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REsumMmoO

Introdugao: Candida tropicalis ¢ um agente frequente de candidemia em hospitais
brasileiros, sendo a segunda espécie mais comumente isolada. A infecgao por esse
agente pode ocorrer em pacientes de todas as idades, mas acomete pacientes adultos
e idosos com maior frequéncia. As candidemias estao relacionados aos animais.
Consequentemente, os fArmacos que afetam as células fingicas também podem
afetar as células humanas, fato que torna dificil o tratamento das infec¢oes fungicas.
O aumento da resisténcia a antifingicos alerta para a necessidade da ampliacio de
estratégias que impegam a sua disperséo entre os fungos, como jé aconteceu com as
bactérias, que se depara distribuida e fora de controle. Por isso, ¢ necessdrio, novas
formas de estudos sobre alternativas terapéuticas, os fitoterdpicos podem ser utili-
zados como nova opgio de tratamento. Objetivo: determinar a concentragio inibi-
téria minima da fase cloroférmica de Raphiodon echinus sobre cepas de Candida
tropicalis. Metodologia: utilizou-se 0 método de determinagio da Concentragio
Inibitéria Minima (CIM) sobre a técnica de microdilui¢io em caldo. Resultados:
obteve-se uma CIM50 de 256 pg/mL para as cepas do fungo. Conclusao: dessa
maneira, pode-se observar a possivel utilizacio desta substincia para posteriores

tratamentos das doengas originadas pelas leveduras de Candida tropicalis.

Palavras-chave: Micologia, fitoterapia, Candida tropicalis.

SUMMARY

Antifungal potential of the chloroform phase of
Raphiodon echinus against Candida tropicalis

Introduction: Candida tropicalis is a frequent agent of candidemia in Brazilian
hospitals, being the second most commonly isolated species. Infection by this
agent can occur in patients of all ages, but it affects adult and elderly patients more
frequently. Candidemias are related to animals. Consequently, drugs that affect
fungal cells can also affect human cells, making it difficult to treat fungal infections.
The increase in resistance to antifungals alerts to the need to expand strategies that
prevent their dispersion among fungi, as has already happened with bacteria, which
are found to be distributed and out of control. Therefore, new forms of studies on
therapeutic alternatives are necessary, herbal medicines can be used as a new treat-
ment option. Objective: to determine the minimum inhibitory concentration of

the chloroform phase of Raphiodon echinus on Candida tropicalis strains. Metho-
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dology: the method of determination of the Minimum Inhibitory Concentra-
tion (MIC) was used on the broth microdilution technique. Results: a MIC50
of 256 pg/mL was obtained for the fungus strains. Conclusion: in this way, it is
possible to observe the possible use of this substance for further treatment of diseases

caused by Candida tropicalis yeasts.

Keywords: Mycology, phytotherapy, Candida tropicalis.

RESUMEN

Potencial antifungico de la fase cloroférmica de
Raphiodon echinus frente a Candida tropicalis

Introduccién: Candida tropicalis es un agente frecuente de candidemia en los hospi-
tales brasilefios, siendo la segunda especie méds comiinmente aislada. La infeccién
por este agente puede ocurrir en pacientes de todas las edades, pero afecta con mayor
frecuencia a pacientes adultos y ancianos. Las candidemias estdn relacionadas con
los animales. En consecuencia, los medicamentos que afectan a las células fungicas
también pueden afectar a las células humanas, lo que dificulta el tratamiento de las
infecciones fungicas. El aumento de la resistencia a los antiftingicos alerta sobre la
necesidad de ampliar estrategias que eviten su dispersién entre los hongos, como ya
ha ocurrido con las bacterias, que se encuentran distribuidas y fuera de control. Por
lo tanto, son necesarias nuevas formas de estudios sobre alternativas terapéuticas,
los medicamentos a base de hierbas pueden ser utilizados como una nueva opcién
de tratamiento. Objetivo: determinar la concentracién inhibitoria minima de la
fase cloroformo de Raphiodon echinus sobre cepas de Candida tropicalis. Metodo-
logia: se utilizé el método de determinacién de la Concentracién Minima Inhi-
bitoria (MIC) sobre la técnica de microdilucién en caldo. Resultados: se obtuvo
una CIM50 de 256 pg/mL para las cepas del hongo. Conclusién: de esta manera,
es posible observar el posible uso de esta sustancia para el tratamiento posterior de

enfermedades causadas por levaduras Candida tropicalis.

Palabras clave: Micologia, fitoterapia, Cindida tropicalis.
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INTRODUCAO

Candida tropicalis ¢ um agente frequente de candidemia em hospitais brasileiros, sendo a
segunda espécie mais comumente isolada. A infec¢ao por esse agente pode ocorrer em pacien-
tes de todas as idades, mas acomete pacientes adultos e idosos com maior frequéncia [1].

