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Avaliacao do potencial antifiingico de extratos vegetais sobre fungos patogenos
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RESUMO

Nos Uultimos anos vem crescendo o numero de infecgdes fiingicas, seja pelo numero elevado de pacientes
imunossuprimidos, o que os torna suscetivel a patégenos oportunistas, ou pelo dificil tratamento com antiftingicos
convencionais, que podem causar resisténcia ou recorréncia, além de apresentarem importante toxidade. Sendo assim, o
uso de extratos vegetais com potencial de inibir o crescimento de fungos patégenos é visto como uma alternativa viavel
de baixo custo e que ndo causa tantos danos ao homem e ao ambiente como alguns antifiingicos convencionais.
Eucalyptus sp, Momordica charantia e Syzygium aromaticum sio plantas facilmente encontradas e frequentemente
utilizadas pela medicina tradicional. Curvularia sp e Fusarium sp sao fungos patogenos, e estio associados a infec¢des que
variam de leve a grave, além de ambos possuirem importancia econdmica, por estarem associados a fitopatologia em
plantagdes. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antifiingico de extratos vegetais sobre os fungos
patégenos Curvularia sp e Fusarium sp. Para o preparo dos extratos, os materiais botanicos foram macerados e imergidos
no solvente. Para a avaliacio da atividade antifiingica foi utilizado o método Agar-diluigio, onde o extrato foi incorporado
no meio de cultura Agar Batata Dextrose nas concentracdes 100%, 75% e 50%. A partir dos resultados foi possivel
observar que todos os extratos apresentaram um percentual de inibigdo das colonias dos patégenos, com destaque para
o extrato de Syzygium aromaticum, que inibiu 81,1% e 80,4% o crescimento micelial de Curvularia sp e Fusarium sp,
respectivamente.

Palavras-chave: Extratos vegetais, infecgdes fungicas, Curvularia sp, Fusarium sp.
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Over the last years, the number of fungal infections has been growing, either it is by the elevated number of
immunosuppressed patients, turning them susceptible to opportunistic pathogens, or by the arduous treatment with
conventional antifungals, which may cause resistance or recurrence, as well as presenting important toxicity. That given, the
usage of plant extracts with a potential to inhibit pathogenic fungi's growth is seen as a viable low budget alternative, since it
does not cause much harm to men, as well as the environment, very likely of conventional antifungals. Eucalyptus sp,
Momordica charantia e Syzygium aromaticum are easily findable plants and frequently used by traditional medicine.
Curvularia sp and Fusarium sp are pathogenic fungi, and are associated with mild to severe variant infections; in addition of
both having economic importance, since they are associated to phytopathology in plantations. In that way, the present study
aimed to evaluate plant extracts' antifungal potential over the pathogenic fungi Curvularia sp and Fusarium sp. For the
extracts' preparation, the botanical materials were macerated and immersed into the solvent. For the evaluation on the
antifungal activity, the agar dilution method was applied, in which the extract was incorporated into Potato Dextrose Agar in
the following concentrations: 100%, 75% and 50%. Coming from the results, it was possible to analyze that all of the extracts
presented an inhibition percentage from the colonies of the pathogens, highlighting the Syzygium aromaticum extract, which
inhibited 81,1% and 80,4% the mycelial growth of Curvularia sp and Fusarium sp, respectively.

Keywords: Plant extracts; fungal infections; Curvularia sp; Fusarium sp.

Introducao

As infecgdes flngicas ocorrem quando os microrganismos
prevalecem sobre a area do corpo, sendo suficientes para con-
trolar o sistema imunolégico (SHALAYEL et al, 2021). Estas
infeccdes aumentaram nas Ultimas décadas, atingindo pacien-
tes com estado imunossuprimido, seja por doengas autoimu-
nes, cancer, transplantados ou infeccio pelo virus da imunode-
ficiéncia humana (HIV) (SIFUENTES-OSORNIO, et al,, 2012). A
transmissdo pode ocorrer pela inalacdo de esporos, inoculagdo
em infecgdes cutineas, penetragdo na mucosa ou por meio da
ingestdo de alimentos contaminados com toxinas fiingicas
(BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014).

O género Curvularia caracteriza-se por produzir conidios
marrons distoseptados, com curvatura caracteristica causada
por suas células terminais mais claras e células intermediarias
aumentadas (MARIN FELIX et al, 2020). Segundo Matsumoto e
Ajello (1998), 7 espécies deste género sdo agentes de feo-
hifomicoses cutdneas, subcutianeas e sistémicas. Recentemen-

te, uma espécie recém descrita foi reportada como agente
causador de queratite (MIQUELEIZ ZAPATERO et al, 2018).
Este género também é considerado fitopatégeno, sendo res-
ponsavel por diversas doencas em plantas cultivadas, causando
principalmente manchas foliares (MOURAO etal, 2017).

