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Plantas com atividades medicinais tém sido utilizadas pelo homem ao longo de sua
historia, muitas delas séo utilizadas para o tratamento de doengas infecciosas, inclusive
causadas por fungos. Este trabalho avaliou o potencial antifingico de extratos de folhas
de lobeira em fungos da espécie C.albicans, C. parapisilosise C. luzitania.Os testes
para determinar a atividade antifungica foram o teste de concentragao inibitéria minima
e maxima (CIMM), curva cinética de crescimento fungico e teste de disco-difusdo. Os
testes comprovaram a atividade antifingica de extratos de folhas de lobeira a partir da
concentracao de 60 mg. Outro teste realizado foi o de citoxicidade a células humanas
utilizando células mielociticas THP-1, onde o extrato de lobeira apresentou atividade
citotoxica a cima de 100 mg de concentracdo de extrato de lobeira. Portanto os extratos
de lobeira tematividade antifungica e podem ser utilizados para o tratamento de fungos
das espécies C.albicans, C. parapisilosise C. luzitania.

Palavras-Chave: C.albicans. C. parapisilosis. C. luzitania.

ABSTRACT

Plants with medicinal activities have been used by man throughout his history, many of
them are used for the treatment of infectious diseases, including fungal. This study
evaluated the antifungal potential of wolf gray leaf extracts in fungi of species C.
albicans, C. parapisilosis and C. luzitania. The tests to determine the antifungal activity
were the maximum and minimum inhibitory concentration test (CIMM), kinetic curve of
fungal growth and disk diffusion test. The tests proved the antifungal activity of wolf gray
leaf extracts from the concentration of 60 mg. Another test was performed cytotoxicity
to human THP-1 cells using myelocytic cells, where the lycocarpum extract showed
cytotoxic activity up to 100 mg lycocarpum extract concentration. Therefore, the extracts
lobeira antifungal tivity subject and may be used for the treatment of fungal species C.
albicans, C. parapisilosis and C. Luzitania.

Keywords: C.albicans. C. parapisilosis. C. luzitania.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um dos paises que apresenta maior biodiversidade do mundo, estima-se

que entre 10 e 12% de todas as espécies descritas mundialmente, sdo encontradas no pais
e aproximadamente 19% da flora mundial estdo distribuidas nos seis biomas do Brasil,
sendo eles o Cerrado, os Campos Sulinos, a Floresta Atlantica, a Caatinga, a Floresta
Amazénica e o Pantanal (RIBEIRO & WALTER, 2008; PASSOS, 2009).

Apesar da enorme biodiversidade, no Brasil poucos grupos de pesquisa investigam a
validacao do uso de plantas nativas e as praticas populares relacionadas com seu uso, por
isso, as informacgdes cientificas ainda sao insuficientes para a maioria das plantas
medicinais, de modo a garantir a qualidade, seguranca e eficacia.

Compostos fungicidas originados de plantas do cerrado ocupam um papel de
destaque nas linhas de pesquisa, uma vez observado que varias destas plantas tém sua
propria defesa contra fungos fitopatdégenos, esta defesa é decorrente da producao de
metabolitos secundarios (SIMOES et al., 2010).

Solanum lycocarpum St. Hill. (do grego “lycos” = lobo e “karpos” = fruto), da familia
das Solanaceae é um arbusto comum no bioma do Cerrado, na parte central do Brasil, com
frutos globosos e verdes (SCHWARTZ et al., 2007; PINTO et al., 2007; NAKAMURA et al.,
2008, VAZ, 2010). Popularmente conhecida como “lobeira” nas regiées norte e nordeste do
pais (MIRANDA, 2010).

A lobeira produz metabdlitos secundarios como a solamina, solamargina, taninos e
flavondides. A solamina e solamargina podem ser utilizadas como matéria prima de
precursores hormonais, os taninos e flavonodides no combate ao envelhecimento precoce e
cancer de pele (MAURYA et al., 2009).

Além destas propriedades medicinais relatadas por produzirem estes metabdlitos
secundarios a lobeira apresenta outras substancias com potencial medicinal, como é o caso
do amido presente nos frutos, apresenta potenciais hipoglicemiantes, combatendo diabetes
tipo Il, obesidade e problemas ligados a elevados niveis de colesterol. Outros bioativos
apresentam atividade diurética, antiespasmolitica, sedativa, antiofidica, antiparasitaria e
atividades anti-inflamatérias (ALONSO-CASTRO et al., 2012; HERNANDEZ-ORTEGA et
al., 2012; AL-ASHAAL, 2010; MORENO-SALAZAR et al., 2008; FARINA et al., 2010).

