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RESUMO 
 
Candidíase é uma micose causada por leveduras do gênero Candida, em que a 
lesão pode ser branda, aguda ou crônica, superficial ou profunda, e de espectro 
clínico bem variável. O uso excessivo e indiscriminado de fármacos propicia o 
surgimento de leveduras resistentes. Assim, com a necessidade do desenvolvimento 
de novas alternativas terapêuticas de maior eficácia, surge a utilização de 
fitoterápicos a base de plantas medicinais como tratamento alternativo. Desta forma, 
o presente trabalho objetivou analisar a atividade antifúngica dos extratos etanólico e 
aquoso de Rhaphiodon echinus sobre cepas de Candida albicans, Candida tropicalis 
e Candida krusei. Para realização dos testes, foi utilizada a metodologia da 
Concentração Inibitória Mínima (CIM), por meio de ensaios in vitro pela técnica de 
microdiluição em caldo. Para a realização da técnica, em uma placa de 96 orifícios, 
foi adicionado o Caldo Sabouraud Dextrose (CSD), um dos extratos de R. echinus 
nas diferentes concentrações e o inóculo do gênero Candida. As placas foram 
incubadas a 37ºC durante 24-48 horas para a leitura da CIM. Utilizou-se como 
controle positivo o antifúngico nistatina. Como resultados observou-se que a CIM50 

do extrato aquoso de R. echinus contra as cepas de C. albicans e C. krusei foi de 
256 μg/mL. Contra as cepas de C. tropicalis, a CIM50 foi de 512 μg/mL. A CIM50 do 
extrato etanólico de R. echinus contra as cepas de C. albicans foi de 256 μg/mL, e 
contra as cepas de C. tropicalis e C. krusei a CIM50 foi de 512 μg/mL. Conclui-se que 
os extratos de R. echinus são eficazes contra as cepas de C. albicans C. krusei e C. 
tropicalis, entretanto mais estudos são necessários para desvendar o mecanismo de 
ação da atividade antifúngica destes produtos naturais. 

 

Palavras-chave: Plantas medicinais, Microbiologia, Candidíase oral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 
 
Candidiasis is a mycosis caused by yeasts of the genus Candida, in which the lesion 
may be mild, acute or chronic, superficial or deep, and of a very variable clinical 
spectrum. The excessive and indiscriminate use of drugs leads to the emergence of 
resistant yeasts.Thus, with the need for the development of new therapeutic 
alternatives of greater efficacy, the use of herbal phytotherapics appears as an 
alternative treatment. The present work aimed to analyze the antifungal activity of 
ethanolic and aqueous extracts of Rhaphiodon echinus on strains of Candida 
albicans, Candida tropicalis and Candida krusei. To perform the tests, the Minimal 
Inhibitory Concentration (MIC) methodology was used, through in vitro assays by 
broth microdilution technique. To perform the technique, a Sabouraud Dextrose Broth 
(SDB), one of the extracts of R. echinus at different concentrations and the inoculum 
of the genus Candida, was added to a 96-well plate. Plates were incubated at 37 ° C 
for 24-48 hours for MIC reading. The anti-fungal nystatin was used as a positive 
control. As results it was observed that MIC50 of the aqueous extract of R. echinus 
against the strains of C. albicans and C. krusei was 256 μg / mL. Against the strains 
of C. tropicalis, MIC50 was 512 μg / mL. The MIC50 of the ethanolic extract of R. 
echinus against the strains of C. albicans was 256 μg / mL, and against the strains of 
C. tropicalis and C. krusei the MIC50 was 512 μg / mL. It is concluded that the 
extracts of R. echinus are effective against the strains of C. albicans, C. krusei, and 
C. tropicalis, however more studies are necessary to uncover the mechanism of 
action of the antifungal activity of these natural products. 

 

Keywords: Medicinal Plants, Microbiology, Oral Candidiasis. 
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1. INTRODUÇÃO 

    

O gênero Candida é composto por fungos leveduriformes hialinos, com 

formação de blastoconídios, pseudo-hifas e, ocasionalmente, hifas verdadeiras. 

Macroscopicamente, em culturas de ágar Sabouraud destrose, as colônias são 

geralmente de cor creme ou esbranquiçada e a textura pode ser lisa ou enrugada, 

brilhante ou seca (LACAZ et al., 2002; SILVA et al., 2012). 

As principais espécies de leveduras do gênero Candida de interesse clínico 

causadoras de candidíase, em especial a oral, são: Candida albicans, Candida 

tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata e Candida krusei (COLOMBO et 

al., 2007; KOTHAVADE et al., 2010; RIBEIRO et al., 2010).  

A candidíase ou candidose é uma micose causada por leveduras do gênero 

Candida, em que a lesão pode ser branda, aguda ou crônica, superficial ou 

profunda, e de espectro clínico bem variável (FREIRE et al., 2016). 

Em relação ao tratamento da candidíase oral, grande quantidade de fármacos 

obtidos por meio da síntese orgânica tem sido utilizada no tratamento de infecções 

micóticas, como os antissépticos à base de tintura de iodo, violeta de genciana, 

ácido salicílico e benzoico, derivados sulfamídicos, corantes, quinonas e antifúngicos 

poliênicos (nistatina, anfotericina). Além desses, utilizam-se também antifúngicos 

como os azóis (cetoconazol, econazol, sulconazol, miconazol, clotrimazol e 

fluconazol) e anfotericina B. Porém, as infecções fúngicas são de difícil tratamento, 

fato relacionado à elevada resistência da Candida frente à ação de alguns 

antifúngicos convencionais (ARAÚJO et al., 2004; VANDEPUTTE et al., 2012). 

O uso excessivo e insdiscriminado destes fármacos propicia o surgimento de 

leveduras resistentes, principalmente em pacientes imunossuprimidos, susceptíveis 

a infecções frequentes. Assim, há necessidade do desenvolvimento de novas 

alternativas terapêuticas de maior eficácia, dentre as possibilidades, surge a 

utilização de fitoterápicos a base de plantas medicinais como tratamento alternativo. 

Os mesmos se diferem por apresentar uma diversidade molecular superior aos 

sintéticos, proporcionando novas descobertas, com pesquisa nas atividades 

biológicas que podem favorecer na prevenção e tratamento de doenças (ANDRADE 

et al, 2012). 

Desta forma, as plantas medicinais constituem uma importante fonte de 

novos compostos biologicamente ativos e são amplamente estudadas a fim de 
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encontrar compostos mais eficazes e menos tóxicos (NAKAMURA et al., 2004; 

OLIVEIRA et al., 2006; PRABUSEENIVASAN et al., 2006). 

Espécies vegetais brasileiras são usualmente utilizadas como antifúngicos e é 

notório que o Brasil, devido à sua diversidade vegetal, é um país conhecido 

mundialmente pela variedade de produtos com ação medicinal, largamente 

utilizados em suas diversas regiões (BOTELHO et al., 2007). 

Um exemplo de espécie vegetal presente no Nordeste brasileiro e relatada na 

literatura científica com relação as suas propriedades farmacológicas é a planta 

Rhaphiodon echinus, uma planta brasileira, pertecente a família Lamiaceae e 

conhecida popularmente como “Betônica” e “flor-de-urubu”. Na medicina popular, 

suas folhas são utilizadas para diversos fins terapêuticos como por exemplo: 

tratamento da tosse, inflamação na cavidade oral e infecções no trato genitourinário 

(ALBUQUERQUE et al., 2007; MENEZES et al., 2006). 

Desta forma, com base nas informações sobre o potencial terapêutico das 

plantas medicinais e a importância do combate as infecções causadas por leveduras 

do gênero Candida, o presente trabalho avaliou a atividade antifúngica dos extratos 

aquoso e etanólico de R. echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae) contra cepas de 

C. albicans, C. krusei e C. tropicallis.  
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

A microbiota residente da boca é bastante diversificada, com mais de 700 

espécies de micro-organismos identificadas, das quais muitas ainda não foram 

formalmente descritas. Nessa vasta e complexa ecologia microbiana da cavidade 

bucal humana, encontram-se, pelo menos, vinte gêneros e, aproximadamente, 

noventa espécies de leveduras isoladas e classificadas; dentre estas, oito espécies 

do gênero Candida foram consideradas patogênicas oportunistas causadoras de 

candidíase oral: Candida albicans, Candida guilliermondii, Candida kefyr, Candida 

krusei, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida viswanathii e Candida 

glabrata (YUHONG et al., 2015).  

