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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objectivo de avaliar in vitro as propriedades
antifangicas de varios extractos de Drosophyllum lusitanicum Link. e Drosera
intermedia Hayne. A actividade antifangica foi avaliada em varias espécies de fungos
filamentosos (Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
parasiticus e Penicillium expansum) e leveduras de alteracdo alimentar (Debaryomyces
hansenii, Pichia membranaefaciens, Saccharomyces cerevisiae e Zygosaccharomyces
bailii), pelo método de difusdo em agar e pela determinacdo das concentracdes minimas
inibitorias (MIC).

Os extractos de ambas as espécies vegetais evidenciaram um potencial antifungico
relevante. Contudo, os extractos de D. lusitanicum apresentaram uma capacidade
inibitdria superior quando comparada com a dos extractos de D. intermedia.

Os extractos mais eficazes foram o0s extractos hexanicos que deram origem a
actividades antimicrobianas elevadas em todos os microrganismos, induzindo zonas
médias de inibicdo e concentracbes minimas inibitdrias aprecidveis. O extracto
metanolico de D. lusitanicum apresentou também boas actividades inibit6rias em todos
0s microrganismos. No caso do extracto metandlico de D. intermedia observou-se
inibicdo do crescimento em todas as leveduras e nos fungos filamentosos A. niger
MUM 03.43, P. expansum MUM 02.03 e estirpes de A. fumigatus. Os extractos
aquosos, apesar de terem mostrado menor potencial antifungico, evidenciaram também
uma actividade inibitéria relevante, particularmente no caso das leveduras.

Os resultados obtidos revelaram-se bastante promissores, confirmando os efeitos
antimicrobianos anteriormente reportados em leveduras e bactérias e sugerindo que
estas plantas podem ser uma fonte de produtos naturais para o controlo de fungos
filamentosos e leveduras de contaminacdo alimentar. No entanto, é imprescindivel
identificar os compostos responsaveis por essa actividade e a sua toxicidade antes de

qualquer aplicacao.

Palavras-chave: Fungos filamentosos; Leveduras; Resisténcia; Produtos naturais;

Plumbagina; Extractos vegetais; Halo de inibi¢do; MIC.




ABSTRACT

This work was performed to test in vitro the antifungal properties of several
extracts from Drosophyllum lusitanicum Link. and Drosera intermedia Hayne. The
antifungal activity was evaluated against various species of filamentous fungi
(Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus parasiticus e
Penicillium expansum) and spoilage yeasts (Debaryomyces hansenii, Pichia
membranaefaciens, Saccharomyces cerevisiae e Zygosaccharomyces bailii), by the disc
diffusion method and the determination of minimum inhibitory concentrations (MIC).

The extracts of both plant species showed relevant antifungal properties. However,
D. lusitanicum extracts showed a higher inhibitory effect compared to D. intermedia
extracts.

The most effective extracts were the hexane extracts, to which all the
microorganisms were susceptible with remarkable inhibition zones and minimum
inhibitory concentrations. The D. lusitanicum methanol extract also showed good
inhibitory activity in all microorganims. In the case of D. intermedia methanol extract
all yeasts and the filamentous fungi A. niger MUM 03.43, P. expansum MUM 02.03
and A. fumigatus strains showed growth inhibition. The aqueous extracts, despite having
the lowest antifungal potential, also showed a relevant inhibitory activity, particularly in
the case of yeasts.

The results obtained are very promising, confirming the antimicrobial effects
previously reported in yeast and bacteria and suggesting that these plants may be a
source of natural products to be used in the control of filamentous fungi and spoilage
yeasts. Nevertheless, it is still necessary to identify the compounds responsible for this

activity and their toxicity, before any application.

Key-words: Filamentous fungi; Yeasts; Resistance; Natural products; Plumbagin;
Plant extracts; Inhibition zone; MIC.
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Introducgéo

1. INTRODUCAO

1.1. Fungos

Os fungos séo organismos eucariotas e heterotroficos incluidos no Dominio
Eucarya, no Reino Fungi (Deacon, 2006). A sua parede celular é constituida por
glicoproteinas e polissacaridos, principalmente glucano e quitina (Bowman & Free,
2006).

No Reino Fungi (Mycota) estdo incluidas as seguintes divisdes: Chytridiomycota
Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota, estando os fungos mais
associados a problemas alimentares contidos na divisdo Ascomycota (Deacon, 2006).
Existem ainda os fungos mitospdricos, anteriormente denominados Deuteromicetes, em
relacdo aos quais ndo é conhecida a reproducdo sexuada (Deacon, 2006). Os fungos
podem ser multicelulares e produzir estruturas filamentosas microscépicas sendo
designados de fungos filamentosos e podem ser fungos unicelulares, como as leveduras.

Este tipo de microrganismos estd adaptado a viver numa larga variedade de
ambientes e nichos ecoldgicos constituindo um grupo microbiano muito diverso
(Sullivan et al., 2005). A sua relacdo com a espécie humana é bastante variada podendo
desempenhar diversos papéis, como por exemplo (Deacon, 2006):

= causar doengas nas culturas, originando consideraveis perdas econémicas;

= decompor e reciclar matéria organica;

= produzir metabolitos toxicos em alimentos humanos e animais;

= originar doencas flngicas, ou até morte, em individuos
imunocomprometidos;

= desempenhar grande actividade bioquimica, produzindo, por exemplo,
antibidticos, esteroides, ciclosporinas e enzimas alimentares;

= auxiliar no processamento alimentar de pdo, produtos lacteos e bebidas
alcodlicas;

= ser consumidos directamente na alimentagdo, como os cogumelos e 0 queijo;

= ser agentes de controlo bioldgico contra pragas e outros fungos patogénicos
de plantas.

Os fungos constituiram a microbiota alvo deste estudo, nomeadamente os fungos

filamentosos e as leveduras.
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1.1.1. Fungos nos alimentos

Os alimentos apresentam ndo s6 um valor nutricional importante para quem 0s
consome como também constituem um meio de cultura ideal para o desenvolvimento
microbiano. Dependendo do microrganismo e do alimento, a multiplicagdo microbiana
pode resultar na conservagdo ou contaminagdo alimentar (Novais, 1998). Por exemplo,
as leveduras presentes nos alimentos podem ser consideradas contaminantes
indesejaveis ou desempenhar uma funcdo benéfica, como nos casos em que 0S
metabolitos secundarios produzidos contribuem para os sabores e aromas do produto
final (Loureiro & Querol, 1999; Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003). A actividade
microbiana das leveduras pode ser aproveitada e utilizada na producdo de alimentos,
como queijos, pdo ou bebidas alcodlicas.

Os microrganismos contaminantes dos alimentos variam geralmente entre fungos e
bactérias, ou assumem-se como uma mistura de ambos. A existéncia de certos
nutrientes e pardmetros fisico-quimicos no alimento influéncia a competicdo entre
fungos e bactérias, de modo que os melhor adaptados as condi¢des de cada alimento
prevalecerdo. Os fungos tornam-se contaminantes dominantes quando a competicdo das
bactérias diminui, o que ocorre, em geral, quando os valores de actividade da agua (aw),
do pH e da temperatura sdo baixos, quando existem elevadas concentracdes de agucares
e etanol e quando os acidos fracos sdo utilizados como conservantes (Novais, 1998;
Robinson et al., 2000; Raybaudi-Massilia et al., 2009). Contudo, os fungos filamentosos
predominam em meios solidos e a superficie de liquidos, devido ao facto de serem, em
geral, aerdbios obrigatorios. As leveduras dispersam-se mais rapidamente em meios
liguidos devido a sua natureza somatica unicelular e por serem, predominantemente,
aerobias facultativas (Deacon, 2006).

A contaminacg&o alimentar causada por leveduras consiste em alteragdes visiveis ou
detectaveis das propriedades fisicas, quimicas ou sensoriais dos alimentos, como
consequéncia da sua actividade. Entre as principais alteracdes alimentares que podem
ocorrer, como consequéncia de uma contaminacdo por leveduras, destacam-se o
crescimento a superficie do alimento, a alteracdo de cor, a producdo de gases, a
existéncia de turvacdo, a formacgédo de precipitados e as alteracGes de sabor e textura
(Loureiro & Querol, 1999).

A contaminacdo dos alimentos por fungos filamentosos é também bastante

problematica dado que algumas espécies sdo micotoxicogénicas ou seja produzem
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Introducgéo

metabolitos secundarios toxicos, designados por micotoxinas, substancias altamente
toxicas e cancerigenas (Aljicevic et al.,, 2008). O consumo directo de produtos
contaminados e/ou o consumo de produtos animais contaminados residualmente, como
carnes, leite e derivados, constitui uma entrada inevitavel das micotoxinas na cadeia
alimentar (Aljicevic et al.,, 2008). As doengas causadas pelas micotoxinas s&o
designadas por micotoxicoses (Aljicevic et al., 2008). A toxicidade causada pelas
micotoxinas nao é igual entre todas as produzidas pelos fungos (Aljicevic et al., 2008),
no entanto, a ingestdo de qualquer micotoxina pode provocar toxicidade aguda ou
cronica, e ter efeitos mutagénicos ou teratogénicos (Pitt, 2000). A intensidade da
toxicidade é essencialmente devida a dose ingerida e ao tempo de exposi¢do a
micotoxina. A toxicidade aguda surge como consequéncia da exposicdo a altas
quantidades de toxinas e pode levar a deterioracao das funcGes renais ou hepaticas e, em
casos extremos, provocar a morte (Pitt, 2000). No caso da toxicidade crénica, os efeitos
toxicos sdo provocados pela exposicdo prolongada a baixas concentraces de toxinas,
podendo induzir a formacéo de cancros e tumores (Pitt, 2000).

O estilo de vida dos dias de hoje faz com que os consumidores apresentem uma
atitude cada vez mais critica em relacdo aquilo que consomem (Loureiro & Querol,
1999). Os microrganismos presentes nos alimentos tém uma grande relevancia, ndo s6
pela patogenecidade de algumas espécies, como também pelas alteracdes indesejaveis
gue provocam, tornando os produtos inaceitaveis para o consumo humano.

De uma forma geral, a contaminacgdo dos produtos destinados a alimentacdo tem-se
tornado um problema sério na industria alimentar, pois a escala em que os alimentos sdo
produzidos, a existéncia de uma contaminacéo representa perdas econdémicas acrescidas,
especialmente se as matérias-primas assumem um custo consideravel na producédo
(Loureiro & Querol, 1999; Loureiro, 2000). A proliferagdo de um microrganismo num
alimento depende ndo s6 da qualidade microbiologica das matérias-primas e dos
procedimentos seguidos durante o processamento de um produto, como tambem das
condigdes ambientais em que os produtos frescos ou processados sdo armazenados
(Loureiro, 2000). Uma situacdo bastante comum de condi¢Ges probleméaticas de
armazenamento € a que acontece com 0S cereais, que muitas vezes sdo mantidos em
ambientes hdmidos, permitindo o rapido desenvolvimento de fungos filamentosos e
consequentemente o aparecimento de metabolitos secundarios toxicos resultantes da sua
actividade (Novais, 1998; Magan & Aldred, 2007).
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1.1.2. Fungos patogénicos

Os fungos podem causar uma serie de doencas infecciosas, classificadas como
oportunistas, superficiais ou disseminadas. As infeccGes oportunistas atingem
exclusivamente individuos com sistemas imunitarios debilitados. Nos casos de
infecgBes superficiais os microrganismos estdo confinados as camadas exteriores dos
epitélios e quando penetram essa barreira, entrando na corrente sanguinea e
disseminando por todo o corpo, sdo consideradas infeccdes disseminadas ou sistémicas
(Sullivan et al., 2005).