Pela presenca de varios bioativos na lobeira, suas varias aplicacées na terapia clinica
e farmacoldgica o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial inibitério e atividade fungicida
do extrato alcodlico de folhas de lobeira (Solanum lycocarpum St. Hill.) em cepas de
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Céandida albicans, Céandida parapsilosis e Candida luzitdnia. Avaliar a citoxicidade de
concentragdes de extrato foliar de lobeira em linhagens mielociticas THP-1.

2. MATERIAIS E METODOS

A seguir, serdo apresentados o local, como o material vegetal foi coletado e como foi
preparado o extrato etandlico, e como foi realizado o teste de atividade antifingica.

2.1. Local

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Microbiologia e Vacinologia da
Universidade Federal do Tocantins (UFT), Campus Universitario de Gurupi.

2.1. Coleta do Material Vegetal e Preparacao do Extrato Etanolico

As folhas de S. lycocarpum St. Hill foram coletadas nos municipios de Cristalandia —

TO, coordenadas: (10°34'49.82"S/49°5'37.43"0);(10°34'51.75"S / 49°5'33.56"0);
10°34'49.98"S/49°5'28.86"0); (10°34'49.74"S/49°5'30.07"0);
10°34'53.95"S/49°5'22.60"0);(10°34'50.04"S/49°5'31.33"0);
10°34'48.16"S/49°5'21.53"0);(10°34'48.61"S/49°5'18.66"0);
10°34'49.20"S/49°5'19.99"0); (10°34'47.67"S/49°5'8.52"0), Pium — TO, coordenadas:
0°27'54.63"S/49°10'59.52"0); (10°27'53.88"S5/49°11'11.21"0);
0°27'49.28"S/49°11'0.95"0), Correntina — BA e Barreiras — BA, coordenadas:
13°16'50.00"S/44°39'29.50"0);(13°16'45.04"S/44°39'30.67"O);
13°13'37.60"S/44°39'17.36"0);(13°11'10.40"S/44°37'23.86"0);
13°11'10.10"S/44°37'27.57"0).

Em cada local foram coletadas folhas da regiao mediana das plantas. Apéds as coletas

(
(
(
(
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(1
(
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(

as folhas foram armazenadas em sacos plasticos com identificacdo. Em laboratério, as
folhas foram submetidas ao processo de lavagem com hipoclorito a 3% e agua corrente,
em seguida submetidas a secagem em estufa de secagem com entrada de ar forcada a
37°C até atingirem peso constante.

Com o material foliar desidratado, as folhas foram trituradas em liquidificador industrial
com o intuido de aumentar a penetragao do solvente ao soluto. Em seguida para formar a
solucao de extracao, foi utilizada a proporcao de 40/60, onde 400 gramas de pulverizados

foram adicionados a 600 ml de etanol absoluto.
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Posteriormente a solugao foi submetida a ambiente ausente de luz pelo periodo de 24
horas a 25°C, sob agitagdo continua em shaker orbital a 250 rpm. Concluida esta etapa de
descanso da solugao, foi submetida a procedimentos de filtracao, iniciando por filtracao a
vacuo seguida de filtracao em filtro milliporo (Milliporo K18-230) com vasao do poro de 0,22
pm.

Ap6és os processos de Filtracao o etanol presente na solucéao foi extraido por processo
de evaporacao em evaporador rotativo (Quimis —Q344B) a 60°C e o residuo resultante foi
re-extraido utilizando o fluxo de ar da capela de fluxo laminar durante 24 h., resultando em
apenas o concentrado foliar bruto de S. lycocarpum.

2.3. Testes de Atividade Antifungica

Para os testes de atividade antifungica, foram utilizados os seguintes fungos C.
albicans, C. parapsilosise C. luzitdnia, microrganismos estes cedidos pelo LACEN-TO
(Laboratério Central do Tocantins).

2.3.1. Concentracao Inibitéria Minima e Maxima - CIMM

Foi determinado através da metodologia de micro pogos em meio sélido Muller Hilton
(NCCLS, 2008). Para isso, as colonias de cada cepa foram fortalecidas previamente por
um periodo de 48 horas a 37°C em meio BHI. Ap6s esse processo uma aliquota foi
suspendida e ajustada para a turvacdo de 0,5 da Escala de McFarland (LENETTE et
al.,1987).