A Candidíase é uma infecção humana de natureza fúngica que tornou-se 

preocupante devido à sua frequência e gravidade das suas complicações em 

pacientes imunocomprometidos (RUKAYADI et al., 2011). Quando essa infecção é 

encontrada na mucosa bucal é chamada de candidíase bucal e quando acomete a 

área do palato em usuários de prótese pode estar associada à estomatite protética 

(PEREIRA-CENCI, 2008).  

 Numerosos fatores contribuem para as infecções fúngicas pelo gênero 

Candida, dentre os quais podemos destacar: o rompimento das barreiras cutânea e 

mucosa, disfunção dos neutrófilos, defeito na imunidade mediada por células, 

desordem metabólica, exposição direta aos fungos, extremos de idade (recém-

nascidos e idosos), desnutrição aguda, longo tratamento com antibióticos, 

quimioterapia, transplantes, resistência a antifúngicos, dentre outros (PFALLER; 

DIEKEMA, 2007). 

Os principais agentes antifúngicos utilizados para o tratamento da candidíase 

são os azóis e polienos. Os azóis, como cetoconazol, miconazol, clotrimazol, 

fluconazol e itraconazol, interagem com a citocromo P-450-dependente 14--

desmetilase, e como resultado inibem a síntese de ergosterol da membrana. Já os 

polienos (nistatina e anfotericina B) atuam ligando-se a esteróis na membrana 

celular e formando canais, permitindo que os íons de K+ e Mg++ saiam da célula 

(WISPELWEY, PARSONS, 2006). Algumas drogas, como a anfotericina B, são 

muito tóxicas, e outras, como fluconazol, são limitadas por causa da alta taxa de 

resistência (SANGLARD, ODDS, 2002; WHITE, MARR, BOWDEN, 1998). 

Entretanto, o uso difundido e não controlado de tais fármacos podem induzir 

ao surgimento de cepas com resistência medicamentosa (STANISZEWSKA; 



13 
 

BONDARYK; OCHAL, 2015). Desta forma, a busca por novas substâncias capazes 

de controlar e debelar a infecção tem sido avaliada. Dentre estas, destaca-se a 

investigação acerca do uso de produtos naturais de origem vegetal, geralmente 

óleos essenciais ou extratos de plantas (OLIVEIRA et al., 2014; TRINDADE et al., 

2015).  

Os produtos naturais constituem uma fonte privilegiada e insubstituível de 

compostos químicos com várias funções terapêuticas. Inúmeros compostos 

derivados de plantas medicinais têm sido utilizados como protótipos para a síntese 

de novos fármacos antimicrobianos menos tóxicos e mais eficazes. Isso se deve às 

características únicas das moléculas antimicrobianas naturais, ou seja, a sua imensa 

diversidade molecular, permeabilidade celular intrínseca, e especificidade bioativa 

(BARBOSA-FILHO et al., 2007; BARREIRO, FRAGA, ARAÚJO Jr, 2004; JIANG et 

al., 2008; NISBET; MOORE, 1997; NEWMAN, CRAGG, 2012; USTULIN et al., 

2009).  

Desta forma, moléculas isoladas destes produtos naturais de origem vegetal 

com potencial antifúngico podem contribuir para a indústria farmacêutica no 

desenvolvimento de fármacos e para a produção de novas formulações, com menos 

efeitos colaterais, amplo espectro de ação e menor custo (ARANGO; BUENO-

SANCHEZ; BETANCUR-GALVIS, 2004). 

O Brasil é o país com a maior biodiversidade de plantas do mundo. Possui 

mais de 55 mil espécies descritas de diferentes famílias, o que corresponde a 22% 

do total mundial. A grande biodiversidade de espécies vegetais presentes no Brasil 

constitui uma de suas maiores riquezas e se destaca como fonte para obtenção de 

novas substâncias com finalidade terapêutica (CARVALHO et al., 2007).  

Uma família que está presente em todas as regiões do Brasil é a Lamiaceae, 

que compreende cerca de 7000 espécies de plantas e que na sua maioria são 

produtoras de óleos essenciais (FALCÃO et al., 2003). Dentre estas espécies desta 

família pode-se destacar a Raphiodon echinus, que é comum no leste do Brasil e 

típica da "caatinga" (vegetação semi-árida). É uma erva com folhas aromáticas com 

flores roxas brilhantes, encontrada nos estados da Bahia, Pernambuco, Paraíba, 

Ceará e Minas Gerais (ALBUQUERQUE et al., 2007).  

Em um estudo fitoquímico, Menezes e Kaplan (2006) identificaram a presença 

de triterpenos pentacíclicos ácidos presentes no óleo essencial de Raphiodon 
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echinus, tais como o ácido betulínico, ácido oleanólico, ácido usólico, ácido 

mircomérico e ácido siaresinólico.  

 A infusão das folhas de Raphiodon echinus é utilizada na medicina popular 

brasileira para o tratamento de inflamação, tosses e doenças infecciosas. Estudos 

laboratoriais têm mostrado que produtos vegetais de Raphiodon echinus já 

apresentaram efeitos antibacterianos (SOUZA; RODRIGUES, 2012), anti-

inflamatórios e analgésicos (ALBUQUERQE et al., 2007). No entanto, poucos 

estudos de atividade antifúngica foram realizados com os extratos etanólico e 

aquoso das folhas de Raphiodon echinus. 
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ABSTRACT 
 
The main species of clinical interest causing candidiasis, especially oral, are: Candida albicans, Candida 

tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, and Candida krusei. The excessive and indiscriminate use 
of these drugs leads to the emergence of resistant yeasts, especially in immunosuppressed patients, susceptible to 
frequent infections. Thus, there is a need for the development of new therapeutical alternatives of greater 
effectiveness, among the possibilities, the use of herbal medicines based on medicinal plants appears as an 
alternative treatment. An example of a plant species present in the Brazilian Northeast and reported in the 
scientific literature regarding its pharmacological properties is the Rhaphiodon echinus plant. This work aims to 
evaluate the antifungal activity of the aqueous and ethanolic extract of Rhaphiodon echinus (Lamiaceae) against 
strains of Candida krusei. For the determination of MIC (minimum inhibitory concentration) of the extracts, the 
broth microdilution technique was performed. The following strains of Candida krusei were used: ATCC 76645, 
LM 106, LM 108 and LM 111. A viability control and a positive control with nystatin were performed. The 
results obtained showed inhibition of Candida krusei strains under the MIC of 512 μg / mL for the ethanolic 
extract and 256 μg / ml for the aqueous extract. It is concluded that the aqueous and ethanolic extract of 
Rhaphiodon echinus is effective for the strains of Candida krusei. Experimental tests associated with antifungal 
products already marketed are necessary. 
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1. INTRODUÇÃO: 
 

A microbiota residente da boca é bastante diversificada, com mais de 700 espécies de micro-

organismos identificadas, das quais muitas ainda não foram formalmente descritas. Nessa 

vasta e complexa ecologia microbiana da cavidade bucal humana, encontram-se, pelo menos, 

vinte gêneros e, aproximadamente, noventa espécies de leveduras isoladas e classificadas1,2. 

O gênero Candida é composto por fungos leveduriformes hialinos, com formação de 

blastoconídios, pseudo-hifas e, ocasionalmente, hifas verdadeiras. Macroscopicamente, em 

culturas de ágar Sabouraud destrose, as colônias são geralmente de cor creme ou 

esbranquiçada e a textura pode ser lisa ou enrugada, brilhante ou seca3,4. As principais 

espécies de interesse clínico causadoras de candidíase, em especial a oral, são: Candida 

albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata e Candida krusei5,6,7. 

Em relação ao tratamento da candidíase oral, grande quantidade de fármacos obtidos por meio 

da síntese orgânica tem sido utilizada no tratamento de infecções micóticas, como os 

antissépticos à base de tintura de iodo, violeta de genciana, ácido salicílico e benzoico, 

derivados sulfamídicos, corantes, quinonas e antifúngicos poliênicos (nistatina, anfotericina). 

Porém, as infecções fúngicas são de difícil tratamento, fato relacionado à elevada resistência 

da Candida frente à ação de alguns antifúngicos convencionais8,9. 