Algumas das infec¢fes humanas mais comuns, superficiais e relativamente indcuas,
estdo associadas a fungos, como o caso das aftas ou do pé de atleta (Sullivan et al.,
2005). No entanto, as cerca de 200 espécies fungicas consideradas patogénicas humanas
(Deacon, 2006), podem também causar doencas muito mais devastadoras, como as
aspergiloses invasivas ou as candidiases sistémicas, ambas com elevadas taxas de
mortalidade associadas (Sullivan et al., 2005).

Apesar de 0s humanos possuirem um nivel elevado de imunidade inata em relagéo
aos fungos, com excepcdo dos causadores de infeccdes na pele, unhas e cabelo, a
situacdo sofre uma consideravel alteracdo quando os alvos sdo individuos com sistemas
imunitarios muito debilitados, como os encontrados em ambientes hospitalares (Deacon,
2006). Os sistemas imunitarios diminuidos, caracteristicos de pacientes infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana — HIV — (Sangamwar et al., 2008; Geweely, 2009;
Karkowska-Kuleta et al., 2009), pacientes com leucopenia (Karkowska-Kuleta et al.,
2009), pacientes transplantados ou sujeitos a terapias anticancerigenas (Geweely, 2009;
Karkowska-Kuleta et al., 2009) pertencem aos principais grupos atingidos por doencas
fangicas, dificeis de ocorrer em pessoas saudaveis.

Certas espécies de fungos sdo comensais, ou seja, ocorrem naturalmente na
microbiota humana (Sullivan et al., 2005). Geralmente estes fungos nao causam
nenhum dano, no entanto, em certas condi¢des, como as referidas anteriormente, podem
despoletar efeitos sintomaticos ou tornarem-se invasores. Algumas leveduras do género
Candida, por exemplo, estdo associadas ao comensalismo humano, ocorrendo
naturalmente nas suas mucosas, mas ainda assim, sdo precursoras de doencas
designadas por candidiases (Sullivan et al., 2005; Deacon, 2006).

Os fungos filamentosos sdo considerados agentes patdgenos humanos e uma das

razOes para que sejam caracterizados como microrganismos oportunistas, é o facto de
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muitos conseguirem crescer a 37°C e possuirem esporos tdo pequenos, que sdo capazes
de penetrar nos pulmdes e chegar aos alvéolos (Deacon, 2006). As espécies pertencentes
ao género Aspergillus sdo consideradas as mais significativas na origem de fungémias,
designadas por aspergiloses, e que incluem os aspergilomas, as aspergiloses invasivas
ou as aspergiloses broncopulmunares alérgicas (Sullivan et al., 2005). Os aspergilomas
formam-se, sobretudo em individuos com poucas defesas, quando um esporo atinge 0s
pulmdes e germina formando colonias densas no tecido pulmunar (Deacon, 2006). As
aspergiloses invasivas sdo as mais relevantes formas de aspergilose em sistemas
imunitarios severamente comprometidos. Aparecem como consequéncia de deteccBes
tardias de colonizagdo pulmonar, com a consequente proliferacdo das mesmas, as vezes
até no sistema circulatorio, podendo chegar aos diversos 6rgaos do corpo e causando a
morte. As aspergiloses broncopulmunares alérgicas surgem como um mecanismo
alérgico aos produtos téxicos produzidos por células de microrganismos do género
Aspergillus, colonizadoras do tracto respiratério superior de individuos com problemas
respiratorios (Sullivan et al., 2005).

Tem também sido referido que as micotoxinas produzidas por alguns dos fungos
filamentosos, além de exercerem um efeito nocivo por ingestdo de alimentos
contaminados, também o podem exercer por inalagdo, contribuindo para um problema
relativamente recente e designado por “sick building syndrome” (Sullivan et al., 2005).
Este termo tem sido utilizado para descrever as doencas ou indisposi¢cfes que 0S
ocupantes de determinados edificios experimentam e que parecem estar ligadas ao
periodo de permanéncia nesse edificio (Terr, 2009). Os sintomas ndo sdo especificos e
em geral incluem fadiga, pequenos problemas respiratérios, dores de cabeca, ansiedade,
perturbacdes no sono e dificuldades de concentracdo (Sullivan et al., 2005; Terr, 2009).
A maioria das construcdes fornece nichos adequados para o crescimento de certos
fungos filamentosos, acarretando consigo a producdo de micotoxinas. Entre algumas
causas que podem contribuir para este acontecimento séo de mencionar a ma qualidade
do ar e ventilacdo, as contamina¢fes microbianas e até as limpezas constantes com
produtos quimicos, que representam um foco de resisténcias para 0S microrganismos
(Sullivan et al., 2005).
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1.2. Caracterizacdo dos microrganismos em estudo

1.2.1. Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
parasiticus, Aspergillus niger e Penicillium expansum fazem parte do conjunto de
microrganismos utilizados no presente trabalho. Estas espécies foram cedidas pela
Micoteca da Universidade do Minho como sendo produtoras de micotoxinas. Na Tabela
1 estdo resumidos os principais alimentos onde os referidos fungos podem causar
problemas e algumas das micotoxinas produzidas.
Para além da producdo de micotoxinas, alguns dos fungos filamentosos estudados
tém revelado uma série de caracteristicas e particularidades que os tornam interessantes
industrialmente e outras que reforcam a sua perigosidade em termos de salde publica,
nomeadamente:
= A fumigatus, apesar de habitualmente crescer no solo, é um fungo oportunista
que se pode tornar num fungo invasivo em procedimentos cirdrgicos, podendo
provocar aspergiloses invasivas nos pacientes com taxas de mortalidade
associadas entre 0s 30% e 90% (Deacon, 2006; Osherov & Romano, 2007);

= A flavus é a segunda causa mais comum, depois de A. fumigatus, de aspergiloses
invasivas ou ndo invasivas (Hedayati et al., 2007 citado por Fedorova et al.,
2009) estando também muito relacionado com infecgfes nos olhos (Hedayati et
al., 2007 citado por Bennett, 2009) e infec¢bes pulmunares sistémicas (Larone,
2004);

= A. niger esta associado a infeccdes dos ouvidos (Bennett, 2009) e provoca o
aparecimento de aspergilomas (Larone, 2004); produz também alguns
metabolitos primarios com interesse industrial, como o &cido citrico e também
algumas enzimas, como a galactosidase (Bennett, 2009);

= P. expansum é um dos fungos mais comuns de contaminacdo de frutos
(Andersen et al., 2004).
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Tabela 1. Principais alimentos alvo de contaminacfes pelas espécies de fungos filamentosos
estudadas e micotoxinas por eles produzidas®.

Fungo . . . . .
. 9 Tipos de alimentos alvo Micotoxina produzida

filamentoso

A. flavus Milho; cevada; nozes; especiarias; Aflatoxina B1 e B2; aflatrem; aflavinas;
presunto curado; carnes curadas; &cidos aspergilicos; &cido ciclopiazénico;
carnes secas; mariscos secos; peixe  acido kojico; &cidos neoaspergilicos; acido
seco salgado; peixe seco fumado; B-nitropropidnico; paspalininas
oleaginosas; algodéo

A. fumigatus  Cevada; arroz; especiarias; Fumigaclavinas; fumagilina; fumigatina;

presunto curado; carnes curadas;
peixe seco salgado

fumitoxinas; fumitremorginas; gliotoxina;
acido kojico; spinulosina; triptoquivalinas;
verruculogeno

A. parasiticus

Nozes; carnes secas; oleaginosas

Aflatoxina B1, B2, G1 e G2; aflavinina;
acidos aspergilicos; acido kojico; acidos
neoaspergilicos

A. niger

Milho; trigo; cevada; nozes;
especiarias; frutos secos; presunto
curado; carnes curadas; mariscos
secos; peixe seco salgado; peixe
seco fumado; cebolas; tomates

Malforminas; nigragilina

P. expansum

Macas; péras; uvas; mangas;
tomates; abacates; sumos de frutos;
cerejas; ameixas

Citrinina; patulina; &cido ciclopiazonico;
aflatrem; ocratoxina A; roquefortina C

# De acordo com Larsen (1998), Pitt (2000), Robinson et al. (2000), Andersen et al. (2004) Abnet
(2007) e Aljicevic et al. (2008).
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1.2.2. Leveduras

Pichia

membranaefaciens, Saccharomyces cerevisiae e Zygosaccharomyces bailii foram parte

As leveduras de alteracdo alimentar Debaryomyces hansenii,

dos microrganismos estudados ao longo deste trabalho. A Tabela 2 resume os principais

alimentos alvos de altera¢cdes/degradacdes devidas a actividade das referidas leveduras.

Tabela 2. Principais alimentos contaminados pelas leveduras em estudo e efeitos gerais da sua

actividade®.

Levedura

Tipo de alimentos alvo

Principais efeitos

D. hansenii

Carnes curadas, fermentadas e
picadas; produtos de charcutaria;
iogurtes; queijos; salmouras de
vegetais; saladas a base de
maionese; molhos de peixe e
marisco

Formac&o de peliculas e/ou
filmes; aparecimento de
crescimentos a superficie;
producdo de sabores e
cheiros desagradaveis

P. membranaefaciens

Salmouras de azeitonas; vinhos;
cerveja;  ketchup;  maionese;
queijos; sumos de frutos

Formacdo de peliculas e/ou
filmes; aparecimento de
crescimentos a superficie;
producdo de sabores e
cheiros desagradaveis

S. cerevisiae Produtos transformados a base de Aparecimento de turvagdes e
frutos; bebidas  alcodlicas; sedimentos;  alteracdo  de
salmouras de vegetais aromas e sabores; ocorréncia

de fermentacgdes indesejaveis

Z. hailii Pickles;  maionese;  molhos Producdo de gases e
acidos;  ketchup; sumos e rebentamento de

refrigerantes; concentrados de
maca e uva; bebidas alcoodlicas

embalagens; ocorréncia de
fermentacOes indesejaveis

% De acordo com Loureiro & Querol (1999), Loureiro (2000), Robinson et al. (2000) e Loureiro
& Malfeito-Ferreira (2003).
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As leveduras testadas, para além de contaminarem uma grande variedade de
alimentos e bebidas, possuem caracteristicas fisiologicas muito particulares que tornam
0 seu controlo, enquanto microrganismos contaminantes/deterioradores alimentares,
muito importante e justificam a sua inclusdo na microbiota alvo deste estudo. Podem
assim destacar-se algumas particularidades:
= D. hansenii é uma levedura que possui elevada tolerancia a altas concentragdes
de NaCl (Almagro et al., 2000);

= P. membranaefaciens é resistente a benzoatos (Davidson & Harrison, 2002);

= S, cerevisiae possui uma relativa tolerancia a acidos organicos fracos (Quintas et
al., 2005) e é resistente ao etanol (Quintas et al., 2000);

= Z. bailii é muito tolerante a &cidos organicos fracos (Mollapour & Piper, 2001
citado por Smits & Brul, 2005) e ao etanol (Quintas et al., 2000); esta levedura
possui ainda uma elevada capacidade fermentativa podendo as suas células, em
repouso, produzir didxido de carbono (Leyva et al., 1999).