O aumento da resisténcia a antifingicos alerta para a necessidade do desenvolvimento
de estratégias que evitem a sua disseminagao entre os fungos, como j ocorreu com as
bactérias, que se encontra disseminada ¢ fora de controle [2]. A resisténcia aos azélicos
em cepas de Candida tropicalis ¢ devido ao aumento da expressio do gene ERG11,
associada com uma mutagio missense nesse gene [3].

Os medicamentos fitoterdpicos tém sido um recurso para a satide do ser humano.
Durante milénios, o homem enraizou seus conhecimentos a fim da procura por melho-
rias nas condi¢oes de alimentacio e cura de suas enfermidades [4].

As plantas medicinais sao importantes por fornecerem matéria-prima para a sintese de
drogas, além de serem utilizadas como agentes terapéuticos alternativos. O emprego
das plantas ¢ supervalorizado no uso tradicional com base nos seus beneficios medi-
cinais. Dessa forma, torna-se imprescindivel o conhecimento sobre a dose ¢ a parte
empregada da planta, além de suas propriedades terapéuticas, pois existem aquelas que
s3o altamente tdxicas, mesmo em pequenas doses [5].

A familia Lamiaceae ¢ composta por aproximadamente 240 géneros e 7200 espécies,
ocorrendo em todo o mundo desde regioes tropicais até dreas de clima temperado, com
exce¢ao da Antértida. No Brasil, sao encontrados 32 géneros e 496 espécies, sendo mui-
tas destas espécies endémicas do semidrido nordestino, com destaque para o género

Hyptis e Rhaphiodon [6).

Dentre os representantes da familia Lamiaceae na Caatinga, pode-se destacar o género
Raphiodon, representado pela espécie Raphiodon echinus e considerado como caracte-
ristico dessa regiao [7]. Raphiodon echinus ¢ uma Lamiaceae rasteira, cuja distribuigao ¢
registrada nos estados de Bahia, Pernambuco, Paraiba, Ceard ¢ Minas Gerais [8].

O presente estudo teve como objetivo determinar a concentragio inibitéria minima da
fase cloroférmica de Raphiodon echinus sobre cepas de Candida tropicalis.

METODOLOGIA

A fase cloroférmica de Raphiodon echinus foi cedido pela equipe da professora Dr.
Gabriela Lemos de Azevedo Maia-Univasf. Para atingir os testes farmacoldgicos, a
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substancia foi diluida em dimetilsulféxido (DMSO) ¢ em 4gua destilada. A concentra-
¢ao de DMSO foi inferior a 0,1% v/v.

Determinacio da concentragio inibitoria minima (CIM)

A atividade antiftingica foi realizada em cinco cepas selecionadas de Candida tropicalis
ATCC 13803, CT 14, LM 31, LM 36. Todas as cepas de microrganismos utilizados neste
estudo fazem parte da MICOTECA do Laboratério de Micologia/DFP/CCS/UFPB.

A atividade antiftingica foi realizada de acordo com os protocolos descritos por Clee-

land e Squires (1991) [9], Hadacek e Greger (2000) [10] ¢ CSLI (2008) [11].

As CIMs do Raphiodon echinus foram determinadas contra cepas de Candida tropica-
lis pela técnica de microdilui¢ao em caldo. Inicialmente, 100 pL de caldo de dextrose
Sabouraud foram adicionados aos pogos da placa de petri com 96 pocos e fundo em
“U”. Em seguida, 100 pL dos produtos da emulsio foram dispensados nos pogos da
primeira fila da placa. Uma razio de duas concentragoes foram obtidas de 1024 pg/mL
a2 ug/mL, de modo que a primeira linha da placa encontrasse a maior concentragio e,
por ultimo, a menor concentragio. Finalmente, 10 uL do inéculo foram adicionados
as cavidades, onde cada coluna de placa se referiu a uma cepa fingica, em particular.

Paralelamente, foi realizado o controle de viabilidade das cepas testadas, juntamente
com o controle de sensibilidade, essas cepas de agao antifungica consideradas padroes
em uso clinico (Nistatina 100 UI/mL). Para verificar a auséncia de interferéncia do
solvente nos resultados, um controle foi colocado nas cavidades 100 uL do caldo dupla-
mente concentrado, 100 uL de Raphiodon echinus e 10 pL da suspensao foi feita.

As placas foram seladas assepticamente ¢ incubadas a 35 °C durante 24 - 48 horas. A
CIM foi definida como a menor concentragio capaz de produzir inibigio visivel sobre
o crescimento fingico. O teste foi realizado em duplicata e o resultado expresso pela
média aritmética das CIMs obtidas nos dois testes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da CIM (Concentragio inibitéria minima) de Raphiodon echinus contra
as cepas de Candida tropicalis sio mostradas na tabela 1. Para o teste de microdiluicao
em caldo, a fase cloroférmica de Raphiodon echinus apresentou CIM50 de 256 pg/mL
para as cepas do fungo.