0 género Fusarium é constituido por espécies amplamente
distribuidas no solo, em partes subterraneas e aéreas de plan-
tas, restos de plantas e em outros substratos organicos
(NELSON, 1994). Suas espécies produzem micro e macroconi-
dios a partir de fidlides em forma de fusos hialinos, e sdo agen-
tes de ceratites, onicomicoses e de hialo-hifomicose, apresen-
tando quadro clinicos variados, incluindo processos graves em
pacientes com neoplasias (LACAZ et al, 1998) também ja foi
reportado como agente causador de abcessos intracranianos e
extracranianos (OKURA et al, 2015). Estas espécies também
sdo consideradas as mais importantes na fitopatologia mundi-
al, podendo causar intimeras doengas em espécies vegetais,
sobretudo em culturas de importancia econdmica, causando
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grandes prejuizos, afetando geralmente as raizes das plantas
(HAWKSWORTH et al, 1995; LACAZ et al, 1998; MARTINS,

2005; AOKI et al, 2014).
Apesar do uso crescente de drogas antifiingicas, as infec-

¢Oes causadas por esses organismos tém aumentando devido a
resisténcia adquirida pelos patdgenos (STEVAZ et al, 2010).
Esses recursos terapéuticos também apresentam importante
toxicidade, penetracdo tecidual e interagdo medicamentosa,
dessa forma, a busca por recursos alternativos, especificos e
mais seguros se tornam crescentes e fundamentais (CORREA,

etal, 2020).
Sabe-se que as plantas em geral, oferecem uma ampla

gama de beneficios medicinais, os quais também vem sendo
investigados em relacdo a seu potencial antifiingico
(WEBESTER et al, 2008). Plantas medicinais utilizadas como
tratamento, cura e prevencdo de doengas em humanos e ani-
mais ou para o controle de pragas e doencas em plantagdes, é
uma das mais antigas praticas utilizadas pelo homem
(CAMERA et al, 2018). O uso desses fitoterapicos alternativos
contribuem significantemente para os cuidados basicos com a
satide, especialmente na América do Sul, no Brasil, para o trata-
mento de infecgdes comuns, os vegetais sdo utilizados na forma

de extrato bruto, infusdes ou emplastos (PESSINI et al,2003).
Apesar da evolucdo da medicina tradicional, populagGes

carentes ainda enfrentam dificuldades em sua utilizagdo, as
quais vao desde o acesso aos centros de atendimentos hospita-
lares a obtengdo de medicamentos e exames, esses motivos
somados a facil obtengdo e tradi¢do das plantas medicinais,
contribuem significativamente para o uso destes métodos em
paises em desenvolvimento (JUNIOR et al, 2005). Segundo
Maciel (2002), para muitos grupos étnicos e comunidades, o
conhecimento sobre plantas medicinais simboliza o unico
recurso terapéutico.

Na regido do Marajo, Eucalyptus LHér sp (Eucalipto),
Momordica charantia L. (Meldo de Sdo Caetano) e Syzygium
aromaticum L. (Cravo da India) sio frequentemente citadas
como plantas que possuem potencial antifingico. Essas plan-
tas, mostram-se como o recurso mais acessivel para a comuni-
dade no combate a essas infec¢des, tendo em vista que antifin-
gicos convencionais possuem prego elevado e alta toxidade.
Com isso, se faz necessaria a avaliagdo in vitro das proprieda-
des antiftingicas presentes nestas plantas, fazendo do conheci-
mento popular, base para a pesquisa cientifica. Além de contri-
buir para a fomentagdo do uso de fitoterapicos em doencas de
plantas, fazendo com que os efeitos toxicos da utilizagdo de

fungicidas sejam observados em menor escala.
Sendo assim, o objetivo deste estudo foi verificar a ativida-

de antifingica de extratos de Eucalyptus sp, Momordica cha-
rantia e Syzygium aromaticum sobre os fungos patégenos
Curvularia sp e Fusarium sp.

Materiais e Métodos

Area de estudo
0 estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia e

Parasitologia da Universidade Federal do Para, campus do
Marajé-Soure. O material botanico foi adquirido no Mercado
Municipal local, nos meses de Junho e Julho, que sdo os meses
menos chuvosos na regido.