1.3. Resisténcia a antibioticos e a conservantes alimentares

Actualmente, o aparecimento de microrganismos patogénicos multirresistentes,
essencialmente devido ao uso indiscriminado de antibidticos, tem sido relatado em todo
0 mundo e tem-se tornado num alarmante problema de saude publica (Davis, 1994;
Ahmad & Beg, 2001).

Nas ultimas décadas o problema das doencas flngicas nosocomiais severas tornou-
se preocupante, especialmente em pacientes imunocomprometidos (Malani &
Kauffman, 2007; Sangamwar et al., 2008; Geweely, 2009; Karkowska-Kuleta et al.,
2009). Karkowska-Kuleta et al. (2009) sugerem que o desenvolvimento nas areas da
medicina, cirurgia e transplantacdo dos ultimos trinta anos tem causado um aumento
draméatico do namero de individuos imunodeprimidos, que sdo mais susceptiveis a
doencas fungicas. O uso profilatico de terapias antifingicas é também uma das causas
mais frequentes de resisténcia a antifungicos. Em muitos casos, a mortalidade entre os
pacientes infectados é elevada, mesmo apds tratamento antifangico intensivo, devido ao
nivel da imunodeficiéncia, ao diagndstico tardio ou a resisténcias ao tratamento
(Karkowska-Kuleta et al., 2009).
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No presente cendrio de emergéncia de multiplas resisténcias aos farmacos
utilizados no controlo de microrganismos patogénicos humanos, torna-se necessaria e
muito importante, a descoberta de novas substancias antimicrobianas a partir de outras
fontes, incluindo as plantas (Ahmad & Beg, 2001). Além disso, os compostos extraidos
de plantas podem inibir o crescimento microbiano por mecanismos diferentes dos
conhecidos actualmente, apresentando valores clinicos significativos e constituindo uma
alternativa socio-econdmica benéfica (McGaw et al., 2008; Barbour et al., 2004).

A conservacgdo dos alimentos constitui igualmente um problema bastante relevante
dado que a seguranca alimentar é uma questdo de saude publica cada vez mais
importante (Burt, 2004).

De entre as varias técnicas de preservacdo alimentar existentes (reducdo da
actividade da &gua — aw, embalamento a vacuo, pasteurizacdo, adicdo de conservantes,
entre outras) uma das formas mais utilizadas diz respeito ao uso de conservantes
quimicos, de que sdo exemplos os &cidos organicos fracos, como os acidos benzéico,
sorbico e propionico (Gould, 1995). Os acidos organicos fracos funcionam como
agentes antimicrobianos alimentares e sao utilizados devido a sua capacidade para inibir
a presenca de microrganismos contaminantes e assim prolongar o tempo de vida do
alimento e a sua qualidade. No entanto, a evidéncia de que 0s microrganismos podem
adquirir diversos niveis de resisténcia ou tolerancia a condi¢6es de stress, reveste-se de
alguma preocupacdo. Esta situacdo confere aos microrganismos patogénicos presentes
nos alimentos um certo nivel de protec¢cdo em relacdo aos agentes antimicrobianos e aos
processos de preservacdo (Davidson & Harrison, 2002).

Considera-se que algumas das leveduras de maior perigosidade em termos de
contaminacdo alimentar sdo muito resistentes/tolerantes a conservantes e ao stress
osmético. E o caso de Zygosaccharomyces bailii, uma das leveduras mais resistentes
aos acidos fracos utilizados na industria (Quintas et al., 2000; Piper et al., 2001;
Rodrigues et al., 2001; Davidson & Harrison, 2002).

Pelo exposto, a identificacdo de novas substéncias, sobretudo de origem natural,
gue possam ser utilizadas como conservantes na industria alimentar e que possibilitem o
contorno deste problema, torna-se importante e necessaria. Além disso, 0s
consumidores tém demonstrado um interesse crescente em alimentos de elevada
qualidade, minimamente processados e isentos de conservantes, com garantias em
termos de seguranca e vasto tempo de vida (Brul & Coote, 1999; Fitzgerald et al.,
2003).
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1.4. Produtos naturais e a descoberta de farmacos

A historia do desenvolvimento de novos farmacos tem o seu fundamento
firmemente assente no estudo de remeédios naturais utilizados no tratamento de doencas
ao longo dos séculos (Rishton, 2008). Segundo Samuelsson (2004) e Balunas &
Kinghorm (2005), durante milhares de anos as plantas terdo sido utilizadas com fins
terapéuticos, assumindo inicialmente a forma de tinturas, chés, cataplasmas, pés e
outras formulacdes de ervas. Este facto tem sido a forca impulsionadora para a procura
de novos compostos anti-infecciosos em investigacbes no campo da etnofarmacologia
(Rios & Recio, 2005).

As plantas possuem uma vasta capacidade biossintética, o que faz delas uma
valiosa fonte de compostos terapéuticos (Schmidt et al., 2008). Nas Ultimas décadas,
aproximadamente um quarto das drogas utilizadas a nivel mundial, sdo produtos
naturais ou seus derivados (Balunas & Kinghorm, 2005). Os produtos naturais sdo ainda
importantes porque funcionam como modelos para a sintese de novos compostos
(Newman et al., 2000). De facto, as estruturas quimicas derivadas das plantas ndo so6
podem ser utilizadas directamente, como podem servir de molde a sintese quimica de
produtos analogos. No entanto, a natureza apresenta uma larga vantagem sobre a
quimica de sintese, essencialmente devido a diversidade estrutural das misturas de
produtos naturais, que se reflecte num elevado custo por processamento de amostra e
dificuldade no isolamento e caracterizacdo de compostos activos (Lee & Schneider,
2001; Feher & Schmidt, 2003; Koehn & Carter, 2005; Schmidt et al., 2008). De acordo
com Schmidt et al. (2008) as plantas serdo por muito tempo uma fonte terapéutica para
além da capacidade actual da quimica sintética, dado o vasto nimero de produtos

naturais e a complexidade dos metabolitos secundarios produzidos por elas.

1.5. Caracterizacao das plantas em estudo

1.5.1. Drosophyllum lusitanicum

Drosophyllum lusitanicum (L.) Link (Figura 1) é uma planta carnivora que cresce
ao longo da costa de Portugal, sul de Espanha e norte de Marrocos (Adlassing et al.,
2006; Garrido et al., 2003). Ao contrario da maioria das plantas carnivoras, esta planta
tem preferéncia por habitats secos e aridos (Adlassing et al., 2006), sendo mesmo
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referida como a Unica existente no hemisfério norte, adaptada ao crescimento neste tipo
de habitats (Garrido et al., 2003). As suas caracteristicas unicas tém enfatizado a
distingdo filogenética desta espécie, sugerindo a criacdo de uma familia monoespecifica,
a familia Drosophyllaceae (Garrido et al., 2003). Os habitats preferenciais de D.
lusitanicum sdo encostas ensolaradas, com vegetacdo pouco cerrada, onde 0s substratos
sdo derivados de areias ou arenito, acidos, ricos em grandes particulas minerais e pobres
em nutrientes (Muller & Deil, 2001; Correia & Freitas, 2002; Adlassing et al., 2006).

D. lusitanicum tem sido considerada uma planta medicinal (Nahalka et al., 1996a),
desde que foram reconhecidas as suas propriedades terapéuticas. As folhas desta planta
contém flavonoides, compostos fenolicos e grandes quantidades de plumbagina
(Nahalka et al., 1996b; Budzianowski et al., 2002; Goncalves et al., 2009a). A
plumbagina, também conhecida como 5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona, é uma
naftoquinona natural que apresenta um vasto leque de actividades farmacéuticas
(Nahalka et al., 1996b) e que tem recebido grande atencdo devido as suas propriedades
antimalaricas (Likhitwitayawuid et al., 1998), antimicrobianas (Didry et al., 1994),
anticancerigenas e anticarcinogénicas (Parimala & Sachdanandam, 1993),
antimutagénicas (Hakura et al., 1994), antiarteroesclerdticas e hipolipidémicas (Sharma
et al., 1991) devido aos seus efeitos cardioténicos (Itoigawa et al., 1991) e por
manifestar actividade contra infecgdes devidas ao virus da imunodeficiéncia humana
HIV-I (Min et al., 2002). Estudos recentes de Gongalves et al. (2009b) revelaram que o
extracto hexanico desta espécie contém maioritariamente plumbagina e que a sua
utilizacdo como agente antimicrobiano manifestou boas actividades em bactérias e

leveduras.

Figura 1. Drosophyllum lusitanicum [A — planta no campo; B — planta na fase de floragéo; C —
folha com uma presa capturada].
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1.5.2. Drosera intermedia

O género Drosera, pertencente a familia Droseraceae, consiste num vasto grupo de
plantas carnivoras, compreendendo cerca de 152 espécies espalhadas por varias partes
do Mundo (Juniper et al., 1989 citado por Marczak et al., 2005), ainda que o maior
nimero de populagdes se encontre na Australia (Marczak et al., 2005). As plantas deste
género sdo perenes, habitam solos pobres em nutrientes e crescem quase exclusivamente
em locais pantanosos (Thum, 1986).

As plantas do género Drosera tem sido atribuido um valor medicinal significativo
(Kawiak et al., 2003). Os seus extractos contém metabolitos secundérios,
principalmente naftoquinonas e flavondides (Marczak et al, 2005), e sdo usados como
agentes antiespasmaédicos, no tratamento de doencas do tracto respiratdrio
(Budzianowski, 1996), e farmacos anticancerigenos (Parimala & Sachdanandam, 1993).
As plantas do género Drosera sdo utilizadas na formulagdo de um farmaco, usado no
tratamento de infecgbes do tracto respiratorio, como a tosse seca, a tosse convulsa, a
asma e a bronquite, desde o século XVII e designado por Droserae Herba (Melzig et al.,
2001; Paper et al., 2005).

Uma das plantas pertencente ao género Drosera € Drosera intermedia Hayne
(Figura 2), também conhecida por “orvalhinha” (Cunha et al., 2003), uma planta
protegida por lei por ser uma espécie em vias de extincdo (Melzig et al., 2001;
Grevenstuk et al., 2009a). Em Portugal pode ser encontrada no Estuario do Sado, um

habitat de caracteristicas pantanosas adequado as plantas do seu género.

Figura 2. Drosera intermedia [A — habitat natural no Estuério do Sado; B — planta no campo; C
— folha com uma presa].
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Investigacdes recentes relativas a utilizagdo de extractos hexanicos, metandlicos e
aquosos de D. intermedia com fins antimicrobianos, foram desenvolvidas por
Grevenstuk et al. (2009a) evidenciando boas actividades quando testados em algumas

bactérias e leveduras.

