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RESUMO

Sida planicaulis, conhecida popularmente como “vassoura”, € muito comum no Curimatau Paraibano,
porém pouco estudada com relacdo a seu potencial antimicrobiano. Levando-se em consideracao tal fato, este
trabalho objetivou avaliar a atividade antifingica do extrato etandlico bruto e as fases hexénica, cloroférmica,
acetoetilica e hidroalcodlica da referida planta sobre os fungos filamentosos Rhizopus oryzae, Exophyala
werneckii, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Trichophyton mentagrophytes, Cladosporum 2B3 e
Microsporum canis. A atividade antiftngica foi verificada inicialmente pela técnica de difusdo em Agar.
Realizou-se incubacéo em estufa bacteriol6gica a 28°C, por 7 a 15 dias. A atividade antifingica foi avaliada
pela medi¢céo dos valores dos halos de inibicdo. Posteriormente, foi realizada a determinagéo da Concentracao
Inibitéria Minima pela técnica de microdiluicdo, onde todos os testes foram realizados em triplicata. Os
resultados evidenciaram atividade antifungica contra o microrganismo Trichophyton mentagrophytes. Os
valores dos halos de inibicdo variaram entre 15 e 36 mm sendo que frente as outras espécies o0 extrato e as
fases ndo apresentaram atividade antifingica. Pode-se concluir que as amostras utilizadas da espécie Sida
planicaulis possuem efeito inibidor contra o fungo T. mentagrophytes, mas n&o obtiveram concentracfes
adequadas para o desenvolvimento de um novo antifingico.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Produto Natural, Fitoterapia.

ABSTRACT

Sida planicaulis, popularly known as "vassoura", is very common in Curimatal Paraibano, although little
studied in relation to its antimicrobial potential. This study aimed to investigate the antifungal activity of the
crude ethanolic extract and its phases: hexane, chloroform, aceto- and hydroalcoholic phase of the plant on the
filamentous fungi Rhizopus oryzae, Exophyala werneckii, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Trichophyton
mentagrophytes, Cladosporum 2B3 and Microsporum canis. The antifungal activity was verified by the
propagation technique in Agar. Incubation was carried out in a bacteriological oven at 28°C for 7 to 15 days.
The antifungal activity was evaluated by the values of the inhibition halos, the concentration of the Minimal
Inhibitory by the microdilution technique, where all testes were performed in triplicate. The results showed
antifungal activity against the microorganism Trichophyton mentagrophytes, the values of the inhibition halos
varied between 15 and 36 mm, Third, species of extract and phases are not an antifungal activity. It can be
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concluded that the samples used are specific to the inhibitory plane against the fungus T. mentagrophytes, but
did not obtain the units used for the development of a new antifungal.

Keywords: Antimicrobial activity, Natural product, Phytotherapy.

INTRODUCAO

As infeccBes fungicas apresentam uma
frequéncia baixa se comparadas as infecgbes
bacterianas, embora sua mortalidade e
morbidade sdo de intensa preocupacdo. Esta
elevada taxa de mortalidade se deve
especialmente a dificuldade e demora do
diagnéstico e tratamento, principalmente por
essas infecgbes possuirem uma sintomatologia
inespecifica, particularmente nos estagios
iniciais da doenca (Ayats et al., 2010; Badiee e
Alborzi, 2011).

Os tratamentos das micoses, no
entanto, muitas vezes nado sao satisfatorios,
uma vez que os antifingicos podem levar a
recidiva das infeccbes e podem apresentar
importante toxicidade (Sharon e Sorrel, 2007).
Em virtude do acelerado surgimento de
resisténcia destes microrganismos tem se
tornado constante a busca por novos farmacos
antifingicos mais potentes, mas, sobretudo,
mais seguros que 0s existentes, no combate as
infeccBes causadas tanto por bactérias quanto
por fungos (Lee et al., 2008; Peres et al., 2009;
Santos et al., 2010; Leitdo et al., 2016; Silva et
al., 2018; Vinche, 2018).

Nesse contexto, o estudo de plantas
medicinais € considerado uma significativa
estratégia na pesquisa de novos compostos
com atividade antifingica recebendo assim
grande atencdo dos pesquisadores. Dentre 0s
principais meios de busca desses compostos,
estdo as informacgBes de como as plantas sao
utilizadas por diferentes grupos étnicos, nos
estudos de etnobotancia e o0s estudos
farmacologicos das preparacdes utilizadas,
abordadas no ambito da
etnofarmacologia (Alencar et al., 2015; Oliveira
et al., 2015).