Preparo dos extratos
Para o preparo dos trés extratos, folhas e galhos secos de

Momordica charantia, Eucalyptus sp e botdes florais de Syzygi-
um aromaticum foram macerados e imergidos no solvente, na
proporgdo 1g de material botdnico/ 10mL de alcool 702 GL. As
respectivas misturas foram armazenadas em frascos protegi-
dos da incidéncia de luz durante 4 dias, ap6s este intervalo, os
extratos foram filtrados e esterilizados em autoclave a 120°C
durante 16 minutos.

Verificacdo da atividade antifiingica através do método Agar-
diluigdo

Para avaliar o potencial antifiingico dos extratos sobres os
fungos Curvularia sp e Fusarium sp, foi utilizado o meio de
cultura Agar Batata Dextrose, esterilizado em autoclave duran-
te 16 minutos a 1202 Logo ap6s, 0 meio de cultura foi resfriado
até 50°C e adicionado em placas de Petri (25ml para cada
placa). Com micropipeta, os extratos foram adicionados ao
meio nas concentragdes finais de 50% (2,5pl), 75% (5ul) e
100% (10p), nas placas devidamente etiquetadas. Placas
contendo somente o meio de cultura foram colocadas como

controle positivo.
Apds a solidificagdo dos meios contendo os diferentes

extratos, discos de micélio de Curvularia sp e Fusarium sp
foram repicados de culturas puras com o auxilio de um tubo de
ensaio aquecido para o centro das placas, que foram encubadas
durante seis dias. Os fungos em estudo fazem parte da micote-

ca do Laboratdrio de Microbiologia e foram isolados do ar.
Ap6s esse periodo, foi realizada a medigdo do didmetro

(duas medidas diametralmente opostas) das colonias. A verifi-
cacdo da atividade antifiingica foi realizada por meio do calculo
de porcentagem de inibicdo do crescimento dos micélios con-
tendo os extratos e do controle positivo (NEELA et al., 2014):

1(%)=(C-T/C)*100

Onde I é a porcentagem de inibicdo, C é o diametro do
crescimento do controle e T o0 da coldonia com os extratos.
Foram realizadas trés repeti¢des em cada tratamento, em

um delineamento inteiramente casualizado. A partir dos resul-
tados, foram calculados média e desvio padrido dos tamanhos
do didmetro das colonias no software Microsoft Excel.

Resultados ]

Através do método Agar-diluicdo, verificou-se o potencial
antifungico dos extratos de Eucalyptus sp, Momordica charan-
tia e Syzygium aromaticum sobre o crescimento micelial dos
fungos patégenos Curvularia sp e Fusarium sp (Figuras 1-6).

50% 75% 100% Controle positivg
Figura 1. Potencial de inibigdo do extrato de Eucalyptus sp sobre Fusarium sp em diferentes
concentragdes e controle positivo apés seis dias / Figure 1. The inhibition potencial of
Eucalyptus sp extract over Fusarium sp in different concentrations and positive control after
six days.

Figura 2. Potencial de inibi¢do do extrato de Eucalyptus sp sobre Curvularia sp em diferentes
concentragdes e controle positivo apds seis dias. / Figure 2. The inhibition potencial of
Eucalyptus sp extract over Curvularia sp in different concentrations and positive control after
six days.
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: T IControle positivg
Figura 3. Potencial de inibi¢cdo do extrato de Momordica charantia sobre Fusarium sp em
diferentes concentragdes e controle positivo apés seis dias. / Figure 3. The inhibition potencial
of Momordica charantia extract over Fusarium sp in different concentrations and positive
control after six days.

50% 70 100% EONtromn Dositivg
Figura 4. Potencial de inibi¢do do extrato de Momordica charantia sobre Curvularia sp em
diferentes concentragdes e controle positivo apés seis dias. / Figure 4. The inhibition potencial
of Momordica charantia extract over Curvalaria sp in different concentrations and positive
control after six days.

D% Controle positivg
Figura 5. Potencial de inibicdo do extrato de Syzygium aromaticum sobre Fusarium sp em
diferentes concentragdes e controle positivo apés seis dias. / Figure 5. The inhibition potencial
of Syzygium aromaticum extract over Fusarium sp in different concentrations and positive
control after six days.

Figura 6. Potencial de inibi¢do do extrato de Syzygium aromaticum sobre Curvularia sp em
diferentes concentragdes e controle positivo apés seis dias. / Figure 6. The inhibition potencial
of Syzygium aromaticum extract over Curvularia sp in different concentrations and positive
control after six days.