O uso excessivo e insdiscriminado destes fármacos propicia o surgimento de leveduras 

resistentes, principalmente em pacientes imunossuprimidos, susceptíveis a infecções 

frequentes. Assim, há necessidade do desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas de 

maior eficácia, dentre as possibilidades, surge a utilização de fitoterápicos a base de plantas 

medicinais como tratamento alternativo. Os mesmos se diferem por apresentar uma 

diversidade molecular superior aos sintéticos, proporcionando novas descobertas, com 

pesquisa nas atividades biológicas que podem favorecer na prevenção e tratamento de 

doenças10. 

Desta forma, as plantas medicinais constituem uma importante fonte de novos compostos 

biologicamente ativos e são amplamente estudadas a fim de encontrar compostos mais 

eficazes e menos tóxicos11,12,13. Espécies vegetais brasileiras são usualmente utilizadas como 

antifúngicos e é notório que o Brasil, devido à sua diversidade vegetal, é um país conhecido 

mundialmente pela variedade de produtos com ação medicinal, largamente utilizados em suas 

diversas regiões14. 
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Um exemplo de espécie vegetal presente no Nordeste brasileiro e relatada na literatura 

científica com relação as suas propriedades farmacológicas é a planta Rhaphiodon echinus, 

uma planta brasileira, pertecente a família Lamiaceae e conhecida popularmente como 

“Betônica” e “flor-de-urubu”. Na medicina popular, suas folhas são utilizadas para diversos 

fins terapêuticos como por exemplo: tratamento da tosse, inflamação na cavidade oral e 

infecções no trato genitourinário15,16. 

Desta forma, com base nas informações sobre o potencial terapêutico das plantas medicinais e 

a importância do combate as infecções causadas por leveduras do gênero Candida, esse 

trabalho procura avaliar a possível atividade antifúngica do extrato aquoso e etanólico de 

Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae). 

2. METODOLOGIA 

Ensaios in vitro 

Substância-teste 

Para os ensaios foram utilizados os extratos aquoso e etanólico das partes aéreas de 

Raphiodon echinus, que foram cedidos pela equipe da Profª. Drª. Gabriela Lemos de Azevedo 

Maia, da Universidade Federal do Vale do São Francisco (UNIVASF).  

Os extratos foram conservados em frasco de vidro âmbar e mantidos sob refrigeração. As 

emulsões dos extratos nas diferentes concentrações foram preparadas no momento de 

execução dos ensaios. Foi usado 5% de DMSO e 2% de Tween 80. E através de diluições em 

água destilada ou no próprio meio de cultura foram obtidas as concentrações desejadas de 

ambos os extratos. 

Espécies Fúngicas 

Foram utilizadas quatro cepas de Candida krusei (LM 08, LM 13, LM 656 e LM 978), 

previamente isoladas, identificadas e gentilmente cedidas pelo Laboratório de Micologia do 

Departamento de Ciências Farmacêuticas, Centro de Ciências da Saúde (CCS), Universidade 

Federal da Paraíba, sob a direção da Profª. Drª Edeltrudes de Oliveira Lima. 

Todas as cepas foram mantidas em ágar Sabouraud dextrose (ASD) a uma temperatura de 

4°C, sendo utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em ASD incubados a 35 °C. No 
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estudo da atividade antifúngica foi utilizado um inóculo fúngico de aproximadamente 1 - 5 x 

106 UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland17,18. 

Meios de cultura 

Foram utilizados os meios ágar Sabouraud dextrose - ASD (Difco Lab., USA) para 

manutenção dos micro-organismos; e caldo Sabouraud dextrose - CSD (Difco Lab., USA) 

para os ensaios in vitro; preparados conforme as instruções do fabricante. 

Fármaco antifúngico 

Foi utilizado como antifúngico padrão (controle positivo), a Nistatina em pó (Pharma Nostra, 

Rio de Janeiro). As soluções foram preparadas no momento de execução dos testes, para 

alcance das concentrações desejadas. 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

As Concentrações inibitórias mínimas dos extratos aquoso e etanólico de Raphiodon echinus 

foram determinadas pela técnica de microdiluição em caldo17,18. Foram utilizadas placas de 96 

orifícios estéreis e com tampa. Em cada orifício da placa, foi adicionado 100 μL do meio 

líquido CSD duplamente concentrado.  

Em seguida, 100 μL da emulsão do extrato na concentração inicial de 2048 μg/mL (também 

duplamente concentrado), foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por 

meio de uma diluição seriada em razão de dois, foram obtidas as concentrações de 1024, 512, 

256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 μg/mL, de modo que na primeira linha da placa encontra-se a 

maior concentração e na última, a menor concentração. Por fim, foi adicionado 10 μL do 

inóculo de aproximadamente 1-5 x 106 UFC/mL das espécies fúngicas nas cavidades, onde 

cada coluna da placa refere-se a uma cepa fúngica, especificamente.  

Paralelamente, foi realizado o mesmo ensaio com o antifúngico nistatina. Um controle de 

micro-organismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 μL do mesmo CSD 

duplamente concentrado, 100 μL de água destilada estéril e 10 μL do inóculo de cada espécie.  

Para verificar a ausência de interferência nos resultados pelos solventes utilizados na 

preparação da emulsão, no caso o DMSO e o Tween 80, foi feito um controle no qual foram 

colocados nas cavidades 100 μL do caldo duplamente concentrado, 50 μL de DMSO (5%), 50 
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μL de Tween 80 (2%) e 10μL da suspensão fúngica. Um controle de esterilidade do meio 

também foi realizado, onde foi colocado 200 μL do CSD em um orifício sem a suspensão dos 

fungos.  

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48 hs para ser realizada 

a leitura. A CIM para os extratos e antifúngico foi definida como a menor concentração capaz 

de inibir visualmente o crescimento fúngico verificado nos orifícios quando comparado com o 

crescimento controle. Os experimentos foram realizados em duplicata.  

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) é referida como a menor concentração de uma 

substância teste capaz de inibir o crescimento microbiano de maneira visível. A CIM50 é dita 

como a menor concentração capaz de inibir 50% das cepas durante o experimento;  

Seguindo a premissa, observa-se que a CIM50 do extrato aquoso para Candida krusei é de 256 

μg/mL. A CIM50 do extrato etanólico de Rhaphiodon echinus contra as cepas de Candida 

krusei é de 512 μg/mL. Os dados obtidos estão presentes nas tabelas 1 e 2. 

Tabela 1. Concentração Inibitória Mínima (CIM) em μg/mL do extrato aquoso de 

Rhaphiodon echinus contra cepas de Candida krusei. 

 
CEPA FÚNGICA 

 
CIM  

LM 08 512 μg/mL 
LM 13 - 
LM 656 256 μg/mL 
LM 978 256 μg/mL 

Controle positivo +  
Controle negativo -  

 

 

 

 

 

 

 

(-) = não houve inibição visível da cepa 
(+) = inibição visível da cepa 
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Tabela 2. Concentração Inibitória Mínima (CIM) em μg/mL do extrato etanólico de 

Rhaphiodon echinus contra cepas de Candida krusei. 

 
CEPA FÚNGICA 

 
CIM  

LM 08 512 μg/mL 

LM 13 512 μg/mL 

LM 656 512 μg/mL 
LM 978 512 μg/mL 

Controle positivo 
+  

Controle negativo -  

 

 

Comparando os resultados obtidos após os experimentos, observa-se que o extrato aquoso é 

mais efetivo contra as cepas de Candida, visto que a CIM50 é menor que a CIM50 do extrato 

etanólico. Segundo Sartoratto et al. (2004), o potencial antifúngico é dito forte quando a CIM 

atinge valores inferiores a 500 μg/mL, é dito moderado entre 600 – 1500 μg/mL e considerado 

fraco quando os valores da CIM ultrapassarem 1500 μg/mL. O extrato aquoso e etanólico de 

Rhaphiodon echinus demonstraram forte atividade antifúngica sobre as cepas de Candida 

krusei, visto que obtiveram CIM50  menor que 600 μg/mL19.  

Salari et al. (2016) avaliou a atividade antifúngica do extrato metanólico de Salvia rhytidea 

Benth. (Lamiaceae) contra isolados de várias espécies de Candida, onde o valor de inibição 

do crescimento mostrou que os isolados de Candida krusei estão entre os mais suscetíveis ao 

extrato20.  

Ibrahim et al. (2017) observaram em estudos, a susceptibilidade de cepas de Candida krusei e 

Candida glabrata contra o óleo essencial de Mentha australis, pertencente a família 

Lamiaceae; Violante et al. (2012) avaliaram o efeito de Hyptis crenata, Lamiaceae do cerrado 

brasileiro, sobre as espécies de Candida, onde um forte efeito inibitório foi observado21,22. 

