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RESUMO 

 

Algumas espécies de Candida spp. apresentam importantes fatores associados à virulência, 

dentre eles destaca-se a formação de biofilmes, os quais podem estar associados a mudanças no 

perfil de sensibilidade dos isolados, aos antifúngicos disponíveis. Devido a esses fatores, faz-

se necessária a pesquisa de novas opções terapêuticas para o tratamento de infecções causadas 

por Candida spp., destacando-se, assim, a importância da busca de bioativos em fontes naturais. 

As plantas do gênero Lavandula spp. são utilizadas em todo o mundo devido às suas 

propriedades terapêuticas. O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar, in vitro, as 

atividades antifúngicas de Lavandula angustifolia Mill. e Lavandula dentata L. sobre isolados 

de Candida albicans e espécies não-albicans de Candida spp. cultivados em estado planctônico 

e na forma séssil, ou seja, biofilme. Primeiramente, realizou-se a caracterização fitoquímica, 

por cromatografia em camada delgada, dos extratos hidroetanólicos de folhas e flores de L. 

angustifolia e L. dentata e sugeriu-se a presença de saponinas, terpenos e flavonóides. 

Posteriormente, fez-se ensaio de difusão em ágar para triagem da atividade antifúngica dos 

extratos. Após, fez-se a avaliação da Concentração Inibitória de 50% e 90% (IC50 e IC90) do 

crescimento dos isolados, em que dos extratos hidroetanólicos de Lavandula spp. foram 

adicionados aos cultivos de Candida albicans, Candida krusei e Candida glabrata. L. 

angustifolia foi ativa em células planctônicas de C. krusei e C. glabrata: flores e folhas frescas 

em C. krusei, e folhas frescas em C. glabrata. L. dentata foi ativa em C. krusei em estado 

planctônico: flores e folhas frescas. Em biofilmes de C. krusei, o extrato de flores frescas de L. 

angustifolia causou redução da atividade metabólica das células e os extratos de flores e folhas 

frescas causaram redução da biomassa. Quanto à L. dentata, o extrato de flores frescas diminuiu 

a atividade metabólica das células e levou à redução de biomassa fúngica, enquanto o extrato 

de folhas frescas diminuiu a atividade metabólica das células. Em biofilmes de C. glabrata, o 

extrato de folhas frescas de L. angustifolia causou redução da biomassa fúngica. Não se 

observou atividade significativa dos extratos sobre C. albicans em estado planctônico e 

biofilme. Quanto ao teste de citotoxicidade, os maiores valores de concentração citotóxica para 

50% das células (CC50): foram apresentados pelo extrato de folhas frescas de L. angustofolia, 

seguida pelo extrato de folhas frescas de L. dentata, fato que sugere que estes possam ser os 

extratos mais seguros para uso. Os demais extratos, apresentaram menores valores de CC50: 

flores frescas de L. angustifolia e flores frescas de L. dentata. Assim sendo, elegeu-se o extrato 

de folhas frescas de L. angustifolia para a continuidade das avaliações e o mesmo foi submetido 

à avaliação fitoquímica por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Através desta 

avaliação, foram detectadas as presenças de flavonoides e elagitaninos. Em relação à avaliação 

do efeito combinado entre o extrato de folhas frescas de L. angustifolia e antifúngicos de uso 

convencional em células planctônicas, observou-se efeito aditivo na combinação deste extrato 

com fluconazol contra C. krusei (FICI: 0,516) e C. glabrata (FICI: 0,625); quanto ao extrato 

combinado com  caspofungina observou-se efeito indiferente contra C. krusei (FICI: 2,00) e 

efeito antagônico contra C. glabrata (FICI: 4,282). A interação do extrato de folhas frescas de 

L. angustifolia em biofilme mostrou-se indiferente para C. krusei (FICI fluconazol: 1,25; FICI 

anfotericina B: 1,125). Porém a interação do extrato com anfotericina B para C. glabrata 

mostrou-se aditiva (FICI: 0,503), podendo se tornar uma opção para combater biofilmes em 

formação. Não houve concentração fungicida mínima em nenhuma das situações (células 

planctônicas, biofilme e sinergismo) de nenhuma espécie de Candida avaliada. 

 

Palavras-chave: Lavandula. Candida spp. Atividade antifúngica. Biofilme. Interação. Efeito 

aditivo. Efeito sinérgico. 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Some species of Candida spp. present important factors associated with virulence, among 

which the formation of biofilms stands out, which may be associated with changes in the 

sensitivity profile of the isolates, to the available antifungals. Due to these factors, it is necessary 

to search for new therapeutic options for the treatment of infections caused by Candida spp., 

Thus highlighting the importance of the search for bioactive agents in natural sources. Plants 

of the genus Lavandula spp. are used worldwide due to their therapeutic properties. The aim of 

this work was to evaluate and compare, in vitro, the antifungal activities of Lavandula 

angustifolia Mill. and Lavandula dentata L. on Candida albicans and non-albicans Candida 

spp. grown in planktonic state and in sessile form, that is, biofilm. First, the phytochemical 

characterization was performed, by thin layer chromatography, of the hydroethanolic extracts 

of leaves and flowers of L. angustifolia and L. dentata and the presence of saponins, terpenes 

and flavonoids has been suggested. Subsequently, an agar diffusion test was carried out to 

screen the antifungal activity of the extracts. Afterwards, the evaluation of the inhibitory 

concentration of 50% and 90% (IC50 and IC90) of the growth of the isolates was made, in which 

of the hydroethanolic extracts of Lavandula spp. were added to the cultures of Candida 

albicans, Candida krusei and Candida glabrata. L. angustifolia was active in planktonic cells 

of C. krusei and C. glabrata: fresh flowers and leaves in C. krusei, and fresh leaves in C. 

glabrata. L. dentata was active in C. krusei in planktonic state: fresh flowers and leaves. In C. 

krusei biofilms, the extract of fresh flowers of L. angustifolia caused a reduction in the 

metabolic activity of cells and extracts of fresh flowers and leaves caused a reduction in 

biomass. As for L. dentata, the extract of fresh flowers decreased the metabolic activity of the 

cells and led to the reduction of fungal biomass, while the extract of fresh leaves decreased the 

metabolic activity of the cells. In C. glabrata biofilms, fresh leaf extract from L. angustifolia 

caused a reduction in fungal biomass. There was no significant activity of extracts on C. 

albicans in planktonic state and biofilm. As for the cytotoxicity test, the highest cytotoxic 

concentration values for 50% of the cells (CC50): were presented by the extract of fresh leaves 

of L. angustofolia, followed by the extract of fresh leaves of L. dentata, a fact that suggests that 

they may be the safest extracts to use. The other extracts showed lower CC50 values: fresh 

flowers of L. angustifolia and fresh flowers of L. dentata. Therefore, the extract of fresh leaves 

of L. angustifolia was chosen for the continuity of the evaluations and it was submitted to 

phytochemical evaluation by high performance liquid chromatography (HPLC). Through this 

evaluation, the presence of flavonoids and ellagitannins was detected. Regarding the evaluation 

of the combined effect between the extract of fresh leaves of L. angustifolia and antifungals of 

conventional use in planktonic cells, an additive effect was observed in the combination of this 

extract with fluconazole against C. krusei (FICI: 0.516) and C. glabrata (FICI: 0.625); as for 

the extract combined with caspofungin, there was an indifferent effect against C. krusei (FICI: 

2.00) and an antagonistic effect against C. glabrata (FICI: 4.282). The interaction of fresh leaf 

extract of L. angustifolia in biofilm was indifferent to C. krusei (FICI fluconazole: 1.25; FICI 

amphotericin B: 1.125). However, the interaction of the extract with amphotericin B for C. 

glabrata proved to be additive (FICI: 0.503), and can become an option to combat biofilms in 

formation. There was no minimum fungicidal concentration in any of the situations (planktonic 

cells, biofilm and synergism) of any Candida species evaluated. 

 

Keywords: Lavandula. Candida spp. Candida albicans. Antifungal activity. Biofilm. 

Interaction. Additive effect. Synergistic effect. 
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1 INTRODUÇÃO 

   

   O aumento das infecções fúngicas, com alta prevalência nas últimas décadas, 

especialmente em indivíduos imunocomprometidos, gerou mudanças nas políticas de saúde em 

todo o mundo, a fim de encontrar mecanismos para controlar as infecções, as quais podem estar 

associadas a elevados índices de morbidade e mortalidade e têm impacto direto nos custos de 

assistência à saúde (COLOMBO et al., 2006; CORNISTEIN et al., 2013; YAPAR, 2014). 

     Dentre as espécies de fungos causadores de infecções hospitalares e em comunidade 

destacam-se as leveduras do gênero Candida spp., as quais podem provocar aftas, vaginite e 

infecções invasivas em pacientes com imunidade reduzida. Um estudo conduzido por Braga et 

al., que analisou os microrganismos que causam infecções associadas a cuidados de saúde em 

28 hospitais brasileiros, mostrou que Candida spp. contabilizou 8,4% dos isolados encontrados 

(BRAGA et al., 2018). 

Candida spp. podem apresentar diversos fatores associados à virulência e, dentre estes, a 

formação de biofilme é um dos principais fatores e pode estar associada à diminuição da 

sensibilidade a antifúngicos. O biofilme é considerado uma comunidade altamente estruturada 

envolvida por uma matriz extracelular, composto por células que formam microcolônias e que 

estão irreversivelmente aderidas a um substrato, a uma interface, ou ainda umas às outras. 

Apresentam um fenótipo alterado, que contribui para aumentar a probabilidade de 

desenvolvimento de processos infecciosos e uma maior resistência às terapias antifúngicas e 

aos mecanismos de defesa do hospedeiro (ABRÃO et al., 2003; PIRES, 2010). 

Atualmente, os principais fármacos antifúngicos administrados frente às infecções por C. 

albicans são os pertencentes à classe das equinocandinas, embora, o uso de classes como os 

azólicos e poliênicos ainda se faça importante na prática clínica (PAPPAS et al., 2016). Os 

fármacos usados no tratamento da candidíase muitas vezes apresentam eficácia limitada, 

dificultando o tratamento da doença em questão.   

Associado a este fator, destaca-se o aumento da resistência destes fungos aos antifúngicos 

disponíveis, a qual pode estar associada tanto a processos de evolução natural do microrganismo 

ou a estados fisiológicos da célula como planctônicos ou sésseis, quanto ao uso indiscriminado 

destes fármacos (PFALLER, 2012). Devido ao aparecimento de linhagens resistentes aos 

antifúngicos convencionais e à capacidade de formação de biofilme, faz-se necessária a 
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pesquisa de novas substâncias com potencial antifúngico, tais como os produtos de origem 

natural. 

O uso de fitoterápicos tem-se intensificado em vários países do mundo, inclusive no 

Brasil, país que possui uma flora rica e diversa, tornando o uso de produtos de origem natural 

uma alternativa importante. Diversos fatores colaboram com o desenvolvimento de práticas de 

saúde que incluam plantas medicinais, principalmente de baixo custo e fácil manuseio 

(ALMEIDA, MENEZES, 2002). 

As plantas do gênero Lavandula spp. pertencem a família Lamiaceae, sendo o nome 

derivado do latim "lavare" que significa "lavar", referindo-se ao uso destas plantas aromáticas 

em banhos. Estas plantas também são denominadas lavanda, lavanda comum, lavanda inglesa, 

dentre outras. A lavanda tem origem na região do Mediterrâneo, e apresenta cerca de 25 a 30 

espécies diferentes, é um arbusto perene, e sua flor é azul-lilás (McNAUGHTON, 2006). As 

espécies de uso medicinal mais conhecidas são Lavandula dentata, Lavandula angustifolia, 

Lavandula latifolia, Lavandula intermedia, Lavandula stoechas, Lavandula dhofarensis 

(HANAMANTHAGOUDA et al., 2010; URWIN, MAILER, 2008). 

A Lavandula spp. tem sido utilizada para uma variedade de propósitos cosméticos e 

terapêuticos e caracteriza-se por apresentar diversa bioatividade, tais como ação anti-

inflamatória, antiparasitária, antioxidante e cicatrizante. Seu óleo essencial é utilizado 

mundialmente, há relatos de que este óleo apresenta efeitos neurológicos que melhoram os 

sintomas de estresse e depressão, efeito analgésico, antiespasmódico, pesticida e 

antimicrobiano, com atividade antifúngica e antibacteriana (SILVEIRA et al 2012).  

Destaca-se que a maioria das avaliações antimicrobianas de Lavandula spp. são realizadas 

com óleos essenciais extraídos de diferentes partes do vegetal. Até o momento, não há 

disponível na literatura, relatos de avaliação da atividade antifúngica de extrato hidroetanólico 

de flores e folhas das espécies Lavandula angustifolia Mill. e Lavandula dentata L. sobre 

biofilmes de Candida spp. Este trabalho tem como objetivo a avalição, in vitro, das atividades 

antifúngicas, isoladas e combinadas a fármacos, dos extratos de L. angustifolia Mill. e L. 

dentata L. sobre isolados de Candida albicans e espécies não-albicans de Candida spp.  em 

estado planctônico e na forma de biofilme. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Candida spp. 

 

As infecções fúngicas sistêmicas são uma das principais causas de morte em pacientes 

imunocomprometidos hospitalizados, principalmente internados em unidades de terapia 

intensiva (UTIs) e pacientes transplantados receptores de medula óssea (YOUSIF; JAMAL; 

RAAD, 2015). O número de indivíduos em risco de desenvolver infecções fúngicas está 

aumentando devido ao aumento da expectativa de vida e ao progresso médico no tratamento de 

problemas graves, como transplante, comprometimento do sistema imunológico ou câncer 

(BROWN et al., 2012).   

Os tratamentos médicos avançados permitem que esses pacientes vivam mais, porém a 

exposição a cirurgia e dispositivos médicos resultam em nichos ecológicos de microrganismos 

produtores de biofilme e aumenta o risco de doenças infecciosas, incluindo aquelas causadas 

por fungos oportunistas (RAMAGE et al., 2005).  