1.6. Objectivos

As espécies vegetais estudadas neste trabalho tém demonstrado propriedades
medicinais que tém motivado a sua utilizacdo na medicina popular. As investigacoes
existentes parecem relacionar as suas actividades terapéuticas com metabolitos
secundarios detentores de largo espectro bioldgico. Apesar de diversas actividades
terapéuticas ja terem sido descritas, e Gongalves et al. (2009b) e Grevenstuk et al.
(2009a) terem j& demonstrado o seu potencial inibitorio para algumas bactérias e
leveduras patogénicas humanas, nao ha informacOes acerca das suas propriedades
antimicrobianas em relacdo a fungos filamentosos e leveduras de alteracdo alimentar.
Assim, o objectivo geral do presente trabalho foi o de avaliar a actividade antifingica de
extractos de D. lusitanicum e D. intermedia, obtidos por diferentes técnicas de extraccao
e utilizando diferentes solventes, em fungos filamentosos e leveduras de alteracdo
alimentar, recorrendo ao método de difusdo em agar e a determinacédo das concentracdes

minimas inibitorias.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal

O material vegetal (folhas) de Drosophyllum lusitanicum foi recolhido numa
populacéo localizada na Serra de Monchique (Algarve) em Outubro de 2008.

No caso da espécie Drosera intermedia utilizou-se como material vegetal culturas
crescidas in vitro durante 10 semanas em meio ¥4MS (Murashige & Skoog, 1962) de

acordo com o descrito por Grevenstuk et al. (2009b) (Figura 3).

Figura 3. Culturas in vitro de Drosera intermedia [A — aspecto de rebentos crescidos in vitro; B
— pormenor das culturas utilizadas para extraccao].

2.2. Preparacao de extractos

2.2.1. Extraccao com solventes organicos

Na preparacdo dos extractos metandlicos e hexanicos de D. lusitanicum recorreu-se
a extraccdo Soxhlet (Figura 4). O material vegetal fresco (10 g) foi introduzido no
cartucho de extraccdo e fechado com algod&o para prevenir perdas durante o processo.
A extraccéo foi efectuada com 200 mL de metanol ou hexano, durante 5 h.

Os extractos metandlicos e hexanicos de D. intermedia foram preparados por
maceracdo dinamica. O material vegetal foi moido com azoto liquido num almofariz e
100 ou 200 g do preparado foram sujeitas a extracgéo, respectivamente com 200 mL de

metanol ou hexano, durante 24 h com agitacdo. ApoOs decantacdo do solvente, a
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extraccdo foi repetida de modo a obter 400 mL de solugdo de extracto que foi
seguidamente filtrado.

Finalizadas todas as extraccGes, removeram-se 0s solventes num evaporador
rotativo de vacuo a operar a 50°C e ressuspenderam-se os residuos solidos obtidos, no
mesmo solvente utilizado na extracgdo, numa concentragédo de 50 mg/mL e guardaram-
se a -20°C.

Figura 4. Extracgdo Soxhlet [A — montagem para extraccdo Soxhlet; B — aspecto de um
extracto hexanico; C — aspecto de um extracto metandlico].

2.2.2. Extraccao aquosa

O material vegetal de D. lusitanicum foi seco durante 48 h a 40°C e seguidamente
moido. O extracto foi obtido por extraccdo de 5 g de material vegetal com 100 mL de
agua destilada, durante 24 h com agitacdo e a temperatura ambiente.

O extracto aquoso de D. intermedia foi preparado por maceragdo mecénica. O
material vegetal fresco (100 g) foi moido com azoto liquido num almofariz e
posteriormente sujeito a extraccdo com 200 mL de agua destilada, durante 24 h com
agitacdo e a temperatura ambiente.

As misturas obtidas foram filtradas, liofilizadas e os residuos sélidos resultantes
dissolvidos em &gua destilada numa concentra¢do de 50 mg/mL e conservados a -20°C
até a data da sua utilizacéo.

2.2.3. Purificacdo do extracto hexanico de Drosera intermedia

Parte do extracto hexanico de D. intermedia foi purificado recorrendo a uma coluna
de extrac¢do em fase sélida (SPE). Para tal a coluna de SPE (SUPELCLEAN™ LC-18
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Packing; 60 mL; 10 g) foi activada com 100 mL de metanol, lavada com 100 mL de
acetonitrilo e equilibrada com 100 mL de solucdo aquosa de acetonitrilo a 50% (v/v).
Foram preparados 5,2 mL de uma solucdo do extracto bruto a 40 mg/mL em solucao
aquosa de acetonitrilo e seguidamente passados pela coluna. Apos este procedimento,
foram passados pela coluna 100 mL de uma solugdo aquosa 50% de acetonitrilo de
modo a proporcionar a eluicdo da amostra, e recolhido o eluido. O restante extracto
retido na coluna foi eluido com acetonitrilo a 100% e descartado. A coluna foi lavada
sucessivamente com 100 mL de acetonitrilo, 100 mL de triclorometano e 100 mL de
metanol. A solugdo contendo o extracto pretendido foi concentrada por evaporagdo sob

vacuo e liofilizada obtendo-se 86 mg de extracto puro.

2.3. Microrganismos

A maioria dos fungos filamentosos testados foi cedida pela Micoteca da
Universidade do Minho (MUM), nomeadamente, Aspergillus flavus MUM 92.01,
Aspergillus fumigatus MUM 98.02, Aspergillus niger MUM 03.43, Aspergillus
parasiticus MUM 92.02 e Penicillium expansum MUM 02.03 (Figura 5). Foram ainda
estudadas duas estirpes de fungos filamentosos, Aspergillus fumigatus e Aspergillus
niger (Figura 5), isoladas no Laboratorio de Microbiologia do Instituto Superior de

Engenharia, na Universidade do Algarve.

Figura 5. Estirpes de fungos filamentosos estudadas [A — A. flavus MUM 92.01; B — A.
fumigatus MUM 98.02; C — A. niger MUM 03.43; D — P. expansum MUM 02.03; E — A. niger;
F — A. fumigatus; G — A. parasiticus MUM 92.02]..
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Foram testadas as seguintes leveduras: Debaryomyces hansenii PYCC 2968, Pichia
membranaefaciens PYCC 2489, Saccharomyces cerevisiae PYCC 4072 e
Zygosaccharomyces bailii PYCC 4806, gentilmente cedidas pela Coleccdo Portuguesa

de Cultura de Leveduras da Universidade Nova de Lisboa.

2.4. Ensaios de actividade antifungica para fungos filamentosos

A actividade antifungica dos extractos foi determinada pela aplicacdo do método de
difusdo em agar e pela determinacdo das concentracbes minimas inibitorias (MIC - de
acordo com os protocolos do National Committee for Clinical Laboratory Standards)

(NCCLS, 2002). Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

2.4.1. Preparacdo do inéculo

As estirpes de fungos filamentosos foram crescidas durante sete dias a 25°C em
meio Potato Dextrose Agar (PDA — Himedia, india). Prepararam-se suspensdes de
esporos dos fungos filamentosos em solucédo salina (0,85% NaCl p/v + 0,5% Tween 20
v/v) a partir das culturas de sete dias e ajustou-se a sua densidade optica a
aproximadamente 0,1 (530 nm — GENESYS™ 10S Spectrophotometer, model 335906-
02) com solucao salina. Foi determinado o nimero de unidades formadoras de coldnias
das suspensfes de esporos com densidade Optica de aproximadamente 0,1, tendo-se
obtido um valor de 4,2x10°— 1,5x10° UFC/mL.

2.4.2. Método de difusdo em agar

As suspensdes de esporos foram inoculadas, com o auxilio de uma zaragatoa estéril,
em placas de Petri com cerca de 20 mL de meio PDA. Apos inoculagdo colocaram-se
discos de 6 mm no centro de cada placa e impregnaram-se com 20 pL de extracto
vegetal (1 mg/disco) previamente preparado (extractos hexanicos, metanolicos e
aquosos). Como antifungicos de referéncia usaram-se a nistatina (discos de 10 unidades
— Oxoid, Reino Unido) e o miconazole (discos impregnados com 0,02 mg — Sigma,
Estados Unidos da América) cujos discos foram igualmente colocados no centro de

placas de Petri previamente inoculadas com as suspensdes de esporos.
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Foi ainda testado o efeito inibidor dos solventes de extracgdo impregnando 20 pL
dos solventes de extraccdo em discos de 6 mm, previamente colocados no centro de
placas com meio PDA e inoculadas com as suspensdes de esporos.

As placas de Petri foram incubadas a 25°C durante 5 dias e ap6s o tempo de
incubacéo, observaram-se os halos de inibi¢éo do crescimento microbiano e mediram-se

0s seus diametros em milimetros (mm).

2.4.3. Determinacdo das concentrac¢des minimas inibitorias (MIC)

Para a determinacdo das concentracfes minimas inibitorias ou seja, a menor
concentracdo de extracto vegetal capaz de provocar inibicdo do crescimento do
microrganismo, utilizou-se o meio Potato Dextrose Broth (PDB — Himedia, india).

Prepararam-se solu¢fes dos extractos aquosos, metandlicos e hexanicos e do
antifangico de referéncia (miconazole) em meio PDB de modo a obter concentracdes
entre 8000-15,62 pg/mL, para 0s extractos aquosos, 2000-3,9 pg/mL, para os extractos
metandlicos, 500-0,98 pg/mL, para os extractos hexanicos e 40-0,08 pg/mL para o
miconazole. Distribuiram-se 100 pL dessas diluices nos pocos de microplacas
(microplacas de 96 pocos, NUNC, Estados Unidos da América). Diluiram-se as
suspensdes de esporos dos fungos filamentosos com densidade Optica de
aproximadamente 0,1, numa proporcéo de 1:50 (4,2 x 10° — 3,0 x 10 UFC/mL),
igualmente em meio PDB, e adicionaram-se 100 pL em cada pogo da microplaca
preparada anteriormente. Assim obtiveram-se concentraces finais entre 4000-7,81
pug/mL, para os extractos aquosos, 1000-1,95 pg/mL, para os extractos metandlicos,
250-0,49 pg/mL, para os extractos hexanicos e 20-0,04 pg/mL para 0 miconazole.
Foram preparados controlos do crescimento sem inibidor. As microplacas foram
incubadas a 25°C durante 48 a 52 h. Apo0s incubacdo, as concentracBes as quais 0
microrganismo ndo apresentou crescimento foram determinadas pela auséncia de
turbidez e o poco onde se observou a menor concentragdo de extracto a produzir

inibicdo de crescimento foi considerado o detentor da MIC.
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2.5. Ensaios de actividade antifungica para leveduras

A actividade antifingica dos extractos foi determinada de acordo com o0s
protocolos do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 1997,
1999), pela aplicacdo do meétodo de difusdo em agar e pela determinacdo das

concentra¢fes minimas inibitérias (MIC). Os ensaios foram realizados em triplicado.

2.5.1. Preparacao do in6culo

As especies de leveduras cresceram em meio Yeast Malt (YM — Scharlau, Espanha)
durante 48 h a 25°C. A partir de colonias isoladas das culturas com 48 h, preparam-se
suspensdes em solucdo salina (0,85% NaCl p/v). A turbidez da suspensao foi ajustada

ao padrdo de McFarland 0,5 (aproximadamente 10° UFC / mL).

2.5.2. Método de difusdo em agar

As suspensdes de leveduras foram inoculadas, com o auxilio de uma zaragatoa
estéril, em placas de Petri com cerca de 20 mL de meio YM. Apds inoculacdo
colocaram-se discos de 6 mm no centro de cada placa e impregnaram-se com 20 pL de
extracto vegetal (1 mg/disco), previamente preparado (extractos hexanicos, metanélicos
e aquosos e hexanico purificado de D. intermedia). Como antifingicos de referéncia
usaram-se a nistatina (10 unidades/disco — Oxoid, Reino Unido) e o miconazole (0,02
mg/disco — Sigma, Estados Unidos da América) cujos discos foram igualmente
colocados no centro de placas de Petri previamente inoculadas.

