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Resumo

A incidência de micoses vem aumentando nos últimos anos. Fatores como 

toxicidade, interações e, principalmente, a resistência apresentada aos fármacos 

antifúngicos  atualmente  disponíveis,  tornam  necessária  a  busca  de  novos 

compostos com essa atividade. Tendo em vista a abundância, o fácil cultivo e a 

potencial  ação  antifúngica  do  girassol  (Helianthus  annuus),  o  objetivo  deste 

trabalho foi verificar as atividades inibitória e fungicida de extratos das flores do 

raio e do disco desta espécie contra o fungo  Sporothrix schenckii, causador da 

esporotricose, e  determinar  a  quantidade  de  compostos  fenólicos  totais  dos 

mesmos. As amostras foram testadas contra cinco cepas de S. schenckii através 

do  método de microdiluição em caldo.  Foram observadas atividades inibitórias 

contra todas as cepas empregadas e em todas as concentrações testadas, com 

concentrações  inibitórias  mínimas  variando  de  3,59  a  14,58  mg  ml-1  e 

concentrações  fungicidas  mínimas  variando  entre  7,19  e  57,5  mg  ml-1.  Na 

quantificação de compostos fenólicos totais foram encontrados valores de  31,15 e 

34,69 mg ácido gálico g-1 de extrato seco nos extratos de flores do raio e do disco, 

respectivamente. Os resultados obtidos indicam que o girassol é uma potencial 

fonte de substâncias antifúngicas contra S. schenckii que podem representar uma 

futura alternativa no tratamento da esporotricose.
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Introdução

Durante muitos  séculos,  preparações a base de plantas  constituíram os 

principais tratamentos contra as inúmeras doenças que acometiam a humanidade. 

Com o avanço científico, muitos produtos naturais foram identificados e isolados, 

possibilitando  tratamentos  mais  eficazes.  O  Reino  vegetal  forneceu 

aproximadamente 25% dos fármacos de origem natural  utilizados atualmente e 

continua  sendo  uma  fonte  rica  em  compostos  ativos  devido  a  sua  vasta 

diversidade química [1].

O girassol (Helianthus annuus – Asteraceae) é uma erva de crescimento 

anual que pode alcançar mais de 3,5 m de altura, dependendo das condições em 

que  é  cultivada  [2].  Esta  espécie  é  uma  das  cinco  principais  oleaginosas  no 

panorama mundial  [3] e por esse motivo há uma grande quantidade de estudos 

realizados com as sementes e o óleo. Entretanto pouca atenção é dada às demais 

partes  da  planta.  Para  as  flores,  hastes  e  folhas  foram  relatados  diversos 

metabólitos secundários, como compostos fenólicos [4,5], cumarinas [6,7], flavonóides 
[6], e terpenóides [8-11]. 

Em ensaios  antifúngicos  realizados com extratos  metanólicos  das flores 

foram verificadas atividades inibitórias significativas, principalmente contra o fungo 

fitopatogênico  Sclerotinia sclerotiorum  [5].  Embora os testes tenham apresentado 

atividades  antifúngicas  consideráveis  foram  realizados  apenas  com  fungos 

patogênicos  a  vegetais,  com  a  finalidade  de  determinar  marcadores  para 

identificação  de  genótipos  resistentes  da  planta  [5].  Esses  dados  apontam  a 

importância de avaliar a atividade antifúngica do girassol frente a outros fungos, 

especialmente aqueles que podem infectar os humanos. Um exemplo é o fungo 

dimórfico  Sporothrix  schenckii,  agente  causador  da  esporotricose.  O  patógeno 

está  presente  no  ambiente  na  forma  de  hifas  e  é  encontrado  em  espinhos, 

madeira,  plantas  e  no  solo.  A  infecção  se  dá  principalmente  por  inoculação 



traumática das conídias do fungo na pele ou tecido subcutâneo do hospedeiro 

onde se diferenciam na forma de levedura [12]. 