Candidíases são infecções causadas por leveduras do gênero Candida spp., patógenos 

oportunistas, os quais são comuns em hospedeiros imunocomprometidos, motivo pelo qual são 

reconhecidos como os maiores agentes de infecções hospitalares (MENDES, 2011). A 

Candidíase vulvovaginal é a causa mais comum de infecção ginecológica em mulheres que 

procuram tratamento. Estudos mostram que cerca de 75% das mulheres adultas podem 

apresentar algum episódio de candidíase uma vez na vida (DAN, 2002; HOLANDA et al., 

2007; MARDH et al., 2002). 

Candida spp. podem se apresentar como microrganismos comensais quando em 

equilíbrio com a microbiota de indivíduos saudáveis. Entretanto, algumas espécies de Candida 

podem ser consideradas patógenos oportunistas por se aproveitarem de distúrbios na 

microbiota, como no caso de aumento da população fúngica por uso de antimicrobiano, 

comprometimento do sistema imune e lesões na pele e mucosas (HA et al., 2011). 

Estudos sobre o isolamento de Candida spp. da mucosa vulvovaginal de mulheres, 

mostram que C. albicans é predominante. De fato, essa espécie é considerada a de maior 

virulência do gênero, estando relacionada à maioria dos casos de candidíase vulvovaginal 

descritos, e, geralmente, representa mais da metade dos isolados identificados (BRANDOLT et 

al., 2017; DIAS et al., 2011; GUNTHER et al., 2014). 
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 No estudo realizado por Brandolt et al. (2017) em um hospital do Rio Grande do Sul, 

C. albicans representou mais de 60% dos isolados em pacientes com candidíase vulvovaginal 

e aproximadamente 25% dos casos foram causados por espécies não-albicans de Candida spp. 

Entre estas, C. glabrata, descrita como a segunda espécie mais importante nos casos de 

candidíase vulvovaginal, devido à sua frequência e maior resistência aos antifúngicos. 

Um estudo conduzido por Braga et al., que analisou os microrganismos que causam 

infecções associadas a cuidados de saúde em 28 hospitais brasileiros, mostrou que Candida 

spp. contabilizou 8,4% dos isolados encontrados (BRAGA et al., 2018).  O estudo de Colombo 

et al., analisou a incidência de candidemia em sete hospitais privados e dois públicos brasileiros 

de atenção terciária e observou que de 4.363 episódios de infecção da corrente sanguínea, 300 

foram causados por Candida spp. correspondendo a 6,9% (COLOMBO et al., 2013). 

O estudo de Maranhão et al. (2019) avaliou dados de pacientes de laboratórios de 

Alagoas e observou que as leveduras foram as principais causadoras de micose, sendo que 

79,8% foram causadas por Candida spp.  C. albicans foi a espécie mais frequente (18,9%), 

seguida por C. krusei (5,1%) e C. tropicalis (0,6%). 55,1% não foram especificadas. Observou-

se que embora C. albicans seja mais prevalente e virulenta, isolados de espécies não-albicans 

de Candida spp., as também denominadas NACs, estão emergindo significativamente. 

Estudos de hemoculturas obtidas de pacientes hospitalizados, mostraram que C. 

albicans foi a espécie mais frequentemente isolada com índices variando de 34,3% a 66,6% 

(ALENCAR, 2013; ALMEIDA et al., 2013; MARRA et al., 2011).   

Candida spp. é um fungo pleomórfico que pode se manifestar na forma de levedura ou 

formar filamentos (hifas ou pseudo-hifas); algumas espécies como C. albicans podem crescer 

de ambas as formas (BARBEDO; SGARBI, 2010; THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 

2011; KADOSH, 2013). Na forma de levedura há um deslocamento rápido através de 

superfícies mucosas, fluidos corporais e corrente sanguínea. Porém, a forma filamentosa 

permite melhor adesão, formação de biofilmes, invasão das camadas de células epiteliais e 

outros tecidos do hospedeiro e evasão e lise de macrófagos e neutrófilos (THOMPSON; 

CARLISLE; KADOSH, 2011). 

São conhecidas mais de 200 espécies de Candida spp., as quais, em sua maioria habita 

a microbiota normal e, cerca de 10% são patogênicas. Candida spp. pode ser encontrada no 

solo, em ambientes hospitalares e nas superfícies de objetos e alimentos (EGGIMAN et al., 

2003; PASQUALOTTO, 2004).  
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As espécies de maior interesse clínico são: C. albicans, C. krusei, Candida do complexo 

“psilosis” (C. parapsilosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis), C. glabrata, C. tropicalis, 

Candida do complexo guilliermondii (complexo que compreende várias espécies, das quais 3 

foram relatadas como patógenos humanos: C. guilliermondii sensu stricto, C. fermentati e C. 

carpophila), C. lusitaniae e Candida auris (BAI, 2000; CHAABANE et al., 2019; COLEMAN 

et al., 1998; MARCOS-ZAMBRANO et al, 2017; PASQUALOTTO, 2004; TAVANTI et al., 

2005). 

As espécies descritas acima podem estar associadas a quadros de infecções superficiais 

e invasivas em humanos. As infecções fúngicas invasivas têm uma incidência muito menor do 

que infecções superficiais, e constituem-se em uma preocupação maior porque estão associadas 

a taxas de mortalidade inaceitavelmente altas (BROWN, 2012). 

Muitos tipos de infecções, especialmente as que envolvem pele e mucosas são um grave 

problema em países tropicais e subtropicais, sendo as leveduras do gênero Candida e os fungos 

dermatófitos os agentes microbianos mais frequentemente encontrados (DUARTE, 2006; 

PORTILLO, 2001). Leveduras desse gênero normalmente causam infecções superficiais em 

pacientes saudáveis e infecções sistêmicas em pacientes com a imunidade reduzida (SHAO, 

HUANG, HSUEH, 2007). 

 

2.2 Biofilme e Resistência Antifúngica de Candida spp. 

 

Os microrganismos têm a capacidade de crescer e persistir como células planctônicas 

individuais em seus respectivos ambientes; no entanto, esse raramente é o caso, pois sugere-se 

que cerca de 80% dos mesmos, principalmente como já descrito para as bactérias, têm 

preferência pela integração social, ao invés de viver como células flutuantes. Os 

microrganismos bacterianos e fúngicos têm uma predileção social em existir nas comunidades 

complexas e densas das células intercaladas. Essas populações são definidas como biofilmes 

(WILLIAMS, RAMAGE, 2014). 

Nos últimos anos, tem-se percebido a capacidade de formação de biofilmes também em 

espécies fúngicas patogênicas (FANNINGE MITCHELL, 2012; RAMAGE et al. 2009; 

SAYED et al. 2012; apud WILLIAMS, RAMAGE, 2014). Este modo de crescimento permite 

aos microrganismos uma série de vantagens, incluindo resistência antimicrobiana de alto nível 
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que pode causar problemas no tratamento das infecções às quais estão associados (DONLAN, 

COSTERTON, 2002). 

Algumas espécies de Candida possuem importantes fatores associados à virulência sendo 

a formação de biofilme um dos principais e que pode estar associada ao aumento de resistência 

a antifúngicos. Além do biofilme, Candida spp. pode apresentar capacidade de adesão às células 

hospedeiras, alterações fenotípicas e morfológicas, produção de substâncias nocivas para as 

células, como hemolisinas, capacidade de resistir ao peróxido de hidrogênio e derivados e a 

capacidade para produzir e secretar enzimas hidrolíticas (SILVA; NERY; DIAS, 2014; 

WHITE; AGABIAN, 1995). 

A formação do biofilme acontece em três etapas: aderência à superfície, formação da 

matriz e aumento da matriz, formando uma estrutura tridimensional (MOTTA, 2009).  

Fase I (inicial 1-11 h): Na fase inicial, a célula planctônica na forma de levedura adere à 

superfície do substrato. Essa aproximação ao substrato pode ser aleatória ou atraída por 

quimiotaxia. Após a aproximação, há uma interação hidrofóbica ou eletrostática destas com a 

superfície. A produção de adesinas pela levedura e a aderência de plaquetas e fibrinas do 

hospedeiro ao substrato ajudam ainda mais na adesão primária (MUKHERJEE et al, 2005; 

SILVA, 2012). 

Fase II (Intermediária 12-30 h): Na fase secundária, há a proliferação das células aderidas 

formando microcolônias, e início da produção da matriz extracelular. Ocorre o aparecimento 

de mecanismos de comunicação intracelulares que levam à expressão diferencial de genes.  

Esses genes são responsáveis pela transição de leveduras para hifas, na arquitetura da parede 

celular e na coesividade do biofilme dada pela matriz (MUKHERJEE et al, 2005; SILVA, 

2012). 

Fase III (maturação 38-72 h): Por último, quando as células começam a se unir e começam 

a construção de uma rede formada pelas células diferenciadas em pseudohifas, hifas e 

leveduras, tudo envolvido pela matriz extracelular polimérica e promovendo um crescimento 

tridimensional (MUKHERJEE et al, 2005; SILVA, 2012). 

De acordo com Silva (2012), o complexo de adesão é um mecanismo influenciado 

principalmente pelo meio, virulência do patógeno e pelas características da superfície que está 

sendo colonizada (FIGURA 1). 
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Figura 1 - Esquema dos estágios de formação de biofilme de Candida albicans. 

Fonte: modificado de Nobile, Johnson (2016). 

 

 

 

O biofilme é uma comunidade altamente estruturada, envolta por uma matriz de 

substâncias poliméricas. Ele possui características únicas que trazem vantagens de 

sobrevivência sobre a forma planctônica mesmo quando usados diferentes agentes antifúngicos, 

como anfotericina B, fluconazol, itraconazol e cetoconazol (SENEVIRATNE et al., 2008). 

Candida spp.  consegue adaptar-se a diferentes ambientes e  formar biofilmes, que é a união de 

hifas e pseudo-hifas, facilitando a aderência a diversos tipos de superfícies, aumentando a 

probabilidade de processos infecciosos (WHITEWAY; OBERHOLZER, 2004).  

Candida albicans é a espécie de fungo mais importante em termos de produção de 

biofilmes clinicamente relevantes. Este fungo pleomórfico existe tanto em forma de leveduras 

quanto em hifas e pseudohifas que resultam em um biofilme estruturalmente complexo 

(WILLIAMS, RAMAGE, 2014). 

As espécies de Candida são a quarta causa mais comum de infecção de corrente sanguínea 

em pacientes que necessitam de cuidados intensivos e o agente etiológico mais comum de 

infecção fúngica causada por biofilme. Dispositivos médicos, como cateteres intravasculares, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnson%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26488273
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colonizados por Candida spp. permitem o desenvolvimento de biofilmes dos quais as células 

podem se destacar e causar fungemia aguda e/ou infecção disseminada. Estudos experimentais 

relataram que as células que se destacam do biofilme, tem uma maior associação com 

citotoxicidade e mortalidade do que as leveduras planctônicas equivalentes (UPPULURI et al. 

2010). 

Embora os biofilmes de fungos sejam os mais perigosos em unidades de terapia intensiva 

(UTI), eles não se limitam a esse ambiente. Eles são clinicamente onipresentes, variando desde 

de estomatite relacionada à dentição na cavidade oral a biofilmes polimicrobianos complexos 

de feridas traumáticas. Eles também estão localizados nas vias aéreas superiores e inferiores, 

bem como nos tratos gastrointestinal e geniturinário, o que facilita seu encontro com a maioria 

dos biomateriais implantados e superfícies hospedeiras (RAMAGE, WILLIAMS, 2013). 

Segundo Douglas (2003) os biofilmes microbianos são resistentes a diversos agentes 

antimicrobianos, como antibióticos, antissépticos e biocidas industriais. Os possíveis 

mecanismos de resistência do biofilme são:  resistência à penetração dos fármacos devido à 

matriz do biofilme; alterações fenotípicas devido a uma baixa taxa de crescimento ou limitada 

nutrição; indução da expressão de genes responsáveis pela resistência. 

Além destes, outros mecanismos podem estar envolvidos na resistência do biofilme, 

incluindo: bombas de efluxo de drogas, através das quais o antifúngico é bombeado para fora 

da célula; sistema de comunicação quorum sensing, alteração da densidade celular; células 

basais persistentes e respostas ao estresse oxidativo; nos quais seus efeitos indiretos podem 

regular a resistência (MATHÉ; DIJCK, 2013). 

A resistência aos antifúngicos também pode estar associada a tratamentos profiláticos 

recomendados a indivíduos internados em unidades de terapia intensiva (UTIs) ou 

transplantados, que são considerados pacientes de alto risco para candidíase invasiva (MICELI; 

DÍAZ; LEE, 2011; PFALLER, 2012). Estes tratamentos expõem a Candida spp. a antifúngicos 

em baixas concentrações por um longo tempo podendo estimular a produção e secreção de 

fatores associados à virulência, estimulando a seleção de linhagens resistentes (SILVA; NERY; 

DIAS, 2014). 

Os cateters são utilizados em pacientes com neoplasias, pacientes cirúrgicos e receptores 

de transplantes. Porém, estes dispositivos podem expor os pacientes a complicações infecciosas 

locais, sistêmicas ou metastáticas, sendo uma importante fonte de infecção em hospitais, 

representando mais de 90% de todas as infecções da corrente sanguínea. A incidência de 
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cateteres relacionados a infecção varia com a composição do material e tipo de dispositivo, 

tempo de uso, frequência de manipulação, capacidade de aderir ao cateter e fatores de virulência 

de patógenos e condição clínica do pacientes (CALANDRA, 2005; GOWARDMAN et al., 

1998; GREENE, 1996; O'GRADY et al., 2002; RAMASETHU, 2008 apud SARDI, 2013). 

Em estudo de Ahmad, Khan (2011), foi mostrado que a maioria das manifestações de 

candidíase estão associadas  à formação de biofilmes de Candida spp. em amostras biológicas 

e inertes. Também foi relatado nesse estudo que a formação de biofilme aumentou em 1024 

vezes a resistência dos fungos a fármacos antifúngicos. 