Costa et al. (2017) verificou o potencial antifúngico de Raphiodon echinus sobre as cepas de 

diferentes espécies de Candida e observou efeito modulatório dos extratos quando associado 

com antifúngicos sintéticos23. 

 

(-) = não houve inibição visível da cepa 
(+) = inibição visível da cepa 
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4. CONCLUSÃO 

Conclui-se que os extratos aquoso e etanólico de Rhaphiodon echinus são eficazes contra as 

cepas de C. krusei, sendo assim, mais estudos são necessários para desvendar o mecanismo de 

ação da atividade antifúngica destes produtos naturais. 
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Resumo: Indivíduos saudáveis podem apresentar alguns dos gêneros da Cândida 
na cavidade oral, porém cerca de oito espécies podem desencadear a candidíase 
oral e uma delas é a Candida albicans, uma das mais patogênicas e de maior 
importância odontológica. A candidíase é causada por leveduras, essa micose 
apresenta um espectro clínico bem variável, podendo se comportar como uma lesão 
branda, aguda ou crônica. O uso indiscriminado de antifúngicos disponíveis é o 
principal responsável pela resistência fúngica. Dessa forma, há a necessidade de 
inovar a área farmacológica através das pesquisas por medicamentos de origem 
natural ou sintética que vêm sendo uma alternativa eficaz e econômica. Esse 
trabalho procura analisar a possível atividade antifúngica dos extratos etanólico e 
aquoso de Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae), espécie vegetal 
presente no Nordeste brasileiro, contra cepas de Candida albicans. Foram 
analisadas as atividades antifúngicas dos extratos etanólico e aquoso de 
Rhaphiodon echinus sobre cepas de Candida albicans (ATCC 76645, LM 106, LM 
108 e LM 111), obtendo a Concentração Inibitória Mínima (CIM) por meio de ensaios 
in vitro utilizando a técnica de microdiluição em caldo. A CIM50 do extrato aquoso de 
Rhaphiodon echinus contra as cepas de Candida albicans foi de 256 μg/mL. A CIM50 

do extrato etanólico de Rhaphiodon echinus contra as cepas de Candida albicans foi 
de 256 μg/mL , tendo assim o mesmo efeito quando comparadas. Conclui-se que os 
extratos de Rhaphiodon echinus são eficazes contra as cepas de C. albicans. 

 
Palavras chaves: 
 Candida albicans; Rhaphiodon echinus; plantas medicinais. 
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Abstract: Healthy individuals may present some of the genera of Candida in the oral 
cavity, but about eight species may trigger oral candidiasis and one of them is 
Candida albicans, one of the most pathogenic and of major dental importance. 
Candidiasis is caused by yeast, this mycosis has a very variable clinical spectrum 
and may behave as a mild, acute or chronic lesion. The indiscriminate use of 
available antifungal agents is primarily responsible for fungal resistance. Thus, there 
was a need to innovate the pharmacological area through research on drugs of 
natural or synthetic origin that have been an effective and economical alternative. 
This work aims to analyze the possible antifungal activity of ethanolic and aqueous 
extracts of Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae), a plant species 
present in the Brazilian Northeast, against strains of Candida albicans. Thus, the 
present work aimed to analyze the antifungal activity of ethanolic and aqueous 
extracts of Rhaphiodon echinus on strains of Candida albicans (ATCC 76645, LM 
106, LM 108 and LM 111), obtaining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by 
means of assays in vitro using broth microdilution technique. CIM50 of the aqueous 
extract of Rhaphiodon echinus against Candida albicans strains was 256 μg / mL. 
The CIM50 of the ethanolic extract of Rhaphiodon echinus against the strains of 
Candida albicans was 256 μg / mL, thus having the same effect when compared. It is 
concluded that extracts of Rhaphiodon echinus are effective against strains of C. 
albicans 

 
Keywords: 
Candida albicans; Rhaphiodon echinus; medicinal plants. 
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INTRODUÇÂO 

 

A cavidade oral é colonizada por uma comunidade de microrganismos que 
constituem a microbiota residente, composta principalmente por bactérias e fungos. 
Atualmente, mais de 700 espécies de microrganismos já foram identificados. Há 
evidências demonstrando que a microbiota pode exercer efeitos positivos e 
negativos sobre a saúde do hospedeiro, formando um ecossistema complexo, cujas 
consequências disso sobre o indivíduo serão variáveis e dependerão de fatores que 
influenciam o equilíbrio dinâmico entre microrganismos e hospedeiro (MAGALHÃES 
et al., 2005).  

Candidíase ou candidose é uma micose causada por leveduras do gênero 
Candida, em que a lesão pode ser branda, aguda ou crônica, superficial ou 
profunda, e de espectro clínico bem variável (FREIRE et al., 2016). 

O gênero Candida é composto por fungos leveduriformes hialinos, com 
formação de blastoconídios, pseudo-hifas e, ocasionalmente, hifas verdadeiras. 
Macroscopicamente, em culturas de ágar Sabouraud destrose, as colônias são 
geralmente de cor creme ou esbranquiçada e a textura pode ser lisa ou enrugada, 
brilhante ou seca (LACAZ et al., 2002; SILVA et al., 2012). 

Segundo Pfaller e Diekema (2007), mais de 17 espécies diferentes do gênero 
Candida são conhecidas como agentes etiológicos de infecções em humanos, 
entretanto mais de 90% das infecções invasivas são causadas por C. albicans, C. 
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei. 

Entre as espécies pertencentes ao gênero Candida, a Candida albicans é 
considerada como uma das mais patogênicas, bem como a espécie de maior 
importância odontológica, sendo que sua ocorrência neste sítio anatômico 
representa 20% a 60% de todos os isolados. Assim, apresenta-se como um dos 
agentes patógenos mais importantes encontrados na cavidade oral 
(HERNÁNDEZSOLÍS et al.,2014). 

A candidose bucal pode afetar a qualidade de vida e dificultar a alimentação 
devido à presença de sangramento, exsudação, sensação de queimação, dor, 
halitose, gosto desagradável e secura da boca (ARENDORF et al., 1987). Além 
disso, a infecção por Candida spp. é de difícil controle, devido à sua natureza 
multifatorial e ao pequeno número de drogas disponíveis para seu tratamento 
(BATISTA et al., 1999). 

Além de diversas formas de candidose, essas leveduras podem estar 
envolvidas em lesões endodônticas persistentes e doenças periodontais 
(SUNDQVIST et al., 1998). Waltimo et al. (1997) afirmaram que leveduras, 
especialmente C. albicans, são resistentes ao tratamento convencional em 7% dos 
casos de lesão periapical, tornando-se importante a investigação de produtos 
naturais contra Candida que possam ser utilizados. 

Vários Medicamentos antifúngicos vêm sendo desenvolvidos para o 
tratamento da candida bucal, como os antissépticos à base de tintura de iodo, 
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iodoquinol, violeta de genciana, ácido salicílico e benzoico, derivados sulfamídicos, 
corantes, quinonas e antifúngicos poliênicos (nistatina, anfotericina B). Além desses 
também temos os antifúngicos azóis que são: agentes do imidazol (cetoconazol, 
clotrimazol) e os agentes triazóis (fluconazol e Itraconazol). Porém, as infecções 
fúngicas são de difícil tratamento, fato relacionado à elevada resistência da Candida 
frente à ação de alguns antifúngicos convencionais (ARAÚJO et al., 2004; 
VANDEPUTTE et al., 2012). 

O uso excessivo e indiscriminado destes fármacos propicia o surgimento de 
leveduras resistentes, principalmente em pacientes imunossuprimidos, susceptíveis 
a infecções frequentes. Assim, há necessidade do desenvolvimento de novas 
alternativas terapêuticas de maior eficácia, dentre as possibilidades, surge a 
utilização de fitoterápicos a base de plantas medicinais como tratamento alternativo. 
Os mesmos se diferem por apresentar uma diversidade molecular superior aos 
sintéticos, proporcionando novas descobertas, com pesquisa nas atividades 
biológicas que podem favorecer na prevenção e tratamento de doenças (ANDRADE 
et al, 2012). 