A esporotricose é uma micose amplamente distribuída no planeta, sendo 

mais frequente em países de zonas tropicais e subtropicais [13]. Pode manifestar-se 

de três formas principais, possivelmente relacionadas com a virulência da cepa 

infectante  [14]: a forma cutânea fixa, que apresenta lesões verrucosas no local da 

inoculação;  a  forma  linfocutânea,  a  mais  comum  de  todas,  representando 

aproximadamente 80% dos casos e caracterizada pelo aparecimento de nódulos 

que seguem trajetória linfática regional; e a forma disseminada, na qual o fungo 

atinge a corrente sanguínea do hospedeiro [15]. Esta última é a menos incidente de 

todas  e  se  estabelece  principalmente  em  pacientes  imunocomprometidos, 

especialmente portadores do vírus HIV, alcoolistas, diabéticos e transplantados [13], 

sugerindo que o fungo é um patógeno oportunista [12]. A micose sistêmica pode ser 

contraída  através  da  inalação  de  conídias,  levando  à  infecção  pulmonar  e 

subsequente disseminação pelos ossos, olhos, sistema nervoso central e vísceras 

[16]. 

As lesões da forma linfocutânea podem curar-se espontaneamente após 

semanas  [16],  mas a maioria dos pacientes necessita utilizar medicamentos por 

longo período  [13].  O tratamento para todas as formas da doença geralmente é 

sistêmico  e  o  arsenal  terapêutico  é  constituído  principalmente  por  solução 

saturada  de  iodeto  de  potássio,  itraconazol  e  anfotericina  B,  fármacos  com 

problemática já conhecida [17].  Se negligenciada, a esporotricose sistêmica pode 

ser fatal [18].

Fatores como toxicidade,  interações e biodisponibilidade insuficiente  dos 

fármacos antifúngicos atualmente utilizados na terapia, tornam necessária a busca 

de  novos  compostos  para  o  tratamento  de  micoses  [19].  Tendo  em  vista  a 

abundância, o fácil cultivo e a potencial ação antifúngica do girassol, o objetivo 

deste trabalho é verificar a atividade de extratos das flores do raio e disco desta 

espécie  contra  diferentes  cepas do fungo  S.  schenckii  e determinar  o  teor  de 

compostos fenólicos totais presentes nesses extratos.



Materiais e métodos

1. Coleta do material vegetal  e Preparação da amostra

Os girassóis foram coletados em fevereiro de 2010 em área de cultivo na 

cidade de Veranópolis – RS (Brasil) três meses após a germinação. O material foi 

seco a temperatura ambiente, ao abrigo da luz direta.

A matéria-prima foi separada manualmente em flores do raio e flores do 

disco. 

Preparação dos extratos

Às flores foi  acrescido solvente  de extração.  O material  foi  submetido a 

maceração e posteriormente as amostras foram liofilizadas. 

3. Determinação do teor de compostos fenólicos totais 

A  quantificação  dos  compostos  fenólicos  totais  foi  realizada  conforme 

técnica modificada por Xu et al. [20] originalmente descrita por Singleton & Rossi [21]. 

Para  tubos de  ensaio,  foram transferidos  150  μl  de soluções a 5 mg ml-1  dos 

extratos, 3 ml de água destilada, 250 µl de solução do reagente Folin-Ciocalteu e 

750  µl  de solução aquosa Na2CO3 7%,  com subsequente  agitação em vórtex. 

Após 8 minutos, foram adicionados 850 μl de água destilada e as amostras foram 

deixadas  em  repouso  ao  abrigo  da  luz  por  2  horas.  As  absorvâncias  foram 

medidas em espectrofotômetro UV-visível com comprimento de onda de 765 nm 

utilizando água destilada como branco. O conteúdo de fenólicos totais foi expresso 

em equivalentes de ácido gálico (mg de GAE g-1 de  extrato  seco),  calculados 

através da curva de calibração realizada com as concentrações 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 



14  μg ml-1 e r=0,9995. O experimento foi realizado em triplicata. Os resultados 

foram expressos em média ± desvio padrão.