Mattos et al.  (2017) fizeram um estudo sobre candidíase em dois hospitais do Mato 

Grosso do Sul/ Brasil e observaram que C. albicans representava 35,3% dos isolados clínicos 

e espécies não-albicans de Candida spp. (NACs) correspondiam a 64,7% das infecções. Dentre 

as NACs, C.krusei é reconhecida como intrinsecamente resistente ao fluconazol. 

O aumento da resistência aos medicamentos é um problema que não pode ser ignorado, 

particularmente ao fluconazol, que é um dos antifúngicos de primeira escolha para o tratamento 

da candidíase em pacientes imunossuprimidos como nos casos de pacientes com leucemia 

aguda, receptores de transplante de medula óssea e AIDS. Além disso, existem fungos que têm 

resistência intrínseca aos antifúngicos comumente usados na clínica (RAUTEMAA, 

RAMAGE, 2011; SANGLARD, 2016).  

 

 

2.3 Medicamentos antifúngicos 

 

São poucos os medicamentos convencionais usados para tratamento de infecções 

fúngicas, sendo fluconazol e anfotericina B os mais usados.  O fluconazol, que é um derivado 

azólico, atua na inibição da biossíntese do ergosterol pela interação com a enzima lanosterol 

demetilase, responsável pela conversão do lanosterol a ergosterol, componente essencial da 

membrana fúngica (DEL PALACIO et al., 1998). 

A anfotericina B, que é um derivado poliênico, possui como mecanismo de ação ligar-se 

ao ergosterol da membrana celular fúngica alterando a permeabilidade da membrana, levando 

à saída de íons e morte celular (NOBRE, 2002; WYNN, 2003). Segundo Kabir, Ahmad (2013), 

a anfotericina B tem alta especificidade contra patógenos fúngicos, entretanto, tem efeito tóxico 

http://jac.oxfordjournals.org/search?author1=Iqbal+Ahmad&sortspec=date&submit=Submit
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consideravelmente alto em células humanas, levando à insuficiência renal nos pacientes 

submetidos a este tratamento. 

Outra classe utilizada para fins clínicos é a das equinocandinas, como caspofungina, 

micafungina e anidulafungina. Esses fármacos são inibidores específicos não competitivos da 

enzima 𝛽- (1,3) -glucano-sintase, uma proteína de membrana, responsável pela síntese de 𝛽-

glucana. 𝛽-glucana é o principal biopolímero que compõe a parede celular de leveduras e 

fungos, auxiliando na manutenção da rigidez e integridade da mesma (PERLIN, 2011). 

Os fármacos utilizados no tratamento de infecções fúngicas podem causar diversos efeitos 

colaterais e custos elevados dos esquemas terapêuticos em que são empregadas limita o 

tratamento da doença em questão (DEL PALACIO et al., 1998). Além disso alguns possuem 

eficácia limitada, pois com a evolução genética, os agentes etiológicos adquiriram resistência a 

determinados antifúngicos, devido ao uso indiscriminado dos mesmos, selecionando cepas 

resistentes capazes de suportar a ação de antimicrobianos (DOS SANTOS et al., 2005).   

Segundo Newman e Cragg (2016) a maioria dos agentes antifúngicos nos anos de 1981 

a 2014 são de origem sintética (90% são classificados como não sendo baseados em produtos 

naturais). Essa escassez de produtos de fontes naturais pode ser vista em regimes de tratamento 

que ainda usam agentes como anfotericina e griseofulvina, que são ambos listados no banco 

de dados Integrity como sendo lançados em 1958. Devido a estes fatos faz-se necessária a 

pesquisa de novas substâncias com potencial antifúngico, especialmente de fontes naturais. 

 

2.4 Tratamentos Naturais e Lavanda 

 

Com o aumento do número de microrganismos que se tornaram resistentes à terapia 

tradicional, estimulou-se a busca por novas opções em fontes vegetais, fazendo dos produtos 

de origem natural uma opção notável no tratamento de infecções microbianas (CRISAN et al., 

1995, MOLINA 2008; SILVEIRA, 1997). A Organização Mundial de Saúde (OMS) divulgou, 

no início da década de 1990, que 65-80% da população dos países em desenvolvimento 

dependiam das plantas medicinais como única forma de acesso aos cuidados básicos de saúde. 

Ao longo do tempo foram registrados diversos procedimentos clínicos tradicionais com a 

utilização de plantas medicinais (VEIGA JR., PINTO, MACIEL, 2005). 

As folhas e flores da lavanda são utilizadas na medicina popular no mundo todo em 
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virtude das suas propriedades terapêuticas como diurética, antiespasmódica, estimulante e 

sedativa. A biodiversidade e o fato de 25% da flora mundial estar presente no Brasil 

favorecem o emprego da fitoterapia no país (OLIVEIRA, AKISSUE, 2000).  

As plantas do gênero Lavandula spp. pertencem a família Lamiaceae. A lavanda é um 

arbusto perene, e sua flor é em geral azul-lilás se dispondo ao longo de um caule fino que cresce 

acima das folhas. Muitas espécies são originárias de países europeus e regiões da África, Arábia 

até a Índia. A planta é originária da região do Mediterrâneo na Europa, apresentando cerca de 

25 a 30 espécies diferentes de lavandas (McNAUGHTON, 2006). O gênero contém espécies 

conhecidas como lavanda ou alfazema, além de subespécies e variedades, sendo algumas 

híbridas conhecidas por lavandins (BIASI, DESCHAMPS, 2009). 

Há na literatura mundial, um número crescente de publicações sobre a lavanda comum 

(L. angustifolia), mas poucos deles apresentaram estudos de seus diferentes cultivares 

(ADASZYŃSKA et al. 2013; KARA, BAYDAR 2013; ROBU et al. 2012). Estes estudos 

mostram que a composição de componentes ativos de lavanda depende da parte da planta e 

de outros fatores como fase de desenvolvimento. Mas ainda assim, o conhecimento sobre o 

uso de talos de folhas e sua fitoquímica é limitado (ADASZYŃSKA-SKWIRZYŃSKA, M.; 

DZIĘCIOŁ, 2017). 

O gênero Lavandula abrange seis seções que envolvem plantas com características 

distintas e originárias de diferentes regiões do mundo, que são: Lavandula (região do 

Mediterrâneo, especificamente da França); Stoechas (Mediterrâneo); Dentata (Mediterrâneo, 

Macaronésia e sul da Arábia); Pterostoechas (Norte da África e Macaronésia); Chaetostachys 

(Índia); Subnuda (Arábia e África) (DALLA RIVA, 2012). 

As espécies mais comuns que se acredita terem valor medicinal são: Lavandula dentata, 

Lavandula angustifolia., Lavandula latifolia, Lavandula intermedia, Lavandula stoechas, 

Lavandula dhofarensis (HANAMANTHAGOUDA et al., 2010; URWIN, MAILER, 2008). 

Lavandula angustifolia (FIGURA 2) pertence à seção Lavandula conhecida por lavanda-

comum, lavanda-verdadeira, alfazema ou lavanda-inglesa, apresentando uma altura de cerca de 

60-70 centímetros (DALLA RIVA, 2012). A espécie é usada como remédio para cólicas, 

tontura e náuseas, enjoos, flatulência, cefaleia, dor de cabeça, nevralgias, acne, reumatismo, 

insônia, úlceras, asma, bronquite e gripe (DUKE, 2000; ITF, 2008). Estudos realizados 

mostraram que o óleo essencial de L. angustifolia apresentou atividade na redução da ansiedade 

(GNATTA et al., 2011). 
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Lavandula dentata L. (FIGURA 3) pertence à seção Dentata conhecida como lavanda-

francesa ou alfazema. Plantas deste subgênero atingem altura em torno de 0,9-1 metro, 

apresentando folhas lineares estreitas e margens revolutas. É utilizada na medicina tradicional 

como antidiabético, contra resfriado comum, para cólica renal, como antiespasmódico, anti-

hipertensivo e anti protozoário. Também é utilizado na ornamentação e como planta melífera 

(BOUSMAHA et al., 2006; DUARTE, SOUZA, 2014; MACHADO et al., 2011; UPSON, 2000 

apud JUSTUS, 2016). 

 

 

Figura 2 - Espécie Lavandula angustifolia, coletada no dia 03/05/2018, no município de                                

c                  Cunha, São Paulo (23º 07' 46,80" latitude Sul e 44º 55' 51,10" longitude Oeste).  

 

Fonte: © Dipartimento di Scienze della Vita, Università degli Studi di Trieste, picture by                 

ccc     Andrea Moro. Comune di Padova, Orto Botanico. PD, Veneto, Italia. Disponível em:   c          

http://dbiodbs.univ.trieste.it/carso/chiavi_pub26_palm?spez=6045. Acesso em  

            28/07/2018. 
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Figura 3 - Espécie Lavandula dentata, coletada no dia 03/05/2018, no município de Cunha, ccc             

São Paulo (23º 07' 46,80" latitude Sul e 44º 55' 51,10" longitude Oeste). 

 

Fonte: JUSTUS, 2016. 
 

 

Os metabólitos secundários das plantas estão envolvidos em inúmeras funções, como 

sinalização entre plantas, atração de polinizadores, defesa e proteção contra estresses bióticos e 

abióticos (BAKKALI et al., 2008; CASER et al., 2016, 2017; DUDAREVA et al., 2013; 

KNUDSEN et al., 2006; NOGUÉS et al., 2015; RAUT, KARUPPAYIL, 2014; apud DEMASI, 

2018). A interação da planta com o ambiente contribui em grande parte para a expressão de 

fitoquímicos (BINNS et al., 2002; DUDAREVA et al., 2013; HOLOPAINEM et al., 2013; 

LORETO et al., 2014; SELMAR, KLEINÄCHTER, 2013), sendo provado que afeta a 

composição química da lavanda (PRUSINOWSKA, SMIGIELSKI, 2014). 

Os caules folhosos, as flores e folhas de L. angustifolia demonstraram um amplo espectro 

de propriedades biológicas devido às substâncias ativas que os constituem.  O extrato 

metanólico de caules folhosos de L. angustifolia cultivada na Polônia apresenta compostos 

fenólicos e flavonoides em maiores quantidades quando comparado com o extrato de flores. A 

quantidade de flavonoides presentes nas folhas é afetada pelas condições de cultivo da planta, 

sendo os mais encontrados: apigenina, luteolina e quercetina. Em relação às substâncias 

fenólicas, o ácido rosmarínico é o composto mais abundante nas flores e caules folhosos, ácido 

cafeico também está presente, porém em menor quantidade (ADASZYŃSKA-

SKWIRZYŃSKA; DZIĘCIOŁ, 2017). 

 O extrato hidroetanólico 70% de resíduos secos de L. angustifolia cultivada na Bulgária, 

é rico em polifenóis, como os flavonoides, catequinas e ácido rosmarínico, substâncias com 

atividade antioxidante, além de monoterpenos, como linalol e linalil acetato, e, sesquiterpenos 

β cariofileno e β-farneseno, os quais possuem potencial antimicrobiano (VASILEVA et al., 

2018). 

Plantas de Lavandula spp. apresentam óleos essenciais constituídos por terpenos, 

acetatos, alcoóis, ésteres, aldeídos, entre outros componentes (KIM, LEE, 2002). E tem como 

componentes majoritários os monoterpenos, dentre eles o linalol e o acetato de linalol 

(GONÇALVES, ROMANO, 2013; JUSTUS, 2016; MASETTO et al., 2009). D’Auria (2005) 

estudou a atividade antifúngica do óleo essencial de L. angustifolia Mill. sobre células 
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plaânctônicas de C. albicans, e relatou que o óleo, usado em baixas concentrações, inibiu a 

formação de tubos germinativos da levedura, limitando a progressão da infecção.  

Até o momento, não foi encontrada na literautua, a avaliação da atividade de Lavandula 

spp. sobre a inibição da formação de biofilmes ou sobre biofilmes já formados de espécies de 

Candida spp. 

 

 

2.5 Associações entre antifúngicos e produtos naturais 

 

Opções terapêuticas alternativas estão sendo estudadas na tentativa de reverter esse 

cenário de resistência dos fungos. A associação de agentes antifúngicos tem sido descrita e foi 

visto que algumas combinações têem efeitos sinérgicos, sendo eficazes na inibição de 

leveduras resistentes (ALVES et al. 2012). Segundo Pippi et al. (2015), substâncias sintéticas 

e naturais têem sido propostas para o desenvolvimento de novos medicamentos. 

Segundo Newman e Cragg (2012) os extratos vegetais, quando triados em avaliações in 

vitro, têm sido considerados menos eficazes de que os antifúngicos existentes. Assim sendo, o 

conhecimento sobre os efeitos combinados/sinérgicos dos extratos vegetais ou fitoconstituintes 

com antimicrobianos tradicionais tem se feito cada vez mais necessário no sentido de 

potencializar a atividade de antifúngicos já disponíveis e assim diminuir os valores de 

concentração inibitória e toxicidade dos mesmos. 

De acordo com Mukherjee et al. (2005), os estudos de terapia combinada são baseados 

em associar agentes que possuem mecanismos de ação complementares. A terapia combinada 

apresenta alguns benefícios potenciais tais como espectro amplo de eficácia, maior potência do 

que dos medicamentos utilizados em monoterapia, melhor segurança, tolerabilidade e redução 

do número de organismos resistentes. 

As vantagens das terapias combinadas incluem doses menores de antifúngicos, possíveis 

ações sinérgicas entre antifúngicos maximizando suas atividades, e menores índices de 

desenvolvimento de resistência a fármacos (SANTOS, 2018). 

O sinergismo entre compostos tem sido utilizado hoje em dia como uma opção contra 

Candida spp., tanto na formação de biofilmes quanto na modulação da expressão de genes 

associados à invasão tecidual (FELDMAN et al., 2014; JEBALI et al., 2014; KIM et al., 2012; 

LIU et al., 2014; LOPES et al., 2013). 
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Um dos protocolos mais conhecidos para avaliar a atividade antimicrobiana combinada 

é o método do chequerboard, que proporciona uma disposição bidimensional de diferentes 

concentrações das substâncias avaliadas (ODDS, 2003). Os compostos antifúngicos 

associados podem gerar maior eficácia dos fármacos, permitindo, a utilização de menores 

doses de cada fármaco (CUENCA-ESTRELLA, 2004). 

