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RESUMO: Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray. (Asteraceae) encontra-se amplamente
distribuida nas regides tropicais e subtropicais, desde América Central ao sul do Brasil. Possui
inflorescéncia disposta em capitulos com corola amarela que pode ser propagada por estacas
ou sementes. E popularmente utilizada no combate ao alcoolismo, contra dores de estdmago e
no combate ao envenenamento. A fim de investigar potencial acdo antifingica, coletou-se as
inflorescéncias no Municipio de Franca, SP, procedendo a selecdo, transporte, processamento e
secagem que foi realizada em estufa com ventilacao forcada (EVF) e estufa convencional (ECV)
em temperatura constante de 40°C. Nesses experimentos, o extrato foi preparado usando-se
diclorometano PA (EDT), procedendo-se a extragcdo exaustiva, e posterior rotaevaparoracao.
Foi realizado também o fracionamento dos extratos com Hexano (EH), Diclometano (EDT) e
Acetato de Etila (EAC). As fracdes obtidas e o extrato bruto foram avaliados in vitro diante de
quatro espécies do género Candida por metodologia de microdiluicdo em placas, em RPMI, e
toxicidade diante de Artemia salina. Os testes antifungicos tiveram com EH resultados
satisfatérios na inibicdo de cepas do género Candida de a concentracdo inibitéria minima (CMI)
de 128 pg/mL. A toxicidade inicial dos extratos de capitulos florais foi de 100% de mortalidade
com a DLgo = 10 pg/mL, possuindo alta toxicidade, inferindo-se que o uso interno de extratos
de Tithonia diversifolia é totalmente desaconselh&vel.

Palavras-chave: secagem, extratos, Candida, toxicidade, planta medicinal.

ABSTRACT: Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray. (Asteraceae) is widely distributed in tropical
and subtropical regions, from Central America to the Southern Brazil. Its inflorescence is
arranged in capitula with yellow corolla which can be propagated by cuttings or seeds. It is
popularly used to combat alcoholism, stomach pains, and poisoning. In order to investigate

potential antifungal activity inflorescences were collected in the city of Franca, Sao Paulo,
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Brazil; selection, transportation, processing, and drying were obtained using a hothouse with

forced air ventilation (EVF) and hothouse with conventional air ventilation (ECV) at constant

40°C of temperature. In these experiments, the extract was prepared using dichloromethane

PA (EDT), carrying out exhaustive extraction and subsequent evaporation of solvent. Was also

performed to fractionate the extracts with hexane (EH), dichloromethane (EDT), and

ethylacetate (EAC). The obtained fractions and crude extract were evaluated in vitro against

four Candida species through the methodology of microdilution in plates, in RPMI, and toxicity

against Artemia salina. The antifungal tests with EH had satisfactory results in the inhibition of

strains of Candida in the minimum inhibitory concentration (MIC) of 128 mg/mL. The initial

toxicity of extracts of flower capitula was 100% mortality with LDsg = 10 mg/mL, presenting

high toxicity, implying that the internal use of extracts of Tithonia diversifolia is totally

inappropriate.

Keywords: drying, extracts, Candida, toxicity, medicinal plant.

INTRODUCAO

Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray.,
(basindmio: Mirasolia diversifolia Hemsl.
- Asteraceae), espécie ruderal, encontra-
se amplamente distribuida nas regides
tropicais e subtropicais, desde a América
Central até o sul do Brasil. Presente na
Africa Tropical e no sudeste da Asia
(MOBOT, 2009; WANJAU; MUKALAMA;
THIJSSEN, 1998), sendo utilizada em
sistemas agroflorestais, e
frequentemente encontrada em lixdes,
areas de descarte, margens de rios
poluidos ou préoximo a cidades e ao longo
de rodovias. O nome da espécie €
atribuido a Titdo, esposo de Aurora, e
refere-se ao fato de as flores se abrirem
de madrugada. Planta perene ou anual,
herbacea com 2,0 a 4,0 m de altura,
hastes eretas ou lenhosas. Folhas
alternas, pecioladas, de 7,0 a 20,0 cm
de comprimento, 4,0 a 20,0 cm de
largura; com lébulos (3-5), profundos ou
ndo, cuneados, subtruncados na base;
de bordas serradas a denteadas, peciolo

de 4,0 a 20,0 cm e presenca de ligulas

amarelas ou alaranjadas de 3,0 a 6,0
cm. Inflorescéncia disposta em capitulos
com corola amarela (CRONQUIST, 1965;
BARROSO et al., 1991). A propagacao
pode realizar-se por estacas ou
sementes, entretanto, as sementes
possuem dorméncia tegumentar
(MUOGHALU; CHUBA, 2005).

