com atividade contra Aspergillus flavus, A. niger,
A. fumigatus, Microsporum gypseum, Penicillum e
Rhizophus stolonifer e o extrato etanolico de folhas
de Hyptis ovalifolia contra alguns dermatoéfitos %32,
A atividade antifungica dos 6leos essenciais extraidos
de limdo e citronela, e de alguns componentes dos
6leos essenciais citral, geraniol, citronelol e citronelal
foram testados em quatro fungos patogénicos
(Candida albicans, Microsporum gypseum, Sporothrix
schenckii e Aspergillus niger), sendo que o 6leo de
limdo apresentou alta atividade antifungica para
todos os organismos testados e o 6leo de citronela foi
eficiente para Microsporum gypseum V. A eficiéncia de
extratos etanolicos de Cassia alata e Senna alata foi
verificada no controle de diversas espécies de fungos
como: M.canis, T. mentagrophytes, Aspergillus flavus,
Candidas albicans ¢ Monosporascus cannonballus "
3, No presente trabalho verificou-se a eficiéncia do
6leo de eucalipto no controle de Aspergillus niger.

Em uma pesquisa realizada utilizando 60 amostras de
dermatofitos ficou demonstrado que a fragdo aquosa
do extrato de Hyptis ovalifolia inibiu o crescimento
de 40% das amostras e o 6leo essencial desta mesma
planta inibiu o crescimento de 100% das amostras
testadas ©». Outros autores também perceberam que
extratos brutos de algumas plantas possuiam agao
inibitoria contra Cryptococcus neoformans @®. Outros
ja descreveram que o Oleo essencial de Eugenia
dysenterica tem uma boa acgdo contra Cryptococcus
neoformans e que o oleo de H. suaveolens possui
atividade contra Candida albicans 9.

Varios fatores podem influenciar a atividade
antifungica de extratos de plantas, como por exemplo,
o ambiente ao qual a planta foi submetida, a fatores
genéticos, a utilizagdo de diferentes métodos de
extragdo, ao pH, a temperatura e ao uso de diferentes
concentragdes GY. Como as amostras do material
vegetal para produgdo dos extratos brutos, utilizado
nesta pesquisa, foi colhido na mesma época e o
método de extragdo foi 0 mesmo para todas as plantas
pode-se afirmar que estes fatores ndo interferiram
nos resultados obtidos. Vdrios trabalhos mostram
que o uso de diferentes concentracdes pode interferir
nos resultados obtidos em experimentos onde foram
utilizadas as mesmas espécies vegetais @3V, Acredita-
se que esta foi a razdo pela qual nenhum dos extratos
vegetais utilizados neste trabalho demonstrou
eficiéncia contra o fungo testado.

Jaacomposi¢cdo dos 6leos essenciais € determinada
por fatores genéiticos, porém, fatores ambientais
podem causar variagdes significativas em seus
componentes. A época e local de colheita, horario,
o modo de secagem e preparo, a umidade e o solo
onde sdo cultivadas as plantas podem influenciar no
teor do 6leo extraido (:2®. Os 6leos essenciais de
eucaliptosdaocompostos formadosporumacomplexa
mistura de componente volateis, apresentando
grupos quimicos como: hidrocarbonetos, alcoois,
aldeidos, cetonas, acidos e ésteres @7, Como as
substancias encontradas nos 6leos de eucalipto
apresentam grupo alcoolico, carbonilas e duplas
ligagdes, ¢ provavel acontecem processos oxidagao
ou os compostos sdo metabolizados para outras
substancias provocando a inibi¢do de crescimento
¢ alteracdo da cor dos micélios fungicos 7.

A atividade antiftingica do 6leo de eucalipto no
combate ao A. niger mostra a possibilidade de
ser utilizado, apos testes in vivo, como método
alternativo de tratamento dermatofitose em caes
causada por este fungo, porem devem serrealizadas
pesquisas com a finalidade de avaliar doses e
eficiéncia e por fim realizar as recomendacdes
pertinentes para as diferentes espécies animais.

Conclusao

Conclui-se que, o 6leo de eucalipto apresentou
atividade antifungica para Aspergillus niger,
demonstrando que ¢ possivel utiliza-lo como
método alternativo para tratamentos de doencgas
causadas por este fungo, porém, testes in vivo
devem ser realizados para adequacao do método de
aplicagdo (logao, sabonete, pomada, gel topico).

Os extratos vegetais testados ndo foram eficientes
contra o Aspergilus niger tornando inutilizavel o
uso destes fitoterdpicos contra este tipo de fungo.
Em contrapartida, os extratos de folhas e flores
de primavera e de folhas de caléndula induziram
o desenvolvimento do fungo razdo pela qual ndo
¢ recomendavel a sua utilizacdo no tratamento de
A. niger. Os resultados obtidos neste experimento
deixam claro que a utiliza¢do de fitoterapicos deve
ser feita sob a supervisdo de profissionais, evitando
assim um possivel agravamento da doenca.
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