Há a possibilidade do uso de produtos naturais associados aos antimicrobianos 

tradicionais, na tentativa de melhorar a atividade antimicrobiana dos fármacos. Há produtos 

naturais que não apresentam efeitos antimicrobianos tão eficientes mas que, quando 

associados, a produtos sintéticos, podem apresentar ação sinérgica (ZAGO et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a atividade antifúngica do extrato hidroetanólico de folhas e flores de Lavandula 

angustifolia Mill. e Lavandula dentata L. sobre isolados de Candida albicans e espécies não-

albicans de Candida spp. em estado planctônico e biofilme. 

  

 

3.2 Objetivos Específicos 
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a) Obter o extrato hidroetanólico das folhas e flores frescas e secas de L. angustifolia    Mill. e              

cciL. dentata L. 

b) Avaliar o perfil fitoquímico dos extratos hidroetanólicos das flores e folhas frescas e secas 

ccide L. angustifolia Mill. e L. dentata L. 

c) Determinar a concentração inibitória mínima do crescimento planctônico e biofilme de C. 

ccialbicans e espécies não-albicans de Candida spp.  

d) Determinar a concentração fungicida mínima do crescimento planctônico e biofilme de C. 

ccialbicans e espécies não-albicans de Candida spp. 

e) Avaliação da atividade citotóxica dos extratos hidroetanólicos de L. angustifolia Mill. e L. 

ccidentata L.  

f) Determinar a concentração inibitória mínima fracionada da interação entre os extratos 

ccihidroetanólicos e antifúngicos de uso convencional.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 METODOLOGIA  

    

Encontra-se a seguir uma representação esquemática das etapas da metodologia 

executada neste trabalho. 
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  Preparação dos extratos hidroetanólicos: 

flores e folhas frescas e secas  

Análise Fitoquímica 

Cromatografia de Camada 

Delgada 

Teste de sensibilidade 
em ágar 

Concentração 
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Figura 4 – Representação esquemática da metodologia deste trabalho. 

Fonte: Do autor. 

 

4.1 Estratégia de Ação 

 

O trabalho foi realizado na Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) no 

Laboratório de Microbiologia e Imunologia Básicas e em parceria com o Laboratório de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). As culturas de 

Candida spp. utilizadas estão mantidas, a -80°C, no repositório de microrganismos do 

Laboratório de Microbiologia e Imunologia Básicas da Universidade Federal de Alfenas 

(UNIFAL-MG). Foram utilizadas neste estudo três amostras padrões do gênero Candida spp.: 

C. albicans SC5314, C. glabrata ATCC 90030 e C. krusei ATCC 6258. 
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 Candida albicans SC5314 é um isolado clínico humano que foi utilizado no projeto do 

sequenciamento do genoma de C. albicans (ODDS, BROWN, GOW, 2004). A linhagem 

SC5314 foi originalmente isolada de um paciente com infecção generalizada por Candida spp. 

por Margarita Silva-Hutner em Nova York, EUA (candidagenome, 2019). C. glabrata ATCC 

90030 foi isolada a partir de amostra de sangue em Iowa e foi depositada por MA Pfaller. C. 

krusei ATCC 6258 foi isolada de escarro de paciente com broncomicose no Sri Lanka e 

depositada por A Castellani (ATCC, 2019). 

O trabalho foi realizado em parceria com a empresa O Lavandário, situado no município 

de Cunha, São Paulo, o qual foi responsável pela cessão dos espécimes vegetais utilizados. O 

Lavandário investe em pesquisa, cultivo de lavandas e ervas aromáticas, destilação de óleos 

essenciais e desenvolvimento de produtos com os óleos e plantas. O cultivo de lavandas em 

Cunha nasceu da visão de uma atividade que pudesse atender objetivos pessoais e comunitários; 

que resultasse da integração entre pessoas e ambiente e que também pudesse contribuir para a 

saúde e a criação de novas oportunidades de desenvolvimento na região (O Lavandário, 2018). 

 

 

4.2 Obtenção E Cadastramento Das Plantas  

 

As amostras de folha e flores de Lavandula angustifolia Mill. e Lavandula dentata L., 

oriundos de manejo orgânico, foram coletadas no dia 03/05/2018, na empresa O Lavandário, 

localizada no município de Cunha, estado de São Paulo (23º 07' 46,80" latitude Sul e 44º 55' 

51,10" longitude Oeste) a uma elevação de 1200 metros do nível do mar (FIGURA 4).  
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Figura 5 - Espécies de Lavandula spp. cultivadas em O Lavandário situado na cidade de 

ccccccccc   Cunha, estado de São Paulo. 

Fonte: Da autora, 2018. 

 

 

As espécies foram cadastradas no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e 

do Conhecimento Tradicional Associado – SisGen, número do cadastro: A049D79 (ANEXO 

I). 

As exsicatas de L. angustifolia Mill. e L. dentata L. foram depositadas no herbário UALF 

localizado na UNIFAL - Alfenas/MG. A espécie Lavandula angustifolia Mill. recebeu o 

número de registro 3045, e a espécie Lavandula dentata L. o número de registro 3046. As 

espécies foram, gentilmente, identificadas pelo Professor Dr. Geraldo Alves da Silva, da 

Faculdade de Farmácia, UNIFAL-MG. 

 

 

4.3 Preparo Dos Extratos Vegetais  

 

Após a coleta das amostras de folhas e flores de Lavandula angustifolia Mill. e Lavandula 

dentata L. foram preparados extratos hidroetanólicos da planta fresca e seca no Laboratório de 

Plantas Medicinais e Fitoterápicos da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), sob 

colaboração da discente Tamires Rodrigues Ribeiro e coordenação do professor Dr. Marcelo 

Aparecido da Silva, co-orientador desta pesquisa. 
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4.3.1 Extrato das plantas frescas e secas de L. angustifolia e L. dentata 

 

Para a obtenção dos extratos da planta fresca, os extratos hidroetanólicos foram 

preparados da seguinte maneira: foram pesadas 150 g de flores e 150 g de folhas das duas 

espécies de lavanda, com adição de etanol 70% (v/v) (líquido extrator). Assim, foi realizada a 

extração por maceração, durante sete dias, ao abrigo da luz, com agitação manual uma vez ao 

dia, segundo Prista, Alves e Morgado (2008).  

  Após a maceração, os extratos foram filtrados em gaze. Posteriormente, foram 

submetidos à concentração em rotaevaporador (Büchi®), a 40ºC. Após, foram congelados e 

submetidos ao processo de liofilização em liofilizador L101 (Liotop®) nas condições ideais de 

pressão (380 mmHg), temperatura (-40°C) e tempo (72 horas). 

  Antes da liofilização, os frascos foram pesados para a determinação da massa obtida de 

cada extrato seco, para definir, em sequência, o rendimento de cada extrato, calculado pela 

expressão: 

Rendimento (%) = (massa do extrato seco/massa do material vegetal fresco) x 100  

Após determinação do rendimento, os extratos foram mantidos sob congelamento à          -

20ºC. 

No preparo dos extratos da planta seca as amostras de folhas e flores de L. angustifolia 

Mill. e L. dentata L., foram desidratadas a 60ºC em estufa com circulação de ar, até a obtenção 

do peso constante. A seguir foram moídos em moinho de facas e acondicionados a 4 ºC, até o 

momento do uso.  

Os extratos hidroetanólicos foram preparados da seguinte maneira: foram pesadas as 

quantidades descritas de cada planta (TABELA 1 e 2). Assim, foi realizada a extração por 

maceração, com adição de etanol 70% (v/v) (líquido extrator), durante sete dias, ao abrigo da 

luz, com agitação manual diária, segundo Prista, Alves e Morgado (2008).  

  Após a maceração, os extratos foram filtrados em gaze. Posteriormente, foram 

submetidos à concentração em rotaevaporador (Büchi®), à temperatura de 40ºC. 

Posteriormente, foram congelados e submetidos ao processo de liofilização em liofilizador 

L101 (Liotop®) nas condições ideais de pressão (380 mmHg), temperatura (-40°C) e tempo 

(72 horas). 
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Antes da liofilização, os frascos foram pesados para a determinação da massa obtida de 

cada extrato seco, para definir em sequência, o rendimento de cada extrato, calculado pela 

expressão: 

Rendimento (%) = (massa do extrato seco/massa do material vegetal fresco) x 100  

 

Após determinação do rendimento, os extratos foram mantidos sob congelamento à          -

20ºC.  

 

4.4 Avaliação do perfil fitoquímico de L. angustifolia e L. dentata 

 

 O perfil fitoquímico foi avaliado por Cromatografia em Camada Delgada, teste para 

saponinas e Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). 

 

 

4.4.1 Avaliação dos extratos de Lavandula por Cromatografia em Camada Delgada  

 

A triagem fitoquímica dos extratos frescos de L. angustifolia Mill. e L. dentata L. foi 

realizada inicialmente através da técnica de cromatografia em camada delgada (CCD), no 

Laboratório de Plantas Medicinais e Fitoterápicos da Universidade Federal de Alfenas 

(UNIFAL-MG), com auxílio do doutorando Renan Gomes Bastos e coordenação do professor 

Dr. Marcelo Aparecido da Silva. 

Cada um dos extratos foi dissolvido em metanol, obtendo-se a concentração de 1,0 

mg/mL. As análises cromatográficas foram feitas em microplacas de sílica gel 60 F254, 

utilizando mistura de acetato de etila, metanol, água e ácido acético glacial (81:11:6:2) como 

fase móvel. O experimento foi realizado em triplicata.  

Primeiramente, foram aplicados 10 μL das soluções-amostras, seguindo-se do mesmo 

volume de soluções de padrões autênticos (Sigma®) na mesma concentração (1,0 mg/mL). 

Padrão de flavonoides: quercetina (primeira microplaca), padrão de polifenóis: ácido gálico, 

ácido tânico, catequina (segunda microplaca) e padrão de alcaloides: quinina (terceira 

microplaca). Em seguida, cada microplaca, foi exposta a um revelador: a primeira ao 

anisaldeído sulfúrico com aquecimento a 100ºC (WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 2009), a 
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segunda ao cloreto férrico a 1% (p/v) em metanol e, a terceira ao reativo de Dragendorff 

(SIMÕES et al., 2010).  

As manchas presentes nas placas após reveladas, foram comparadas com as colorações 

das classes descritas na literatura para que se descobrisse as classes de substâncias presentes 

nos extratos (WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 2009). 

 

 

4.4.2 Ensaio de saponinas  

 

 Foram realizados ensaios para observação da presença ou ausência de saponinas e para 

avaliação da atividade hemolítica das mesmas. 

 

 

4.4.2.1 Identificação da presença de saponinas nos extratos 

 

Os extratos secos foram diluídos em tubos de ensaio contendo água destilada, seguindo-

se de agitação enérgica, até formação de uma espuma consistente. Posteriormente, adicionaram-

se algumas gotas de ácido clorídrico diluído 10%. Se a espuma continuar persistente, confirma-

se a presença de saponinas (SIMÕES et al., 2010).  

 

 

4.4.2.2 Avaliação da atividade hemolítica de saponinas  

 

Esse experimento foi baseado na metodologia proposta em Simões et al. (2010) com 

algumas modificações. Foram preparadas soluções-mãe dos extratos na concentração 40 

mg/mL em dimetilsulfóxido (DMSO) 100% de pureza. Foi utilizado meio de cultura agar 

sangue tamponado e foram feitos orifícios no ágar, em pontos equidistantes. Posteriormente, 

15 μL da solução-mãe de cada extrato foram adicionados aos poços. O DMSO 100% de pureza 

foi utilizado como controle negativo, e extrato da casca de quilaia em DMSO como controle 

positivo.  

A quilaia é uma das principais fontes conhecidas e estudadas pela sua alta concentração 

de saponinas presentes no caule, de 5 a 20% da casca (LYRIO, 2016). 
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4.5 Avaliação do perfil qualitativo do extrato de folhas frescas de L. angustifolia por 

ccccCromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

 Esta avaliação foi realizada em parceria com o Laboratório de Bioprospecção de 

Produtos Naturais (LBPN) da UNESP, Instituto de Biociências do Campus do Litoral Paulista 

IB-CLP, São Vicente – SP, sob supervisão do pós-doutorando Marcelo José Dias.  

 O extrato de folhas frescas de L. angustifolia foi analisado por Cromatografia líquida de 

alta eficiência com detector de Ultravioleta (CLAE-UV). O extrato foi submetido à etapa de 

clean-up por extração em fase sólida (SPE) em cartuchos de fase reversa C18 com 500 mg por 

6 mL (45 µm, Chromabond®). Os cartuchos foram previamente ativados com metanol (4,5 

mL) e equilibrados com água (4,5 mL) e metanol/água (85:15, v/v) (4,5 mL). O extrato (10 mg) 

foi previamente solubilizado em 1,5 mL da solução metanol/água (85:15, v/v), carregado no 

cartucho e eluído com a mesma proporção de fase móvel. Após a secagem, 2 mg da amostra 

foram ressuspendidos em 2 mL de uma solução metanol/água (1:1, v/v) fornecendo uma 

solução com uma concentração de 1 mg/mL. Ao fim, a solução foi filtrada em filtro PTFE 

Millex® com tamanho de poro 0,22 µm. 

O perfil químico cromatográfico foi realizado por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) acoplado a um detector de arranjo de foto diodos (PDA), modelo MD-2018 (Jasco®). 

As separações em CLAE foram conduzidas em uma coluna Luna (Phenomenex®, Torrance, 

CA, USA) de fase reversa C18 (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 µm). O volume de injeção foi de 10 

µL e a vazão de 1 mL/min. Para a eluição da amostra foi utilizado um gradiente linear com uma 

fase móvel composta por água acidificada com 0,1% de ácido fórmico (solvente A) e metanol 

(solvente B), de 5 a 100% (B) em 60 min.  

Na espectrometria de massas (THERMO®), todas as análises foram operadas no modo 

negativo. Para injeção direta: fluxo de 5μL/min; temperatura do capilar de 270°C; 80 unidades 

arbitrárias de nitrogênio; gás auxiliar com 5 unidades arbitrárias. Os compostos prováveis foram 

identificados com base na literatura. 