Tem sinonimia vulgar de girassol
comum, bdéton de oro, girasola, mirasol,
margaritona ou arnica da terra, quil
amargo e mirasol, como tara, flor
amarillo e arnica, margariddo amarelo,
boldo japonés, unha de gavido e rayo de
sol ou wild sun flower e mexican sun
flower. Especialmente, no Brasil é
conhecida como girassol mexicano, flor-
do-amazonas, margaridao. (PI1O
CORREA,1984; ROIG; MESA, 1974;
NASH, 1976; RODRIGUEZ, 1990; RIiOS,
1993). Socioeconomicamente é utilizada,
na alimentacdo animal, atracdo de
insetos, como cerca viva e quebra vento,
adubo verde, medicamento fitoterapico e
homeopatico, devido ao seu sabor

amargo, usa-se no combate ao
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envenenamento, em entorses, fraturas
6sseas, hematomas e contusdes, em
doencas de pele (pé de atleta), suores
noturnos, como diurético, na hepatite,
ictericia e cistite. Na medicina tradicional
chinesa seu principal uso € na melhoria
da funcdo hepatica (BOTSARIS, 2002,
2007).

Destaca-se o0 relato etnobotanico,
de remanescentes de Quilombola,
retirado de Simdo (2001): “A flor-da-
amazbnia (Tithonia diversifolia) € uma
planta considerada por eles que “serve
pra tudo”, como emagrecer, dor de
barriga, mas seu principal uso esta
relacionado com dores de estdbmago,
Ulcera e problemas no figado. O modo de
preparo mais comum é amassar a folha
e tomar com agua “por ser um remédio
amargo”. Nas ilhas de Sdo Tomé e
Principe no do Golfo da Guiné, as partes
aéreas sado tradicionalmente usadas em
cha (decoccgédo) no tratamento da malaria
(DO CEU DE MADUREIRA et al., 2002).

A atividade antiplasmoédica dessa
planta pode ser atribuida principalmente
a lactona sesquiterpénica, Tagitinina C
(GOFFIN et al., 2002).
Farmacologicamente, destacam-se o0s
relatos de Rai e Acharya (1999), que
mostraram que T. diversifolia tem
atividade antimicOtica contra Fusarium
oxysporum e Erichophyton, in vitro.
Extrato etéreo das partes aéreas da
planta teve atividade antiplasmddica
bem contra trés cepas de Plasmodium
falciparum, in vitro, e contra Plasmodium
berghei, in vivo (BIDLA et al., 2004;
ELUFIOYE; AGBEDAHUNSI, 2004).

Também tem sido eficaz no tratamento

de codlicas e distarbios gastrintestinais.
Estudos in vitro revelaram T. diversifolia
que contém alguns compostos capazes
de agir como agente antitumoral (GU et
al., 2002). A analise por HPLC revelou a
presenca de Tagitinina C e A, lactonas
sesquiterpénicas
(GOFFIN et al., 2002). Foram, ainda,

isolados do extrato acetato de etila das

antiplasmodicas

partes aéreas de T.diversifolia, trés
novos sesquiterpenoides 2-
alphahidroxitirotundina, tithofolinolide e
3-alpha acetoxidiversifolola, juntamente
com oito lactonas sesquiterpénicas
conhecidas como 3B-acetoxi-8B-
Isobutirloxireinosina, tagitinina A e
tirotundina no com acgao antitumoral (GU
et al., 2002).