Sartoratto et al. (2004) [12] sugerem que uma atividade antimicrobiana ¢ classificada

como forte quando possuem CIM de até 500 pug/mL, moderada para CIM de 600 a
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Tabela 1. Atividade antifungica para determinagio da CIM da fase cloroférmica do Raphiodon

echinus contra cepas de Candida tropicalis.

Candida Candida Candida Candida
Substancia/cepa tropicalis tropicalis tropicalis tropicalis
ATCC 13803 LM 14 LM 31 LM 36

1024 pg/mL + + + +
512 ug/mL - + + +
256 pg/mL - - + +
128 pg/mL - - - -
64 pg/mL - - - -
32 ug/mL - - - -
16 pg/mL - - - -
Controle positivo + + + +
Controle negativo - - - -

() Nenhuma inibigio (+) Inibi¢io

1500 pg/mL e fraca para CIM acima de 1500 pg/mL. Sendo assim, de acordo com os
resultados da fase cloroférmica de Raphiodon echinus, pode ser considerado forte ini-
bidor frente as cepas Candida tropicalis.

Entre os representantes da familia Lamiaceae na Caatinga, destaca-se o género Raphio-
don, monotipico, representado pela espécie Raphiodon echinus (Nees & Mart) Schauner
¢ considerado como caracteristico dessa regiao [7]. Esta espécie se destaca por apresen-
tar como principais caracteristicas a presenga de célice frutifero com lacinios espines-
centes ¢ hdbito prostrado.

Além disso, R. echinus é tida como invasora, tipica da caatinga, sendo encontrada espe-
cialmente em dreas sujeitas a inundagio temporaria, a beira da estrada e em 4reas de
cultivo abandonadas e apresenta diversa distribui¢ao no Brasil, sendo registrada nos
Estados de Bahia, Pernambuco, Paraiba, Ceard e Minas Gerais [13-16]. Em estudos
realizados para a regidao Nordeste, R. echinus é citado em levantamentos feitos em Per-
nambuco [16], Paraiba [17] e Bahia [15].

Costa et al. (2017) [18] verificaram a capacidade antifingica dos extratos de R. echinus
contra cepas de diferentes espécies de Candida e observaram o efeito modulador destes
extratos quando conjugados a antifingicos sintéticos.

Pio et al. (2018) [19] realizou uma busca acerca dos conhecimentos e usos de plan-
tas medicinais dos habitantes das ilhas do rio Sao Francisco. R. echinus apresentou-se
como a planta, cujos efeitos e propriedades, eram mais conhecidos e usados correta-
mente pela popula¢io. No mesmo estudo foram avaliados os efeitos antimicrobianos
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dos extratos aquoso e etandlico de R. echinus por meio da técnica de microdiluigao,
contra cepas bacterianas. Foi possivel observar que o extrato aquoso nao apresentou
efeito desejavel sobre as cepas bacterianas, entretanto o extrato etanélico de R. echinus
apresentou efeito moderado. A fracao acetato de etila do extrato etanélico, apresentou
forte potencial antibacteriano sobre as cepas estudadas.

Duarte ez al. (2016) [20] testaram as propriedades moduladoras do 6leo essencial de R.
echinus quando associado a antimicrobianos, contra cepas fingicas de C. albicans, C.
krusei, C. tropicalis e cepas bacterianas de E. coli, S. aureus e Pseudomonas. No estudo
foi verificado uma reduzida atividade antifungica e antibacteriana do dleo essencial,
mas um forte efeito modulador quando associado aos antimicrobianos. Segundo os
pesquisadores, o 6leo essencial também apresenta uma forte atividade quelante de ferro.

Segundo um estudo realizado por Ferreira ez al. (2019) [21], verificou-se que o do
extrato aquoso ¢ ctanélico de Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceac)
apresenta um forte efeito antifiingico contra cepas de C. tropicalis. Desta forma, suge-
re-se que este composto pode ser utilizado como uma alternativa terapéutica para o
combate de infecgoes causadas por esse fungo.

CONCLUSAO

Com a concretizagao desta pesquisa, pode-se compreender a abundante atividade anti-
fungica de Raphiodon echinus diante as cepas da espécie Candida tropicalis. Através da
andlise dos resultados, foi possivel verificar que o produto natural testado proporcionou
um forte efeito antifungico sobre as cepas de Candida tropicalis em relagio as cepas de ori-
gem clinica. Dessa maneira, pode-se observar a possivel utilizagao desta substincia para
posteriores tratamentos das doencas originadas pelas leveduras de Candida tropicalis,
destacando assim a obrigacio de mais estudos para delinear esta atividade farmacolégica.
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