 

 

4.6 Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos de L. angustifolia e L. dentata 

ccccpor teste de difusão em ágar 
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Para a triagem da atividade antimicrobiana foi utilizado protocolo descrito no documento 

M44A2 (CLSI, 2009) com algumas modificações. Foram testados extratos de flores e folhas 

frescas, flores e folhas secas de ambas as espécies de Lavandula spp. 

As suspensões de células de espécies de Candida spp. foram preparadas com turvação 

correspondente ao tubo 0,5 da Escala de McFarland, a qual equivale a 1-5x106 UFC/mL, 

realizando a leitura da absorbância de 0,08-0,13 a 625 nm em espectrofotômetro (BEL 

PHOTONICS 2000 UV).  

Cada suspensão de microrganismo foi inoculada na superfície do meio ágar Mueller 

Hinton suplementado com de 2% de glicose. Em seguida, foi aplicado o equivalente a 1 mg dos 

extratos sobre o meio de cultura em pontos equidistantes. Foi utilizado 20 μL de anfotericina 

B, na concentração de 3,2 μg/mL, como controle positivo. DMSO a 2,5 %, diluído em água 

destilada, foi aplicado como controle negativo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

As placas foram incubadas a 37ºC por 24 h conforme modificações na metodologia 

proposta no documento M44-A2 (CLSI, 2009). Posteriormente, foi realizada a leitura dos 

diâmetros dos halos de inibição do crescimento microbiano.   

 

 

4.7 Avaliação da concentração inibitória mínima dos extratos de L. angustifolia e L. 

ccccdentata sobre Candida spp. em estado planctônico.  

 

A avaliação da concentração inibitória mínima (CIM) de todos os extratos foi realizada 

pela técnica de microdiluição em caldo conforme metodologia proposta no documento E.DEF 

7.3.1 (EUCAST, 2016) com algumas modificações. 

Os isolados de Candida spp. foram subcultivados, em meio ágar Sabouraud por 24 h a 

37°C. A partir destes, as suspensões de microrganismos foram preparadas com turvação 

correspondente ao tubo 0,5 da Escala de McFarland e densidade ótica (DO) avaliada, 

espectrofotometricamente (BEL PHOTONICS 2000 UV), a 625nm com valores de 0,080 a 

0,130, equivalentes à presença de 1-5 x 106 células/mL.   

Neste teste, foi usado caldo RPMI 1640 duas vezes concentrado com L-glutamina e sem 

bicarbonato, tamponado com ácido 3-(N-morfolino) propanossulfônico (MOPS) a uma 

concentração final de 0,165 mol/L, pH 7,0 e suplementado com 2% de glicose. 
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As soluções-trabalho de extratos hidroetanólicos de flores e folhas frescas e secas de L. 

angustifolia Mill. e L. dentata L. a 4 mg/mL.  As soluções-trabalho de DMSO foram preparadas 

na concentração de 10%, diluído em água destilada, e a de fluconazol, na concentração de 256 

μg/mL, em meio RPMI 1640. Fluconazol e DMSO foram utilizados como controles positivo e 

negativo, respectivamente.  

O ensaio foi realizado em microplacas de fundo chato contendo 96 poços, distribuídos 

em oito linhas (A - H) e 12 colunas (1 - 12).  Os extratos foram avaliados nas concentrações 

(μg/mL): 1000 a 1,95. As concentrações de fluconazol variaramde 64 μg/mL a 0,125 μg/mL e 

as concentrações de DMSO variaram de 2,5% a 0,004%. O experimento foi executado em 

quadruplicata.  

As microplacas foram incubadas a 37ºC por 24 horas. Posteriormente, foi realizada a 

leitura visual das microplacas e também foi feita a leitura da DO a 530 nm no leitor de placas 

automatizado (Biochrom® Anthos Zenyth 200 rt). Ao final, foi possível calcular a 

Concentração Inibitória de 50% (IC50) e 90% (IC90) do crescimento microbiano. 

 

 

4.8 Formação de biofilme de Candida spp.  

 

Os biofilmes foram formados de acordo como descrito inicialmente por Ramage e et al.  

(2001), com algumas modificações sugeridas por Melo et al. (2011). Realizou-se subcultivo 

das linhagens de Candida spp. As células foram colhidas e lavadas duas vezes com tampão 

fosfato-salina (PBS) pH 7,2 e ajustadas a uma densidade óptica de 0,4 a 530nm, equivalente a 

1-5x107 células/mL em caldo RPMI 1640. 

  A adesão iniciou-se por meio de interações hidrofóbicas e cargas eletrostáticas 

(SENEVIRATNE et al., 2008). Sendo assim, foram utilizadas placas de poliestireno não tratado 

e, as cargas, foram estabilizadas pela umidificação de sua base externa, facilitando o processo 

de adesão e a expressão gênica específica para tal. Este processo dura em torno de 1 h e 30 min, 

podendo ser estendido até 2h (SENEVIRATNE et al., 2008).  

Em cada poço da microplaca de 96 poços foram adicionados 100 μL da suspensão celular 

(exceto na coluna 1) e esta foi incubada em estufa de agitação orbital por 1 h e 30 min, a 37ºC 

e 75rpm. Posteriormente, cada poço foi lavado com 150 μL de PBS para a remoção de células 

não aderidas, e incubados por mais 24h sob as mesmas condições. Para controle do meio, a 
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coluna 1 de cada placa de microtitulação foi manuseada de maneira idêntica, exceto pela não 

adição de suspensão de Candida spp. A coluna 12 foi usada como controle de crescimento do 

microrganismo. Os ensaios foram feitos em triplicata. 

Além da avaliação das substâncias sobre o biofilme já formado, também avaliou-se o 

biofilme em formação. Esta avaliação foi feita da seguinte forma: os extratos foram colocados 

antes da adesão total do biofilme, colocando-os com 1 h e 30 min de adesão, para avaliar se os 

extratos e antifúngicos teriam interferência na formação do biofilme. O processo realizado foi 

o mesmo do item “4.6.1 Avaliação da concentração inibitória mínima dos extratos de L. 

angustifolia e L. dentata. sobre Candida spp. em estado séssil (biofilme)”. 

 

 

4.8.1 Avaliação da concentração inibitória mínima dos extratos de L. angustifolia e L. dentata 

ccccsobre Candida spp. em estado séssil (biofilme) 

 

Após a incubação, retirou-se 100 μL da suspensão microbiana da microplaca e 

posteriormente adicionaram-se 100 μL dos extratos de L. angustifolia Mill. e L. dentata L, nas 

colunas 2 a 11 e nas linhas de A a F das micplacas. Na linha G foram adicionados 100 μL de 

anfotericina B em diferentes concentrações e na H foi adicionado o solvente DMSO. 

   Os extratos foram usados nas concentrações de (em μg/mL): 5000 a 9,76. As 

concentrações testadas de anfotericina B foram de (em μg/mL) 1200 a 2,36. E as concentrações 

de DMSO foram de (em %): 8,4 a 0,016. Tais concentrações foram obtidas por diluição seriada 

da solução mãe em meio RPMI 1640. As microplacas foram incubadas a 37ºC, por 24h a 75rpm. 

Após 24h, os poços tiveram 150 μL do meio aspirado e foram lavados duas vezes com 

200μL de tampão PBS, para a remoção de células não aderidas e dos compostos. Após isso, 

realizaram-se dois ensaios, um para avaliar a atividade metabólica do biofilme e outro para 

avaliar a sua biomassa. 

Em uma das microplacas, a avaliação da atividade metabólica do biofilme, foi realizada 

através do ensaio de redução do XTT [2,3-(2- methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl) -5- 

[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide)] conforme método descrito 

anteriormente por Ramage et al. (2001), com algumas modificações. O XTT foi solubilizado a 

1 mg/mL em PBS e reservado. Uma solução de Menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) foi 
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preparada a 0,4 mM em acetona e misturada à solução de XTT, à proporção de 1:5 (v/v), 

respectivamente. Em seguida a mistura foi ressuspendida em 20 mL de PBS e filtrada. Em cada 

poço, pré-lavado duas vezes com PBS, foram adicionados 200 μL da solução XTT-Menadiona 

e a microplaca incubada ao abrigo da luz, durante 2h a 37ºC.  

Após a incubação, 100 µL de solução da microplaca foram transferidos para uma nova 

placa e avaliados em leitor de microplacas (Biochrom® Anthos Zenyth 200 rt) a 490 nm. A 

CIM do biofilme foi determinada de acordo com a inibição de, no mínimo, 50% da atividade 

metabólica dos biofilmes tratados com os extratos. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. 

A mudança na coloração é proporcional ao número de células vivas e pode ser 

quantificada. O ensaio de redução de XTT quantifica a capacidade da enzima desidrogenase 

presente na mitocôndria de converter o sal tetrazólio hidrossolúvel (XTT) (cor amarela) em 

compostos de formazan (cor laranja).  

Na outra placa, a biomassa do biofilme foi avaliada utilizando-se cristal violeta a 0,4%. 

Após 24h, os poços tiveram o meio aspirado e foram lavados com tampão PBS, para a remoção 

de células não aderidas e dos compostos. Após isso, retirou-se todo o líquido residual e deixou-

se a placa secar por 20 min a 35ºC. Após isto, adicionou-se em cada poço 110 µL de solução 

aquosa de Cristal Violeta 0,4% e aguardou-se 15 min. Retirou-se o corante lavando os poços 

duas vezes com 200 µL de água Mili-Q. Em seguida, Adicionou-se 200 µL de Etanol 95% e 

aguardou-se 15 min. Após a descoloração, transferiram-se 25 µL de cada poço para uma nova 

placa que foi completada com 75 µL de água ultrapura (Milli Q®) (diluindo 1:4) e fez-se leitura 

a 595 nm. 

 

 

4.9 Avaliação da citotoxicidade dos extratos hidroetanólicos de L. angustifolia e L. 

cccdentata sobre células Vero 

 

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Laboratório de Parasitologia da Unifal, com 

colaboração do mestrando Breno Vilas Boas e sob supervisão da professora Dra. Lívia de 

Figueiredo Diniz Castro. 
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Para avaliar os efeitos tóxicos dos compostos sobre as células hospedeiras, foram 

utilizadas culturas de células Vero (células de rim de macaco verde africano), incubadas com 

concentrações decrescentes dos extratos (5 diluições seriadas 1:2 a partir de 1000 µg/mL) por 

24 horas e posteriormente a viabilidade celular foi quantificada. Duzentos microlitros de 

suspensão de células Vero, na concentração de 4,5x104 células/mL, foram pipetados em placas 

de 96 poços e incubados a 37º, 5% CO2.   

 Após 24 horas o meio de cultura foi removido e substituído por 200 μL de meio 

contendo ou não os compostos. Após 24 horas a 37ºC, o sobrenadante foi removido e então 

adicionados, em cada poço, 200 μL de meio de cultura  contendo 20 μL de resazurina 1mM, 

um indicador de proliferação celular (Mazzeti et al., 2019). Após 7 h de incubação, a 37°C, 

realizou-se a leitura da absorbância em leitor de microplacas (570 nm e 600 nm). No ensaio 

foram incluídos controles negativos (meio); positivos (meio+células). Como controle de morte 

celular foi usado DMSO a 30%. O percentual de inibição da proliferação celular induzida pelos 

fármacos foi calculado pela seguinte fórmula: 

% inibição = 100 – [A570-(A600xR0) Tratado / A570-(A600xR0) Controle] x100 

Nesta fórmula, A570= Absorbância a 570nm; A600= Absorbância a 600 nm; Controle é 

o poço contendo células, meio e resazurina, na ausência dos extratos. Ro é o fator de correção, 

calculado a partir dos valores de absorbância do controle negativo (C-), ou seja, apenas meio 

de cultura e resazurina na ausência de células [Ro = (A570 /A600) C-]. A absorbância do meio 

de cultura foi subtraída de todas as amostras (meio na ausência de resazurina). Os gráficos 

foram construídos com auxílio do software GraphPad Prism 7.0. Todas as avaliações in vitro 

foram realizadas em triplicata e repetidas duas vezes.  

 

 

4.10 Avaliação do índice de seletividade dos extratos  

 

O índice de seletividade determina o quanto o composto é ativo sem causar danos à 

viabilidade celular. Este índice foi calculado avaliando-se a razão entre a CC50 e a CIM 

(KLEYMANN, WERLING, 2004). 

Valores superiores a 1 foram considerados promissores e nortearão a seleção dos extratos 

para estudos posteriores (RIBEIRO, 2017). 
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4.11 Avaliação da interação entre o extrato de folhas frescas de L. angustifolia e 

ccccantifúngicos 

 

Esta avaliação foi realizada sobre células planctônicas e sobre biofilmes. 

 

 

4.11.1 Avaliação da interação entre o extrato de folhas frescas de L. angustifolia e 

cccccantifúngicos em células planctônicas de C. krusei e C. glabrata 

 

Este teste é realizado em microplacas de 96 poços, onde certas linhas e colunas contêm 

diluições em série das substâncias, uma sendo o extrato a ser testado e outra um antifúngico. 

Para avaliar a interação foi utilizado o extrato das folhas frescas de L. angustifolia e os 

antifúngicos fluconazol, anfotericina B e caspofungina. Foi escolhido este extrato para testar as 

associações pois este extrato apresentou boa IC50 e foi o extrato com menos toxicidade dos que 

foram avaliados.  

O extrato foi analisado a partir da concentração de 2000 µg/mL até 7,8 µg/mL para C. 

krusei e C. glabrata. O fluconazol foi testado a partir da concentração de 64 µg/mL até 2 µg/mL 

para C. krusei e 16 µg/mL até 0,5 µg/mL para C. glabrata. A anfotericina B e a caspofungina 

foram testadas a partir de 1 µg/mL até 0,03 µg/mL. 