Segundo Silva et al. (2005), a evolugéo
de uma ampla variedade de compostos
fitoquimicos com atividade antifingica resultou
da intensa pressao seletiva exercida por fungos
patogénicos sobre as plantas, isso tem sido
demostrado conforme pesquisas de isolamento
de componentes antifangicos ativos

provenientes dos extratos brutos das plantas
(Costa et al., 2000; Silva et al., 2001; Passos et
al., 2002; Souza et al.,, 2002). Apesar de a
literatura mostrar que um ndmero relevante de
familias e espécies de plantas ja tenham sido
estudadas até o momento, se levarmos em
consideracdo que existem cerca de 300.000
espécies de plantas conhecidas, ainda ha muito
trabalho a ser feito. Logo mais se julgarmos que
para a grande parte destas plantas apenas uma
de suas partes, como folha, raiz ou caule, ou
somente um tipo de preparacdo como 6leo
essencial ou extrato foram estudados (Duarte,
2006).

Recentemente, pesquisas envolvendo
espécies do género Sida cresceram
consideravelmente em diversas partes do
mundo por estas possuirem diferentes
propriedades terapéuticas e relatos de uso. As
investigacdes fitoquimicas realizadas para
espécies da familia Malvaceae mostraram que
estas espécies sdo ricas em acidos graxos,
Oleos essenciais, sesquiterpendides,
esterdides, triterpenos, alcaloides, cumarinas,
compostos fendlicos, flavonoides, entre muitos
outros compostos (Costa et al., 2007; Silva et
al., 2010; Chaves, et al., 2017; Sobreira et al.,
2018).

Nesse contexto, a espécie Sida
planicaulis, conhecida popularmente como
‘vassoura” € uma planta cujo potencial
antimicrobiano € praticamente inexploravel,
dessa forma a avaliacdo da possivel atividade
antifingica de seus extratos contra fungos
filamentosos potencialmente patogénicos, foi o
alvo do presente estudo.

MATERIAL E METODOS
2.1. Local de Trabalho

O trabalho foi realizado nos Laboratorios
de Fitoquimica e Microbiologia da Unidade
Académica de Saude (UAS), do Centro de
Educacdo e Saude (CES), da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), Campus
Cuité-PB.
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2.2. Material Vegetal

As partes aéreas de Sida planicaulis
Cav. (Figura 1) foram coletadas no bairro
Eucalipto (Cuité-PB) em abril de 2014. A
identificacdo botanica foi realizada pelo
botanico Prof. Dr. Carlos Alberto Garcia Santos,
havendo uma exsicata da espécie depositada
no Herbario do Centro de Educacdo e Saude
sob o cdodigo 201, na Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), Campus Cuité-PB.

Figural: Sida planicaulis Cav.

2.3. Preparo do material vegetal e obtenc&o do
extrato etandlico bruto (EEB)

As partes areas coletadas foram
submetidas a secagem a temperatura ambiente
e posteriormente triturada em  moinho
mecanico, fornecendo assim 1.800 g de pé.
Este p6 foi submetido ao processo de
maceracdo em etanol 96% durante 48 h, com
seis repeticbes. Em seguida, a solugéo
extrativa resultante foi concentrada em
evaporador rotativo, proporcionando 162,28 ¢
do extrato etandlico bruto (EEB).

2.4. Particionamento do extrato etandlico bruto

O EEB foi diluido em MeOH:H,O 7:3 e
em seguida submetido a uma cromatografia
liquido-liquido,  utilizando  solvente  com
gradiente crescente de polaridade, sendo eles:
hexano, cloroformio e acetato de etila. Desta
forma, as respectivas solu¢des obtidas apos o
particionamento foram novamente
concentradas em evaporador rotativo
resultando em: 39,10g da fase hexanica,
21,68g da fase cloroférmica, 2,41g da fase

acetato de etila e 67,969 da fase hidroalcodlica.

2.5. Armazenamento

Os produtos permaneceram
armazenados em um frasco ambar e mantidos
sob refrigeragdo a uma temperatura inferior a
4°C, no Laboratério de Microbiologia. As
diferentes solucbes foram preparadas no
momento das execucdes dos ensaios,
dissolvidas, quando necessario em DMSO
(dimetilsulféxido) e/ou Tween 80®.

2.6. Preparacédo das amostras de Sida planicaulis
Cav. para testes antifingicos

As amostras correspondentes a 0,01 g
de EEB e das respectivas fases apés o
particionamento foram devidamente pesadas
em balanca analitica e, posteriormente, diluidas
em 1 mL de &gua destilada estéril, obtendo
assim, uma concentracdo inicial de 10.000
pg/mL. Em seguida foi adicionado Tween 80 e
DMSO para a homogeneizacao das fases.

