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Resumo: InfeccOes flngicas ocasionadas por espécies de Candida sdo consideradas graves problemas
patoldgicos. A mamona (Ricinus communis L.) é apontada como espécie versatil detentora de varias
propriedades medicinais, entre estas, tratamento de infeccGes de pele e diarreia. Este trabalho objetivou
avaliar a atividade antiflngica do Extrato Aquoso das Folhas de R. communis (EAFRC). Na metodologia
aplicada para os testes, empregou-se a microdiluicdo em microplacas para estabelecer a Concentragdo
Inibitoria de 50% dos micro-organismos (Clso) dos produtos isolados e para os testes de modulacdo em
combinacdo com fluconazol, com resultados obtidos através da leitura em espectrofotdmetro com leitor de
ELISA. O subcultivo em placa de Petri usado para determinar a Concentragdao Fungicida Minima (CFM).
Os resultados ndo apresentaram CFM para as concentragGes testadas do extrato, a CIM foi estabelecida
em uma concentragdo bastante elevada do produto natural, nos testes com o produto natural também néo
houve a constatacdo de 1Cs, N0 havendo uma concentragdo capaz de inibir 50% dos micro-organismos.
Nos resultados da modulacdo do fluconazol o EAFRC mostrou-se antagdnico reduzindo o efeito do
farmaco quando combinado a este. Os resultados obtidos, entretanto, ndo excluem a possibilidade de a
planta possuir propriedades fungicidas, pois uma mesma planta pode apresentar resultados diferentes na
producdo de extratos a partir de suas raizes e caules, ou quando usados contra linhagens fangicas diferentes
das testadas, sendo assim os estudos sobre os potenciais da planta devem continuar para se estabelecer
novos resultados.
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EVALUATION OF ANTIFUNGAL POTENTIAL AND MODULATING ACTION OF
AQUEOUS EXTRACT OF THE LEAVES OF Ricinus communis L. (mamona) AGAINST
Candida spp.

Abstract: Yeast infections caused by Candida species are considered serious pathological problems.
Castor bean (Ricinus communis L.) is pointed as a versatile species that has several medicinal properties,
including treatment of skin infections and diarrhea. This work aimed to evaluate the antifungal activity of
the aqueous extract of leaves of R. communis (AELRC). In the methodology applied for the tests,
microdilution was used in microplates to establish the 50% Inhibitory Concentration of microorganisms
(I1Cs0) of the isolated products and for the modulation tests in combination with fluconazole, with results
obtained by reading in spectrophotometer with ELISA reader. The petri dish subculture used to determine
the Minimum Fungicidal Concentration (MFC). The results did not show MFC for the tested
concentrations of the extract, the MIC was established at a very high concentration of the natural product,
in the tests with the natural product there was no 1Csp, and there was no concentration capable of inhibiting
50% of the microorganisms. In the results of fluconazole modulation, AELRC was antagonistic reducing
the effect of the drug when combined with it. The results obtained, however, do not exclude the possibility
that the plant has fungicidal properties, since the same plant may have different results in the production
of extracts from its roots and stems, or when used against fungal strains different from those tested, thus
being the same studies on plant potentials should continue to establish new results.

Keywords: Antifungal activity. Antagonism. Fluconazole. Opportunistic fungi.

Introducéo

O aumento de infeccdes ocasionadas por fungos, vem provocando uma grave ameaca a
nivel mundial, principalmente em imunocomprometidos, estabelecendo um nimero consideravel
nos casos de infec¢bes nosocomiais e refletindo para a elevacdo do indice de morbidade
(BASSETTI; RIGHI, 2015). O maior percentual nos casos de fungemias atribuem-se a espécies
pertencentes ao género Candida, apontando a C. albicans como patégeno mais frequente,
associando-se a um percentual de 80% dos casos de infec¢des flangicas nosocomiais
(HINRICHSEN et al., 2008). As espécies ndo-albicans vem emergindo como patégenos
frequentes em infeccBes nosocomiais, e causam bastante preocupacao devido a sua viruléncia, ao
alto indice de mortalidade e por apresentar alta resisténcia aos antifingicos disponiveis
(KRCMERY; BARNES, 2002).