Observou-se melhor eficicia de todos os extratos com o
aumento de suas concentracdes. O extrato de S. aromaticum
apresentou maior percentual de inibicdo dos fungos Curvularia
sp e Fusarium sp quando comparado com os extratos testados

(Tabelale2).

Tabela 1. Potencial de inibicio em porcentagem (%) de extratos vegetais sobre o crescimento
micelial de Curvularia sp quando comparado com controle positivo apds seis dias. / Table 1.
The percentage (%) inhibition of plant's extracts on the mycelial growth of Curvularia sp in
comparison to the positive control after six days.

E Concentracdes

xtratos 50 75 100
Eucalyptus sp 6,25 12,50 25,00

Momordica charantia 15,60 18,70 21,80

Sigygium aromaticum 33,90 76,40 81,10

Tabela 2. Potencial de inibigdo em porcentagem (%) de extratos vegetais sobre o crescimento
micelial de Fusarium sp quando comparado com controle positivo apés seis dias. / Table 2. The
percentage (%) inhibition of plant's extracts on the mycelial growth of Fusarium sp in
comparison to the positive control after six days.

Concentracdes
Extratos 50 75 100
Eucalyptus sp 13,00 26,00 30,40
Momordica charantia 34,70 47,80 60,80
Sigygium aromaticum 72,50 76,40 80,40

Em todas as colonias observou-se menor tamanho em
relacdo ao controle na concentracio de 100% dos extratos
(Tabelas 3 e 4). O maior percentual de inibigdo foi observado
na col6nia de Curvularia contento o extrato de Syzygium aro-
maticum na concentracio de 100%.

Tabela 3. Didmetros médios e desvio padrdo (cm) das colonias de Curvularia sp em diferentes

concentragdes de extratos e controle positivo. / Table 3. Average diameters and standard deviation
(cm) of colonies of Curvularia sp in different concentrations of extracts and postitive control.

Concentracdes (%) Controle

Extratos 50 75 100 positivo
Eucalyptus sp 56+0,2 525+0,1 45+0,2 6+0,2
Momordica charantia 5+0,2 4,8+0,25 4,6+0,1 6+0,2

Syzygium aromaticum 35+0 1,25+ 0,25 1+0 53+09

Média e + = desvio padrdo / Mean and + = standard deviation

Tabela 4. Didmetros médios e desvio padrdo (cm) das coldnias de Fusarium sp em diferentes
concentragdes de extratos e controle positivo. / Table 4. Average diameters and standard deviation
(cm) of the colonies of Fusarium sp in different concentrations of extracts and postitive control.

Concentracées (%) Controle

Extratos 50 75 100 positivo
Eucalyptus sp 50+0,2 4,25+0,1 40+0,1 575+0,1
Momordica charantia 3,75+0,1 3,0+0,2 2,25+0 575+0,1
Syzygium aromaticum 35+1,4 3,0+0,7 25+0 12,75+0,1

Média e + = desvio padrdo / Mean and * = standard deviation

As colonias do género Fusarium apresentaram menor
didmetro na presenga dos extratos de Eucalyptus sp e Momor-
dica charantia em todas as concentragdes estudadas, quando
comparado com o controle positivo.

Discussao

A partir dos resultados, observou-se que o extrato de S.
aromaticum apresentou o maior percentual de inibicdo dos
patogenos Curvularia sp e Fusarium sp. Estas constatagOes se
ddo ao fato de esta planta apresentar compostos fendlicos,
como o eugenol que confere atividade antimicrobiana, o (3-
cariofileno que apresenta diversas atividades farmacoldgicas,
como antibactericida e antialérgico, e o a-humuleno, sendo
reportado como anestésico e anti-nflamatério (AFFONSO et al,
2012).

Costa et al. (2011) avaliaram o potencial antifingico do
6leo essencial de S. aromaticum sobre Fusarium oxysporum e
Fusarium solani, e a partir dos resultados observaram que as
analises microscopicas dos micélios dos fungos evidenciaram
diversas alteragdes, como a presenga de vactiolos e desorgani-
zacdo celular, diminui¢do na nitidez da parede, além de menor
turgéncia das hifas, o que pode ser considerado um indicativo
de degeneracdo celular.