Este estudo visa verificar a possivel
atividade antifungica de T.diversifolia
diante de cepas de Candida sp.,
ressaltando que as leveduras desse
género sdo constituidas de
aproximadamente 200 diferentes
espécies de leveduras, que vivem
normalmente nos mais diversos nichos
corporais, como orofaringe, cavidade
bucal, dobras da pele, secrecdes
brénquicas, vagina, urina e fezes. Sao
patégenos oportunistas frequentemente
isolados das superficies mucosas de
individuos normais, mas podem levar ao
desenvolvimento de infeccdes
denominadas candidiases, que variam
desde lesbes superficiais até infeccdes
disseminadas (ALVARES; SVIDZINSKI;
CONSOLARO, 2007). Entre as espécies
que compdem esse género, a Candida
albicans tem maior relevancia em funcéo

de sua taxa de prevaléncia em condicfes
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de normalidade e de doenca, sendo
assim justificavel a procura por produtos
naturais que possam colaborar na sua
terapéutica e controle de infecgbes

fangicas.

MATERIAL E METODOS
1 Coleta da amostra

As inflorescéncias de Tithonia
diversifolia foram coletadas no Municipio
de Franca, as margens do Corrego
Engenho Queimado, Sao Paulo (20,518
S, 47,442 0), e transportadas,
selecionadas e encaminhadas ao
processamento e secagem. Exsicata
(material testemunho) encontra-se
depositada no Herbario da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, da Universidade de S&o Paulo
(USP/SP), sob nimero SPRF 4441.

2 Secagem de flores

As inflorescéncias, apds selecdo,
foram secas integras, em processo de
secagem artificial em dois tratamentos
estufa com ventilagdo forcada (EVF) e
estufa convencional (ECV) (TECNAL).
Inicialmente, pesou-se em balanca
analitica de precisao (SARTORIUS) cerca
de 3,00 g (3,29 + 0,18 g) do material
fresco que foi embalado em papel
multifoliado, identificado e submetido a
secagem em temperatura constante de
40°C, em ambos os tratamentos. O
processo de secagem foi feito em
intervalos regulares de tempo
(TS=24horas), mediante a avaliacdo da
perda de massa e agua, até peso
constante vinculando a eficacia do

processo aos parametros sensoriais de

qualidade (cor, odor, aspecto geral inicial
e final). Os dados obtidos das variaveis
analisadas em cada tratamento (MF, MS,
% H20) foram submetidas a ANOVA e

teste de média.

3 Preparo dos extratos

Em erlenmeyer, adicionou-se 55,8 g
de inflorescéncias de T. diversifolia e 150
mL de diclorometano PA (VETEC),
procedendo-se a extragcdo exaustiva.
Ap6s 72 horas, filtrou-se o extrato, que
foi seco em evaporador rotativo sob
refrigeracao (BM TECNAL), a
temperatura de 40°C, obtendo-se o
extrato resinoso que foi colocado sob
ventilacdo em secador artificial obtendo-
se o0 extrato diclorometanico concentrado
das inflorescéncias (EDT), em seguida,
calculou-se o rendimento pela férmula:

(peso final/ peso inicial) x100.

4 Fracionamento dos extratos

1,85 gramas de extrato seco (EDT)
foram redissolvidos em 15 mL de agua
destilada iniciando-se o fracionamento.
Os solventes utilizados na particdo foram
hexano PA, diclometano PA e acetato de
etila PA (VETEC) utilizando-se extracdes
sucessivas de 30 mL de cada solvente,
por polaridade, constante dielétrica e
coeficiente de particdo. Os extratos
obtidos (EH; ED e EAC) das particOes
foram levados a ventilacdo direta na
obtencdo do extrato seco, calculando-se
os rendimentos de cada extrato obtido,
pela formula: (peso final/ peso inicial) x
100.