A coluna 1 foi utilizada como controle de esterilidade do meio de cultura; a coluna 12 

como controle de crescimento do microrganismo; a coluna 2 como controle de turvação do 

antifúngico e a coluna 3 como controle de atividade dao antifúngico (antifúngico mais 

microrganismo). A Linha G foi utilizada como controle de atividade do extrato de folhas frescas 

de L. angustifolia (extrato mais microrganismo); a Linha H como controle de turvação do 

extrato de folhas frescas de L. angustifolia. 

Utilizando concentrações próximas e abaixo de CIMs, levam a uma combinação única 

das duas substâncias em cada poço. O Índice de Concentração Inibitória Fracionada (FICI) é 

calculado pela soma dos valores da Concentração Inibitória Fracionada (FIC) que é definido 

para X como: CIM de X em combinação dividido por CIM de X sozinho (SVETAZ et al., 

2016). Da mesma forma é calculado o FIC de Y. 
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Este método permite a avaliação do FICI a partir da obtenção de uma curva de dose-

resposta. O FICI é formado por duas análises somatórias, que analisam a menor concentração 

de cada composto, capaz de inibir 50% do crescimento (IC50) sob associação, e divide pela 

menor concentração do mesmo com mesma atividade, quando isolado (FIVELMAN; ADAGU; 

WARHURST, 2004 apud LIMA, 2017). 

 

 

Figura 6 - Representação do cálculo da Concentração Inibitória Fracionada – FICI. 

Nota: FLC, Fluconazol; IC 50, Concentração inibitória mínima para inibição de 50% do 

crescimento; <IC, menor concentração do composto sob combinação, capaz de inibir 50% do 

crescimento. 

Fonte: Lima, 2017. 

 

Um FICI ≤ 0,5 é indicativo de sinergismo; um FICI > 4.0 indica antagonismo e um FICI 

de 0,5 - 4,0 é indicativo de ausência de interação (ODDS, 2003). No entanto, outros autores 

consideram outros limites para o FICI, e também descrevem os resultados que não são 

sinérgicos nem antagônicos, usando termos diferentes, como "aditivo", somatório”, “nenhuma 

interação” e “indiferença” (ODDS, 2003, MARTINEZ-IRUJO, 1996). 

Para Schelz, Molnar, Hohmann, (2006) os resultados podem também ser interpretados 

da seguinte forma: sinérgico (<0,5), aditivo (0,5-1,0), indiferente (> 1 e > 4,0) ou antagônico 

(> 4,0). Já para Carradori et al. (2016), o FICI pode indicar um efeito sinérgico quando for ≤ 

0,5, como aditivo ou indiferente quando > 0,5 e ≤ 2, e como antagônico quando for > 2. 

Foram preparadas suspensões fúngicas de Candida spp. e ajustadas ao tubo 0,5 da escala 

McFarland, a qual corresponde a aproximadamente 106 UFC/mL. As suspensões foram 

colocadas nos poços com as devidas substâncias a serem testadas e a microplaca foi incubada 

a 37ºC por 24 horas. 
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4.11.2 Avaliação da interação entre o extrato de folhas frescas de L. angustifolia e 

ccccciantifúngicos em biofilme de C. krusei e C. glabrata 

 

Os biofilmes foram formados como descrito no item “4.6 Formação de biofilme de 

Candida spp.” 

Para avaliar a interação foi utilizado o extrato das folhas frescas de L. angustifolia e os 

antifúngicos fluconazol e anfotericina B.  O extrato foi analisado a partir da concentração de 

5000 µg/mL a 39,062 µg/mL para C. krusei e C. glabrata. O fluconazol foi testado a partir da 

concentração de 2048 µg/mL a 64 µg/mL. A anfotericina B foi testada a partir de 1200 µg/mL 

a 37,5 µg/mL. 

A coluna 1 foi utilizada como controle de esterilidade do meio de cultura; a coluna 12 

como controle de crescimento do microrganismo; a coluna 2 como controle de turvação do 

antifúngico e a coluna 3 como controle de atividade dao antifúngico (antifúngico mais 

microrganismo). A Linha G foi utilizada como controle de atividade do extrato de folhas frescas 

de L. angustifolia (extrato mais microrganismo); a Linha H como controle de turvação do 

extrato de folhas frescas de L. angustifolia. 

Utilizando concentrações próximas e abaixo de seus CIMs, levam a uma combinação 

única das duas substâncias em cada poço. O Índice de Concentração Inibitória Fracionada 

(FICI) é calculado pela soma dos valores da Concentração Inibitória Fracionada (FIC) que é 

definido para X como: CIM de X em combinação dividido por CIM de X sozinho (SVETAZ et 

al., 2016). Da mesma forma é calculado o FIC de Y. 

Após 24h, os poços foram lavados duas vezes com 200 μL de tampão PBS, para a 

remoção de células não aderidas e dos compostos. Após isso, realizaram-se dois ensaios, um 

para avaliar a atividade metabólica do biofilme (utilizando-se ensaio de redução de XTT) e 

outro para avaliar a sua biomassa (utilizando-se cristal violeta). Estes ensaios foram realizados 

de acordo com o descrito no item “4.7.1 Avaliação da concentração inibitória mínima dos 

extratos de L. angustifolia e L. dentata. sobre Candida spp. em estado séssil (biofilme)” 
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4.12 Avaliação da concentração fungicida mínima dos extratos de L. angustifolia e L. 

ccccdentata 

 

A determinação da concentração fungicida mínima (CFM) dos extratos foi realizada 

com base nos resultados da CIM. No ensaio em questão, volumes de 100 μL de suspensão 

proveniente de cada poço da microplaca, uma ou duas concentrações imediatamente superiores 

à CIM, foram adicionados em placas contendo meio ágar Sabouraud solidificado e distribuídos 

sobre a superfície do respectivo meio de cultura. Após incubação, a 37ºC por 24 horas, 

verificou-se a presença ou ausência de crescimento microbiano. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata.  

 

 

4.13 Análise Estatística   

 

As análises estatísticas foram feitas no Graphpad Prism, versão 6.0 e 7.0, onde foram 

realizados o teste de Análise de Variância (ANOVA) e o teste de Tukey com intervalo de 

confiança de 95%.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Preparo Dos Extratos Vegetais 

 

 Foram preparados extratos utilizando as plantas frescas e secas de L. angustifolia Mill. 

e L. dentata L. 

 

5.1.1 Extrato das plantas frescas e secas  

 

Os compostos foram extraídos das plantas pela técnica de maceração com solvente 

álcool 70%.  Segundo a Farmacopéia Brasileira (2019), extratos fluidos são preparados 

utilizando álcool etílico, misturas hidroetílicas em proporções apropriadas ou água.  

As massas dos extratos obtidos da extração de flores e folhas frescas e secas de L. 

angustifolia Mill. e L. dentata L. foram as seguintes: 

 

Tabela 1 – Resultados dos rendimentos dos extratos de L. angustifolia. 

Planta Massa inicial do 

material vegetal (em 

gramas) 

Massa final do 

extrato seco (em 

gramas) 

Rendimento (%) 

Flores frescas 150 15,2 10,1 

Flores secas 150 3,09 2,06 

Folhas frescas 150 8,7 5,8 

Folhas secas 75 3,2 4,27 

Fonte: Do autor. 

 

Tabela 2 – Resultados dos rendimentos dos extratos L. dentata. 

Planta Massa inicial do 

material vegetal (em 

gramas) 

Massa final – 

extrato seco (em 

gramas) 

Rendimento (%) 

Flores frescas 150 3,89 2,6 

Flores secas 150 7,18 4,79 

Folhas frescas 150 3,94 2,63 

Folhas secas 75 4,4 5,87 

Fonte: Do autor. 
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Os rendimentos foram calculados a partir das massas dos extratos secos das plantas em 

questão, utilizando-se a fórmula: 

Rendimento (%) = (massa do extrato seco / massa do material vegetal fresco) x 100 

Exemplo: Rendimento dos extratos secos de flores frescas = (15,2/150) x 100 = 10,1%  

Analisando-se os resultados foi possível perceber que houve, em valores absolutos, maior 

rendimento dos extratos das flores frescas de L. angustifolia. As flores frescas desta espécie, 

possivelmente têem uma grande quantidade de óleos essenciais.  Já as flores secas tiveram 

menor rendimento devido, possivelmente, à volatilidade dos óleos e à eliminação dos mesmos 

no processo de secagem das flores. 

O óleo essencial pode ser encontrado em diversas partes da planta: raízes, rizomas, 

caules, cascas, folhas, flores, frutos, sementes, sendo produzidos em estruturas secretoras 

especializadas (SALES, 2015). O estudo realizado por Muñoz-Bertomeu et al. (2007) mostrou 

que o rendimento total do óleo essencial de Lavandula latifolia variou segundo o órgão da 

planta (flores ou folhas) e que as flores tiveram maior quantidade de óleo essencial.  

 Os extratos das plantas secas de L. dentata L. tiveram os maiores rendimentos: o maior 

rendimento foi das folhas secas, seguido pelas flores secas. L. dentata apresentou maior 

rendimento nas partes secas, principalmente nas folhas secas, possivelmente os constituintes 

destas partes secas se concentraram pela perda de água.  

Os métodos de extração envolvem a separação de constituintes que podem ou não 

apresentar potencial biológico sobre células, vegetais e microbianas. Tais métodos, influenciam 

diretamente na extração, e consequentemente no rendimento total do extrato (TIWARI, 2011). 

A maceração é um método de extração muito utilizado, que se baseia em colocar a planta 

em contato com um solvente preestabelecido, à temperatura ambiente e em recipiente fechado, 

durante 2 a 14 dias. Este processo é influenciado por fatores que dependem da composição da 

planta e do solvente. Em relação ao solvente, sua seletividade e quantidade em volume podem 

influenciar na extração (Farmacopéia Brasileira, 1996). 

 As condições de plantio das Lavandas utilizadas podem afetar no rendimento. As 

plantas sofrem influência de diversos fatores, tanto internos quanto externos, que podem alterar 

a quantidade e até mesmo a natureza dos constituintes ativos das mesmas. Alguns desses fatores 

são: variações sazonais e horário de coleta, temperatura, incidência de sol e chuva, 

disponibilidade de nutrientes e altitude (GOBBO-NETO, LOPES, 2007). 

5.2 Avaliação do perfil fitoquímico de L. angustifolia e L. dentata 
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O perfil fitoquímico foi avaliado por Cromatografia em Camada Delgada, teste para 

saponinas e Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). 

 

 

5.2.1 Avaliação dos extratos hidroetanólicos de L. angustifolia e L. dentata por Cromatografia 

em Camada Delgada 

 

Os resultados da triagem Fitoquímica de L. angustifolia Mill. e L. dentata L se 

encontram na Figura 7.             
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Figura 7 – Resultado da Cromatografia em camada delgada dos extratos analisados de L.  

cccccccccccangustifolia e L. dentata. 

 

Nota: A – revelação com anisaldeído sulfúrico e aquecimento a 100ºC; B – revelação com cloreto férrico; C – 

revelação com reativo de Dragendorff;  1 – extrato de flor fresca de Lavandula angustifolia; 2 – extrato de folha 

fresca de L. angustifolia; 3 – extrato de flor fresca de L. dentata; 4 – extrato de folha fresca de L. dentata; 5 – 

quercetina; 6 – ácido gálico; 7 – ácido tânico; 8 – catequina; 9 – quinina.  

Fonte: Do autor. 
 

 

Foram utilizados os extratos que apresentaram atividade antimicrobiana no ensaio de 

avaliação da sensibilidade antifúngica e determinação da CIM.  contra as espécies de Candida 

spp., que no caso foram os extratos de flores frescas e folhas frescas de L. angustifolia e flores 

e folhas frescas de L. dentata. Os extratos das plantas secas não foram analisados pois não 

apresentaram atividade, o que sugere que o processo de secagem das plantas pode ter 

ocasionado as perdas de substâncias ativas.   
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No ensaio representado na figura 7-A, foi utilizado o revelador anisaldeído sulfúrico, 

que auxilia na detecção de terpenos, saponinas, flavonoides, propilpropanoides, entre outras 

substâncias. Os terpenos apresentam coloração violeta e as saponinas azul-violeta a amarelo-

acinzentado (WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 2009).  

Nas análises de flores e folhas frescas de L. angustifolia foram observados em ambos 

extratos, mancha de coloração púrpura, característica de terpenos, e, mancha acinzentada, 

característica de saponinas, e manchas amareladas características de ácidos fenólicos. Estes 

metabólitos podem aparecer quando revelados com anisaldeído sulfúrico (FIGURA 7-A).   

Nas análises de flores e folhas frescas de L. dentata, foram observados em ambos 

extratos mancha acinzentada, característica de saponinas, e manchas amreladas características 

de ácidos fenólicos. Foi observada mancha de coloração púrpura, característica de terpenos, 

somente no extrato das folhas frescas de L. dentata. 

Ao comparar os resultados obtidos com a coloração apresentada pelo padrão de 

flavonoides (quercetina) (FIGURA 7-A), não foi observada este tipo de flavonóide nos extratos 

de flores e folhas frescas de L. angustifolia e nem nos extratos de flores e folhas frescas de L. 

dentata.  

O ácido gálico, os flavonoides, o ácido tânico, as catequinas e as antraquinonas são 

polifenóis que se oxidam facilmente, devido ao seu poder redutor, resultando em substâncias 

coradas. O alto grau de conjugação nesses compostos promove a cor dos produtos de oxidação. 

O cloreto férrico (FIGURA 7-B) é empregado para a caracterização de polifenóis, uma vez que 

apresenta atividade oxidante, e a positividade desta reação pode ser observada pelo 

desenvolvimento de coloração azul ou verde-azulada (SIMÕES et al., 2010).  

Ao contrapor os resultados obtidos dos extratos de flores frescas, folhas frescas de L. 

angustifolia com os padrões (FIGURA 7-C), não foram identificados alcaloides e nem 

polifenóis em nenhum dos extratos analisados.  

As quininas pertencem à classe dos alcaloides, os quais podem ser caracterizados pela 

reação com Reagente de Dragendorff (solução de iodeto de potássio e subnitrato de bismuto), 

visto que os alcaloides formam sais complexos com metais, apresentando coloração que variam 

do branco ao marrom-alaranjado (SIMÕES et al., 2010).  