As plantas com propriedades terapêuticas para o cuidado da saúde são 
utilizadas desde a antiguidade até os dias atuais, e vêm constituindo uma importante 
fonte de novos compostos biologicamente ativos que contem uma série de 
substâncias que podem ser utilizadas para os tratamentos de diferentes doenças 
infecciosas. Elas aparecem como parte do cuidado tradicional de saúde em muitas 
partes do mundo e têm despertado o interesse de vários pesquisadores. 
(ANDRADE, T.U. et al., 2010) 

A utilização de plantas medicinais com finalidade terapêutica é de origem 
popular, entretanto, a Organização Mundial da Saúde (OMS) incentivou o estudo 
científico dessas plantas a partir dos anos setenta, objetivando o conhecimento dos 
benefícios desses agentes medicinais e os riscos quando consumidos de forma 
exagerada. Diversos fatores têm colaborado com o desenvolvimento de práticas de 
saúde que incluam plantas medicinais, principalmente baixo custo e fácil manuseio 
(ALMEIDA e MENEZES, 2002). 

Entre os óleos essenciais encontrados no Brasil destaca-se o óleo oriundo da 
planta Rhaphiodon echinus, uma espécie vegetal encontrada na Caatinga, 
pertencente à família da Lamiaceae e conhecida popularmente como flor-de-urubu. 
Na medicina tradicional a infusão da planta é usada no tratamento da tosse e 
inflamação na cavidade oral, porém o extrato aquoso desta planta demonstrou 
atividade anti-inflamatória e também analgésica. (MENEZES et al., 1998; TORRES 
et al., 2009). 

Desta forma, com base nas informações sobre o potencial terapêutico das 
plantas medicinais e a importância do combate as infecções causadas por leveduras 
do gênero Candida, esse trabalho procurou avaliar a possível atividade antifúngica 
dos extratos etanólico e aquoso de Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer 
(Lamiaceae) contra cepas de Candida albicans. 
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METODOLOGIA  
 
Ensaios in vitro  
 
Substância-teste 

Para os ensaios desta pesquisa foram utilizados os extratos aquoso e 
etanólico das partes aéreas de Raphiodon echinus, que foram cedidos pela equipe 
da Profª. Drª. Gabriela Lemos de Azevedo Maia, da Universidade Federal do Vale do 
São Francisco (UNIVASF).  

Os extratos foram conservados em frasco de vidro âmbar e mantidos sob 
refrigeração. As emulsões dos extratos nas diferentes concentrações foram 
preparadas no momento de execução dos ensaios. Em um tubo de ensaio 
esterilizado, foi adicionado 60.000 μg do extrato aquoso, 0,15 mL de dimetilsulfóxido 
(DMSO), 0,06 mL de Tween 80 (INLAB/Indústria Brasileira) e quantidade suficiente 
para 3 mL de água destilada estéril.  

O mesmo preparo foi realizado com o extrato etanólico em outro tubo de 
ensaio. As misturas foram agitadas por 5 minutos em aparelho Vortex (Fanem), 
obtendo emulsões com concentração de 20.000 μg/mL de extrato, 5% de DMSO e 
2% de Tween 80. E através de diluições em água destilada ou no próprio meio de 
cultura foram obtidas as concentrações desejadas de ambos os extratos. 

 

Espécies Fúngicas 

Foram utilizadas quatro cepas de Candida albicans (ATCC 76645, LM 106, 
LM 108 e LM 111), previamente isoladas, identificadas e gentilmente cedidas pelo 
Laboratório de Micologia do Departamento de Ciências Farmacêuticas, Centro de 
Ciências da Saúde (CCS), Universidade Federal da Paraíba, sob a direção da Profª. 
Drª Edeltrudes de Oliveira Lima.  

Todas as cepas foram mantidas em ágar Sabouraud dextrose (ASD) a uma 
temperatura de 4°C, sendo utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em ASD 
incubados a 35 °C. No estudo da atividade antimicrobiana foi utilizado um inóculo 
fúngico de aproximadamente 1 - 5 x 106 UFC/mL padronizado de acordo com a 
turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland (CLEELAND; SQUIRES, 1991; 
HADACEK, GREGER, 2000). 

 

Meios de cultura 
 

Foi utilizado o meio ágar Sabouraud dextrose - ASD (Difco Lab., USA) para 
manutenção dos micro-organismos; preparados conforme as instruções do 
fabricante.  
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Fármaco antifúngico  
 

Foi utilizado como antifúngico padrão (controle positivo), a nistatina em pó 
(Pharma Nostra, Rio de Janeiro). As soluções foram preparadas no momento de 
execução dos testes, para alcance das concentrações desejadas. 

 
 
Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

As Concentrações inibitórias mínimas dos extratos aquoso e etanólico de 
Raphiodon echinus foram determinadas pela técnica de microdiluição em caldo 
(CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER, 2000). Foram utilizadas 
placas de 96 orifícios estéreis e com tampa. Em cada orifício da placa, foram 
adicionados 100 μL do meio líquido Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) duplamente 
concentrado.  

Em seguida, 100 μL da emulsão do extrato na concentração inicial de 2048 
μg/mL (também duplamente concentrado), foram dispensados nas cavidades da 
primeira linha da placa. E por meio de uma diluição seriada em razão de dois, foram 
obtidas as concentrações de 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 μg/mL, de modo 
que na primeira linha da placa encontra-se a maior concentração e na última, a 
menor concentração. Por fim, foram adicionados 10 μL do inóculo de 
aproximadamente 1-5 x 106 UFC/mL das espécies fúngicas nas cavidades, onde 
cada coluna da placa refere-se a uma cepa fúngica, especificamente.  

Paralelamente, foi realizado o mesmo ensaio com o antifúngico nistatina nas 
concentrações de 1024 μg/mL a 4 μg/mL. Um controle de micro-organismo foi 
realizado colocando-se nas cavidades 100 μL do mesmo CSD duplamente 
concentrado, 100 μL de água destilada estéril e 10 μL do inóculo de cada espécie. 

 Para verificar a ausência de interferência nos resultados pelos solventes 
utilizados na preparação da emulsão, no caso o DMSO (dimetilsulfóxido) e o Tween 
80, foi feito um controle no qual foram colocados nas cavidades 100 μL do caldo 
duplamente concentrado, 50 μL de DMSO (5%), 50 μL de Tween 80 (2%) e 10μL da 
suspensão fúngica. Um controle de esterilidade do meio também foi realizado, onde 
foi colocado 200 μL do CSD em um orifício sem a suspensão dos fungos.  

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48 
hs para ser realizada a leitura. A CIM para os extratos e antifúngico foi definida como 
a menor concentração capaz de inibir visualmente o crescimento fúngico verificado 
nos orifícios quando comparado com o crescimento controle. Os experimentos foram 
realizados em duplicata.  

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) é referida como a menor 
concentração de uma substância teste capaz de inibir o crescimento microbiano de 
maneira visível. Os dados obtidos estão presentes na tabela abaixo. A CIM50 é dita 
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como a menor concentração capaz de inibir 50% das cepas durante o experimento; 
seguindo a premissa, observa-se que a CIM50 do extrato aquoso para Candida 
albicans foi de 256 μg/mL (Tabela 1). 
  
Tabela 1. Concentração Inibitória Mínima (CIM) em μg/mL do extrato aquoso de 
Rhaphiodon echinus contra cepas de Candida albicans. 

 
CEPA FÚNGICA 

 

CIM  

ATCC 76645 1024 μg/mL 

LM 106 256 μg/mL 

LM 108 256 μg/mL 
LM 111 512 μg/mL 

Controle positivo +  
Controle negativo -  

 

 
 

A tabela 2 resume os resultados obtidos dos testes de microdiluição do 
extrato etanólico de Rhaphhiodon echinus. A CIM50 do extrato etanólico para 
Candida albicans foi de 256 μg/mL. Segundo Sartoratto et al. (2004), o potencial 
antifúngico é dito forte quando a CIM atinge valores inferiores a 500 μg/mL, 
moderado entre 600 μg/mL – 1500 μg/mL e considerado fraco quando os valores da 
CIM ultrapassarem 1500 μg/mL. Os extratos aquoso e etanólico de Rhaphiodon 
echinus demonstraram forte atividade antifúngica sobre as cepas de Candida 
albicans visto que obtiveram CIM50 inferiores a 500 μg/mL. 

Tabela 2. Concentração Inibitória Mínima (CIM) em μg/mL do extrato etanólico de 
Rhaphiodon echinus contra cepas de Candida albicans. 
 