5 Atividade antifungica
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As fracdes obtidas (EH, ED e EAC) e
o0 extrato bruto (EDT) foram avaliados in
vitro diante de quatro espécies do
género Candida sendo elas: C. albicans
(ATCC 18804), C. tropicalis (ATCC 750),
C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei
(ATCC 6258), pela metodologia de
microdiluicdo em placas. Utilizou-se na
realizacdo dos testes, 12 mg das fracdes
de extratos. Os extratos foram
dissolvidos em 6 mL de dimetilsulféxido
(DMSO-VETEC) obtendo-se a
concentragdo padrdao de 2.000 pg/mL. A
concentracdo padrao de 1.024 pg/mL foi
obtida adicionando-se em tubo separado
5,12 mL de cada Extrato/DMSO somados
a 4,88 mL de RPMI, sendo, 10 mL totais,
com concentracdo padrao final de 1.024
Mg/mL.

Na realizagdo das diluicbes seriadas
foram utilizadas 10 tubos de ensaio, com
numeracdo de 1 a 10, contendo
previamente 5 mL de RPMI. Na primeira
diluicdo, foi retirada aliquota de 5 mL do
tubo de ensaio que continha a
preparacdo das fracdes e transferido ao
primeiro tubo, homogeneizou-se e
retirou-se aliquota semelhante do
primeiro transferindo ao segundo e
assim sucessivamente (diluicdes
sucessivas). Assim, obteve-se o total
del0 concentrac¢des que variaram de 512
pg/mL a 1 pg/mL dos tratamentos EH,
ED, EAC e EDT.

Os padrdes usados foram
Cetoconazol® e Fluconazol®. A
metodologia utilizada foi a diluicbes
sucessivas obtendo-se as concentragfes
de 32 a 0,0625 ug/mL (Cetoconazol) e
64 a 0,125 pg/mL  (Fluconazol). O

controle foi solucdo de RPMI (SIGMA).
Os inb6culos de Candida sp. foram
preparados entre 0,5 e 2,5 x 103
UFC/mL. No plagueamento foram
utilizadas placas multipocos com
capacidade de 200 pL e pipeta multicanal
(GILSON). Todos os tratamentos foram
feitos com duas repeticdes. As placas
foram incubadas em estufa
bacteriolégica (TECNAL) a temperatura
de 28°C durante 48 h. Apo6s esse
periodo, fez-se a leitura por reflexdo em
espelho, observando-se a concentracéo
inibitéria minima (CMI), que é a menor
concentragao capaz de inibir
completamente o] crescimento
microbiano. Todo o procedimento foi
todo realizado com material estéril e em

capela de fluxo laminar (QUIMIS).

6 Toxicidade

A toxicidade inicial dos extratos de
T. diversifolia foram avaliados diante de
Artemia salina. Na obtencdo de Artemia
salina, ovos desse microcrustaceo foram
colocados para eclodir em aquario com
solucéo salina (sal marinho artificial Red
Sea®) na concentracdo 38,0 g/L, sob
oxigenacao e radiacdo luminosa por 48 h
(temperatura de 28°C).

40,0 mg de extrato seco (EAC) foi
diluido em 4,0 mL de Etanol PA (VETEC)
e dessa solugdo retirou-se aliquotas de
5; 50; 250 e 500 ML que foram
transferidos para tubos de ensaio
estéreis, constituindo 4 tratamentos com
4 repeticoes.

Em seqléncia, evaporou-se O
solvente e adicionou-se 5,0mL (por tubo)

de solucdo salina (0,389 g/L) nos
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tratamentos, resultando nas
concentracdes de 10, 100, 500 e 1.000

Mg/mL constituindo os tratamentos T10-

1, T100-2, T500-3 e T1000-4. Os
controles utilizados foram Lapachol
(SIGMA), preparado com 0 mesmo

procedimentos (TRAT 5 a TRAT 8), e
solucéo salina (TRAT 9).

Em cada repeticdo, dos 9
tratamentos, colocou-se dez A. salina,
que permaneceram durante 24 h nas

solugcbes, e em seguida analisou-se o

indice de mortalidade, calculando a DLsg
pelo método de Probitos. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e de
média (SAEG® 9.1).