2.7. Produtos controle

Cetoconazol foi o antifungico utilizado
para o0 controle positivo na execugdo das
metodologias, adquirido da Sigma-Aldrich®. As
solucbes também foram preparadas no
momento de execucao dos testes.

2.8 Fungos

Os fungos filamentosos utilizados nos
ensaios de atividade bioldgica dos produtos
naturais de Sida planicaulis e sintéticos incluem
0s isolados clinicos: Trichophyton
mentagrophytes; Microsporum canis; Rhizopus
oryzae; Aspergillus flavus; Exophiala werneckii;
Cladosporium 2B3.

2.9 Meios de cultura

Os meios de cultura necessérios aos
ensaios microbioldgicos foram os meios Agar
Sabouraud dextrose (ASD) e caldo Sabouraud
dextrose (CSD) da Sigma Aldrich®, preparados
de acordo com as instrucdes do fabricante.
Para conservacéo das cepas e preparacdo do
in6culo foi utilizado o ASD, também adquirido
da Sigma Aldrich® Os meios foram
solubilizados com agua destilada e esterilizados
em autoclave, a 121 °C por 15 minutos.
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2.10. In6culo

Na preparacdo do inéculo dos fungos
filamentosos, primeiramente os isolados foram
cultivados em meio ASD a 28 °C por 7-15 dias,
para induzir a quantidade necessaria de
conidios. As colbnias fungicas recentes foram
devidamente cobertas com salina estéril (NaCl
0,85% p/v), e as suspensodes feitas por suaves
agitacdes e raspagens com auxilio de uma alca
de platina em “L”. A mistura resultante de
conidios e fragmentos de hifas foi retirada e
transferida para tubos de ensaio esterilizados.
Todas as suspensdes foram agitadas por 2
minutos com auxilio do aparelho Vortex. ApGs
agitacdo, cada suspensdo teve sua turbidez
comparada e ajustada aquela apresentada pela
suspensdo de sulfato de béario do tubo 0,5 da
escala McFarland, a qual corresponde a um
in6culo de aproximadamente 106 unidades
formadoras de colénias/mL (UFC/mL).

2.11. Triagem microbiolégica

A triagem microbiologica para avaliagéo
do potencial antifangico dos produtos foi
realizada com base na técnica de difusdo em
meio solido com discos de papel de filtro
(Hadacek e Greger, 2000). A cada placa de
Petri (90 x 15 mm) descartavel e estéril,
adicionou-se 20 mL do meio ASD fundido a 50
°C, esperou-se este se solidificar e foi semeada
a suspensdo do microrganismo (10° UFC/mL)
com um swab estéril. Em seguida, discos de
papel de filtro (Sensiobiodisc do Centro de
Controle e Produtos para Diagnésticos Ltda —
CECON/SP) embebidos com 20 pL do produto
teste, foram depositados na superficie do meio
de cultura. Todo o sistema ficou incubado a 28
°C por 7-15 dias. Os ensaios foram realizados
em triplicata e o resultado expresso pela média
aritmética dos halos de inibicdo obtidos. A
atividade antifingica foi considerada positiva
quando a média dos halos de inibicdo foi
superior ou igual a 10 mm de diametro.

2.12. Determinagdo da Concentragao Inibitéria
Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada
pela técnica de microdiluicdo, utilizando placas
de microdiluicdo contendo 96 cavidades com
fundo em forma de “U” e em triplicata, apenas
com aqueles produtos que apresentarem
atividade antifingica na triagem microbiologica
(Souza et al., 2007b; Moreira et al., 2010). Essa

etapa foi determinada conforme
recomendacbes da norma técnica M38-A e
M27-A2 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) ambas publicadas em 2002.

Em cada orificio da placa de
microdiluicdo foram adicionados 100 pL da
substancia teste diluida no meio CSD, em
concentracdes variando de 5000 pg/mL a 19,53
pg/mL. Em seguida, 10 pL da suspenséao
fangica a 0,4x10" a 5x10* UFC/mL foram
adicionados a cada orificio da placa contendo o
meio com produto (Item 1, figura 2).

Um controle de viabilidade do
microrganismo foi realizado colocando-se em
determinadas cavidades 100 pL do meio CSD
sem o0s produtos teste com microrganismos e
controle de viabilidade do meio colocando-se
apenas meio sem microrganismo (Iltem 2, figura
2).

