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COMPARACAO DA ATIVIDADE
ANTIFUNGICA DO EXTRATO AQUOSO
E DO EXTRATO ETANOLICO DE
RHAPHIODON ECHINUS (LAMIACEAE)
CONTRA CEPAS CANDIDA TROPICALIS

RESUMO

A microbiota residente da boca é bastante diversificada, com
mais de 700 espécies de micro-organismos identificadas, das
quais muitas ainda ndo foram descritas. Nessa vasta ecologia
microbiana da cavidade bucal, encontram-se, pelo menos, vinte
géneros e, aproximadamente, noventa espécies de leveduras
isoladas e classificadas. Os métodos convencionais para o
tratamento de candidiase sdo baseados na utilizagdo de agentes
antifingicos, porém, sdo observados varios inconvenientes
quando da utilizacdo dos mesmos, representados por toxicidade,
interacBes antagbnicas farmaco-farmaco, falta de eficacia
fungicida, alto custo e surgimento de espécies resistentes, entre
outras. Na busca por novas estratégias terapéuticas para a
candidiase oral, estudos utilizando plantas medicinais estdo
sendo cada vez mais realizados. Essa pesquisa procura analisar a
possivel atividade antifingica do extrato aquoso e etandlico de
Rhaphiodon echinus (Lamiaceae) contra cepas de Candida
tropicalis. Para a determinacdo da CIM (Concentracao Inibitoria
Minima) do extrato, foi realizada a técnica da microdiluicdo em
caldo. Utilizaram-se as seguintes cepas de Candida tropicalis
(ATCC 13803, LM 14, LM 31 e LM 36). Foi realizado controle
de viabilidade das cepas ensaiadas, e também controle de
sensibilidade com o antimicrobiano Nistatina. As placas foram
assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48 hs e se
realizou a leitura. Diante dos resultados observou-se que ClIMsgy,
do extrato aquoso e etandlico de Rhaphiodon echinus contra as
cepas de Candida topicalis foi de 512 pg/mL. Conclui-se que 0s
extratos de Rhaphiodon echinus sdo eficazes contra as cepas de
C. tropicalis.

Palavras-chave: Rhaphiodon echinus. Candida tropicalis.
Plantas medicinais.

COMPARATION OF THE ANTIFUNGAL
ACTIVITY OF THE AQUEOUS AND
ETHANOLIC EXTRACTS OF
RHAPHIODON ECHINUS (LAMIACEAE)
AGAINST STRAINS CANDIDA
TROPICALIS

ABSTRACT

The resident microbiota of the mouth is quite diverse, with more
than 700 species of microorganisms identified, many of which
have not yet been described. In this vast microbial ecology of the
oral cavity, there are at least twenty genera and approximately
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ninety species of isolated and classified yeasts. Conventional
methods for the treatment of candidiasis are based on the use of
antifungal agents, however, a number of drawbacks are observed
when using them, represented by toxicity, antagonistic drug-drug
interactions, lack of fungicidal efficacy, high cost and emergence
of resistant species, among others. In the search for new
therapeutic strategies for oral candidiasis, studies using
medicinal plants are being increasingly performed. This research
aims to analyze the possible antifungal activity of the aqueous
and ethanolic extract of Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer
(Lamiaceae) against strains of Candida tropicalis. For the
determination of MIC (Minimum Inhibitory Concentration) of
the extract, the broth microdilution technique was performed.
The following strains of Candida tropicalis (ATCC 13803, LM
14, LM 31 and LM 36) were used. Viability control of the strains
tested, as well as sensitivity control with the antimicrobial
Nystatin 100 1U / mL. The plates were aseptically closed and
incubated at 35 ° C for 24-48 hours and read. In view of the
results, it was observed that MIC 50% of the aqueous and
ethanolic extract of Rhaphiodon echinus against the strains of
Candida tropicalis was 512 pg / mL. It is concluded that the
extracts of Rhaphiodon echinus are effective against the strains
of C. tropicalis.

Keywords: Rhaphiodon echinus. Candida tropicalis. Medicinal
plants.
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1. INTRODUCAO

A candidiase constitui um espectro de
infeccbes causadas por fungos do género
Candida. O agente mais comum é a Candida
albicans, mas outras espécies também tém sido
identificadas, como, por exemplo, C. tropicalis,
C. guillermondii, C. glabrata, C. krusei, entre
outras (CRISSEY J, LANG H e PARISH LC, 1995).