De modo a avaliar o efeito inibidor dos solventes utilizados nas extrac¢fes, foram
impregnados 20 pL dos solventes de extraccdo em discos de 6 mm, previamente
colocados no centro de placas com meio YM e inoculadas com as suspensoes.

As placas de Petri foram incubadas a 25°C durante 48 h, observaram-se os halos de

inibicdo do crescimento microbiano e mediram-se os diametros em milimetros (mm).
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2.5.3. Determinacédo das concentracdes minimas inibitérias (MIC)

Para a determinacdo das concentragBes minimas inibitorias, dos extractos em
estudo, em leveduras utilizou-se o0 meio YM liquido (3 g/L de extracto de levedura —
Oxoid, Reino Unido, 3 g/L de extracto de malte — Scharlau, Espanha, 5 g/L de peptona
— Difco, Estados Unidos da Ameérica, 10 g/L de glucose — Merck, Alemanha).

Prepararam-se solu¢fes dos extractos aquosos, metandlicos e hexanicos e do
antifangico de referéncia (miconazole) em meio YM de modo a obter concentracdes
entre 2000-3,9 pug/mL, para os extractos aquosos e metandlicos, 500-0,98 pg/mL, para
o0s extractos hexanicos e 10-0,02 pug/mL para o miconazole. Distribuiram-se 100 pL
dessas diluicdes nos pocos de microplacas (microplacas de 96 pocos). Diluiram-se as
suspensdes de leveduras com turbidez ajustada ao padrdo MacFarland 0,5 numa
proporcdo de 1:10 (aproximadamente 10°> UFC/mL), igualmente em meio YM, e
adicionaram-se 100 pL em cada poco da microplaca anteriormente preparada. Assim
obtiveram-se concentracgdes finais entre 1000-1,95 pg/mL, para os extractos aquosos e
metandlicos, 250-0,49 pg/mL, para os extractos hexanicos e 5-0,01 pg/mL para o
miconazole. Foram preparados controlos do crescimento sem inibidor. Incubaram-se as
microplacas a 25°C durante 48 h. Apo6s incubacdo, e a semelhanca do descrito para 0s
fungos filamentosos, as concentragBes as quais 0 microrganismo nao apresenta
crescimento foram determinadas pela auséncia de turbidez e o poco onde se verifica a
menor concentracdo de extracto a produzir inibi¢do de crescimento, foi considerado o
detentor da MIC.

2.6. Analise e tratamento estatistico dos resultados

Os resultados obtidos relativamente aos halos de inibicdo foram tratados
estatisticamente através da realizacdo de uma anélise de variancia. Para tal recorreu-se
ao software SPSS para Windows versdo 15 e para valores de F significativos
compararam-se as médias pelo teste de Duncan para P = 0,05 (Duncan’s New Multiple
Range Test). Foi efectuada uma analise comparativa de médias entre extractos vegetais
diferentes, para um mesmo microrganismo, e uma analise comparativa de médias entre

0s varios microrganismos, para um mesmo extracto vegetal.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Actividade antifingica de extractos de Drosophyllum lusitanicum

3.1.1. Fungos filamentosos

Todos os fungos filamentosos em estudo se mostraram sensiveis aos extractos
metanolico e hexanico, evidenciando inibicdo do seu crescimento. Contudo, apenas as
espécies de A. fumigatus se mostraram sensiveis ao extracto aquoso. Tal como esperado,
todos os fungos filamentosos foram sensiveis aos antifungicos de referéncia. Nenhuma
das espécies utilizadas foi inibida pelos solventes de extracgéo.

Os maiores halos de inibicdo do crescimento foram observados para o extracto
hexanico (Tabela 3, P < 0,05). Estes resultados sdo reforcados pelos resultados das
concentragfes minimas inibitérias pois o0 extracto hexanico originou auséncias de
crescimento a concentracdes mais baixas que 0s restantes extractos, tendo variado entre
15,63 pg/mL e 62,50 pg/mL (Tabela 4). Ainda assim, de entre todas as espécies
testadas, A. fumigatus MUM 98.02 e A. fumigatus foram aquelas em que se verificou
uma maior inibi¢do do crescimento (P < 0,05) quando o extracto hexanico foi utilizado
como inibidor (Figura 6A), apresentando halos de inibicdo médios de 48,67 £ 1,76 mm
e 49,00 + 3,51 mm, respectivamente (Tabela 3). Do mesmo modo, A. fumigatus
apresentou a menor concentracdo minima inibitéria (15,63 pg/mL, Tabela 4). Estes
resultados revestem-se de uma grande importancia dado que A. fumigatus é a espécie do
género Aspergillus mais relacionada com doencas em vertebrados (Bennett, 2009).

Os fungos filamentosos que apresentaram uma menor susceptibilidade ao extracto
hexanico foram A. flavus MUM 92.01 (Figura 6D) e P. expansum MUM 02.03 (P <
0,05), sem diferencas significativas nas médias de diametro dos halos de inibicdo (16,67
+ 2,85 mm e 14,00 £ 0,58 mm, respectivamente) (Tabela 3), ainda que os resultados
tenham sido relativamente superiores para A. flavus MUM 92.01.

O extracto que demonstrou a segunda maior eficacia foi o extracto metandlico e por
ultimo, o aquoso. As médias do diametro dos halos de inibi¢cdo do crescimento foram
significativamente superiores para o extracto metandélico, quando comparado com o
extracto aquoso (Tabela 3, P < 0,05), e as concentragdes minimas inibitorias foram

superiores para 0 extracto aquoso, quando comparado com o extracto metandlico
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(Tabela 4). A espécie significativamente mais susceptivel ao extracto metanolico foi
novamente A. fumigatus (P < 0,05), que apresentou valores médios do didmetro dos
halos de inibicdo de 40,67 = 1,33 mm e 38,00 £ 4,04 mm, respectivamente para A.
fumigatus MUM 98.02 e A. fumigatus (Tabela 3) (Figura 6B). Para o referido extracto,
o fungo filamentoso que demonstrou menor sensibilidade foi A. flavus MUM 92.01
(zona de inibicdo média de 10,67 + 0,67 mm, Tabela 3) (Figura 6E), apesar de ndo se
terem verificado diferencas significativas relativamente a A. niger, A parasiticus MUM
92.02 e P. expansum MUM 02.03 (P > 0,05) (Tabela 3).

Os resultados obtidos revelam uma diferenca significativa de actividade
antimicrobiana entre os diferentes extractos de D. lusitanicum. Dado que cada tipo de
extracto tem como base um determinado solvente, os resultados parecem sugerir que
esse mesmo solvente tem implicagdes na natureza dos compostos extraidos e
consequentemente na actividade antifungica. De facto, os solventes utilizados diferem
entre si na polaridade, o que Ihes confere uma afinidade para diferentes compostos. De
acordo com a bibliografia consultada, as propriedades medicinais de D. lusitanicum tém
sido referidas e parecem estar associadas as elevadas quantidades de plumbagina que a
planta acumula (Budzianowski et al., 2002). Estudos anteriores (Grevenstuk et al.,
2008) confirmam que este é efectivamente o composto maioritario dos extractos desta
espécie e que € extraido em maiores quantidades na presenca de solventes menos
polares, como o hexano, em relacdo a solventes mais polares, como o metanol.

As inibicdes fangicas verificadas neste ensaio mostraram-se muito interessantes,
pelo que varias aplicacdes podem ser sugeridas para os extractos de D. lusitanicum. Por
exemplo, tal como fizeram Yang & Clausen (2007) para um outro tipo de
antimicrobianos naturais, os 0leos essenciais, seria interessante avaliar as capacidades
destes extractos vegetais no controlo de fungos contaminantes em madeiras
armazenadas. No seu estudo, os referidos autores referem a problematica do
crescimento de fungos filamentosos, essencialmente devido a humidade, em madeiras
com aplicacOes residenciais e cujo controlo se faz por meio de fungicidas quimicos, por
vezes inapropriados devido a toxicidade que apresentam em termos de salde humana.
Assim alguns produtos naturais extraidos de plantas, eventualmente menos tdxicos,
seriam uma alternativa de controlo. Os autores obtiveram resultados positivos na sua
investigacdo, o que indica que os antifungicos naturais podem constituir uma forma de

contornar este problema.
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Vaérios autores tém também sugerido a utilizagdo de produtos naturais de origem
vegetal no controlo de microrganismos patogénicos de plantas, como os fungos (Jasso
de Rodriguez et al., 2005; Tegegne & Pretorius, 2007; Bajpai et al., 2009). O controlo
de doencas fungicas realiza-se essencialmente recorrendo a fungicidas cuja utilizacéo
pode ser toxica para quem o0s manipula e para os consumidores, além de ter
consequéncias ambientais nefastas (McManus et al., 2002). O facto de os patdgeneos se
tornarem cada vez mais resistentes aos fungicidas de origem sintética e 0S riscos
iminentes da utilizacdo dos mesmos serem bastante evidentes, impulsiona o interesse
em encontrar alternativas mais seguras e com um maior nivel de aceitagdo, como 0s
6leos essenciais e 0s extractos vegetais (Bajpai et al., 2009). Os efeitos dos extractos
vegetais de D. lusitanicum revelaram-se bastante promissores em fungos filamentosos
de contaminacdo alimentar e seria bastante interessante testar a sua capacidade em
fungos comummente relacionados com a patogenecidade de plantas, como Fusarium

oxysporum.
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Figura 6. Halos de inibicdo do crescimento produzidos pelo extracto hexanico (A e D),
metanolico (B e E) e aquoso (C e F) de D. lusitanicum e pela nistatina (G e H) em A. fumigatus
e A. flavus MUM 92.01, respectivamente.
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Tabela 3. Actividade antifingica de extractos de D. lusitanicum em fungos filamentosos, determinada pelo método de difusdo em agar®.

Extracto (1 mg/disco) Antifungico de referéncia
Espécie — -
Hexanico Metandlico Aquoso N_lstatlna . Mlconaque
(10 unidades/disco) (0,02 mg/disco)
A. fumigatus MUM 98.02 48,67 +1,76 a 40,67 +1,33b 8,33+0,88d 16,33+ 1,86¢ 20,00+ 1,00c
A. fumigatus 49,00+ 3,51a 38,00+ 4,04 b 8,33+0,33d 17,00+ 1,53 bc 20,33+0,33b
A. niger MUM 03.43 27,33+ 1,33a 23,67+0,33a - 18,33+ 1,20b 17,00+ 1,00 b
A. niger 24,33+ 2,40a 15,33+2,33b - 15,00+ 2,08 b 11,33+0,33¢
A. parasiticus MUM 92.02 | 23,67+1,33a 11,00+ 1,15b - 20,00+ 0,00 a 21,00+£1,15a
A. flavus MUM 92.01 16,67 +2,85ab 10,67+ 0,67 b - 23,00+ 1,00a 23,00+ 2,00a
P. expansum MUM 02.03 14,00+ 0,58 b 12,33+1,33b - 15,67 +2,33b 26,00+ 1,53a

% Diametro da zona de inibicdo (mm), incluindo o diametro do disco de 6 mm; extracto inactivo (-). Os valores representam a média
* erro padréo de trés repeti¢cGes. Para um mesmo microrganismo, ou seja, numa mesma linha, letras diferentes representam médias
significativamente diferentes, de acordo com o teste de Duncan para P < 0,05 (Duncan’s New Multiple Range Test).
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Tabela 4. Concentragdes minimas inibitorias (ug/mL) dos vérios extractos de D. lusitanicum e
do antifungico de referéncia (miconazole) para fungos filamentosos.