4. Ensaio antifúngico

4.1. Preparação do inóculo

As amostras de S. schenckii utilizadas no ensaio antifúngico foram obtidas 

de isolados clínicos fornecidos pela Faculdade de Medicina do Estado de São 

Paulo (Ss 864) e Universidade do Rio de Janeiro (Ss s31, Ss s53, Ss s57, Ss s79).

Utilizou-se o meio de cultura RPMI 1640 com L-glutamina, sem bicarbonato 

de sódio, tamponado com ácido morfolinopropanosulfônico 0,165 mol l-1 a pH 7,0 

filtrado em membrana de 0,22 μm (RPMI-MOPS).

Os fungos foram cultivados em ágar batata dextrose (PDA) (PDA/ Difco, 

Becton,  Dickinson  and  Company,USA)  a  35ºC por  7  dias.  Após  o  tempo de 

incubação, foram adicionados aproximadamente 2 ml de solução salina nos tubos 

e as superfícies das culturas foram suavemente raspadas com pipeta de vidro 

esterilizada, a fim de liberar os esporos. As suspensões obtidas foram ajustadas 

para exibir transmitância de 80-82% em 530 nm. Após, foi realizada diluição em 

meio RPMI-MOPS (1:50) para se obter uma concentração final de 104 UFC ml-1. 

4.2. Determinação da concentração inibitória mínima e concentração fungicida 

mínima

As  amostras  foram  diluídas  em meio  RPMI-MOPS,  originando  soluções 

estoque  de  concentração  115  mg  ml-1.  Como  controle  positivo  foi  utilizado 

itraconazol  (Janssen  Pharmaceutica  N.  V.,  Beerse,  Belgium)  solubilizado  em 

dimetil  sulfóxido  (DMSO)  (Vetec)  e  diluído  em  meio  RPMI-MOPS  nas 

concentrações de 16 a 0,03 μg ml -1. Foram utilizadas também as cepas Candida 

parapsilosis (ATCC® 22019 ) e Candida krusei (ATCC® 6258) para o controle de 

qualidade dos testes de diluição com o itraconazol.



As concentrações inibitórias mínimas (CIM) foram determinadas através do 

método de microdiluição em caldo utilizando placas de ELISA com 96 poços, de 

acordo com as diretrizes recomendadas pelo  Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) para fungos filamentosos, conforme a norma M38-A [22]. Alíquotas 

de 100 μl de inóculo foram adicionadas a cada poço da placa contendo 100 μl dos 

extratos diluídos.  Foram testadas as amostras nas concentrações 57,50; 28,75; 

14,38; 7,19; 3,59; 1,79; 0,89; 0,44; 0,22; 0,11 e 0,05 mg ml-1 e os controles de 

crescimento (sem extrato) e de esterilidade (sem inóculo).  

A  CIM  foi  determinada,  após  46-50  horas  de  incubação  a  35  ºC,  por 

comparação  com  o  controle  de  crescimento  e  definida  como  a  menor 

concentração  de  agente  antifúngico  que  inibiu  visualmente  o  crescimento  dos 

fungos testados.

A concentração fungicida mínima (CFM) foi  determinada de acordo com 

Favre  et al. [23]. Alíquotas de 100  μl retiradas dos poços contendo as amostras 

que inibiram completamente o crescimento dos fungos foram transferidas para 

tubos de cultura contendo 2 ml de meio caldo Sabouraud-dextrose (Difco, Becton, 

Dickinson and Company, USA) e incubadas por 10 dias a 35 ºC. A concentração 

fungicida mínima foi  determinada como a menor  concentração que preveniu o 

crescimento fúngico. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

Resultados

1. Concentração de fenólicos totais 

 As quantidades de compostos fenólicos totais nos extratos ER e ED foram 

determinadas  através  da  reação  de  oxi-redução  utilizando  reagente  Folin-

Ciocalteu. Foram encontrados valores médios de 31,15 ± 0,32 e 34,69 ± 0,55 mg 

GAE g-1 de extrato seco nos extratos de flores do raio e do disco, respectivamente.