Vérios fatores sdo citados como
responsaveis pela ocorréncia das candidiases
orais, alguns relacionados ao hospedeiro e outros
a propria levedura. Os mais citados relacionados
ao hospedeiro sdo: diabetes mellitus (DM), perda
de dentes, restauragdes, aparelhos (ortodénticos e

protéticos), mudancas de habitos alimentares,

higiene oral, doencas sistémicas, alteracdes

hormonais, certas drogas sistémicas e locais,
imunodepressdo, radiacdo e quimioterapia
(PAULA, 1998).

O aumento da resisténcia a antifangicos
alerta para a necessidade do desenvolvimento de
estratégias que evitem a sua disseminag&o entre os
fungos, como ja ocorreu com as bactérias, que se
encontra disseminada e fora de controle
(CANUTO MM & RODERO FG, 2002).

As plantas medicinais sdo importantes
por fornecerem matéria-prima para a sintese de
drogas, além de serem utilizadas como agentes
terapéuticos alternativos. O emprego das plantas é
supervalorizado no uso tradicional com base nos
seus beneficios medicinais. Dessa forma, torna-se

imprescindivel o conhecimento sobre a dose e a
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parte empregada da planta, além de suas
propriedades terapéuticas, pois existem aquelas
que sdo altamente toxicas, mesmo em pequenas
doses (ZHAN & ZHOU, 2003).

Visando contribuir com este cenério
atual, a quimica de produtos naturais de vegetais
tem por objetivo avangar na identificacdo e
elucidagdo estrutural de compostos com
atividades biologicas, bem como na avaliacdo de
propriedades conferidas a seus metabdlitos (BRAZ
FILHO, 2010).

A familia Lamiaceae é composta por
aproximadamente 240 géneros e 7200 espécies,
ocorrendo em todo o mundo desde regiGes
tropicais até areas de clima temperado, com
excecdo da Antartida. No Brasil, sdo encontrados
32 géneros e 496 espécies, sendo muitas destas
espécies endémicas do semidrido nordestino, com
destaque para o0 género Hyptis e Rhaphiodon
(HARLEY, 2012).

Em relacdo aos componentes quimicos, a
familia Lamiaceae desperta grande interesse no
estudo dos metabdlitos secundarios, como
alcaloides flavonoides, terpenos, cumarinas,
lignoides e os 6leos essenciais (FERREIRA, 2009).

Oleos essenciais sdo produtos resultantes
do metabolismo secundario das plantas, podendo
ser extraidos por todos os érgdos, como brotos,
folhas, flores, caules, galhos, raizes e sementes e
sdo armazenados em células secretoras,
epidérmicas e tricomas. Devido a sua rica
composi¢do quimica, dentre os principais Sao:
terpenoides, alcaloides e cumarinas. Os 0leos
essenciais tém ganhado cada vez mais notoriedade
e despertado interesse, dentre pesquisadores do

mundo todo, devido as suas inUmeras

propriedades MARQUES e

MAYWORM, 2007).

(RESCHKE;

O presente trabalho objetiva, por meio de
ensaios in vitro, comparar a Concentracdo
Inibitéria Minima do extrato aquoso e do extrato
etandlico de Rhaphiodon echinus (Lamiaceae)
contra cepas de Candida tropicalis, para
determinar a menor concentracdo do composto
capaz de inibir visualmente o crescimento

fangico.

2. METODOLOGIA
Ensaios in vitro
Substancia-teste

Para o0s ensaios deste relatério parcial
foram utilizados os extratos aquoso e etandlico
das partes aéreas de Raphiodon echinus, que
foram cedidos pela equipe da Prof?. Dré. Gabriela
Lemos de Azevedo Maia, da Universidade Federal
do Vale do S&o Francisco (UNIVASF).

Os extratos foram conservados em frasco
de vidro &mbar e mantidos sob-refrigeracdo. As
emulsbes dos extratos nas  diferentes
concentragcdes foram preparadas no momento de
execucdo dos ensaios utilizando dimetilsulfoxido
(DMSO), Tween 80 (INLAB/Indlstria Brasileira)
e guantidade suficiente para 3 mL de A&gua
destilada estéril.

O mesmo preparo foi realizado com o
extrato etanodlico em outro tubo de ensaio. E
através de diluicBes em &gua destilada ou no
proprio meio de cultura foram obtidas as

concentragtes desejadas de ambos os extratos.
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Espécies Fungicas

Foram utilizadas quatro cepas de
Candida tropicalis, uma cepa padrdo: ATCC
13803, e trés cepas clinicas: LM 14, LM 31e LM
36, previamente isoladas, identificadas e
gentilmente  cedidas pelo Laboratério de
Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Paraiba, sob a direcdo da
Prof?. Dr2 Edeltrudes de Oliveira Lima.