Extractos Antifangico de
Espécie referéncia
Hexanico Metanolico Aquoso (Miconazole)
A. fumigatus MUM 98.02 31,25 125,00 500,00 1,25
A. fumigatus 15,63 125,00 250,00 2,50
A. niger MUM 03.43 31,25 125,00 500,00 1,25
A. niger 62,50 500,00 1000,00 5,00
A. parasiticus MUM 92.02 31,25 125,00 500,00 0,63
A. flavus MUM 92.01 31,25 125,00 500,00 0,63
P. expansum MUM 02.03 31,25 250,00 500,00 0,31

3.1.2. Leveduras

O crescimento de todas as leveduras estudadas mostrou ser inibido pelos varios
extractos de D. lusitanicum testados bem como pelos dois antifingicos de referéncia
testados. Nenhuma das leveduras estudadas foi inibida pelos solventes de extracgao.

Apesar de se ter verificado uma actividade antifangica notavel para os extractos,
hexanico, metandlico e aquoso, essa mesma actividade demonstrou diferentes
intensidades dependendo do extracto aplicado. Observando as zonas de inibigdo médias,
0 extracto que desempenhou uma actividade mais acentuada foi o extracto hexanico,
seguindo-se 0 extracto metandlico e por fim, com uma actividade muito menos
acentuada, mas também ela expressiva, 0 extracto aquoso (Tabela 5, P < 0,05). Este
comportamento foi confirmado com a determinacdo das concentragbes minimas
inibitorias uma vez que os intervalos das mesmas variaram entre valores mais baixos
para 0 extracto hexanico (7,81 — 15,63 pg/mL), seguindo-se o extracto metandlico
(125,00 — 250,00 pg/mL) e por ultimo o aquoso (> 1000 pg/mL) (Tabela 6). De facto,
os maiores halos de inibicdo médios foram observados quando o extracto testado foi o
extracto hexanico, ainda que existam diferencas significativas entre as diferentes
especies em estudo. Estudos anteriores realizados por Gongalves et al. (2009b) tinham
ja demonstrado as notaveis propriedades antimicrobianas do extracto hexanico de D.
lusitanicum em algumas estirpes de leveduras e bactérias. No referido estudo, por
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exemplo, observaram-se halos de inibicdo medios de 42,33 + 1,33 mm para
Cryptococcus neoformans YP0186 e 43,00 + 0,58 mm para Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228. No presente trabalho, as espécies mais sensiveis (P < 0,05) ao extracto
hexénico foram as espécies Z. bailii PYCC 4806 (52,67 £ 1,20 mm) e D. hansenii
PYCC 2968 (55,67 + 2,40 mm) (Figura 7A) apesar de o valor médio dos halos de
inibicdo do crescimento ser relativamente superior na ultima espécie referida (Tabela 5).
No entanto, e apesar das menores concentracdes minimas inibitdrias se verificarem para
0 extracto hexanico e corroborarem os resultados dos halos de inibicdo médios, D.
hansenii PYCC 2968, que se mostrou das mais sensiveis ao extracto hexanico no
método de difusdo em agar, foi a que apresentou uma maior concentragdo minima
inibitéria ao extracto hexanico (15,63 pg/mL, Tabela 6). Estas discrepancias foram
frequentemente encontradas ao longo do trabalho pratico e algumas das causas
apontadas para esta ocorréncia prendem-se com o facto de que a eficicia antimicrobiana
de um composto pode ser afectada por diversos factores como a solubilidade do
extracto, a taxa difusiva no agar e a evaporacdo dos solventes de extraccdo que pode
influenciar a concentracgdo testada (Hernandez et al., 2005).

Para o extracto metandlico também Z. bailii PYCC 4806 (41,67 + 2,85 mm, Tabela
5) e D. hansenii PYCC 2968 (42,00 £ 2,52 mm, Tabela 5) (Figura 7B) foram as
espécies em que se observou a maior inibicdo do crescimento (P < 0,05), ainda que o
halo de inibicdo médio tenha sido relativamente superior para D. hansenii PYCC 2968.
A confirmar a forte sensibilidade de D. hansenii PYCC 2968 ao extracto metandlico
estd o resultado obtido na determinacdo da concentracdo minima inibitéria, a menor
concentracdo a causar inibicdo de entre todas as espécies estudadas (125,00 pg/mL,
Tabela 6).

Assim, tanto para o extracto hexanico como para o metandlico, verificou-se que S.
cerevisiae PYCC 4072 e P. membranaefaciens PYCC 2489 (Figura 7D,E) foram as
estirpes menos susceptiveis ao poder antifungico dos referidos extractos (P < 0,05).

No caso do extracto aquoso, todas as espécies em estudo apresentaram valores de
halos de inibicdo médios muito semelhantes entre si, apesar de Z. bailii PYCC 4806 ter
apresentado o maior, 17,00 £ 3,06 mm, e P. membranaefaciens PYCC 2489 o menor,
11,00 + 1,53 mm. Na determinagdo das concentragdes minimas inibitorias todas as
espécies em estudo apresentaram valores fora do espectro de concentragdes analisadas,
ou seja uma concentragdo minima inibitoria superior a 1000 pug/mL (Tabela 6). A

semelhanca do observado no ensaio anterior, 0s resultados voltam a focar as diferencas
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de actividade antifungica entre os diferentes extractos, verificando-se uma actividade
decrescente quando o extracto aplicado foi o hexanico, o metanélico ou o aquoso. Uma
das razbes a apontar, que pode justificar as diferencas observadas entre os extractos
hexanico e metandlico e o extracto aquoso relaciona-se com o tipo de material vegetal
utilizado. De acordo com estudos anteriores (Grevenstuk et al., 2008), verifica-se que a
extraccdo do principal composto antimicrobiano, a plumbagina, é efectuada
maioritariamente a partir de material vegetal fresco em detrimento do material vegetal
seco, utilizado por exemplo na extrac¢ao aquosa.

Ainda que os extractos tenham demonstrado diferentes intensidades de actividade,
todos evidenciaram um forte efeito inibidor no crescimento das leveduras, o que ilustra
0 seu grande potencial, isoladamente ou numa combinacdo dos varios extractos,
enguanto fontes naturais de compostos antifangicos (Lee et al., 2007). Esta constatacédo
é bastante importante, pois a inibicdo do crescimento desempenhada pelos extractos
vegetais, pode estar a ocorrer por mecanismos diferentes dos apresentados pelos agentes
antimicrobianos mais usados no controlo de leveduras e entdo, terem um valor
significativo no controlo de espécies resistentes (Eloff et al., 2008; McGaw et al.,
2008).

Figura 7. Halos de inibicdo do crescimento produzidos pelo extracto hexanico (A e D) e
metanolico (B e E) de D. lusitanicum e pelo miconazole (C e F) em D. hansenii PYCC 2968 e
P. membranaefaciens PYCC 2489, respectivamente.
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Tabela 5. Actividade antifingica de extractos de D. lusitanicum em leveduras, determinada pelo método de difusdo em agar®.

Extracto (1 mg/disco) Antifungico de referéncia
Espécie Nistati Mi I
Hexanico Metandlico Aquoso istatina \conazofe
(10 unidades/disco) (0,02 mg/disco)
Z. bailii PYCC 4806 5267+120a 41,67+2,85b 17,00 + 3,06 d 26,00+ 1,00c 36,33+0,88b
S. cerevisiae PYCC 4072 32,33+2,19a 26,33+£0,88Db 12,33+ 2,73¢ 26,00+ 0,58 b 35,00+ 0,58 a
D. hansenii PYCC 2968 55,67+ 2,40a 42,00+2,52b 15,67 +4,63¢ 8,67+0,33¢c 36,67 +0,88b
P. membranaefaciens PYCC 2489 [ 35,00+ 1,15a 26,00+ 1,00 b 11,00+ 1,53d 22,67+£0,33¢c 27,33+ 0,67b

% Diametro da zona de inibicdo (mm), incluindo o didametro do disco de 6 mm; extracto inactivo (-). Os valores representam a média
* erro padréo de trés repeti¢cGes. Para um mesmo microrganismo, ou seja, numa mesma linha, letras diferentes representam médias
significativamente diferentes, de acordo com o teste de Duncan para P < 0,05 (Duncan’s New Multiple Range Test).
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Tabela 6. Concentragdes minimas inibitorias (ug/mL) dos vérios extractos de D. lusitanicum e
do antifungico de referéncia (miconazole) em leveduras.

Extracto Antifangico de

Espécie referéncia
Hexanico Metanodlico  Aquoso (Miconazole)

Z. bailii PYCC 4806 7,81 250,00 > 1000 0,02
S. cerevisiae PYCC 4072 7,81 250,00 > 1000 0,04
D. hansenii PYCC 2968 15,63 125,00 > 1000 0,16
P. membranaefaciens PYCC 2489 7,81 250,00 > 1000 0,31

3.2. Actividade antifungica de extractos de Drosera intermedia

3.2.1. Fungos filamentosos

No caso dos extractos de D. intermedia, o crescimento de todos os fungos
filamentosos foi inibido pelo extracto hexanico. O extracto aquoso ndo provocou
inibicdo no crescimento. No caso do extracto metandlico, apenas houve sensibilidade
por parte de A. fumigatus MUM 98.02, A fumigatus, A. niger MUM 03.43 e P.
expansum MUM 02.03.

A semelhanca do observado para a espécie D. lusitanicum, o extracto hexanico de
D. intermedia demonstrou, significativamente, melhores inibi¢es do crescimento dos
fungos filamentosos que o extracto metandlico da mesma espécie (Tabela 7, P < 0,05).
Este facto indica que diferentes compostos e possivelmente diferentes mecanismos de
accdo sdo responsaveis pela actividade antimicrobiana dos varios tipos de extracto
(Grevenstuk et al., 2009a). Porém, houve diferencas significativas em relagdo ao fungo
filamentoso mais sensivel ao extracto hexanico (P < 0,05). As espécies de A. fumigatus
apresentaram as maiores zonas de inibicdo médias, tanto para o extracto hexanico
(47,67 £ 0,67 mm para A. fumigatus MUM 98.02 e 44,67 £+ 2,60 mm para A. fumigatus,
Tabela 7) (Figura 8A) como para o metanolico (12,00 £ 2,65 mm para A. fumigatus
MUM 98.02 e 13,67 £ 1,45 mm para A. fumigatus, Tabela 7) (Figura 8B). No entanto,
as diferencas entre as zonas de inibicdo médias em relagcdo as outras espécies sensiveis,
no caso do extracto metandlico, ndo sdo significativas (Tabela 7) (P > 0,05). Ainda para

0 extracto hexanico de D. intermedia, pode verificar-se que P. expansum MUM 02.03
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foi o fungo filamentoso com menor sensibilidade (P < 0,05) no método de difusdo em
agar, apresentando uma zona de inibicdo média de 12,67 + 0,88 mm (Tabela 7) (Figura
8D).