Em meio Muller Hilton foram semeadas as cepas pelo método de esgotamento de
alca, foram realizadas perfuragdes no meio de cultura com cerca de 6mm de diametro, nos
orificios foram adicionadas concentracées do extrato, que foram de 0 a 200 mg, com
diferenca entre as doses de 10 mg, posteriormente incubadas por um periodo de 24 horas
a 37°C. Para determinar a concentracado inibitéria minima e maxima foi utilizada a
metodologia de Silva et. al.(2009), sendo adaptada com o seguinte parametro, a
concentragao inibitéria minima sera considerada a partir da menor concentracao testada,
isto quando ela apresentar halo superior a 10 mm, a maxima quando a maior concentracao
de extrato apresentar uma progressdo menor que 3 mm em comparacao a concentracao
anterior.
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2.3.2. Cinética de Crescimento Fungico com Adicao das Concentracoes do Extrato

Foliar de Lobeira

Este teste € uma adaptacao da curva cinética bacteriana e se baseia na metodologia
de Peyret et al. (1990).

Determinadas as curvas cinéticas de todos os microrganismos, seus pontos e tempo
de estabilidade nas fases lag, exponencial, estacionaria e declinio. Utilizando os valores de
atividade inibitéria minima e maxima das concentragdes do teste CIMM, realizou-se
novamente o teste da curva cinética de crescimento, contudo utilizando as concentragdes
de extrato de S. lycocarpum St. Hill., estas adicionadas ao meio BHI liquido contendo as
bactérias.

Nesta metodologia havera um padrao para as concentragdes dos extratos, isto para
anular a absorbancia gerada pelo extrato e permitir observar apenas a multiplicacao
bacteriana.

2.3.3. Teste de Disco-Difusao em Agar

Os testes de disco-difusao foram realizados segundo o Comité Nacional de Normas
de Laboratério Clinico (NCCLS, 2008). Com auxilio de uma alga bacteriolégica foram
retiradas aliquotas bacterianas fortificadas, estas adicionadas em soro fisioldégico estéril e
ajustadas para turvacao de 0,5 na escala de McFarland (LENETTE et al.,1987).

Os discos foram confeccionados de acordo com as concentragcdes do teste de CIMM,
utilizando como controle negativo um disco com apenas agua, os controles positivos foram
determinados de acordo com cada descricdo contida no NCCLS para cada estirpe
bacteriana, portanto para Pseudémonas aeroginosaATCC 27853 foi utilizada a gentamicina
10 mg; Escherichia coli ATCC 35218 a ampicilina com sulbactam 20 mg;
StreptococcuspyogenesATCC 19615 utilizou a penicilina G 10 mg e Sthaphylococcus
aureus ATCC 25923 a amoxicilina com acido clavulanico 30 mg. Caso ocorrer resisténcia
bacteriana o controle positivo e alterado segundo as especificagcoes do NCCLS (2008).

Todos os discos foram pressionados suavemente contra o meio de cultura, as
distancias entre os discos foram de 30 mm e da margem da placa de 15 mm, para assim
impedir a superposicao de halos de inibicao.

As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas, apds este periodo

realizada a leitura com auxilio de um paquimetro. Cada concentracao foi avaliada em 10
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repeticoes para todas as cepas bacterianas, para assim obter-se uma média do valor de
inibicdo percentual.

2.3.4. Teste de Viabilidade Celular com Linhagem Mielomonociticas Humana THP-1

O teste de viabilidade celular utilizando linhagem ATCC THP-1 seguiu a metodologia
descrita por Mosmann (1983).

Para manutencao da linhagem celular THP-1 foi realizada utilizando meio de cultura
RPMI, suplementado com soro feral bovino (10%), antibiéticos (10,000 U/mL de penicilina
e 10mg/L de estreptomicina) e bicarbonato (0,6 g). As células foram incubadas em
atmosfera umida de 5% de COz2, a 37°C.

As células THP-1 foram contadas em camara de Neubauer, para assim determinar a
quantidade especifica de células pipetadas em cada poco, para o teste determinou-se a
guantidade de 1 x 10%células para cada poco. A quantidade de reagentes para cada pogo
foi a seguinte: 50 ml da solucao celular de THP-1 para 1 ml de meio, adicionando as
concentragdes do extrato a serem testadas. Incubar em estufa de COz na concentracao de
5% a 37°C por um periodo de 48 horas, apos este periodo pipeta-se o reagente MTT (100
microlitros), aguardando 4 horas para realizar a leitura em espectrofotometro no
comprimento de onda de 540 nm.

Para o teste de viabilidade além do controle normal do teste (células THP-1 mais
Meio), foi necessario um controle de subtracdo, isto pelo fato do extrato apresentar
coloracao intensa, neste caso o controle sera o extrato mais meio, para que seja eliminada
a absorbancia do extrato.