2. Ensaio antifúngico

2.1 Concentração inibitória mínima

As  CIMs  obtidas  no  ensaio  de  suscetibilidade  estão  representadas  na 

tabela  1 e  demonstram que as  concentrações testadas de  ambos os  extratos 

exibiram atividade  antifúngica  contra  todas as  cepas.  No teste  de  controle  da 

qualidade  do  Itraconazol,  as  CIMs  obtidas  encontraram-se  dentro  das  faixas 

estabelecidas pela norma M38-A do CLSI.

Nos ensaios com os extratos, foram encontradas CIMs na faixa de 3,59 a 

14,38  mg  ml-1 sendo  que  ED  apresentou  valores  ligeiramente  inferiores  aos 

obtidos com ER. A CIM obtida com ED contra Ss 864 e Ss s53 foi de 3,59 mg ml-1, 

enquanto que para as demais cepas foi de 7,19 mg ml-1. ER apresentou CIMs de 

7,19 mg ml-1  contra Ss 864, Ss s53 e Ss s79 e 14,38 mg ml-1 frente as demais 

amostras do fungo. Para todas as cepas as CIMs encontradas com ED foram a 

metade das obtidas  em ER, com exceção de Ss s79,  cujos  valores foram os 

mesmos para ambos extratos. As menores CIMs observadas para Ss 864 e Ss 

s53 quando testadas com os dois extratos sugerem maior sensibilidade destas 

cepas.

Tabela 1. CIMs obtidas com os extratos de flores do raio (ER) e flores do disco 

(ED) testados e do padrão Itraconazol.

Cepa ER (mg ml-1) ED (mg ml-1) Itraconazol (ug ml-1)

Ss 864 7,19 3,59 0,5

Ss s31 14,38 7,19 0,5

Ss s53 7,19 3,59 0,5

Ss s57 14,38 7,19 0,06

Ss s79 7,19 7,19 0,5



2.2. Concentração fungicida mínima

As CFMs obtidas após o cultivo de amostras que apresentaram as CIMs e 

concentrações superiores a estas, estão indicadas na tabela 2. Ambos extratos 

produziram as duas menores CFM do experimento quando testados com a cepa 

Ss 864, apresentando valores de 7,19 mg ml-1 e 14,38 mg ml-1 para ED e ER, 

respectivamente. ED também apresentou CFMs inferiores a ER quando testado 

contra as cepas  Ss s31 e Ss s53, com valores de 14,38 mg ml-1 e 28,75 mg ml-1. 

Este  extrato,  quando  avaliado  contra  as  cepas  Ss  s57  e  Ss  s79,  originou 

concentração  fungicida  mínima  com  um  valor  mais  elevado,  57,5  mg  ml-1.  A 

mesma CFM foi observada em todas as cepas testadas com ER, com exceção de 

Ss 864. 

Tabela 2. CFMs obtidas com os extratos de flores do raio (ER) e flores do disco 

(ED) testados e do padrão Itraconazol.

Cepa ER (mg ml-1) ED (mg ml-1) Itraconazol (ug ml-1)
Ss 864 14,38 7,19 8
Ss s31 57,5 14,38 >16
Ss s53 57,5 28,75 16
Ss s57 57,5 57,5 1
Ss s79 57,5 57,5 >16

Discussão

Fungos estão presentes em todo o ambiente e a frequência de infecções 

invasivas por estes microorganismos vem aumentando nos últimos anos  [24].  O 

limitado número de classes de fármacos disponível para tratamento de micoses 

assim como o aparecimento de fungos multirresistentes estimula a pesquisa para 

a  descoberta  de  novos  agentes  antifúngicos,  incluindo  derivados  de  plantas 

medicinais, que são conhecidas fontes de compostos ativos [25].



O  tratamento  da  esporotricose  é  realizado  principalmente  com  solução 

saturada de iodeto de potássio, itraconazol e anfotericina B  [15]. Não obstante, o 

uso  indiscriminado  destes  fármacos  levou  ao  aparecimento  de  isolados 

resistentes,  inclusive  ao  itraconazol,  que  em  geral  apresenta  bons  resultados 

contra a infecção  [26,27].  Alternativas terapêuticas são importantes no manejo de 

casos de resistência, principalmente em pacientes imunocomprometidos que são 

mais suscetíveis a infecções oportunistas [28].