Todas as cepas foram mantidas em agar
Sabouraud dextrose (ASD) a uma temperatura de
4°C, sendo utilizados para 0s ensaios repiques de
24 horas em ASD incubados a 35 °C. No estudo
da atividade antimicrobiana foi utilizado um
indculo  fangico de aproximadamente 10°
UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez

do tubo 0,5 da escala de McFarland.

Meios de cultura

Foi utilizado o meio agar Sabouraud
dextrose - ASD (Difco Lab., USA) para
manutencdo dos micro-organismos; preparados

conforme as instrucdes do fabricante.

Farmaco antifangico

Foi utilizado como antifingico padrdo
(controle positivo), a nistatina em pd (Pharma
Nostra, Rio de Janeiro). As solucBes foram
preparadas no momento de execugdo dos testes,

para alcance das concentragdes desejadas.

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM)
As Concentragdes inibitérias minimas dos

extratos aquoso e etanolico de Raphiodon echinus

foram determinadas pela técnica de microdiluigdo
em caldo (CLEELAND & SQUIRES, 1995).

Foram utilizadas placas de 96 orificios
estéreis e com tampa. Em cada orificio da placa,
foi adicionado 100 pl. do meio liquido caldo
Sabouraud dextrose duplamente concentrado. Em
seguida, 100 pL da emulsio do extrato na
concentragdo inicial de 2048 pg/mL (também
duplamente concentrado), foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa.

Por meio de uma diluicdo seriada em
razdo de dois, foram obtidas as concentracdes de
1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 ¢ 4 pg/mL, de
modo que na primeira linha da placa encontra-se
a maior concentracdo e na ultima, a menor
concentragdo. Por fim, foram adicionados 10 pL
do indculo das espécies flngicas nas cavidades,
onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa
fangica, especificamente.

Um controle de micro-organismo foi
realizado colocando-se nas cavidades 100 pL do
mesmo CSD duplamente concentrado, 100 pL de
dgua destilada estéril e 10 pL do inéculo de cada
espécie. Para verificar a auséncia de interferéncia
nos resultados pelos solventes utilizados na
preparacdo da emulsdo, no caso o DMSO
(dimetilsulféxido) e o Tween 80, foi feito um
controle no qual foram colocados nas cavidades
100 pL do caldo duplamente concentrado, o
DMSO (5%), o Tween 80 (2%) e 10uL da
suspensao flngica. Um controle de esterilidade do
meio também foi realizado, onde foi colocado 200
pL do CSD em um orificio sem a suspensdo dos
fungos.

As placas foram assepticamente fechadas

e incubadas a 35°C por 24 - 48 hs para ser
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realizada a leitura. A CIM para os extratos e
antifangico  foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o
crescimento fangico verificado nos orificios
guando comparado com o crescimento controle.

Os experimentos foram realizados em duplicata.

3. RESULTADOS
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

é referida como a menor concentracdo de uma

substancia teste capaz de inibir o crescimento
microbiano de maneira visivel. Os dados obtidos
estdo presentes na tabela 1.

A CIMg € dita como a menor
concentragdo capaz de inibir 50% das cepas
durante o experimento; seguindo a premissa,
observa-se que a CIMs, para Candida tropicalis
foi de 512 ug/mL

Tabela 1 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL do extrato aquoso de Rhaphiodon echinus contra

cepas de Candida tropicalis.

Cepa Fangica CIM Controle positivo Controle negativo
ATCC 13803 1024 pg/Ml + -

LM 14 1024 pg/mL + ;

LM 31 256 pg/mL + -

LM 36 512 pg/mL + -

(-) = ndo houve inibicéo visivel da cepa (+) = inibicdo visivel da cepa Fonte: Autoria propria

A menor CIM do extrato aquoso de
Rhaphiodon echinus (Lamiaceae) foi de 256
pg/mL, para a cepa LM 31. A cepa LM 36
obteve CIM igual 512 pg/mL, enquanto as cepas
ATCC 13803 e LM 14 apresentaram padrdo
igual de resposta frente ao composto testado

(1024 pg/mL) (Tabela 1).

A menor CIM do extrato etanolico de
Rhaphiodon echinus (Lamiaceae) foi de 256
pg/mL, para a cepa LM 31. A cepa LM 36 e LM
14 obteveram CIM igual 512 pg/mL, enquanto a
cepa ATCC 13803 apresentou valor de CIM igual
a 1024 pg/mL (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em ug/mL do extrato etandlico de Rhaphiodon echinus contra

cepas de Candida tropicalis.