O eugenol é frequentemente citado como principal com-
posto com acgdo antifingica presente em S. aromaticum
(RANAN etal, 2011; PAVESI et al., 2018). Este composto exerce
seu potencial fungicida na parede e membrana celular dos
fungos, por meio de um provavel processo de inibigdo da bios-
sintese de ergosterol (SHALAYEL et al, 2021). Considerando
que o ergosterol funciona como um importante regulador da
membrana, disfungdes neste composto podem afetar direta-
mente o funcionamento da célula fungica (PEREIRA et al,
2013).

No presente estudo, o extrato de M. charantia apresentou a
segunda melhor eficacia antifingica quando comparado aos
outros extratos. Segundo Khan e Omoloso, (1998) extratos das
folhas dessa planta demonstram clinicamente e experimental-
mente atividade antimicrobiana de amplo espectro.

Um estudo realizado na China por Wang etal. (2016), avali-
ou o extrato de M. charantia como um antifingico eficaz, pois
inibiu significativamente o crescimento micelial de E solani,
andlises posteriores com microscopia éptica de fluorescéncia
mostraram que o extrato levou a deformacdo de células com
brotamento irregular, ruptura da membrana celular fingica e
perda da integridade da parede celular; além disso, observou-
se também que o DNA gendmico do fungo foi severamente
afetado. Tendo em vista que nosso estudo foi realizado em
condicdes ambientais e climaticas diferentes, o extrato de M.
charantia mostra-se como um importante agente antiftingico,
inibindo o crescimento micelial do patdégeno em condi¢des
adversas.

O extrato de M. charantia possui a-momorcharina, uma
proteina inativadora de ribossomos, podendo assim, ser um
agente efetivo no controle de patdgenos fiingicos (WANG et al,,
2016). Sendo de extrema importancia que populagdes de pai-
ses tropicais sejam incentivadas a utilizar esta planta, vez que
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esta possui potencial de prote¢io contra organismos causado-
res de doencas prevalescentes nestes locais (GROVER; YADAV,
2004).

0 extrato de Eucalytus sp apresentou menor percentual de
inibigdo dos fungos em todas as concentragdes, exceto na con-
centragao de 100% nos testes com o género Curvularia, que
apresentou maior percentual de inibicdo que M. charantia.

0 baixo percentual de inibicdo do extrato de Eucalyptus sp
sobre Fusarium sp encontrado neste estudo se assemelha com
os achados de Salgado et al. (2003), os quais ndo observaram
diferenca entre as colonias de F oxysporum tratadas com 6leos
de eucalipto em comparagdo com as colonias de testemunha.

Frias e Kozusny Andreani (2009) observaram em seu
estudo que o extrato de eucalipto atuou como fungistatico, ja o
6leo do mesmo, foi eficaz no combate ao dermatdfito Trichoph-
yton mentagrophytes. Assim como Schuch et al. (2008), consta-
taram que extrato hidralcodlico de Eucalyptus sp apresentou
atividade antifingica frente a dermatofitos de interesse na
saude animal e humana.

Além disso, Castro e Lima (2010), testaram extratos de
Eucalyptus sp em cepas de Candida causadoras de infec¢des
bucais, e observaram Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de
312,5 pgmL-1 para 76,2% das cepas de Candida, concluindo
assim, que o 6leo essencial apresentou atividade antifiingica
sobre o patégeno.

A partir desses fatos, percebe-se que o 6leo essencial de
Eucalyptus sp apresenta maior potencial antifiingico quando
comparado com o extrato do mesmo. Porém neste estudo s6
foi possivel realizar testes com o extrato. Tendo em vista que
estes fornecem uma extracdo mais completa dos compostos
vegetais (WEBSTER etal, 2008).

Bonaldo et al. (2004) concluiram que o extrato de eucalipto
é um potencial agente para o controle da antracnose no pepino,
tanto por seu potencial antifingico direto quanto pela capaci-
dade de indugio local de resisténcia, sendo assim, necessario
mais trabalhos para fracionar esse extrato bruto e caracteri-
zar/identificar as fragdes biologicamente ativas.

Conclusao

Em suma, todos os extratos avaliados in vitro neste estudo
apresentaram algum percentual de inibi¢do frente a colonias
de Curvularia sp e Fusarium sp. Destacando-se o extrato de
Syzygium aromaticum, que apresentou em sua maior concen-
tragdo cerca de 80% de inibicdo do crescimento micelial dos
patdgenos.

Tendo em vista que esses extratos constituem um meio
alternativo de baixo custo e com importantes propriedades
antifiingicas, este estudo pode servir de base para pesquisas
futuras, com o propésito de combater doencas causadas por
estes patogenos.
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