 

 
CEPA FÚNGICA 

 

CIM  

ATCC 76645 1024 μg/mL 

LM 106 256 μg/mL 

LM 108 256 μg/mL 
LM 111 128 μg/mL 

Controle positivo +  
Controle negativo -  

 
 
 

(-) = não houve inibição visível da cepa 
(+) = inibição visível da cepa 

(-) = não houve inibição visível da cepa 
(+) = inibição visível da cepa 
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Comparando os resultados obtidos após os experimentos, observa-se que os 
extratos apresentaram o mesmo efeito contra as cepas, tendo uma CIM50% de 256 
μg/mL. Kremer et al. (2013) avaliou as propriedades antifúngicas dos extratos 
etanólicos das folhas de  Teucrium arduini L. (lamiaceae) contra cepas de Candida 
albicans. Os resultados sugeriram susceptibilidade de Candida albicans contra os 
extratos etanólico de Teucrium arduini L. (lamiaceae).  

. Salaris et al. (2016) avaliou as propriedades antifúngicas dos extratos 
metanólicos de Salvia rhytidea Benth.(lamiaceae) contra cepas de Candida albicans, 
parapsilosis, glabrata, tropicalis, lusitaniae, krusei e guilliermondii, utilizando um 
método de microdiluição em caldo. Os resultados revelaram que os isolados de 
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei foram mais susceptíveis aos 
extratos metanólicos de Salvia rhytidea Benth.(lamiaceae). 

 

CONCLUSÃO 

 Diante do que foi exposto se observa o grande potencial e eficácia do extrato 
aquoso e etanólico da planta Rhaphiodon Echinus na ação antifúngica sobre a 
Candida albicans, pode ser considerado um recurso promissor para o tratamento de 
muitas enfermidades. No entanto, ainda existem poucos estudos nessa área, o que 
revela a necessidade de se intensificar mais estudos sobre o assunto.  
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RESUMO 

A microbiota residente da boca é bastante 
diversificada, com mais de 700 espécies de micro-
organismos identificadas, das quais muitas ainda 
não foram descritas. Nessa vasta ecologia 
microbiana da cavidade bucal, encontram-se, pelo 
menos, vinte gêneros e, aproximadamente, noventa 
espécies de leveduras isoladas e classificadas. Os 
métodos convencionais para o tratamento de 
candidíase são baseados na utilização de agentes 
antifúngicos, porém, são observados vários 
inconvenientes quando da utilização dos mesmos, 
representados por toxicidade, interações 
antagônicas fármaco-fármaco, falta de eficácia 
fungicida, alto custo e surgimento de espécies 
resistentes, entre outras. Na busca por novas 
estratégias terapêuticas para a candidíase oral, 
estudos utilizando plantas medicinais estão sendo 
cada vez mais realizados. Essa pesquisa procura 
analisar a possível atividade antifúngica do extrato 
aquoso e etanólico de Rhaphiodon echinus 

(Lamiaceae) contra cepas de Candida tropicalis. 
Para a determinação da CIM (Concentração 
Inibitória Mínima) do extrato, foi realizada a 
técnica da microdiluição 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 CIM50 do extrato aquoso e 
etanólico de Rhaphiodon echinus contra as cepas de 
Candida topicalis foi de 512 μg/mL. Conclui-se 
que os extratos de Rhaphiodon echinus são eficazes 
contra as cepas de C. tropicalis. 

Palavras-chave: Rhaphiodon echinus. Candida 

tropicalis. Plantas medicinais. 
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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 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 IU / 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 MIC50 of the aqueous and ethanolic 
extract of Rhaphiodon echinus against the strains of 
Candida tropicalis was 512 μg / 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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INTRODUÇÂO 

A candidíase constitui um espectro de 

infecções causadas por fungos do gênero 

Candida. O agente mais comum é a Candida 

albicans, mas outras espécies também têm sido 

identificadas, como, por exemplo, C. tropicalis, 

C. guillermondii, C. glabrata, C. krusei, entre 

outras (CRISSEY J, LANG H e PARISH LC, 

1995). 

Vários fatores são citados como 

responsáveis pela ocorrência das candidíases 

orais, alguns relacionados ao hospedeiro e outros 

à própria levedura. Os mais citados relacionados 

ao hospedeiro são: diabetes mellitus (DM), perda 

de dentes, restaurações, aparelhos (ortodônticos e 

protéticos), mudanças de hábitos alimentares, 

higiene oral, doenças sistêmicas, alterações 

hormonais, certas drogas sistêmicas e locais, 

imunodepressão, radiação e quimioterapia 

(PAULA, 1998). 

O aumento da resistência a antifúngicos 

alerta para a necessidade do desenvolvimento de 

estratégias que evitem a sua disseminação entre 

os fungos, como já ocorreu com as bactérias, que 

se encontra disseminada e fora de controle 

(CANUTO MM & RODERO FG, 2002). 

As plantas medicinais são importantes 

por fornecerem matéria-prima para a síntese de 

drogas, além de serem utilizadas como agentes 

terapêuticos alternativos. O emprego das plantas 

é supervalorizado no uso tradicional com base 

nos seus benefícios medicinais. Dessa forma, 

torna-se imprescindível o conhecimento sobre a 

dose e a parte empregada da planta, além de suas 

propriedades terapêuticas, pois existem aquelas 

que são altamente tóxicas, mesmo em pequenas 

doses (ZHAN & ZHOU, 2003).  

Visando contribuir com este cenário 

atual, a química de produtos naturais de vegetais 

tem por objetivo avançar na identificação e 

elucidação estrutural de compostos com 

atividades biológicas, bem como na avaliação de 

propriedades conferidas a seus metabólitos 

(BRAZ FILHO, 2010). 

A família Lamiaceae é composta por 

aproximadamente 240 gêneros e 7200 espécies, 

ocorrendo em todo o mundo desde regiões 

tropicais até áreas de clima temperado, com 

exceção da Antártida. No Brasil, são encontrados 

32 gêneros e 496 espécies, sendo muitas destas 

espécies endêmicas do semiárido nordestino, 

com destaque para o gênero Hyptis e Rhaphiodon 

(HARLEY, 2012). 

Em relação aos componentes químicos, a 

família Lamiaceae desperta grande interesse no 

estudo dos metabólitos secundários, como 

alcaloides flavonoides, terpenos, cumarinas, 

lignoides e os óleos essenciais (FERREIRA, 

2009). 

Óleos essenciais são produtos resultantes 

do metabolismo secundário das plantas, podendo 

ser extraídos por todos os órgãos, como brotos, 

folhas, flores, caules, galhos, raízes e sementes e 

são armazenados em células secretoras, 

epidérmicas e tricomas. Devido a sua rica 

composição química, dentre os principais são: 

terpenoides, alcaloides e cumarinas. Os óleos 

essenciais têm ganhado cada vez mais 

notoriedade e despertado interesse, dentre 

pesquisadores do mundo todo, devido as suas 

inúmeras propriedades (RESCHKE; MARQUES 

e MAYWORM, 2007). 
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O presente trabalho objetivou, por meio 

de ensaios in vitro, comparar a Concentração 

Inibitória Mínima do extrato aquoso e do extrato 

etanólico de Rhaphiodon echinus (Lamiaceae) 

contra cepas de Candida tropicalis, para 

determinar a menor concentração do composto 

capaz de inibir visualmente o crescimento 

fúngico. 

 

METODOLOGIA  

Ensaios in vitro  

Substância-teste 

Para os ensaios desta pesquisa foram 

utilizados os extratos aquoso e etanólico das 

partes aéreas de Raphiodon echinus, que foram 

cedidos pela equipe da Profª. Drª. Gabriela 

Lemos de Azevedo Maia, da Universidade 

Federal do Vale do São Francisco (UNIVASF).  

Os extratos foram conservados em frasco 

de vidro âmbar e mantidos sob-refrigeração. As 

emulsões dos extratos nas diferentes 

concentrações foram preparadas no momento de 

execução dos ensaios utilizando dimetilsulfóxido 

(DMSO), Tween 80 (INLAB/Indústria 

Brasileira) e quantidade suficiente para 3 mL de 

água destilada estéril.  

O mesmo preparo foi realizado com o 

extrato etanólico em outro tubo de ensaio. E 

através de diluições em água destilada ou no 

próprio meio de cultura foram obtidas as 

concentrações desejadas de ambos os extratos. 