RESULTADOS E DISCUSSAO E
CONCLUSAO
1 Secagem
Os teores de massa fresca e perda
de agua nos tratamentos ECV E EVF

estdo dispostos nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia dos teores de massa fresca (MF), massa
seca (MS) em miligramas e percentual perda de agua (PPA) (%6) nos tratamentos de
secagem em ECV (estufa convencional) E EVF (estufa ventilada)

FV GL oM
MF MS PPA
TRAT 1 0,025 ™ 0,015™ 7,47™
RES 6 0,037 0,034 21,98
CV (%) 5,86 39,02 5,47

** e * - Significativo a 1% e 5% de probabilidade.

" - N&o significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 2 = Comparacdes entre médias dos teores de massa fresca (MF), massa seca
(MS) em miligramas e percentual perda de agua (PPA) (26) nos tratamentos de

secagem TEC (estufa convencional) e TEV (estufa ventilada)
TRATAMENTOS MEDIAS
MFE MS PPA
ECV 3,23 A 0,43 A 86,67 A
TEV 3,34 A 0,52 A 84,74 A

As médias seguidas de uma mesma
letra ndo variaram estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Ambos os métodos de secagem
foram eficazes, nos quesitos massa seca
(0,47 0,17g), e, em perda de &agua
(85,70 % 4,46Q), resultando em umidade
residual de 14%, o que torna a matéria-
prima vegetal mais plausivel de
conservacao. Por se tratar de flores, a
coloracdo original da corola (amarelo
intenso) deve ser preservada mesmo
caracteristica

apos a secagem,

observada nesses processos.

2 Rendimento do extrato e das
fracOes obtidas por particao
O peso total do extrato foi de 1,85
g, com rendimento de 3,31%. As fracdes
obtidas pelo método de particdo tiveram
os pesos finais de 0,7356 g em hexano
(EH), 0,4556 g em acetato de etila (EAC)
e 0,5449 g em diclorometano (ED), e
rendimentos de
39,76%; 24,67% e 29,45%.

respectivamente 0s

Souza e Marques (2008) calcularam
o rendimento de extratos etandlicos de

folhas e galhos de T. diversifolia, e



Castro, M. N. M., Barros, M. E. S., Rodrigues-das-Dores, R. G., Stefani, R./ Revista Eletrénica de

Farmacia Vol 7 (3), 72 — 81, 2010

afirmam que o extrato bruto etandlico da
folha teve rendimento de 84,9% e dos
galhos de 94,9%, o que é destoante com
os resultados encontrados.

Os resultados desses extratos
obtidos por particdo, no entanto foram
proporcionais a afinidade dos compostos
ativos pelas solventes e em de acordo

com o coeficiente de particdo dessas.

3 Atividade antifungica

Os testes antifungicos realizados
com a fracdo hexéanica (EH) tiveram
resultados satisfatorios na inibicdo de
cepas do género Candida, com
concentracdo inibitéria minima (CMI) de
128 pg/mL, o melhor resultado nas
condi¢cbes experimentais. Os controles
experimentais de Cetoconazol e
Fluconazol atingiram os resultados
esperados, sendo a inibicdo do
Cetoconazol de 0,5 pg/mL em C.
albicans, 1,0 yg/mL C. tropicalis e 0,25
pg/mL em C. krusei e de 8 uyg/mL em C.
parapsilosis. A inibicdo do fluconazol foi
de 2 pg/mL em C. albicans, C.
parapsilosis e C. krusei e de 8 uyg/mL em
C. tropicalis.

O potencial de toxicidade esta em
acordo ao encontrado para produtos
naturais como visto em substancias
isoladas de v a CIM foi de 200 ug/mL.
Em Nectandra megapotamica, seis
substancias foram ativas diante das
cepas dos géneros Candida (CIM = 100
pg/mL) destacando-se os valores de CIM
de 50 pg/mL obtidos diante de 6 [(-)-
epicatequina] (SARMENTO; GARCEZ,
2009).

Assim, T. diversifolia podera ser
usada, futuramente, diante de cepas
resistentes de Candida, em como
fitofarmaco ou como fitoterapico tépico.
Novos estudos, com produtos naturais
surgem, a cada dia, possibilitando o seu
uso como coadjuvante a tratamentos
decorrentes, por exemplo, das
comorbidades do diabetes (neuropatia)

ou de infecgbes fungicas oportunistas.