Os maiores problemas envolvendo as infec¢des fungicas estdo associados a elevada
toxicidade frente a alguns farmacos e o desenvolvimento de mecanismos que proporcionam aos
fungos resisténcia as drogas empregadas nos tratamentos patologicos, isto € um problema
alarmante pois sdo poucos os antifingicos disponiveis para tratar essas infec¢oes (DELARZE;
SANGLARD, 2015).
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Nesse contexto é crescente a pesquisa por novas fontes de compostos ativos naturais que
possam substituir ou melhorar a acdo dos farmacos atuais. Os produtos naturais sinalizam uma
crescente fonte alternativa na descoberta de novas drogas e no progresso das pesquisas nessa area,
indicando atualmente que cerca 49% dos medicamentos usados para tratamento cancerigeno e
33,7% dos farmacos recentes aprovados para tratar patologias flngicas, bacterianas, virais e
parasitoldgicas, sdo obtidas de fontes naturais (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013).

Ricinus communis L. (mamona) é uma espécie monotipica, conhecida também como
carrapato, enxerida, tartaro, ricino, palma-de-cristo, pertence a familia Euphorbiaceae, €
considerada como planta de facil adaptacdo em diferentes regiGes e a fatores climaticos, sendo
melhor estabelecida em regides tropicais e encontrada em pelo menos 15 paises, atualmente o
maior produtor da mamona é a India, seguida de Mocambique, Brasil e China (DE SOUZA
MADALENA et al., 2017).

Hé evidéncias sobre o uso popular da planta no tratamento de dor de estdbmago, Ulceras,
infecgBes de pele e diarreia, as duas ultimas, sintomatologias associadas a candidiase, mostrando
também resultado significativo em cicatrizaces, como analgésico anti-inflamatorio,
antimicrobiano, dentre outras atribuicdes (MOLLIK et al., 2010; VIJAYAGIRI; MAMIDALA,
2012; BOKOTINI et al., 2013; ULLAH et al. 2014). Estudos fitoquimicos evidenciam esteroides,
saponinas, alcaloides e flavonoides como constituintes da mamona, com presenca do alcaloide
ricinina e diversos acidos em suas folhas secas e diversos compostos isolados em suas raizes como
0 &cido indol-3-acético (JENA; GUPTA, 2012; RANA et al., 2012).

Com base no conhecimento sobre 0 uso na fitoterapia popular e estudos cientificos acerca
dos componentes quimicos de Ricinus communis este trabalho busca mostrar se o Extrato Aquoso
das Folhas de R. communis (EAFRC) é detentor de propriedades antifingica sobre espécies de

fungos do género Candida.

Material e Métodos

Coleta do Material Vegetal

O material boténico de Ricinus communis foi coletado as 14:00 + 00:30 h no Conjunto Santa
Luzia (07°, 13°, 52,0” de latitude Sul e 39°, 23°, 56,3 de longitude West de Greenwich), cidade
do Crato, Cear4, Brasil. Um exemplar da espécie foi depositado no Herbéario Caririense Dardano

de Andrade-Lima, da Universidade Regional do Cariri - URCA, com nimero de herbario 13.562.
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Preparacéo dos Extratos

Para preparacdo do extrato foram utilizadas 1 kg de folhas frescas da R. communis, sendo
as mesmas foram picotadas e colocadas em recipiente de vidro e em seguida submersas em 1,5 L
de &gua destilada a temperatura de 80 °C, por 3 horas. Apds este periodo o material foi filtrado,
armazenado em recipientes de 150 mL e levados ao freezer para congelamento. Em seguida o
extrato foi liofilizado (liofilizador modelo Liotop L101) e acondicionado em vidro ambar e

armazenado em freezer.