Cepa Fungica CIM Controle positivo Controle negativo
ATCC 13803 1024 pg/Ml + -
LM 14 512 pg/mL + -
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LM 31 256 pg/mL

+ -

LM 36 512 pg/mL

+ -

(-) = ndo houve inibicao visivel da cepa (+) = inibicdo visivel da cepa Fonte: Autoria propria

4. DISCUSSAO

Segundo Sartoratto (2004), o potencial
antifangico é dito forte quando a CIM atinge
valores inferiores a 500 pg/mL, moderado entre
600 ug/mL — 1500 pug/mL e considerado fraco
guando os valores da CIM ultrapassarem 1500
pg/mL.

Os extratos aquoso e etandlico de
Rhaphiodon  echinus  demonstraram  forte
atividade antiflngica sobre as cepas de Candida
tropicalis visto que obtiveram CIM50 igual a 512
pg/mL.

Pesquisas de Cordova et al. (2016) reve-
laram susceptibilidade de cepas de S. aureus, S.
pyogenes, E. faecalis e C. albicans para o extrato
hexanico de outra espécie vegetal pertencente a
familia Lamiaceae, a S. apiana. E pela primeira
vez, a atividade antibacteriana e antifingica in
vitro desse monoterpeno ¢é relatada contra patdge-
nos de relevancia clinica.

Asdadi et al. (2015) verificaram as pro-
priedades antiflngica e antioxidante a dos extrato
de Vitex agnus castus (espécie vegetal pertencen-
te a familia Lamiaceae) contra cepas de Candida,
utilizando os métodos de microdiluigdo em caldo e
DPPH . Os resultados deste estudo mostraram
que estes 6leos exibem atividade antiflngica sig-
nificativa contra fungos selecionados.

Duarte et al. (2016) testaram as proprie-
dades moduladoras do 6leo essencial de R. echi-
nus quando associado a antimicrobianos, contra

cepas fungicas de C. albicans, C. krusei, C. tro-

picalis e cepas bacterianas de E. coli, S. aureus e
Pseudomonas. No estudo foi observada uma bai-
xa atividade antifungica e antibacteriana do 6leo
essencial, mas um forte efeito modulador quando
associado aos antimicrobianos. Segundo o0s pes-
quisadores, o Oleo essencial também apresenta
uma forte atividade quelante de ferro.

Costa et al. (2017) verificaram o poten-
cial antifingico dos extratos de R. echinus contra
cepas de diferentes espécies de Candida e obser-
varam o efeito modulador destes extratos quando
associados a antifdngicos sintéticos.

Pio et al (2018) realizou um levantamento
sobre 0s conhecimentos e usos de plantas medici-
nais dos habitantes das ilhas do rio Sdo Francis-
0. R. echinus apresentou-se como a planta, cujos
efeitos e propriedades, eram mais conhecidos e
usados corretamente pela populacdo. No mesmo
estudo foram avaliados os efeitos antimicrobianos
dos extratos aquoso e etandlico de R. echinus por
meio da técnica de microdilui¢do, contra cepas
bacterianas. Foi possivel observar que o extrato
aquoso ndo apresentou efeito desejavel sobre as
cepas bacterianas, entretanto o extrato etanélico
de R. echinus apresentou efeito moderado. A fra-
cao acetato de etila do extrato etandlico, apresen-
tou forte potencial antibacteriano sobre as cepas

estudadas.
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5. CONCLUSAO

Portanto, com base nos resultados obtidos
pode-se perceber que o do extrato aquoso e
etandlico de Rhaphiodon echinus Ness Mart.
Schauer (Lamiaceae) apresenta um forte efeito
antifngico contra cepas de C. tropicalis. Desta
forma, sugere-se que este composto pode ser
utilizado como uma alternativa terapéutica para o

combate de infeccGes causadas por esse fungo.

6. AGRADECIMENTOS
Agradeco A Universidade Federal de

Campina Grande pelo apoio.

REFERENCIAS

ASDADI, A.. et al. Study on chemical analysis,
antioxidant and in vitro antifungal activities of
essential oil from wild Vitex agnus-castus L. seeds
growing in area of Argan Tree of Morocco against
clinical strains of Candida responsible for nosocomial
infections. Journal de Mycologie Médicale, v. 25,
n. 4, p. ell8-e127, 2015.

BRAZ FILHO, Raimundo. Contribui¢do da
fitoquimica para o desenvolvimento de um pais
emergente. Quimica Nova, v. 33, n. 1, p. 229-
239, 2010.

CANUTO, Mar Masi; RODERO, Félix Gutiérrez.
Antifungal drug resistance to azoles and polyenes.
The Lancet infectious diseases, v. 2, n. 9, p. 550-
563, 2002.