A féormula para encontrar absorbancia real dos testes (observar formula abaixo), onde
a absorbancia do teste e subtraida pela absorbancia do extrato controle, deste modo
obtemos a absorbancia real do teste.

Abs.Teste

Abs.Real do Teste =
S.heat ao feste Abs. Extrato Controle

Obtidas as absorbancias reais, estas sdo comparadas a absorbancia padrao do teste,
onde se as absorbancias dos testes forem maiores que a do padrao o extrato nao e viavel

para células humanas, assim citotoxico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, serdo apresentados os resultados e discussao obtidos nesse trabalho.

3.1. Concentracao Inibitoria Minima e Maxima - CIMM

Constatou-se que a concentracao inibitéria minima para as espécies de C. albicans,
C. lusitaniae C. parapisilosis é de 60 mg, sendo sua concentracao inibitéria maxima de 100

mg, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados do teste de concentragdo inibitdéria minima e maxima. Gurupi,
Tocantins, Brasil, 2014.

Fungos Concentracao de Extrato (mg) CIMin (mm) | CIMax (mm)
C.albicans 60 - 100 12,7 14,3
C. luzitania 60-100 19,5 34,6
C. parapsilosis 60-100 9,55 29,65

As médias de inibi¢do das CIMin e CIMax com maior halo de sensibilidade ocorreram
no teste com a espécie C. luzitania, a média de seus halos da CIMin foi de 19,5 mm e sua
CIMax de 34,6 mm. Seguido pelos valores de inibicdo da C. albicans12,7 mm e 14,3 mm e
pelas médias de inibicao do teste com C. parapisilosis9,55 e 29,65 mm.

Este potencial antifungico de extratos de lobeira foi demonstrado por Costa e Bara
(2004), os resultados foram positivos no teste de concentracéo inibitéria minima contra
fitopatdgenos, eles ainda sugerem a que mesma atividade possa ser reproduzida em
fungos dermatdfitos.

A afirmacao de Costa e Bara (2004) é comprovada com este experimento de atividade
antifingica, assim o potencial antifungico de extratos de folhas de lobeira tem acdo em
dermatéfitos da espécie Candida albicans, C. parapisilosise C. luzitania. Punjabi et al.(2008)
atribui o potencial antifingico da lobeira e atribuem aos alcalbéides e saponinas presentes
na estrutura do vegetal.

Os resultados obtidos estabeleceram as concentracées em que serao testadas em
outros testes como cinética antifUngica com extratos e teste de disco-difuséo.
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3.2. Cinética de Crescimento Fungica

As espécies de Candida albicans, C. parpisilosise C. luzitdnia entram em fase de
declinio ap6s 700 minutos apds incubacao (Figura 1).

Esta demora no crescimento fungico destas espécies ocorre porque estas cepas sao
consideradas dimérficas, esta caracteristica confere a estas espécies a forma micelial em
temperatura ambiente e leveduriforme a 37°C. Portanto o evento do dimorfismo e o
arcabolso genético mais complexo que bactérias faz com que a curva cinética de

crescimento decorra por mais tempo.

Figura 1. Curva cinética fungica de cepas de Candidaalbicans, C. parapisilosis e C.
luzitaniaem funcao da determinacao das fases lag, exponencial, estacionaria e de declinio
de cada fungo, Gurupi, Tocantins, Brasil, 2014.

Cinética de Crescimento Fungico

Absorbéancia
o o o
SN D (0]

o
™o

o

0 200 400 600 800
Tempo em minutos

—e— (. albicans —#—C. luzitania —#— C. parapisilosis

Tragadas as fases da curva de todos os fungos em teste, realizou-se uma nova curva
cinética de crescimento fungico, acrescentando ao meio as concentracbes de extrato
utilizadas no teste de CIMM.

A curva cinética da C. albicans, C. parpisilosise C. luzitdniacom adi¢éo de extratos de
lobeira estédo dispostos na Figura 2.

Pode-se observar na Figura 2 uma reducao no tempo da curva cinética de ambas as
espécies de Candidassp., a entrada na fase de declinio na cinética fungica inicia-se aos

700 minutos de teste, com a adi¢do de extratos de lobeira a queda para 300 minutos com
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as cepas de C. albicans, a cepa de C. lusitania entra na fase de declinio aos 300 minutos
e a cepa de C. parapisilosis aos exatos 240 minutos de teste.

A cepa de C. parapisilosis, apés a entrada na fase de declinio aos 360 minutos de
teste os valores de concentragéo fungica chegam aos valores do in6culo inicial (0,20 nm).