Linhagens Fungicas

Os fungos usados para os testes foram Candida albicans (CA INCQS 40006), C. tropicalis
(CT INCQS 40042) e C. krusei (CK INCQS 40095), disponibilizadas pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Osvaldo Cruz e mantidas no estoque do

Laboratdrio de Micologia Aplicada do Cariri (LMAC) da Universidade Regional do Cariri.

Meios de Cultura

Na realizagio dos testes empregou-se 0 meio solido Agar Sabouraund Dextrose (ASD),
aplicado para o cultivo das leveduras e 0 meio liquido Caldo Sabouraund Dextrose (CSD)
utilizado nos testes de microdiluicdo. Ambos os meios foram adquiridos da Difco® e tiveram a
preparacdo de acordo com as informacdes fornecidas pelo fabricante, sendo que o CSD teve a
concentracdo duplicada. Para garantir pleno crescimento dos fungos.

Para que ndo ocorresse influéncia nos resultados por micro-organismos do ambiente os
meios de culturas solubilizados em dgua destilada passaram por um processo de esterilizacdo em

autoclave com tempo de 15 minutos em temperatura de 121°C.

Droga e Extrato Utilizado

Como droga de referéncia utilizada nos testes foi o antifungico Fluconazol (0,15 g),

preparado por diluicdo em agua destilada estéril (16.384 pg/mL). Para preparacdo da solugdo
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inicial do extrato foram pesados 0,15 g, diluido em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO —
DINAMICA), seguido de agua destilada estéril (16.384 pg/mL).

In6culos

As linhagens fungicas utilizadas na preparacdo dos inoculos ja estavam identificadas e
mantidas sobre efeito fungistatico a temperatura de 4° C em freezer no Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da URCA.

Para os testes de atividade antifingica intrinseca e combinada com farmaco, realizados
por microdiluicdo e de Concentracdo Fungicida Minima (CFM), os fungos foram previamente
cultivados em meio ASD disperso em placas de Petri e mantidos sobre condi¢des adequadas em
estufa de crescimento durante 24 horas em temperatura de 37° C. Subsequente uma al¢ada de cada
amostra dos micro-organismos cultivados foi adicionada a suspenséo salina (NaCl a 0,9%). Com
auxilio de um vortex essa suspensao foi homogeneizada com intuito de comparar e estabelecer a
sua turbidez através da amostra de suspensdo de sulfato de bario do tubo 0,5 da escala de
McFarland que condiz a um ndmero préoximo a 1,5 x 108 UFC/mL, estabelecendo uma

concentracdo de fungos adequada para o crescimento de coldnias (SOUZA et al., 2007).

Ensaios Microbioldgicos

Determinacéo da atividade antifingica intrinseca do extrato e do fluconazol

Os testes foram realizados através de microdiluicdo em microplacas de 96 cavidades e em
triplicatas. Em tubos de eppendorfs foram depositados 1350 puL do meio duplamente concentrado
CSD com 150 pL (10%) de suspensdo flngica totalizando 1500 uL, que foram distribuidos na
placa de microdiluicdo sendo os pogos preenchidos com 100 pL. Apos essa distribuicdo o
procedimento continuou com a adig¢do de 100 pL do produto natural no primeiro pogo da placa,
com concentragdo inicial de 8192 pg/mL sendo a microdiluigdo seriada até o penultimo pogo que
ficou concentrado com 8 ug/mL do produto, o Ultimo pogo ndo teve adicdo do produto e ficou
reservado para controle do crescimento (JAVADPOUR et al., 1996). Testou-se também o controle
de diluicéo, onde foi procedido como descrito acima com diferenca que ndo houve adigdo do