 

Espécies Fúngicas 

Foram utilizadas quatro cepas de 

Candida tropicalis, uma cepa padrão: ATCC 

13803, e três cepas clínicas: LM 14, LM 31 e LM 

36, previamente isoladas, identificadas e 

gentilmente cedidas pelo Laboratório de 

Micologia do Departamento de Ciências 

Farmacêuticas, Centro de Ciências da Saúde 

(CCS), Universidade Federal da Paraíba, sob a 

direção da Profª. Drª Edeltrudes de Oliveira 

Lima.  

Todas as cepas foram mantidas em ágar 

Sabouraud dextrose (ASD) a uma temperatura de 

4°C, sendo utilizados para os ensaios repiques de 

24 horas em ASD incubados a 35 °C. No estudo 

da atividade antimicrobiana foi utilizado um 

inóculo fúngico de aproximadamente 106 

UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez 

do tubo 0,5 da escala de McFarland[9]. 

 

Meios de cultura 

Foi utilizado o meio ágar Sabouraud 

dextrose - ASD (Difco Lab., USA) para 

manutenção dos micro-organismos; preparados 

conforme as instruções do fabricante.  

 

Fármaco antifúngico  

Foi utilizado como antifúngico padrão 

(controle positivo), a nistatina em pó (Pharma 

Nostra, Rio de Janeiro). As soluções foram 

preparadas no momento de execução dos testes, 

para alcance das concentrações desejadas. 

 

Determinação da Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) 

As Concentrações inibitórias mínimas 

dos extratos aquoso e etanólico de Raphiodon 

echinus foram determinadas pela técnica de 

microdiluição em caldo (CLEELAND & 

SQUIRES, 1995). 
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Foram utilizadas placas de 96 orifícios 

estéreis e com tampa. Em cada orifício da placa, 

foi adicionado 100 μL do meio líquido Caldo 

Sabouraud Dextrose (CSD) duplamente 

concentrado. Em seguida, 100 μL da emulsão do 

extrato na concentração inicial de 2048 μg/mL 

(também duplamente concentrado), foram 

dispensados nas cavidades da primeira linha da 

placa.  

 Por meio de uma diluição seriada em 

razão de dois, foram obtidas as concentrações de 

1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 μg/mL, de 

modo que na primeira linha da placa encontra-se 

a maior concentração e na última, a menor 

concentração. Por fim, foram adicionados 10 μL 

do inóculo das espécies fúngicas nas cavidades, 

onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa 

fúngica, especificamente.  

Um controle de micro-organismo foi 

realizado colocando-se nas cavidades 100 μL do 

mesmo CSD duplamente concentrado, 100 μL de 

água destilada estéril e 10 μL do inóculo de cada 

espécie. Para verificar a ausência de interferência 

nos resultados pelos solventes utilizados na 

preparação da emulsão, no caso o DMSO 

(dimetilsulfóxido) e o Tween 80, foi feito um 

controle no qual foram colocados nas cavidades 

100 μL do caldo duplamente concentrado, o 

DMSO (5%), o Tween 80 (2%) e 10μL da 

suspensão fúngica. Um controle de esterilidade 

do meio também foi realizado, onde foi colocado 

200 μL do CSD em um orifício sem a suspensão 

dos fungos.  

As placas foram assepticamente fechadas 

e incubadas a 35°C por 24 - 48 hs para ser 

realizada a leitura. A CIM para os extratos e 

antifúngico foi definida como a menor 

concentração capaz de inibir visualmente o 

crescimento fúngico verificado nos orifícios 

quando comparado com o crescimento controle. 

Os experimentos foram realizados em duplicata. 

 

RESULTADOS  

Concentração Inibitória Mínima (CIM)  

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

é referida como a menor concentração de uma 

substância teste capaz de inibir o crescimento 

microbiano de maneira visível.  

 A CIM50 é dita como a menor 

concentração capaz de inibir 50% das cepas 

durante o experimento; seguindo a premissa, 

observa-se que o extrato aquoso apresentou uma 

CIM50 de 1024 μg/Ml (tabela 1). A CIM50 do 

extrato etanólico para Candida tropicalis foi de 

512 μg/Ml (tabela 2). 

A menor CIM do extrato aquoso de 

Rhaphiodon echinus (Lamiaceae) foi de 256 

μg/mL, para a cepa LM 31. A cepa LM 36 

obteve CIM igual 512 μg/mL, enquanto as cepas 

ATCC 13803 e LM 14 apresentaram padrão 

igual de resposta frente ao composto testado 

(1024 μg/mL) (Tabela 1). 

A menor CIM do extrato etanólico de 

Rhaphiodon echinus (Lamiaceae) foi de 256 

μg/mL, para a cepa LM 31. A cepa LM 36 e LM 

14 obteveram CIM igual 512 μg/mL, enquanto a 

cepa ATCC 13803 apresentou valor de CIM 

igual à 1024 μg/mL (Tabela 2).   
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Tabela 1 – Concentração Inibitória Mínima (CIM) em μg/mL do extrato aquoso de Rhaphiodon echinus contra cepas 
de Candida tropicalis. 

 

Cepa Fúngica CIM Controle positivo Controle negativo 

ATCC 13803 ϭϬϮϰ μg/Ml + - 

LM 14 ϭϬϮϰ μg/mL + - 

LM 31 Ϯϱϲ μg/mL + - 

LM 36 ϱϭϮ μg/mL + - 

(-) = não houve inibição visível da cepa  (+) = inibição visível da cepa Fonte: Autoria própria 

 

Tabela 2 – Concentração Inibitória Mínima (CIM) em μg/mL do extrato etanólico de Rhaphiodon echinus contra 
cepas de Candida tropicalis. 

 

Cepa Fúngica CIM Controle positivo Controle negativo 

ATCC 13803 ϭϬϮϰ μg/Ml + - 

LM 14 512 μg/mL + - 

LM 31 256 μg/mL + - 

LM 36 ϱϭϮ μg/mL + - 

(-) = não houve inibição visível da cepa (+) = inibição visível da cepa Fonte: Autoria própria 

DISCUSSÃO 

Segundo Sartoratto (2004), o potencial 

antifúngico é dito forte quando a CIM atinge 

valores inferiores a 500 μg/mL, moderado entre 

600 μg/mL – 1500 μg/mL e considerado fraco 

quando os valores da CIM ultrapassarem 1500 

μg/mL.  

O extrato etanólico de Rhaphiodon 

echinus demonstrou forte atividade antifúngica 

sobre as cepas de Candida tropicalis visto que 

obteve CIM50 igual a 512 μg/mL. O extrato 

aquoso demonstrou moderada atividade 

antifúngica sobre as cepas de Candida tropicalis 

visto que obteve CIM50 igual a 1024 μg/mL 

Pesquisas de Córdova et al. (2016)  

revelaram susceptibilidade de cepas de S. aureus, 

S. pyogenes, E. faecalis e C. albicans para o 

extrato hexânico de outra espécie vegetal 

pertencente à família Lamiaceae, a S. apiana. E 

pela primeira vez, a atividade antibacteriana e 

antifúngica in vitro desse monoterpeno é relatada 

contra patógenos de relevância clínica. 
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Asdadi et al. (2015)  verificaram as 

propriedades antifúngica e antioxidante a dos 

extrato de  Vitex agnus castus (espécie vegetal 

pertencente à família Lamiaceae) contra cepas de 

Candida, utilizando dentre os métodos, a 

microdiluição em caldo. Os resultados deste 

estudo mostraram que estes óleos exibem 

atividade antifúngica significativa contra fungos 

selecionados. 

Duarte et al. (2016) testaram as 

propriedades moduladoras do óleo essencial de 

R. echinus quando associado a antimicrobianos, 

contra cepas fúngicas de C. albicans, C. krusei, 

C. tropicalis e cepas bacterianas de E. coli, S. 

aureus e Pseudomonas.  

No estudo foi observada uma baixa 

atividade antifúngica e antibacteriana do óleo 

essencial, mas um forte efeito modulador quando 

associado aos antimicrobianos. Segundo os 

pesquisadores, o óleo essencial também 

apresenta uma forte atividade quelante de ferro.  

Costa et al. (2017)  verificaram o 

potencial antifúngico dos extratos de R. echinus 

contra cepas de diferentes espécies de Candida e 

observaram o efeito modulador destes extratos 

quando associados a antifúngicos sintéticos. 

Pio et al (2018) realizou um 

levantamento sobre os conhecimentos e usos de 

plantas medicinais dos habitantes das ilhas do rio 

São Francisco. R. echinus apresentou-se como a 

planta, cujos efeitos e propriedades, eram mais 

conhecidos e usados corretamente pela 

população.  