Paralelamente, foi realizado o mesmo
experimento com o antifingico cetoconazol.
Este foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO)
e diluido no meio de cultura até atingir 0,03 a
16 pg/mL (Item 3, figura 2). Todas as placas
foram seladas e incubadas a 28°C por 7-15
dias (Item 4, figura 2). Os valores de CIM foram
determinados pela analise visual da inibicdo do
crescimento em cada cavidade, comparando
com o controle (ausente de drogas) (Item 5,
figura 2).

Define-se a CIM para os produtos
testados como a menor concentragdo capaz de
inibir 100% o crescimento fungico verificado
nos orificios. Os ensaios foram realizados em
triplicata e o resultado expresso pela média
geomeétrica dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagdo do Potencial Antifiingico

A acdo antifingica da espécie Sida
planicaulis foi avaliada inicialmente na triagem
microbiolégica. Na tabela 1 encontram-se 0s
valores dos halos de inibicdo sobre as cepas
testadas. Observa-se que o0 extrato bruto e
suas fases apresentaram atividade inibitéria
contra o fungo Trichophyton mentagrophytes,
consideracdo evidenciada pelas zonas de
inibicdo do crescimento fungico compreendidas
entre 15-36 mm de didmetro, estes podem ser
observados na figura 3.

As fases mais promissoras foram a
cloroférmica e a hidroalcodlica, com valores
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de 36 e 30 mm de didmetro, respectivamente.
Por outro lado, o0s outros microrganismos
mostraram-se resistentes ao produto natural
utilizado (Tabela 1).

O fungo filamentoso T. mentagrophytes
assim como outros dermatofitos, tem a
capacidade de digerir &reas queratinizadas no
homem, em outros mamiferos e aves, € um dos
dermatofitos mais comumente encontrado no
homem, nos animais e no solo, sendo um dos
principais agentes etiolégicos da onicomicose
(Oyeka, 2000; Tabata et al., 2015). Os
dermatofitos sdo fungos queratinofilicos
capazes de colonizar unha, cabelo e epiderme
normalmente  resultando em  infec¢des
superficiais como Tinea corporis e onicomicose.
Ocasionalmente, esses fungos podem penetrar
em camadas mais profundas da pele causando
mais sintomas inflamatérios, como abscessos e
ulceracdes (Drakensjo et al., 2017).

Resultados semelhantes foram
encontrados por Nunes et al. (2006) que
relataram a  efichcia do Oleo essencial de
Sida cordifolia em inibir o crescimento de trés
bactérias e sete fungos patogénicos pelo
método de difusdo em disco. Entre os fungos
filamentosos testados a concentracdao do 6leo
essencial a 32% foi capaz de inibir o
crescimento apenas de T. mentagrophytes com
halos de inibicdo com média de 10 mm de
didmetro. Um estudo realizado por Karou et al.
(2012) ndo encontrou atividade antifingica nos
extratos de S. alba, somente efeito
antibacteriano.

Estudo realizado por Rai et al. (2017)
demonstrou atividade antifangica e
antibacteriana do extrato cloroférmico de Sida
rhombifolia Linn em diferentes concentracbes
frente aos microorganismos Aspergillus niger e
Haemophilus influenzae.

Poucos estudos sobre a atividade
antifingica de espécies de Sida contra fungos
filamentosos foram encontrados na literatura
pesquisada, a grande maioria dos dados
obtidos tratavam-se da avaliacdo das espécies
contra fungos leveduriformes e bactérias, o que
impossibilitou maiores comparagbes com o
presente trabalho.

Os estudos fitoquimicos descritos para
algumas espécies do género Sida mostraram
que dentre 0s componentes quimicos
responsaveis pela atividade antimicrobiana
destacam-se os alcaloides, flavonoides,
polifenois e saponinas (Breugés e Reza, 2007;

Karou et al., 2007; Lopes et al., 2008), sendo
estes correspondentes as classes de
metabdlitos secundarios (alcaloides,
flavonoides e saponinas, além de esteroides,
triterpenos e taninos) identificados na triagem
fitoquimica das partes aéreas de S. planicaulis
(Sobreira et al., 2018). A andlise destes dados
permite sugerir que a inibicdo do fungo T.
mentagrophytes possa estar relacionada com a
presenca destes constituintes encontrados no
extrato etandlico bruto e fases da espécie em
estudo, uma vez que estes foram capazes de
inibir crescimento do microrganismo.
3.2. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima

Considerando os bons resultados que a
espécie Sida planicaulis apresentou contra o
fungo T. mentagrophytes no teste de difusédo
em meio solido, foi verificada a menor
concentracdo desse produto capaz de inibir o
crescimento fungico. Estudos para
determinacdo da CIM com extratos de S.
planicaulis sdo inéditos na literatura e, estes
apresentaram valores de 625 ug/mL a 10.000
pg/mL, os quais podem ser observados na
tabela 2.