indculo, sendo substituido por salina em mesma quantidade. O meio também foi avaliado quanto
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a esterilidade. Com o acréscimo dos micro-organismos e o produto natural as placas foram
incubadas em estufa e mantidas sob temperatura de 37 °C durante 24 horas, ap0s esse periodo as
amostras foram retiradas e levadas a leitura em espectrofotobmetro Termo Plate (630 nm) para
estabelecer a curva de viabilidade celular e a Concentracdo Inibitoria de 50% dos micro-
organismos (ICso) (MORAIS-BRAGA et al., 2016, com modificacdo na concentragdo). Esse
procedimento foi realizado de forma igual para todas as linhagens fungicas testadas (CA, CT e
CK) e em triplicata.

Definicao da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

Nos testes de CFM se empregou as placas produzidas na microdiluicdo. Para avaliar o
potencial fungicida desse teste foi preparado o meio sélido ASD, que foi adicionado a uma placa
de Petri, previamente enumerada com identificagbes numéricas (de 1 a 12) em triplicata em
cartelas guias, colocadas abaixo das placas de Petri. Hastes estéreis foram mergulhadas uma a
uma em cada poco da microplaca e utilizadas na homogeneizacdo do poco e posteriormente
conduzidas ao numero correspondente na placa de Petri, concluindo o procedimento quando uma
amostra de cada cavidade da microplaca tivesse sido semeada na placa de Petri. Nas placas de
controle de diluicdo o processo de homogeneizacdo também ocorreu, mas o contetdo ndo foi
subcultivado em placa de Petri. Esse procedimento foi identicamente efetuado para todas as
espécies usadas no teste. Para obter os resultados da CFM, as placas de Petri foram encubadas
durante 24 horas e 37 °C, para observar se houve alguma concentracdo do produto natural capaz

de causar a morte dos micro-organismos (ERNST et al., 1999 com modificacGes).

Avaliacao da atividade antifungica por combinagao de extrato/farmaco - Modulagéo

A andlise da capacidade de efeito modificador da acdo do fluconazol pelo produto natural
sobre as cepas de Candida, deu-se através da microdiluicdo em placas com o EAFRC, realizado
em triplicata com concentracdo sub-inibitoria (CFM/16). Os eppendorfs foram preparados com
1.500 pL, sendo 1256 puL do meio duplamente concentrado (CSD), 150 uL do indculo e 94 uL do
produto natural (Valor do produto na concentragdo CFM/16), distribuidos com quantidade de 100
uL em cada pogo da placa, seguidamente 100 puL do agente antifingico (Fluconazol) foi

adicionado ao primeiro pogo com concentracdo inicial no valor de 8.192 pg/mL, sendo reduzido
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gradativamente até o penultimo po¢o onde adquiriu concentragdo de 8 pg/mL mantendo o Ultimo
poco como controle de crescimento. Foram preparados também os controles de esterilidade do
meio e o controle de diluicdo dos produtos no qual o inoculo foi substituido por salina. As
microplacas preparadas com todas as linhagens de fungos (CA, CK e CT) foram armazenadas por
24 horas em estufa bioldgica e mantidas sob temperatura de 37 °C, onde permaneceram até o
momento que foram levadas para averiguacdo dos resultados em espectrofotdometro (630 nm) com
leitor de ELISA (COUTINHO et al., 2008, com modificacdo em relagdo a concentragdes,

controles e forma de leitura; MORAIS-BRAGA et al., 2016 com modificacdo nas concentracoes).

Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através da utilizacdo do software GraphPad
Prisma, versdo 6. Fazendo a comparacdo dos dados obtidos de todos os ensaios realizados no
estudo empregando anélise de variancia (Two Way — ANOVA) em duas vias, acompanhada do
teste de Tukey. Os valores de 1Cso foram obtidos por regressdo ndo linear para a finalidade de
interpolagéo de valores a partir de curvas padréo.