4 Toxicidade

Artemia salina Leach. ¢é um
microcrustaceo invertebrado usado como
teste alternativo na determinacdo de
toxicidade e fototoxicidade de produtos
naturais; altamente sensivel a
substancias téxicas podendo ser
comparado ao fibroblasto de humano
(UTYAMA et al., 2007).

Nos resultados obtidos em Artemia
salina as médias dos extratos de acetato
de etila dos capitulos florais foram de
100% de mortalidade a DLsg =10 ug/mL,
possuindo alta toxicidade. Segundo
Carvalho et al. (2009), o uso
indiscriminado de certas plantas
medicinais sem o] conhecimento
verdadeiro de seu potencial toxico pode
causar efeitos nocivos e ndo desejados,
o que foi verificado nessas condicbes
experimentais.

Souza e Marques (2008)
analisaram a toxicidade de extratos
etandlicos de folhas e galhos de T.
diversifolia diante de A. salina nas
concentracdes de 250, 125, 62,5 e 31,5
ppm, destacando que apenas o extrato
bruto das folhas teve atividade

citotéxica, com DLsy, de 26,25 ppm, o
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que ¢€é consoante com a toxicidade
detectada para flores.

Giuliani e Mondolo (2008),
avaliando o potencial citotoxico de
extratos de folhas de T. diversifolia
diante de A. salina afirmam que eles tém
alta taxa de toxicidade.

Dessa forma é desaconselhvel o
uso interno das inflorescéncias como
feito popularmente no tratamento de
distlrbios hepaticos e pulmonares, assim
como o uso da preparacdo de chas dos
capitulos florais (infusdo) ou de tinturas
por terem alta periculosidade (DLso = 10
Mg/mL).

Fator importante que valida sua
potencial toxicidade pode ser visto em
Oyewole, Magaji e Awoyinka (2004,
2007) que comprovaram, in vivo, que no
extrato aquoso de T. diversifolia a DLsgg
foi de 120 mg/kg, enquanto que a dose
maxima tolerada (DMT), que €é a
dosagem maxima de seguranca de
administracdo, foi de 100 mg/kg de peso
corporal. Os autores, ainda, relatam que
peso corporal nos animais experimentais
foi reduzido em média de 5,9% e 9,8%
em 7 e 14 dias de tratamento,
respectivamente e houve aumento
significativo no nivel sérico de TGP,
nesse periodo. Também, verificaram que
a administracdo prolongada do extrato,
teve efeito toxico sobre os parametros
sanguineos ocorrendo hemodlise
progressiva ou hemorragias.

Em contrapartida, tal biotoxicidade
pode a vir validar seu uso como agente
antitumoral, leishmanicida ou
tripanossomicida, molusquicida, ou

mesmo antiparasitario e, ou, como

agente alelopatico ou nematicida, tal
como verificado por Mascena et al.
(2007), onde extrato etandlico de
T.diversifolia nas concentracdes de 500 e
250 pg/mL exibiu 100% de inibicdo do
crescimento parasitario, com IC50 de
51,62 pg/mL, por Slomp (2007) onde a
acdo nematicida de T. diversifolia teve
resultados de DLsg (12 e 24hs,
respectivamente) de 199,68 ppm e 7,68
ppm, e por Gu et al. (2002) onde
isolaram-se compostos do extrato das
partes aéreas de T. diversifolia com
potencial atividade quimiopreventiva e
antiproliferativa.

T. diversifolia € importante espécie
vegetal que, até o presente momento,
era vista apenas como bioindicadora e
que tem amplo uso em paisagismo. No
entanto, popularmente, suas flores séo
utilizadas em beberagens contra o
alcoolismo, e, € comum relato de uso do
p6 de suas flores na alimentacdo de
dependentes quimicos. Este estudo
comprovou que tal uso é muito perigoso,
pois flores de T. diversifolia possuem alta
toxicidade DLgg = 10 pg/mL, o que, per
se, ja é fator de risco ao uso interno.
Recomenda-se, assim, estudos de
formulacbes de uso externo com

extratos de T. diversifolia.
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