Tabela 2: Valores da Concentracéo Inibitoria

Minima (CIM) do extrato bruto e fases de Sida

planicaulis e cetoconazol expressos em ug/mL
sobre o fungo T. mentagrophytes.

SINEERE
- )
72 > | "53| 3°| 3
m ol 5 |2
CIM | 625 | 2.500 | 10.000 | 2.500 625 1

F. H. A.: Fase hidroalcodlica.

O extrato etandlico bruto e a fase
cloroféormica da espécie vegetal em estudo
apresentaram valor de CIM igual a 625 pg/mL,
a fase hexanica e acetoetilica com 2.500 pg/mL
e a fase hidroalcodlica com 10.000 pg/mL,
porém nenhum se mostrou mais ativa do que o
controle positivo cetoconazol (CIM = 1 pg/mL),
isto pode ser consequéncia da baixa
concentracdo das substancias encontradas no
extrato e nas fases, diferentemente do
cetoconazol, que apresenta a substancia ja
isolada.

Estudo realizado por Runyoro et al., em
2017, utilizando extrato metandlico das folhas e
do caule de Euphorbia cotinifolia apresentou
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atividade antifungica contra Trichophyton
rubrum, T. mentagrophytes e Aspergillus niger,
com valores de CIM variando de 2,5 até 5
mg/ml, resultados melhores do que os
encontrados nesse estudo.

Os pesquisadores Massiha e Muradov
em 2015, realizaram um estudo com diferentes
espécies vegetais, incluindo Ginkgo biloba,
Calendula officinalis e Althea officinalis,
comprovando o efeito antifingico dos extratos
metandlicos frente aos microrganismos M.
canis, T. mentagrophytes, T. rubrum e E.
floccosum, com CIM indo de 0,2 mg/ml até 7,8
mg/ml.

De acordo com Sartoratto et al., (2004)
uma substadncia para possuir uma forte
atividade antimicrobiana deve apresentar
inibicdo nas faixas de 50 a 500 pg/mL, uma
atividade moderada de 600 a 1500 pg/mL e
fraca atividade substancias acima de 1500
Mg/mL. Sendo assim, um bom candidato a
antifingico deve promover a inibicdo da cepa
testada em baixas concentracdes, possuindo
uma forte atividade. Embora o T.
mentagrophytes tenha apresentado
sensibilidade ao extrato etandlico bruto e as
fracOes da espécie de Sida planicaulis, esta
faixa situou-se entre 625 a 10.000 pg/mL,
revelando assim uma atividade moderada.

CONCLUSOES

Conclui-se que o] fungo T.
mentagrophytes foi sensivel ao extrato
etandlico bruto e fases de Sida planicaulis Cav.
(Malvaceae), porém as  concentragdes
utilizadas das partes aéreas da espécie em que
se obteve inibicdo encontraram-se entre 625 a
10.000 pg/mL, ndo sendo consideradas
adequadas para o desenvolvimento de um novo
farmaco para este fungo nas condicbes
realizadas. Os demais fungos testados neste
trabalho se mostraram resistentes, porém
novos estudos utilizando partes diferentes
desta espécie, como as raizes ou caule podem
ser realizados, permitindo inferir que, no futuro,
novas avaliacGes sobre a atividade antifungica
desta espécie possa levar a resultados mais

promissores para a produgcdo de novo
antifungico.
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Tabela 1: Medida em milimetros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano produzidos pelo

extrato etandlico bruto de Sida planicaulis e suas fases.

F. F.
Cepas EBB F. Hex. F.H. A
Ac. Et. CHCl;
Microsporum canis 0 0 0 0 0
Trichophyton
Pt 20 24 30 15 36
mentagrophytes
Rhizopus
0 0 0 0 0
oryzae
Aspergillus
flavus 0 0 0 0 0
Exophiala werneckii 0 0 0 0 0
Cladosporium
2B3 0 0 0 0 0
F. Hex.: Fase hexanica; F. H. A.: Fase hidroalcodlica; F. Ac. Et.: Fase acetoetilica; F. CHCI;: Fase
cloroférmica.
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Figura 2: Representacdo esquemética da determinacéo da CIM.
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Figura 3: Atividade antifungica de Sida planicaulis sobre T. mentagrophytes: A — Extrato etandlico
bruto; B — Fase hexénica; C — Fase hidroalcodlica; D — fase acetoetilica; E — Fase cloroférmica.
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