É fundamental a confirmação da presença de terpenos e saponinas nos extratos por 

técnica mais sofisticada de caracterização. A suspeita da presença de saponinas nos extratos, 
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direcionou a execução dos testes para a identificação da presença de saponinas e sua atividade 

hemolítica e foi identificada a presença de saponinas não-hemolíticas em todos os extratos. 

Com base nos resultados obtidos, e comparando-se com os padrões, não foram 

identificados alcaloides e polifenóis em nenhum dos extratos hidroetanólicos de flores e folhas 

frescas de L. dentata (FIGURA 7-B e 7-C). 

Não foram encontradas na literatura, pesquisas que utilizassem metodologia de CCD 

para a determinação de substâncias nos extratos hidroetanólicos de flores e folhas frescas de L 

angustifolia e L. dentata. Porém, esta é uma metodologia muito utilizada para a análises de 

diversas plantas. 

O extrato de L. angustifolia tem efeitos antioxidantes, amplamente atribuídos a seus 

polifenóis (GALLEGO et al. 2013), e, acredita-se que estes compostos possam estar em grande 

quantidade em lavandas e podemser obtidos desde que seja empregada a tecnologia de extração 

apropriada (RADULESCU, 2017). 

Contreras et al. (2018) avaliaram o perfil dos constituintes fitoquímicos dos extratos 

hidrometanólicos de L. stoechas e L. dentata, os quais foram obtidos por extração líquida 

pressurizada. Os dados espectrométricos revelaram perfis complexos constituídos por uma 

ampla gama de fitoquímicos polares e semi-polares, principalmente compostos fenólicos. 

Enquanto os ácidos hidroxicinâmicos constituíram a maior classe em ambos os extratos, as 

flavonas foram as classes mais abundantes, representando 10,44 g em L. dentata e 4,85 g em L. 

stoechas, por 100 g de extrato seco. 

O estudo conduzido por Alexa et al. (2018) investigou a composição fitoquímica de 

Mentha × piperita L. e Lavandula angustifolia Mill.  em relação ao teor de ácido 

hidroxicinâmico (HCAs), em particular, ácido cafeico (CA), p-cumárico (CU), ferúlico (FE) e 

rosmarínico (RS) usando cromatografia líquida com espectrômetro de massa (LC-MS). Os 

resultados mostraram que RS e FE representam os compostos majoritários, o maior conteúdo 

de FE foi encontrado em L. angustifolia. Os valores reportados na literatura em relação ao 

conteúdo dos HCAs variam dependendo do genótipo, do cultivo e do método de extração 

(SPIRIDON, 2011). Acredita-se que variações deste tipo possam ocorrer com outros compostos 

presentes nas plantas.  

Esta diferença de compostos encontrados pode ser explicada pelo fato de a produção de 

metabólitos secundários da espécie vegetal poder ser influenciada por diversos fatores como: 

variações sazonais, latitude e longitude, quantidade de sol e chuva. O estudo de Demasi (2018) 
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utilizando L. angustifolia demonstrou que os fatores latitude e longitude, afetam 

qualitativamente e quantitativamente a composição da mesma. Possivelmente a mesma 

variação ocorra com a L. dentata, sendo um fator que dificulta a comparação de diferentes 

pesquisas sobre caracterização e quantificação de substâncias encontradas na planta. 

 

 

5.2.2 Ensaio de identificação da presença de saponinas nos extratos  

 

Neste ensaio foram utilizados apenas os extratos que foram avaliados na CCD.  

Em solução aquosa, as saponinas formam espuma persistente e abundante, a qual é 

estável à ação de ácidos minerais diluídos (SIMÕES et al., 2010). Ao acrescentar-se o ácido 

clorídrico 10% à espuma do extrato, a espuma permaneceu intacta, indicando a presença de 

saponina em todos os extratos analisados. 

As saponinas possuem uma ampla variedade de atividades relacionadas a efeitos 

protetores contra o câncer, anti-inflamatórias, anti-alérgicas e antivirais, e atividades biológicas 

sobre a fisiologia dos sistemas cardíaco e sanguíneo, bem como atividades moluscidas 

(LACAILLE-DUBOIS, WAGNER, 1996, PELAH, ABRAMOVICH, Z.; WIESMAN, M. K., 

2002). Sharabai, Afolayan (2017) observaram que as saponinas presentes nas folhas de 

Agapanthus praecox podem possuir atividade anti-inflamatória e antibacteriana, o que pode 

justificar seu uso na medicina tradicional para o tratamento de alguns tipos de feridas. 

 

 

5.2.3 Avaliação da atividade hemolítica de saponinas  

 

A maioria das saponinas monodesmosídicas possuem a capacidade de causar hemólise, 

o que não é visto nas saponinas bidesmosídicas (WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 2009). 

Sendo assim, analisando-se o resultado do ensaio em questão, não foram observados halos de 

hemólise no meio de cultura ágar sangue nos locais em que os extratos foram aplicados, o que 

sugere que as saponinas determinadas nos ensaios anteriores são classificadas como 

bidesmosídicas. No controle positivo foi verificado o halo de hemólise, o que indica que os 

compostos utilizados estavam propícios ao teste. O controle negativo de DMSO 100% de 

pureza, não demonstrou ação hemolítica. 
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5.3 Avaliação do perfil qualilitativo do extrato de folhas frescas de L. angustifolia por 

Croromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

A seguir estão representados os cromatogramas e espectro de massas de primeira-

ordem, em full-scan, do extrato de folhas frescas de L. angustifolia. 
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Figura 8 - Perfil cromatográfico, em diferentes comprimentos de onda, do extrato de folhas   

ccccccccccfrescas L. angustifolia obtidas por CLAE-UV.  
Nota: Eixo Y: intensidade de absorção (% de Absorbancia). Eixo x: Tempo de Retenção (min). 

Comprimentos de onda: A: 254 nm, B: 280 nm e C: 360 nm. 

Fonte: Do autor. 
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Figura 9 - Espectros de Ultra-Vioeta (UV) obtidos dos compostos eluídos e detectados nos 

cccccccccccromatogramas verificados em diferentes comprimentos de onda (254, 280 e 360 

ccccccccccnm), do extrato de folhas frescas de L. angustifolia obtidas por CLAE. 
Nota: Eixo y: intensidade de absorção; eixo x: comprimento de onda (nm). 

Fonte: Do autor. 
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Figura 10 - Espectro de massas full-scan, do extrato de L. angustifolia, modo negativo. 
Nota: Figura B: corte feito na figura, para ampliar a visibilidade dos picos. Eixo x: absorbância; eixo y: m/z - razão 

massa-carga. 

Fonte: Do autor. 
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Em todas as análises de CLAE-DAD foram detectados vários picos. Nos comprimentos 

de onda de 254 e 280 nm vários componentes foram detectados. Detecções a 254 e 280 nm são 

indicativas de compostos fenólicos na composição. 

Estas análises preliminares foram realizadas apenas com o intuito de se verificar as 

características dos cromatogramas que seriam obtidos, uma vez que esse tipo de extrato, 

conforme relatado na literatura pode conter vários compostos que interferem na identificação e 

quantificação de outros (Turgut et al., 2017).  

Em estudo realizado por Turgut et al. (2017), evidenciou-se no extrato de L. 

angustifolia Mill. a presença de ácido gálico, ácido 2,3,4-diidroxibenzóico, ácido 4-

hidroxibenzóico, ácido clorogênico, ácido vanílico, ácido cafeico, ácido p-cumárico, ácido 

ferúlico, apigenina, ácido rosmarínico e ácido cinamico. 

Diante das evidências da existência de flavonoides e ácidos fenólicos, decidiu-se 

investigar as substâncias químicas da espécie. Para tanto, elegeu-se o extrato de folhas frecas e 

L. angustifolia que demonstrou um maior nível de segurança no ensaio de citotoxicidade. O 

objetivo deste estudo foi produzir informações espectrais qualitativas sobre a constituição da 

matriz avaliada de forma rápida e direta. A otimização dos parâmetros de ionização em que os 

perfis foram obtidos e realizados de maneira sistemática, levou em consideração o maior 

número de íons detectados com a menor fragmentação possível na fonte e baixa concentração 

da amostra.  

Os estudos foram realizados nos modos positivo e negativo. O modo negativo foi 

escolhido tendo em vista o conhecimento prévio da composição flavonoídica desta espécie e 

que estas classes de metabólitos secundários ionizam facilmente pela desprotonação das 

hidroxilas fenólicas. No entanto, confirma-se a necessidade de novos parâmetros para a 

continuação desses estudos para uma maior compreensão dos compostos.  

A identificação química dos compostos presente em um extrato avaliado 

biologicamente é de grande impotância, pois investiga a correlação entre estrutura e atividade 

biológica. 

Observou-se elagitaninos e diversos flavonoides. Algumas sugestões de prováveis 

compostos estão desmonstrados na tabela 3:  
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Tabela 3 - Sugestões de prováveis compostos encontrados nas folhas frescas de L. 

cccccccccccciangustifolia. 

Nota: m/z: razão massa carga 

Fonte: Do autor. 

 

Na análise por CCD não foi possível detectar a presença de todas as classes de 

compostos nas amostras. Assim, observa-se a importância de se realizar as análises por um 

método mais preciso como a CLAE, que é considerado um método mais sensível, tanto para a 

identificação quanto para quantificação dos metabólitos que possam estar presentes nas 

amostras.  

O ácido elágico (EA) é um derivado do ácido gálico que existe principalmente em 

plantas superiores, combinado com seu precursor ácido hexa-hidroxidifênico ou ligado na 

forma de elagitaninos (KLEIN G., et al. 2007).  

Em relação à atividade antimicrobiana dos elagitaninos, estudos mostraram que a  

punicalagina, que é um tipo de elagitanino, foi relatada como sendo eficiente contra 

m/z Composto Classe Referência 

427 Ácido epiteaflávico  Flavonoide Berkowitz, J.E.; Coggon P.; 

Sanderson G.W. (1971). 

471 4’’-Metilepigalocatequina-O-

galato 

Flavonoide  Chiu, F.L.; Lin, J. (2005). 

489 Canferol-O-acetilhexose Flavonoide Kajdžanoska M.; Gjamovski, V.; 

Stefova M.T. (2010). 

519 Purifolina 

 

Flavonoide Harborne, J.B.; Baxter H. (1999). 

615 Quercetina-O-galoilhexose Flavonoide Matsuzaki K. et al (2010). 

633 

Punicacorteína A 

Elagitanino Anibal, P.C. et al (2013). 

651 Crisoeriol-O-diglicuronídeo Flavonoide Plazonic A. et al (2009). 

841 Canferol-3-(O-desoxihexose-

O-hexose)-7-(O-

malonilhexose) 

Flavonoide Kazuma, K.; Noda, N.; Suzuki, M. 

(2003) 
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Cryptococcus neoformans e 

Aspergillus fumigatus (LAVANYA, VEERAPPAN, 2012; SONI, PRAKASH, 2012;  UEDA-

YAMAGUCHI, et al., 2011; apud ASCACIO-VALDÉS; 2013). 

O estudo de Ueda-Yamaguchi et al. (2011) investigou as propriedades antifúngicas de 

Ocotea odorífera, e observou que extrato das suas folhas teve atividade antifúngica contra C. 

parapisilosis ATCC 22019. O extrato de metanólico de O. odorifera foi submetido a separação 

cromatográfica sucessiva e produziu Tellimagrandin II (TEL), um tipo de elagitanino. 

Elagitaninos são taninos hidrolisáveis, compostos em que o ácido gálico é ligado através de 

uma ligação éster a um núcleo de D-glicose. Estes compostos estão bem descritos por causa de 

sua atividade antimicrobiana (UEDA-YAMAGUCHI, et al., 2011). 

Devido à rica diversidade, os taninos são subdivididos quanto as suas propriedades 

estruturais e químicas. Os elagitaninos são um tipo de taninos hidrolisáveis que estão presentes 

em folhas e galhos de diversas espécies de plantas. Os taninos são capazes de precipitar 

proteínas, propicionando um efeito antimicrobiano e antifúngico. (MONTERIO et al., 2005). 

Em relação à atividade dos flavonóides, o trabalho de Onsare e Arora (2014) avaliou o 

potencial antibiofilme de flavonóides extraídos da semente de Moringa oleífera coat (SC) 

contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida spp. Foi observado que os 

flavonóides presentes na M. oleífera exibiram potencial antibiofilme contra os microrganismos 

testados. 

O estudo de Candiracci, Citterio, Piatti (2011) investigou o potencial de proteção do 

extrato flavonóide de mel no dimorfismo de Candida e observou que os flavonóides do mel têm 

potencial como alternativa anti-infecciosa contra C. albicans. O estudo de Ávila e et al.  

(2011) realizou o fracionamento bioguiado do extrato etanólico de Piper septuplinervium 

(Piperaceae) obtendo substâncias do tipo flavonóide, sendo ativas contra os fungos 

fitopatógenos Fusarium oxysporum e Botrytis cinérea. 

Os flavonóides exibem propriedades antimicrobianas significativas contra patógenos 

bacterianos e fúngicos. A atividade é principalmente através da interação com proteínas de 

membrana levando a alterações na permeabilidade celular e propriedades da superfície celular 

(UPADHYAY et al., 2014). 

O estudo de Cao et al. (2008) observou que o flavonóide Baicalein, isolado das raízes de 

Scutellaria baicalensis, inibiu os biofilmes em desenvolvimento e pré-formados de C. albicans. 
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Sugeriu-se então, que a atividade em concentrações se devia à redução da CSH pela regulação 

negativa da expressão do gene CSH 1 em C. albicans. 

 

 

5.4 Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos de L. angustifolia e L. dentata por 

teste de difusão em ágar 

 

Foram testados todos os extratos de L. angustifolia e L. dentata em DMSO, anfotericina B 

e DMSO a 2,5%. Os resultados da L. angustifolia estão apresentados na Tabela 4 e os da L. 

dentata na tabela 5, onde pode-se observar os resultados das médias e dos desvios padrões no 

teste de difusão em ágar. 