No mesmo estudo foram avaliados os 

efeitos antimicrobianos dos extratos aquoso e 

etanólico de R. echinus por meio da técnica de 

microdiluição, contra cepas bacterianas.  

Foi possível observar que o extrato 

aquoso não apresentou efeito desejável sobre as 

cepas bacterianas, entretanto o extrato etanólico 

de R. echinus apresentou efeito moderado. A 

fração acetato de etila do extrato etanólico, 

apresentou forte potencial antibacteriano sobre as 

cepas estudadas. 

CONCLUSÃO 

Portanto, com base nos resultados 

obtidos pode-se perceber que o do extrato aquoso 

e etanólico de Rhaphiodon echinus Ness Mart. 

Schauer (Lamiaceae) apresenta um forte efeito 

antifúngico contra cepas de C. tropicalis. Desta 

forma, sugere-se que este composto pode ser 

utilizado como uma alternativa terapêutica para o 

combate de infecções causadas por esse fungo. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Com base nos resultados obtidos após os testes, pode-se observar que: 

• Os extratos de R. echinus são eficazes contra as cepas de C. albicans C. 

krusei e C. tropicalis; 

• Mais estudos são necessários para desvendar o mecanismo de ação da 

atividade antifúngica destes produtos naturais. 
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ANEXO 1 

 
Normas de submissão do International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical 
Research 
 
MANUSCRIPT FORMAT 
All manuscript should be in MS WORD. 

 Language: English 
 Space: 1.5 
 Paper Size: A4 (8.5″X11″) 
 Margins: 1 Inch (All sides) 

MANUSCRIPT ORGANIZATION 
It should be arranged in the following order: 

 

Contents Text 

Sequence Font Type Font Size Pattern 

1 Title Times New Roman 14 Bold 

2 Author’s Name Times New Roman 12 Normal 

3 Affiliation Times New Roman 10 Normal 

4 Abstract Times New Roman 12 Normal 

5 Keywords Times New Roman 12 Normal 

6 Introduction Times New Roman 12 Normal 

7 Materials and Methods Times New Roman 12 Normal 

8 Result Times New Roman 12 Normal 

9 Discussion Times New Roman 12 Normal 

10 Conclusion Times New Roman 12 Normal 

11 Acknowledgment Times New Roman 12 Normal 

12 Reference Arabic numerals 12 Normal 

Headings Times New Roman 12 Bold 

Sub headings Times New Roman 12 Bold 

Body Text Times New Roman 12 Normal 

 
Title 
The title should be brief, comprehensive and descriptive. 
Authorship 
Each author must provide their full name including their first name and surname followed by their 
address. The Corresponding Author of the manuscript must be mentioned the star 
mark in superscript and should be mentioned the authors affiliation. In addition the corresponding 
author must include telephone, fax and E-mail address at the bottom left corner of the title page. 
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Abstract Should start on a new page after the title page to distinguish it from the Introduction. 
Abstracts should briefly reflect all aspects of the study. The abstract should not exceed 250 words. 
Review Articles, Research papers and Short Communications should also have an Abstract. 
Keywords 
Below the abstract, mention 4-6 keywords suitable for indexing. These terms will be at the end of 
the abstract. If possible, keywords should be selected from Index Medicus or Excerpta Medica Index. 
Introduction 
It should start on a new page and clearly indicate Aim, Review of Literature and Objective of the 
research. 
Materials & Methods 
This section should describe the materials and methods used in the study such as year, site and 
other relevant details. The statistical method and the level of significance chosen should be stated. 
Include particulars of ethical approval in this segment (if any). 
Result & Discussion 
The section should focus on the accomplishment of objectives as mentioned in the introduction 
part. It should contain a critical review of results of the study. 
Conclusion 
This section should contain only significant outcomes of the research. 
Acknowledgement 
All acknowledgments should be typed in one paragraph prior to the reference section (All persons 
who have made significant contributions to the research work should be included in 
Acknowledgment). 
Reference 
The Vancouver Style is the citation style used by scientific journals. It came out of a meeting of 
medical journal editors in 1978, held in Vancouver, BC, and is maintained by the International 
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). 
Books 
Author Surname Initials. Title: subtitle. Edition (if not the first). Place of publication: Publisher: 
Year. 
Example: 
Rang HP, Dale MM, Ritter JM, Moore PK. Pharmacology. 5th ed. Edinburgh: Churchill Livingstone; 
2003. 
Journals 
Author Surname Initials. Title of article. Title of journal, abbreviated. Date of Publication: Volume 
Number(Issue Number): Page Numbers. 
Example: 
John JC. ACE inhibitors and NSAIDs. Med J Euro. 2010;777:181–195. 
Websites 
Author Surname Initials (if available). Title of Website [Internet]. Place of publication: Publisher; 
Date of First Publication [Date of last update; cited date]. Available from: URL 
Example: 
George Samsung, Rosy Chris. HIV. MediNet. 1/15/2004. 
Available from: http://www. health.com/ article.htm 
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ANEXO 2 

 
Normas de submissão da Revista UNINGÁ 

Diretrizes para Autores 
Normas ABNT (citações e referências) 

Enviar arquivo no word, contendo título em português e inglês, resumo e abstract, e o texto do 

corpo do artigo. 

As figuras, tabelas, gráficos, legendas e referências deverão incluídas no arquivo do word.  

Neste arquivo do word que será feito upload, não adicionar nenhuma informação dos autores 

(nome, qualificação, endereço, e-mail) 

ATENÇÃO: enviar o artigo sem nenhuma identificação dos autores!!! 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



50 
 

 

ANEXO 3 
 
Normas de submissão da Revista UNINCOR 
 

Diretrizes para Autores 
Orientações para a formatação de artigos a serem submetidos à Revista da Universidade Vale do Rio 
Verde 

Formatação da página: folha A4. Margens: esquerda, direita, superior e inferior de 2 cm 

Título e subtítulo: fonte Times New Roman, tamanho 14, em negrito e centralizados. Devem ser 
separados entre si por dois pontos. 

Autores: nome(s) do(s) autor(es) em fonte Times New Roman, tamanho 10; vinculação profissional e e-
mail em fonte Times New Roman, tamanho 9, alinhados à esquerda. 

Resumo: fonte Times New Roman, tamanho 10, justificado, com espaçamento simples. Os artigos 
deverão ser acompanhados de resumos constituído de parágrafo único em português, com cerca de 150 
a 250 palavras; cinco palavras-chave separadas por ponto e finalizadas por ponto. O resumo em inglês 
(Abstract), com cerca de 150 a 250 palavras; cinco palavras-chave (Keywords) separadas por ponto e 
finalizadas por ponto. 

Corpo do trabalho: fonte Times New Roman, tamanho 11, justificado, com espaçamento de 1,5 entre 
linhas. Texto formatado em 2 colunas. 

Referências e citações: as referências devem ser digitadas com fonte Times New Roman, tamanho 10, 
alinhadas à esquerda, com espaçamento simples e separadas entre si por um espaço em branco. Devem 
ser apresentadas em ordem alfabética e conter todos os dados necessários à sua identificação, conforme 
as normas NBR 6023:2002. As citações deverão seguir a NBR 10520:2002 utilizando o sistema 
autor/data. 

Notas: devem ser reduzidas ao mínimo necessário e apresentadas ao final do texto numeradas 
seqüencialmente. 

Ilustrações: devem apresentar títulos em fonte Times New Roman, tamanho 10. A identificação aparece 
na parte superior precedida da palavra designativa (diagramas, gráficos, fotografias, quadros, figuras, 
entre outros), seguida de seu número de ocorrência no texto (algarismos arábicos), travessão e o 
respectivo título. A indicação da fonte aparece na parte inferior mesmo que seja de produção do próprio 
autor. 

Tabelas: fonte Times New Roman, tamanho 10. A identificação aparece na parte superior precedida da 
palavra designativa (tabela), seguida de seu número de ocorrência no texto (algarismos arábicos), 
travessão e o respectivo título. A indicação da fonte aparece na parte inferior mesmo que seja de 
produção do próprio autor.. 

Recomendações: recomenda-se que se observem as seguintes normas da ABNT: 

NRB 5892:1989 - Norma para datar; 

NBR 6022:2003 - Artigo em publicação periódica impressa; 

NBR 6023:2002 - Referências; 

NBR 6024:2003 - Numeração progressiva das seções de um documento escrito; 

NBR 6028:2003 - Resumo; 

NBR 10520:2002 - Citações em documentos. 