Ainda é observado na Figura 2 um fenbmeno de resisténcia na concentracao de 60
mg no teste com C. albicans, este evento ocorre justamente aos 60 minutos do teste,
contudo sua fase de declinio ocorre com linearidade nas demais concentragdes testadas
(80 e 100 mg).

Figura 2. Curva cinética de C. albicans, C. parpisilosise C. luzitaniautilizando diferentes
concentracdes de extrato de lobeira. Gurupi, Tocantins, Brasil, 2014.

Curva Cinética de C. albicans com extratos Curva cinética de C. parapisilosis com extratos de
Lobeira.
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Com a cepa de C. Lusitania ocorreram oscilacées significativas em todas as
concentragdes de extrato foliar de lobeira, este fenbmeno demonstrado na Figura 2,
entretanto ainda ocorreu atividade antifungica, isto observado pela entrada na fase declinio
ocorrendo aos 300 minutos, quando no teste sem extratos esta fase se iniciou em 700

minutos de teste.
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Com estas curvas cinéticas tracadas pode-se confirmar a afirmagéao de Costa e Bara
(2004), além de atividade antifungica contra fitopatégenos o extrato de lobeira tem atividade
contra dermatéfitos, em especifico para espécies de C. albicans, C. lusitaniae C.
parapisilosis.

3.3. Teste de Disco-Difusao em Agar

As médias do teste de disco-difusdo estao dispostos na Figura 3.

Verifica-se que ha sensibilidade destes fungos ao extrato de folhas de lobeira.
Entretanto a elevagcdo da concentracdo ndo é proporcional a poténcia da atividade
antifungica, isto observado no extrato a 80 mg, nas espécies de C. albicanse C.
parapisilosis.

Figura 3. Grafico contendo as médias dos resultados do teste de disco-difusdo com as
cepas de C. albicans, C. parapisilosise C. luzitania, extratos estes nas concentragdes de
60,80 e 100 mg. Gurupi, Tocantins, Brasil, 2014.
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Resultando na eficiéncia da concentragdo de 80 mg contra cepas de C. albicans C.
parapisilosis respectivamente suas médias de halo foram de 32,45 e 30,67 mm. Entretanto
na cepa de C. luzitaniaas médias das concentragdes de 60 e 80 mg foram equidistantes,
na concentracdo de 100 mg a média foi de 31,98 mm.

Pujambi et al. (2008) testou atividade antifungica dos frutos de lobeira, apdés
comprovada sua atividade antifungica, o pesquisado atribuiu esta acdo aos metabdlitos
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secundarios, em especifico as saponinas contidas na polpa do fruto. Ainda Martins (2013)
em seus testes com fruto da lobeira determinou que os extratos do fruto contem atividade
antifingica contra dermatofitoses.

Portanto os extratos foliares de lobeira contem atividade antifungica perante as cepas

de C. albicans, C. parapisilosise C. luzitania.

3.4. Teste de Viabilidade Celular com Linhagem Mielomonociticas Humanas THP-1

Os resultados do teste de citoxicidade estao dispostos na Tabela 2. O valor de
corregao do extrato foliar de lobeira foi de 0,81 mn., medidas as absorbancias do teste de
citoxicidade utilizando células mielomonociticas THP-1 ATCC, determinou que o extrato
etanodlico bruto das folhas de lobeira apresentam citotoxicidade a partir de 100 mg de

extrato.

Tabela 2. Tabela com valores do teste de viabilidade celular, contendo valores e formula
do fator de correcao do extrato.

Concentracao (mg) | Absorbancia Corrigida Padrao Abs. Extrato Controle
60 0,09 0,30 0,81
80 0,19
100 0,34

Deste modo o extrato foliar de S. lycocarpum é viavel, pois as concentracdes em que
o extrato apresentou maior atividade antifungica foram na faixa de 60 — 100 mg, portando
nesta faixa o extrato foliar de lobeira pode ser administrado a células humanas como fonte

de tratamento.

5. CONCLUSOES

Extratos de lobeira apresentam potencial inibitério e atividade antifungica em cepas
Céandida albicans, Candidaparapsilosis e Candidaluzitania.

Os extratos de folhas de lobeira apresentam citoxicidade a células humandas em
concentragdes acima de 100 mg, sendo assim viaveis para o tratamento de infeccoes
fungicas causadas por Candidaalbicans, Candidaparapsilosis e Candidaluzitania, pois a

faixa de sensibilidade antifungica foi de 60 — 80 mg de extrato de lobeira.
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