Resultados e Discussao

O extrato aquoso das folhas de R. communis, ndo apresentou resultado com relevancia
clinica (ROUGHTON et al., 2007) para seu uso como antifingico. Na definicdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), todas as espécies testadas apresentaram resisténcia ao EAFRC, sendo a
CIM sempre maior que 8.192 pg/mL.

Nos testes de Concentra¢do Fungicida Minima (CFM), os resultados ndo mostraram
nenhuma concentracdo do produto natural capaz de causar a morte dos fungos. Quando
combinado ao fluconazol, o extrato aquoso das folhas de R. communis apresentou efeito
antagobnico, evidenciando uma perda significativa na propriedade farmacologica, diminuindo a
acdo do farmaco fluconazol frente a todas as cepas testadas.

Os graficos contidos na Figura 1 (A, B e C) demostram o efeito da CIM em diferentes
concentragOes do produto natural frente a linhagens fangicas de CA INCQS 40006, CT INCQS
40042 e CK INCQS 40095, respectivamente.

A Tabela 1 mostra a concentragdo encontrada para inibir 50% dos micro-organismos,
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evidenciando o efeito do produto natural, do fluconazol e a agdo combinada dos dois. Assim como
0s demais testes a 1Cso ndo apresentou um resultado significativo para o EAFRC, sendo que o
fluconazol quando aplicado sozinho reduziu 50% dos micro-organismos em concentracdes
relevantes em CA e CK, reduzindo CT com maior concentracdo. O EAFCR ndo apresentou
reducdo de 50% dos micro-organismos CA e CK, apenas CT em concentracdo bastante elevada
do produto natural.

Em associacdo com o fluconazol o EAFRC conseguiu atingir ICso em todas as amostras
fangicas, porém com concentracdes também elevadas, com inibicdo acontecendo na seguinte
ordem crescente: CA<CK<CT, esta tltima, portanto, necessitando de maior concentragdo de
produtos para inibicdo de 50% dos micro-organismos. Percebe-se na ICso a relagcdo antagonica

entre o extrato e o antifungico.

Figura 1. Efeito do Extrato Aquoso das Folhas de Ricinus communis L. na viabilidade de
leveduras de Candida spp.

CA INCQSs 40006
150
- EAFRC + FCZ
= i -m EAFRC
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A o o0s -
= 50 p < 0,0001 = =*=*
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Legenda: CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei; EAFRC: Extrato aquoso das folhas
de Ricinus communis: INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
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Tabela 1. Concentracao Inibitéria de 50% (ICso) dos micro-organismos (pg/mL) pelo Extrato
Agquoso das Folhas de Ricinus communis L.

Fluconazol EAFRC EAFRC + FCZ
CA 40006 16,28 Nao tem 6242,34
CT 40042 234,10 358.693,10 18.637,34
CK 40095 14,83 Nao tem 8.550,35

Legenda: CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; CK: Candida krusei; EAFRC: Extrato aquoso das folhas
de Ricinus communis; FCZ: Fluconazol

O uso de plantas como fonte medicinal popular é associada atualmente como base para o
avanco de pesquisas na producdo de novos farmacos. Costa-Lotufo e colaboradores (2010)
mencionam a importancia do desenvolvimento de medicamento através do conhecimento popular,
entretanto enuncia que sdo bastantes as suposi¢cOes a respeito dos produtos de origem natural
usadas como bases terapéuticas e ressalta que muitas sdo tidas com ceticismo, mesmo com
evidenciacBes de estudos cientificos sobre a acdo dos metabolicos secundéarios existentes em
plantas.

Pesquisadores afirmam que os metabdlicos secundarios presentes nos vegetais podem
contribuir para o progresso e descobertas de novos ativos fitoterapico. Os metabdlicos secundarios
estdo associados a defesa da planta e muitos deles sdo usados na industria e como base na
producdo de farmacos (VIZZOTO; KROLOW; WEBWER, 2010).