Neste  trabalho,  encontrou-se  atividade  inibitória  de  flores  de  Helianthus 

annuus frente a cinco cepas do fungo dimórfico  S. schenckii. Foram observadas 

menores CIMs e  maior teor de compostos fenólicos no extrato das flores do disco. 

Muitos  estudos evidenciam que a  produção de certos  metabólitos  secundários 

pode ser induzida através de estresse ao vegetal, como, por exemplo, ataque de 

microorganismos  [29].  Por  consequência,  frequentemente  a atividade antifúngica 

tem sido atribuída a muitas destas substâncias [29]. Prats et al. [5] observaram que 

no girassol a biossíntese de compostos fenólicos é induzida após infecção por 

fungos como mecanismo de defesa. Em análise do teor de fenólicos totais dos 

extratos testados e dos resultados obtidos no ensaio antifúngico, observou-se que 

as menores CIMs e CFMs foram exibidas pelo extrato com maior quantidade de 

fenólicos  totais,  sugerindo  que  estes  compostos  estejam  relacionados  com  a 

atividade inibitória encontrada. 

Em seu trabalho, Prats et al. [5], já haviam observado atividade antifúngica 

do girassol ao testar extratos metanólicos da corola e das brácteas contra o fungo 

Sclerotinia  sclerotiorum, obtendo  inibição  de  aproximadamente  100%  do 

crescimento das hifas com amostras de genótipos resistentes da planta. Nesse 

mesmo estudo, em extrato acetona/metanol das corolas, foi observada a presença 

de duas cumarinas,  aiapina e escopoletina,  ambas já  testadas em ensaios de 

suscetibilidade  contra  alguns  fungos  como  S.  sclerotiorum,  Helminthosporium 

carbonum,  Cladosporium  herbarum  e Pythium,  apresentando  capacidades 

inibitórias  variadas  [30].  Além disso,  em ensaios  com  S.  sclerotiorum,  atividade 

antifúngica também foi atribuída a outros compostos isolados do girassol como os 

fenólicos  dimetoxiencecalina,  3-acetil-4-hidroxiacetofenona  e  3-acetil-4-



acetoxiacetofenona, isolados das brácteas [4] e até mesmo uma proteína, SAP 16, 

isolada das flores [31].

Apesar das CIMs relativamente baixas verificadas nos ensaios, observou-se 

que os extratos foram capazes de matar os fungos em concentrações de 2 a 8 

vezes maiores.  O resultado obtido sugere que as amostras podem apresentar 

substâncias antifúngicas com potencial inibitório relevante. Estas poderiam estar 

presentes  em  concentrações  suficientes  para  inibir  o  crescimento  dos 

microorganismos,  mas em baixas  concentrações para provocar  sua morte.  Em 

vista disso, estudos posteriores visarão o fracionamento e isolamento buscando a 

identificação da (s) substância (s) responsável (is) pela atividade.

Como  esperado,  nos  testes  de  suscetibilidade  dos  fungos  aos  agentes 

testados, itraconazol apresentou baixas CIMs, muito inferiores às das amostras. 

Possivelmente  essa  diferença  seria  menor  se  os  extratos  testados  fossem 

fracionados ou se os constituintes do mesmo fossem isoladas.  Itraconazol  é o 

fármaco de escolha na maioria das formas de manifestação da esporotricose mas, 

apesar disso, a correlação entre a resposta terapêutica aos fármacos in vivo e os 

resultados dos testes de suscetibilidade in vitro ainda é controversa [18].

As baixas CIMs obtidas com extratos das flores do raio e do disco, assim 

como  a abundância de matéria-prima sugerem que o girassol representa uma 

potencial  fonte  de  substâncias  antifúngicas  contra  S.  schenckii  que  deve  ser 

explorada. Os compostos responsáveis pela atividade, assim como seu espectro 

de ação são questões a serem elucidadas em estudos posteriores.
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