Curiosamente, verificou-se que certas espécies ndao foram inibidas pelo extracto
metanolico através do método de difusdo em agar (A. niger, A. parasiticus MUM 92.02
e A flavus MUM 92.01) mas apresentaram concentracdes minimas inibitdrias
semelhantes as das espécies sensiveis. Estes resultados contraditorios evidenciam um
problema ja abordado anteriormente e que é essencialmente devido ao tipo de meio
utilizado (sélido ou liquido). Esta explicacdo pode justificar que A. niger tenha
apresentado o maior valor de concentragdo minima inibitéria (62,50 pug/mL, Tabela 8)
para o extracto hexanico mas nao se tenha mostrado um dos fungos menos sensiveis no
método de difusdo em agar (27,67 + 1,45 mm, Tabela 7) (P < 0,05).

O extracto aquoso mostrou-se bastante ineficaz na inibicdo do crescimento flngico
ndo demonstrando efeitos inibitorios quando se utilizou 0 método de difusdo em agar,
em qualquer das espécies estudadas (Tabela 7). Do mesmo modo, e para todas as
espeécies de fungos filamentosos, o referido extracto apresentou elevadas concentracdes
minimas inibit6rias e na maioria dos casos, concentracdes fora do espectro analisado
(Tabela 8).

Segundo Shukla et al. (2008) os fungos biodeterioradores podem facilmente
desenvolver caracteristicas de resisténcia a um Unico componente activo. No entanto,
apesar de muitos dos extractos vegetais possuirem um composto maioritario, eles
contém muitos outros elementos antimicrobianos que, apesar de minoritarios, podem ser
explorados quanto a sua poténcia fungitoxica, devido aos efeitos sinérgicos entre seus
componentes (Shukla et al., 2008). De facto, embora D. intermedia seja sobretudo
produtora de plumbagina (Budzianowski, 1996) os varios autores que se tém dedicado
ao estudo de plantas do genero Drosera relacionam a sua actividade também a outras
naftoquinonas, como a juglona, e a flavonoides, como a quercetina (Marczak et al.,
2005; Paper et al.,, 2005; Melzig et al., 2001), que apesar de se encontrarem em
pequenas quantidades podem exercer fungdes sinérgicas com 0 composto maioritario.

Atendendo a que os fungos filamentosos estdo também estreitamente associados ao
fendmeno j& anteriormente abordado e designado por “sick building syndrome”, os bons
resultados obtidos neste ensaio tornam-se bastante interessantes. Este recente fenémeno
encontrado por exemplo em edificios de escritdrios, parece estar muitas vezes

relacionado com a qualidade do ar proveniente dos sistemas de ventilacdo e ares
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condicionados, cujos filtros acumulam os esporos dos fungos. De facto, os filtros dos
sistemas de ventilacdo sdo bastante problematicos e por exemplo, nos hospitais,
possibilitam o contacto dos esporos com os doentes imunodeprimidos facilitando o
aparecimento de doencas nosocomiais (Haiduven, 2009). A méa qualidade do ar afigura-
se assim, como a principal responsavel por estes efeitos prejudiciais. Deste modo, a boa
actividade dos extractos vegetais de D. intermedia testados, permite sugerir aplicacdes
para o contorno deste problema como por exemplo, a sua adicdo ou a adicdo dos

compostos responsaveis pela actividade, ap0os a sua identificacao, a ambientadores.

Figura 8. Halos de inibicdo do crescimento produzidos pelo extracto hexanico (A e D),
metandlico (B e E) e aquoso (C e F) de D. intermedia e pelo miconazole (G e H) em A.
fumigatus e P. expansum MUM 02.03, respectivamente.
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Tabela 7. Actividade antifingica de extractos de D. intermedia em fungos filamentosos, determinada pelo método de difusdo em agar®.

Extracto (1mg/disco)

Antifungico de referéncia

Fepecte Hexanico Metandlico Aguoso N_istatina . Miconazgle
(10 unidades/disco) (0,02 mg/disco)
A. fumigatus MUM 98.02 47,67 + 0,67 a 12,00+ 2,65¢ - 16,33 £ 1,86 bc 20,00+ 1,00 b
A. fumigatus 44,67 + 2,60 a 13,67 +1,45¢ - 17,00+ 1,53 bc 20,33+0,33b
A. niger MUM 03.43 30,67 £3,18a 10,67 +0,88 ¢ - 18,33+ 1,20 b 17,00+ 1,00 b
A. niger 27,67+1,45a - - 15,00+ 2,08 b 11,33+0,33¢c
A. parasiticus MUM 92.02 | 21,33+5,24a - - 20,00+ 0,00 a 21,00+ 1,15a
A. flavus MUM 92.01 18,00+ 2,65 a - - 23,00+ 1,00 a 23,00+ 2,00 a
P. expansum MUM 02.03 12,67 £ 0,88 bc 11,00£1,15¢ - 15,67 +£2,33b 26,00+ 1,53a

# Diametro da zona de inibicdo (mm), incluindo o didametro do disco de 6 mm; extracto inactivo (-). Os valores representam a média
* erro padréo de trés repeti¢cGes. Para um mesmo microrganismo, ou seja, numa mesma linha, letras diferentes representam médias
significativamente diferentes, de acordo com o teste de Duncan para P < 0,05 (Duncan’s New Multiple Range Test).
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Tabela 8. Concentragcbes minimas inibitérias (ug/mL) dos varios extractos de D. intermedia e
do antifungico de referéncia (miconazole), em fungos filamentosos.

Extracto Antifangico de
Espécie referéncia
Hexanico Metanolico Aquoso (Miconazole)
A. fumigatus MUM 98.02 15,63 250,00 2000 1,25
A. fumigatus 15,63 125,00 4000 2,50
A. niger MUM 03.43 31,25 250,00 > 4000 1,25
A. niger 62,50 500,00 > 4000 5,00
A. parasiticus MUM 92.02 31,25 250,00 > 4000 0,63
A. flavus MUM 92.01 15,63 250,00 > 4000 0,63
P. expansum MUM 02.03 31,25 250,00 > 4000 0,31

3.2.2. Leveduras

Verificou-se que o crescimento de todas as leveduras em estudo foi inibido de
alguma forma pelos extractos hexanicos (bruto e purificado) e metandlico de D.
intermedia. Apenas duas espécies evidenciaram alguma sensibilidade, ainda que pouco
pronunciada, ao extracto aquoso, Z. bailii PYCC 4806 (5,67 + 2,85 mm, Tabela 9) e D.
hansenii PYCC 2968 (5,00 + 2,52 mm, Tabela 9).

Neste ensaio foi incluido no grupo de inibidores testados, um extracto purificado
obtido a partir do extracto hexanico bruto. Tal como esperado, este extracto
desempenhou um forte efeito inibidor, revelando-se mais eficaz que o extracto
metanolico, que o extracto aquoso e até mesmo que o extracto hexanico bruto. Deste
modo, a aplicacdo do extracto hexanico purificado originou halos de inibicdo medios
superiores quando comparado aos demais (Tabela 9, P < 0,05) e também permitiu a
obtencdo de concentracdes minimas inibitorias inferiores as obtidas pelos restantes
extractos e compreendidas no intervalo entre 1,95 e 7,81 pg/mL (Tabela 10).

Para todos 0s extractos testados duas espécies microbianas sobressairam como
sendo as mais sensiveis, Z. bailii PYCC 4806 e D. hansenii PYCC 2968 (P < 0,05).
Estas espécies apresentaram valores de zonas de inibicdo medias superiores aos obtidos
para as restantes espécies, resultados corroborados pelas concentrages minimas

inibitérias visto que estas mesmas espécies também evidenciaram algumas das
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concentragcbes minimas inibitérias mais baixas. Contudo, para o extracto hexanico
purificado a inibicdo provocada em D. hansenii PYCC 2968 (Figura 9A) foi
significativamente superior a provocada em Z. bailii PYCC 4806, com halos de inibicéo
médios de 58,33 = 1,45 mm e 49,33 + 1,86 mm, respectivamente (Tabela 9).

Analogamente ao observado nos ensaios anteriores, todas as espécies microbianas
evidenciaram uma maior sensibilidade ao extracto hexanico quando comparado ao
extracto metanolico (Tabela 9, P < 0,05). Por sua vez, também a susceptibilidade ao
extracto metandlico foi superior a observada quando o inibidor foi o extracto aquoso
(Tabela 9, P <0,05).

As espécies mais tolerantes, tanto ao extracto hexanico bruto como ao extracto
metandlico, foram S. cerevisiae PYCC 4072 e P. membranaefaciens PYCC 2489
(Figura 9E,F). Estas espécies apresentaram os menores halos de inibicdo médios, que no
caso do extracto hexanico bruto foram de 29,33 + 1,86 mm para S. cerevisiae PYCC
4072 e de 30,67 £ 0,67 mm para P. membranaefaciens PYCC 2489 e no caso do
extracto metandlico foram de 19,00 + 0,00 mm para S. cerevisiae PYCC 4072 e de
20,00 £ 0,58 mm para P. membranaefaciens PYCC 2489 (Tabela 9, P < 0,05). Nestas
mesmas espécies tambeém se verificaram as maiores concentra¢cbes minimas inibitorias
(15,63 pg/mL para S. cerevisiae PYCC 4072 e 7,81 pg/mL para P. membranaefaciens
PYCC 2489, no caso do extracto hexanico e, 250,00 pg/mL respectivamente para S.
cerevisiae PYCC 4072 e P. membranaefaciens PYCC 2489, no caso do extracto
metandlico) (Tabela 10).

As propriedades antimicrobianas de D. intermedia tinham sido j& demonstradas
quando Grevenstuk et al. (2009a) estudaram os efeitos inibitorios do extracto hexanico
bruto, metandlico e aquoso em varias estirpes de leveduras e bactérias, obtendo entdo
inibicBes notaveis. Por exemplo, para a levedura Cryptococcus neoformans YP0186
verificaram-se zonas de inibicdo médias de 59,0 + 0,6 mm, no caso do extracto
hexanico bruto, 28,7 £ 0,7 mm, no caso do extracto metanolico e 24,0 £ 0,6 mm, no
caso do extracto aquoso. Estes resultados tinham ja permitido evidenciar que o extracto
hexanico exercia uma maior actividade inibitdria e que o extracto aquoso exercia a
menor actividade inibitoria entre os extractos estudados.