A literatura tem registrado pesquisas voltadas a procura de novas drogas que possam ser
associadas ao tratamento de patologias bacterianas e as infec¢oes fungicas (MORAIS-BRAGA et
al., 2016; FREITAS et al., 2017; ANDRADE et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019). Pappas et
al. (2010) vém um cenario preocupante causado pelo estabelecimento de infec¢Bes fungicas em
pacientes que recebem transplante de érgdos e associa 0 género Candida como alguns dos
patdgenos fungicos com maior indice de morbimortalidade em nivel global. Micele, Diaz e Lee
(2011) completam que infeccdes por Candida séo frequentes em imunossuprimidos e apresentam
altos indices nos casos de infec¢Bes invasivas.

A resisténcia fungica € tida como um dos principais problemas quando se refere ao
tratamento de infec¢bes. Tapia (2012) diz que apesar do surgimento de novos farmacos a
resisténcia aos antifangicos continua crescendo, fato que acarreta dificuldades ao tratamento,
principalmente & pacientes com infecc¢@es invasivas.

Os resultados deste trabalho mostram que o extrato aquoso da folha da mamona, nédo
apresenta um efeito com relevancia clinica sobre cepas de Candida albicans, C. krusei e C.

tropicalis, este resultado foi evidenciado por Molina (2010) que testou alguns extratos naturais e
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observou que o extrato da mamona ndo estabeleceu efeitos fungicidas sobre as cepas de C.
albicans usadas em seu experimento.

O teste de inibicdo do extrato pode apresentar variancia de acordo com o tipo método
empregado, € 0 que esté evidenciado no trabalho de Jain e Nafis (2011), que utilizou o extrato
aquoso da casca de R. communis e averiguou uma eficacia significativa na inibicdo de trés
espécies de Candida sendo elas C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, estabelecidas em uma
zona de inibicdo variando de 17 mm e 32 mm em didmetro.

A atividade do extrato da mamona associada ao fluconazol apresentou uma reducdo do
efeito do farmaco contra as espécies de Candida e assim sendo considera-se que a juncdo dos
componentes fotoquimicos da mamona ao medicamento ndo é considerada como promissora para
melhorar o tratamento a base desse farmaco contra as espécies de Candida, observando-se que a
adicdo do produto natural ameniza sua eficacia. Pereira (2017) expressa que os efeitos da acdo de
produtos naturais a firmaco podem ter respostas divergentes quanta a busca dessa associacéo para
combater micro-organismos patogénicos, pois a juncdo dos dois podem ter efeito modulador,
ajudando a acdo do farmaco ou podem reverter sua agdo proporcionando aos micro-organismos

maior resisténcia.

Concluséao

Nos dados obtidos no pressente estudo, o extrato aquoso das folhas de Ricinus communis
ndo apresentaram resultados com relevancia contra as espécies de Candida testadas, sem
ocorréncia expressiva na inibi¢do do crescimento dos fungos mesmo em concentracgdes elevadas.
A associacdo ao fluconazol apresentou um efeito antagbnico, amenizando o efeito do farmaco
frente as cepas testadas.

Com isso é presumidamente correto afirmar que o uso da mamona (R. communis) a fim de
amenizar problemas fungicos causados pelas leveduras oportunistas, de forma singular ou
juntamente ao fluconazol, ndo acarretam efeito satisfatorio.

O fato dos resultados ndo se apresentarem positivos para a a¢do antifungica ndo é
suficiente para anular essa atividade, varios fatores consideraveis para que seus componentes
possam estabelecer essa acdo, como o méetodo empregado, meios de crescimento utilizados,
modo/ambiente de coleta, parte do material vegetal que foi analisada, procedimentos de extracao

e alterndncia genética sdo capazes de modificar a concentracdo de principio ativo no extrato,
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induzindo que a relevancia dos aspectos citados devem ser considerados e conduzidos a novos

estudos, estendo-os também a outros géneros.
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