CLEELAND, R.; SQUIRES, E. Evalution of new
antimicrobials in vitro and in experimental animal
infections. In: Lorian, V. M. D. Antibiotics in
Laboratory Medicine. New York: Willians &
Wilkins, p. 739-788, 1991.

CORDOVA-GUERRERO, . et al. Actividad
antibacteriana y antifungica de un extracto de Salvia
apiana frente a microorganismos de importancia
clinica. Revista Argentina de Microbiologia, v. 48,
n. 3, p. 217-221, 2016. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/SO
325754116300487>. Acesso em: 31 ago. 2018.

COSTA, A. R;; DE LIMA SILVA, J.; LIMA, K. R.
R. et al. Rhaphiodon echinus (Nees & Mart.)

Schauer: Chemical, toxicological activity and
increased antibiotic activity of antifungal drug
activity and antibacterial. Microbial Pathogenesis,
v. 107, p. 280-286, 2017. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/SO
882401016306878?via%3Dihub>. Acesso em: 31
ago. 2018.

CRISSEY, J. T.; LANG, H.; LAWRENCE C.
Manual of medical mycology. Cambridge, Mass.,
USA: Blackwell Scientific, 1995.

DUARTE, A. et al. Antimicrobial Activity and
Modulatory Effect of Essential Oil from the Leaf of
Rhaphiodon echinus (Nees & Mart) Schauer on Some
Antimicrobial Drugs. Molecules, v. 21, n. 6, p. 743,
2016. Disponivel em: <http://www.mdpi.com/1420-
3049/21/6/743>.

FERREIRA, H. D. Morphology, taxonomy,
phylogeny, leaf anatomy and titoquimica species of
the genus Hyptis Jacg. (Labiatae) occurring in
Goias and Tocantins. 2010. 483 f. Tese (Doutorado
em Ciencias Biologicas) - Universidade Federal de
Goiés, Goiania, 2010.

HARLEY, R M. Checklist and key of genera and
species of the Lamiaceae of the Brazilian
Amazon. Rodriguésia, v. 63, n. 1, p. 129-144,
2012.

PAULA, C. R. Candidiases. Compéndio de
micologia médica. Rio de Janeiro: Medsi, p. 99-
107, 1998.

PIO, I. D. S. L. et al . Traditional knowledge and uses
of medicinal plants by the inhabitants of the islands
of the S&o Francisco river, Brazil and preliminary
analysis of Rhaphiodon echinus (Lamiaceae). Braz.
J. Biol., S&o Carlos, 2018 . Available from
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&
pid=S1519-
69842018005011102&Ing=en&nrm=iso>. access on
30 Aug. 2018. Epub Apr 19, 2018.
http://dx.doi.org/10.1590/1519-6984.177447.

RESCHKE, A.; MARQUES, L. M.; MAYWORM,
M. A. S. Atividade antibacteriana de Ficus benjamina
L.(Moraceae). Rev. Bras. Plant Med, v. 9, p. 67-70,
2007.

SARTORATTO, A. et al. Composition and antimi-
crobial activity of essential oils from aromatic plants
used in Brazil. Brazilian Journal of Microbiology,

v. 35, n. 4, p. 275-280, 2004.

ZHAN, Jinbiao; ZHOU, Peiheng. A simplified
method to evaluate the acute toxicity of ricin and

Revista da Universidade Vale do Rio Verde | v. 17| n. 1 | jan./jul. 2019| p. 7



ricinus agglutinin. Toxicology, v. 186, n. 1-2, p.
119-123, 2003.

José Lucas Soares Ferreira
Académico do Curso de Odontologia da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG)

Joyce Natielle Miranda Cavalcante
Académica do Curso de Odontologia da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG)

Daniele de Souza Siqueira
Académica do Curso de Odontologia da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG)

Raquel Vieira Bezerra
Académica do Curso de Odontologia da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG)

Leticia Ataide Delgado
Cirurgid-Dentista pela Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG)

Heloisa Mara Batista Fernandes de Oliveira
Mestra em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB)

Eric de Souza Soares Vieira
Mestrando em Ciéncias da Saude pela Universidade
do Vale do Sdo Francisco (UNIVASF)

Gabriela Lemos de Azevedo Maia
Doutora em Produtos Naurais e Sintéticos Bioativos
pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB)

Edeltrudes de Oliveira Lima
Doutora em Farmacia pela Universidade Federal de
Séo Paulo (USP)

Abrahéo Alves de Oliveira Filho

Doutor em Produtos Naurais e Sintéticos Bioativos
pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB)
Professor Adjunto do Curso de Odontologia da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG)

Revista da Universidade Vale do Rio Verde | v. 17| n. 1 | jan./jul. 2019| p. 8