Neste estudo, o facto de Z. bailii PYCC 4806 ter sido das espécies mais sensiveis
aos extractos, e no caso do extracto aquoso ter sido uma das Unicas sensiveis, reveste-se
de um enorme interesse. Z. bailii € um agente contaminante altamente tolerante a alguns

dos métodos mais comuns de conservacdo alimentar (Rodrigues et al., 2001). Esta
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levedura, que contamina entre outros produtos alimentares, vinhos secos e doces (Fleet,
1992 citado por Rodrigues et al., 2001), produz uma fermentacdo alcodlica muito
vigorosa que pode levar ao rebentamento de produtos enlatados e bebidas engarrafadas
(Rodrigues et al., 2001). Deste modo, os resultados obtidos podem ser utilizados no
desenvolvimento de conservantes alimentares eficazes em fungos de contaminagéo
alimentar (Lee et al., 2007) de modo a melhorar a qualidade e prolongar o tempo de
vida Gtil dos alimentos (Shukla et al., 2008). E importante também mencionar que 0s
extractos de D. intermedia ja tinham demostrado, em estudos anteriores (Grevenstuk et
al., 2009a), propriedades antioxidantes. Esta evidéncia representa um interesse adicional
em relagdo a sua adigdo a alimentos, pois os antioxidantes desempenham um papel
protector contra os danos provocados pelos radicais livres, que podem ser a causa de
doencas como o0 cancro ou a diabetes (Boussaada et al., 2008). Todavia, é
imprescindivel avaliar a toxicidade dos extractos vegetais em animais e celulas
humanas, conhecer os seus mecanismos de accdo e os seus efeitos in vivo (Rios &
Recio, 2005), antes da sua insercdo na cadeia alimentar de modo a garantir a qualidade e

seguranca do alimento.
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Figura 9. Halos de inibicdo do crescimento produzidos pelo extracto hexanico purificado (A e E), hexéanico bruto (B e F) e
metandlico (C e G) de D. intermedia e pela nistatina (D e H) em D. hansenii PYCC 2968 e P. membranaefaciens PYCC 2489,
respectivamente.
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Tabela 9. Actividade antifingica de extractos de D. intermedia em leveduras, determinada pelo método de difusdo em agar®.

Extracto (1mg/disco) Antifungico de referéncia
Espécie
Hexanico Metanslico AQUOSO Hexanico Nistatina Miconazole

q purificado (10 unidades/disco) (0,02 mg/disco)
Z. bailii PYCC 4806 46,67 +0,88 a 33,67+2,33b 5,67+285d 4933+1,86a 26,00+ 1,00c 36,33+0,88b
S. cerevisiae PYCC 4072 29,33+1,86b 19,00 £ 0,00 ¢ - 37,67+2,73a 26,00+ 0,58 b 35,00+ 0,58a
D. hansenii PYCC 2968 4733+0,67b 33,33+1,20¢c 5,00+2,52d 58,33+ 1,45a 8,67+0,33¢C 36,67 +0,88b
P. membranaefaciens PYCC 2489 | 30,67 +0,67 b 20,00+ 0,58 ¢ - 36,00+ 0,58 a 22,67 +0,33 ¢ 27,33+0,67b

% Diametro da zona de inibicdo (mm), incluindo o didametro do disco de 6 mm; extracto inactivo (-). Os valores representam a média * erro padrdo de trés
repeticbes. Para um mesmo microrganismo, ou seja, numa mesma linha, letras diferentes representam médias significativamente diferentes, de acordo
com o teste de Duncan para P < 0,05 (Duncan’s New Multiple Range Test).
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Tabela 10. Concentragdes minimas inibitorias (ug/mL) dos vérios extractos de D. intermedia e do
antifangico de referéncia (miconazole) em leveduras.

N Extracto AntifunAgic_o de
Eepecte Hexanico Metandlico Aquoso ;Ijer)i(ﬁ?;%% (I\r/lei]::%rr?erllzccl)?e)
Z. bailii PYCC 4806 7,81 125,00 > 1000 1,95 0,02
S. cerevisiae PYCC 4072 15,63 250,00 > 1000 7,81 0,04
D. hansenii PYCC 2968 391 62,50 1000 3,91 0,16
P. membranaefaciens PYCC 2489 7,81 250,00 > 1000 3,91 0,31

O extracto purificado de D. intermedia, que demonstrou bastante eficiéncia na
inibicdo do crescimento de leveduras, tinha sido j& analisado composicionalmente por
Grevenstuk et al. (2009c). Estes autores analisaram o referido extracto por
Cromatografia Liquida de Alta Performance acoplada a Espectrometria de Massa
(HPLC-MS), por gradiente de percentagem de acetonitrilo em &gua, de modo a
determinar 0s compostos maioritariamente responsaveis pela actividade. O
cromatograma obtido (Figura 10) revelou que a composic¢do do extracto supracitado se
restringia a um composto quase puro, cuja comparacdo com a literatura (Lee & Lee,
2008) e analise por Espectrocospia de Massa e Espectroscopia de Ressonancia

Magnética Nuclear provou ser a naftoquinona plumbagina (Figura 11).
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Figura 10. Cromatograma HPLC-MS do extracto hexanico purificado de D. intermedia —
Grevenstuk et al. (2009c).
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Figura 11. Composto maioritario do extracto hexanico purificado de D. intermedia -
plumbagina.

Como ja foi referido anteriormente, D. intermedia é uma planta cujo significado
terapéutico tem sido abordado devido ao seu reconhecimento na medicina popular
(Grevenstuk et al., 2009a). Os estudos de Budzianowski (1996) sobre esta espécie
relacionam a sua importancia medicinal com as naftoquinonas presentes nas suas folhas,
particularmente a plumbagina.

A analise do extracto hexanico de D. intermedia purificado revelou uma
composi¢do quase exclusiva de plumbagina. A plumbagina, é uma naftoquinona com
afinidade para solventes ndo polares (Marczak et al., 2005). O hexano, utilizado como
solvente de extraccdo, € pouco polar, e esse facto pode explicar a elevada concentragédo
de plumbagina obtida no extracto hexanico e ainda superior no extracto hexanico
purificado de D. intermedia.
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A relacdo entre a analise composicional do extracto hexanico purificado e as abordagens
dos vérios autores em relacdo a esta espécie reveste-se de extrema importancia, na
medida em que pode justificar o potencial antifungico do extracto hexanico de D.
intermedia. Assim, o forte poder antifingico desempenhado pelo extracto hexanico
purificado, quando comparado aos restantes extractos, no decorrer dos dois ensaios
anteriores em leveduras (medicéo dos halos de inibi¢cdo do crescimento e determinagéo
das concentracbes minimas inibitdrias), pode ter o seu fundamento nas grandes

quantidades de plumbagina presentes no extracto.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos utilizando 0 método de difusdo em agar e a determinacao das
concentragdes minimas inibitorias evidenciaram a actividade antifingica dos extractos
de D. lusitanicum e D. intermedia, tendo-se atingido o objectivo deste estudo.

D. lusitanicum demonstrou possuir uma forte accéo inibitoria. O crescimento dos
fungos filamentosos utilizados no presente estudo foi inibido pelos extractos hexanico e
metanolico, observando-se zonas de inibicdo médias entre 14,00 £ 0,58 e 49,00 + 3,51
mm e 10,67 £ 0,67 e 40,67 = 1,33 mm, respectivamente. Contudo, apenas as estirpes de
A. fumigatus testadas foram susceptiveis ao extracto aquoso. Todas as leveduras
estudadas se mostraram sensiveis aos varios extractos da referida planta. Dos extractos
aplicados, o extracto hexanico foi 0 mais activo apresentando concentra¢fes minimas
inibitorias entre 15,63 e 62,50 pg/mL e 7,81 e 15,63 pg/mL para fungos filamentosos e
leveduras, respectivamente. O extracto aquoso mostrou possuir a menor actividade,
dando origem a concentracfes minimas inibitérias que variaram entre 250 e 1000
pg/mL, no caso dos fungos filamentosos e foram superiores a 1000 pg/mL, no caso das
leveduras.

D. intermedia também apresentou propriedades antifingicas relevantes. O
crescimento de todos os microrganismos estudados foi inibido pelo extracto hexanico
bruto e este ultimo, foi o mais activo quando testado em fungos filamentosos,
originando zonas inibitorias de 12,67 + 0,88 a 47,67 £ 0,67 mm. O extracto metandlico
de D. intermedia induziu inibicdo do crescimento de todas as leveduras originando
zonas inibitorias médias entre 19,00 £ 0,00 e 33, 67 * 2,33 mm. No caso dos fungos
filamentosos, a inibicdo do crescimento provocada pelo extracto metandlico de D.
intermedia verificou-se para A. niger MUM 03.43, P. expansum MUM 02.03 e para as
duas estirpes de A. fumigatus. O facto do crescimento de A. niger MUM 03.43 ter sido
inibido e 0 mesmo ndo ter acontecido em A. niger, permite concluir que estirpes
diferentes da mesma espécie manifestam comportamentos diferentes em relacdo aos
mesmos extractos.

Nenhum fungo filamentoso foi sensivel ao extracto aquoso de D. intermedia no
entanto, observou-se sensibilidade por parte de duas leveduras (Z. bailii PYCC 4806 e
D. hansenii PYCC 2968). Os resultados obtidos provaram que no caso de D. intermedia

0 extracto aquoso foi 0 menos eficiente para todos os microrganismos testados.

43



Conclusdes e perspectivas futuras

O estudo da composicdo do extracto hexanico de D. intermedia permitiu concluir
que este era composto maioritariamente pela naftoquinona plumbagina. Este mesmo
extracto provocou uma inibicdo superior no crescimento de todas as leveduras quando
comparado ao extracto hexanico bruto. De facto, o extracto hexanico bruto deu origem a
zonas inibitérias de 29,33 £ 1,86 a 47,33 + 0,67 mm e o extracto hexanico purificado
provocou halos de inibicdo de 36,00 = 0,58 a 58,33 £ 1,45 mm. As diferencas de
actividade foram também observadas nos resultados das concentracdes minimas
inibitdrias, com valores entre 3,91 e 15,63 pg/mL e 1,95 e 7,81 pg/mL para o extracto
hexanico bruto e purificado, respectivamente.

Apesar de o0s extractos de ambas as espécies vegetais terem evidenciado
propriedades antifangicas, verificou-se que os extractos de D. lusitanicum se mostraram
mais eficazes. A aplicacdo dos extractos de D. lusitanicum originou zonas de inibicao
médias muitas vezes superiores, quando comparadas as induzidas pela outra espécie e
0s microrganismos testados evidenciaram um maior nimero de inibi¢des do
crescimento quando expostos aos extractos de D. lusitanicum.

A comparacdo entre o tipo de microrganismos testado também permite concluir
que os Varios extractos de D. lusitanicum e D. intermedia provocaram uma inibi¢&o no
crescimento maioritariamente superior nas leveduras. Estas Ultimas apresentaram,
geralmente, zonas de inibicdo médias superiores bem como concentracées minimas
inibitdrias inferiores (mais saliente no caso dos extractos hexanicos), quando comparado
com os fungos filamentosos testados.

No geral, verificou-se que o0s extractos vegetais de D. lusitanicum e de D.
intermedia evidenciaram um notavel potencial antifngico, o que vai de encontro aos
bons resultados antimicrobianos reportados anteriormente para estas plantas e as varias
referéncias no campo da etnofarmacologia relativas a sua utilizagdo. Os resultados
revelam-se bastante promissores e sugerem que estas plantas podem ser uma fonte de
produtos naturais para o controlo de fungos. No entanto, futuramente, a actividade dos
extractos vegetais tem que ser avaliada de modo a determinar o seu verdadeiro efeito ou
seja, se 0s extractos sdo fungistaticos ou fungicidas. Apesar de existirem estudos que
relacionam a actividade dos extractos hexanicos destas plantas a plumbagina, é
importante clarificar todos os compostos, destes e dos restantes extractos, responsaveis
pela actividade antifungica bem como os seus mecanismos de ac¢do. A necessidade de

averiguar a toxicidade destes extractos em células e organismos animais e 0S seus
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efeitos in vivo revela-se também bastante pertinente, de modo a garantir a seguranca da

sua aplicagéo ou dos seus componentes activos.
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