 

Tabela 4 - Média dos halos de inibição dos extratos de L. angustifolia e de anfotericina B. 

Extratos Média dos halos de inibição (em mm) ± Desvio Padrão 

 C. albicans C. krusei C. glabrata 

Flores frescas 7,33 ± 6,35b   16,67±1,15b 11,67±0,58b 

Flores secas 

 

10,67±1,53 b 16,66±0,58b 11,33±0,58b 

Folhas frescas 7,33 ± 6,35b 11,67±1,15a 3,33±5,8a 

Folhas secas 0a 10,67±0,58a 10,66±0,58b 

Anfotericina B 

 

30±1,73c 23,67±4,51c 27,33±1,15c 

Nota: valores seguidos da mesma letra não diferem significativamente entre si (p ≤ 0,05) 

Fonte: Do autor. 
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Tabela 5 - Média dos halos de inibição dos extratos de L. dentata e de anfotericina B. 

Extratos Média dos halos de inibição (em mm) ± Desvio Padrão 

 C. albicans C. krusei C. glabrata 

Flores frescas 0a 12,67±4,04a 0a 

Flores secas 

 

0a 6±5,20a 0a 

Folhas frescas 0a 5,67±0,58a 0a 

Folhas secas 0a 9,67±2,31a 0a 

Anfotericina B 

 

30±1,73b 23,67±4,51b 27,33±1,15b 

Nota: valores seguidos da mesma letra não diferem significativamente entre si (p ≤ 0,05). 

Fonte: Do autor. 

 

 

           

Figura 11 – Resultado do teste de difusão em ágar, extratos de L. angustifolia e L. dentata 

ccccccccccccsobre C. krusei. 
 

Nota: à esquerda: extratos de L. angstifolia; à direita: extratos de L. dentata. 

1 - Extrato hidroetanólico de flores frescas; 2 - Extrato hidroetanólico de flores secas; 3 - Extrato hidroetanólico 

de folhas frescas; 4- Extrato hidroetanólico de folhas secas. Controles: Anfotericina B e DMSO. 

Fonte: Do autor. 

 

No teste de difusão em ágar, a anfotericina B utilizada como controle positivo, 

apresentou médias e desvios padrões dos diâmetros dos halos de inibição de 30mm; 23 mm e 

27mm sobre C. albicans SC5314, C. krusei ATCC6258 e C. glabrata ATCC90030, 

respectivamente.  Desta forma, pôde-se comprovar que todos os componentes utilizados 

estavam aptos ao ensaio, uma vez que a anfotericina B reportada como agente antimicrobiano 

no documento M27S4E (CLSI, 2012) apresentou atividade antifúngica.  
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A anfotericina B inibiu o crescimento de todas as três espécies de Candida testadas, 

sendo estatisticamente diferente dos extratos. O DMSO a 2,5% utilizado no mesmo volume dos 

extratos não inibiu o crescimento microbiano, ou seja, não se observou a presença de halo de 

inibição.   

Os resultados do ensaio de triagem da atividade antifúngica dos extratos de L. 

angustifolia contra C. albicans, em meio sólido em placa, mostraram halos de inibição na 

presença dos extratos de flores e folhas frescas e flores secas sem diferença estatística entre 

eles. Para o extrato de folhas secas não houve a presença de halos de inibição contra C. albicans. 

Todos os extratos de L. angustifolia foram ativos sobre sobre C. krusei, com algumas diferenças 

estatísticas entre os valores de diâmetros dos halos de inibição: as flores frescas e flores secas 

apresentaram o mesmo significado estatístico, e foram diferentes estatisticamente das folhas 

frescas e secas.  

Todos os extratos de L. angustifolia demonstraram halo de inibição contra C. glabrata, 

com algumas diferenças estatísticas: os extratos de flores frescas e flores secas apresentaram 

mesmo significado estatístico; já o extrato das flores secas apresentou valor estatístico diferente. 

É possível que o extrato de flores secas tenha apresentado diferença pelo fato de os óleos 

essenciais presentes nas flores tenham evaporado no processo de secagem e com isso tenha se 

perdido compostos de ação antifúngica. 

Os resultados do teste de sensibilidade em meio sólido com extratos de L. dentata contra 

C. albicans não apresentaram atividade. Todos os extratos de L. dentata demonstraram 

atividade sobre C. krusei, sem diferenças estatísticas entre os valores dos diâmetros dos halos 

de inibição. Os extratos de L. angustifolia não apresentaram atividade sobre C. glabrata.  

Em relação a estes resultados deve-se destacar que os melhores resultados dos extratos 

de Lavandula spp. foram contra C. krusei, sendo considerado um resultado importante pois C. 

krusei é considerada intrinsicamente resistente ao fluconazol (MATTOS, 2017). Os extratos de 

L. angustifolia também apresentaram bom efeito contra C. albicans e C. glabrata, sendo 

importante especialmente para C. glabrata. C. glabrata também pode estar associada a casos 

de infecções refratárias ao tratamento e algumas cepas podem ser resistentes ou apresentar 

sensibilidade diminuída a agentes antifúngicos azólicos, especialmente fluconazol, e como 

consequência, apresentarem alta taxa de mortalidade em pacientes hospitalizados 

(CARVALHO, 2018; LI, DONGARI-BAGTZOGLOU, 2007). 
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Um estudo realizado por Elemike et al. (2016) avaliou a atividade antimicrobiana pelo 

método de disco difusão utilizando Lavandula x intermedia contra C. albicans, e esta foi 

considerada resistente à lavanda utilizada. Os resultados encontrados nesses estudos foram 

compatíveis com os encontrados de L. dentata contra C. albicans e C. glabrata. Pode-se 

observar que somente C. krusei foi sensível aos extratos de L. angustifolia e L. dentata. 

No estudo de Bayrak, Okmen e Arslan (2017), a avaliação de atividade antimicrobiana 

foi realizada por ensaio de difusão em disco e determinação da CIM. Os extratos etanólico e 

metanólico de Lavandula stoechas foram avaliados in vitro contra oito microrganismos, 

inclusive C. albicans. Os extratos desta espécie não determinaram efeitos contra C. albicans. 

Pela técnica de difusão em disco, foi mostrado que os extratos de Lavandula stoechas não foram 

efetivos, pois não houve formação de halo de inibição contra C. albicans. O crescimento de C. 

albicans foi avaliado frente à nistatina, havendo a formação de halo de inibição.   

Em diversos estudos como os citados acima, de Bayrak, Okmen e Arslan (2017) e 

Elemike et al. (2016), a atividade antimicrobiana foi testada por ensaio de difusão em disco e 

determinação da CIM. Existem diversos métodos para avaliar a atividade antimicrobiana de 

extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusão em ágar, método de 

macrodiluição e microdiluição em meio líquido. O método de microdiluição em caldo possui 

maior sensibilidade quando comparado com a técnica de difusão em agar. Além disso, requer a 

utilização de uma menor quantidade de reagentes, possibilitando maior número de replicatas, o 

que proporciona maior confiabilidade dos resultados (OSTROSKY et al., 2008). 

É importante ressaltar que o teste de difusão em ágar é um teste qualitativo, no qual as 

substâncias de caráter apolar podem não se difundir muito bem no meio utilizado. Já o teste de 

microdiluição em caldo é um teste, além de qualitativo, também quantitativo, sendo 

considerado mais sensível (RIBEIRO, 2014). 

 

 

5.5 Avaliação da Concentração Inibitória Mínima dos extratos de L. angustifolia e L. 

dentata sobre Candida spp. em estado planctônico 

 

Foram analisados todos os extratos (flores e folhas frescas e flores e folhas secas) das 

duas espécies de Lavanda. Na tabela 6, estão dispostos os resultados. 
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Tabela 6: Valores de IC50 e IC90 referentes aos extratos de L. angustifolia e L. dentata sobre as 

cccccccccespécies em estado plactônico de Candida krusei e Candida glabrata (em µg/mL). 

 

Nota: * Não houve atividade 

Fonte: Do autor. 
 

 

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) dos extratos sobre Candida 

spp. foi realizada pela técnica de microdiluição em caldo, na qual foi possível avaliar a atividade 

dos extratos de folhas e flores frescas e secas de Lavandula spp. Todos os extratos de L. 

angustifolia e L. dentata foram avaliados contra todas as três espécies de Candida spp., porém 

apenas quatro dos extratos apresentaram atividade contra alguma(s) da(s) espécies de Candida 

spp. (TABELA 6). 

Os métodos de diluição são utilizados para estabelecer a CIM de agentes anti-

microbianos, sendo métodos de referência para os testes de sensibilidade a antimicrobianos. A 

CIM é definida como a menor concentração capaz de inibir o crescimento microbiano em 50%, 

como Concentração Inibitória de 50% (IC50) e em 90%, Concentração Inibitória de 90% (IC90). 

Espécie de 

Lavandula 

 Espécie de Candida IC 50 IC 90 

 Flores frescas Candida krusei 500 

 

1000 

 

Candida glabrata 

 

* * 

L. 

Angustifolia 

Folhas frescas Candida krusei 1000  

 

* 

  Candida glabrata 500  

 

* 

L. 

Dentata 

Flores frescas Candida krusei 1000 

 

* 

 

  Candida glabrata 

 

* * 

 Folhas frescas Candida krusei 1000  

 

* 

  Candida glabrata * 

 

* 

Fluconazol 

 

 Candida krusei 32 * 

 

 

 Candida glabrata 32 * 

DMSO 

 

 Candida krusei * * 

 

 

 Candida glabrata * * 
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A CIM informa sobre a sensibilidade ou resistência de determinado microrganismo a 

antimicrobiano específico, o que pode auxiliar nas decisões de tratamento (EUCAST, 2016). 

O ensaio de sensibilidade aos antimicrobianos é importante para a vigilância da 

resistência dos microrganismos, estudos epidemiológicos e comparação da atividade in vitro de 

novos compostos com antifúngicos convencionais (EUCAST, 2016).  

O fluconazol se mostrou ativo sobre C. glabrata (IC50 = 32 µg/mL). O fluconazol é um 

antifúngico seguro e eficaz no tratamento de candidíase, a não ser que haja suspeita que um 

paciente esteja infectado com uma espécie azol-resistente como C. krusei ou algumas linhagens 

de C. glabrata (SPELLBERG; FILLER; EDWARDS JR, 2006). 

O DMSO (controle negativo), na faixa de concentração avaliada (2,5% a 0,004%), não 

ocasionou inibição do crescimento das espécies de Candida spp. O estudo de De Almeida et al. 

(2018) apresentou resultados semelhantes utilizando o DMSO como solvente na concentração 

de 3,5%.  

Os extratos citados na tabela 6 (flores frescas e folhas frescas, respectivamente) também 

foram testados contra C. albicans, mas não apresentaram atividade. Os demais extratos de L. 

angustifolia e L. dentata não apresentaram atividade contra as espécies de C. albicans, C. krusei 

e C. glabrata. O estudo de Bayrak, Okmen e Arslan (2017), que analisou oito microrganismos, 

incluindo C. albicans, também não demonstrou atividade de Lavandula stoechas contra C. 

albicans no ensaio de microdiluição em caldo, sendo um resultado semelhante a este estudo.  

O estudo de Chavasco et al (2014) analisou a atividade antimicrobiana de extratos 

hidroetanólicos de plantas sobre bactérias e leveduras. No teste de microdiluição em caldo, o 

extrato de Bidens pilosa sobre C. albicans apresentou CIM (IC50) de 25 mg/mL para o extrato 

de flores e 12,5 mg/mL para o extrato de folhas. Este resultado difere dos encontrados neste 

estudo, pois neste os extratos de Lavandula spp. não apresentaram atividade, na faixa de 

concentrações avaliadas, para C. albicans. Porém observa-se que para Lavandula spp. foram 

utilizadas concentrações inferiores a 1 mg/mL. 

O estudo de Blazekovic et al. (2011) avaliou as atividades antibacteriana e antifúngica in 

vitro utilizando extratos etanólicos de flores, caules e folhas e de Lavandula × intermedia 

Emeric ex Loisel. 'Budrovka'. Um forte efeito antifúngico dos extratos de flores também foi 

confirmado pelo método de microdiluição. No entanto, os valores de CIM para extratos de 

folhas e caules foram significativamente maiores. C. krusei foi um dos fungos que apresentou-
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se com sensibilidade mais intensa pelo método de microdiluição, o mesmo pode-se observar 

em nosso estudo, pois C. krusei demonstrou maior sensibilidade de que C. glabrata. 

Os extratos secos, quando avaliados pelo método de diluição em caldo, não 

apresentaram atividade antimicrobiana. Baydar, Erbaþ (2009) analisaram a influência da 

temperatura do ar de secagem na constituição da Lavandula × intermedia Emeric. Observou-

se que, com o aumento da temperatura de secagem (de 30ºC para 60ºC), 75,7% do óleo essencial 

era perdido, levando à perda de componentes importantes da planta. É possível que perda 

semelhante de constituintes ativos tenha acontecido no processo de aquecimento e secagem das 

partes de Lavandula spp. avaliadas em nosso estudo.  

Durante o processo de secagem do material vegetal, a temperatura pode modificar os 

teores dos metabólitos secundários presentes no mesmo. O processo de secagem e 

armazenamento do vegetal podem causar rearranjos, oxidações e reduções das moléculas 

bioativas, diminuindo as propriedades de um possível fitoterápico (ASTARITA, SANTARÉM, 

2007; CALIXTO, 2000; DINIZ,).  O estudo de Diniz, Astarita, Santarém (2007) que avaliou o 

efeito da secagem de plantas de Hypericum perforatum, demonstrou que a temperatura de 

secagem teve impacto no perfil de flavonóides do extrato hidrolisado. A variação mais drástica 

ocorreu na secagem realizada a 25 ºC, temperatura na qual houve intensa redução nos teores de 

flavonóides analisados. 

Um estudo semelhante foi realizado por Oliveira et al. (2016), no qual o maior teor de 

óleo essencial foi obtido da extração de folhas frescas de Campomanesia adamantium quando 

comparado com os teores encontrados nos extratos da planta seca artificialmente a 40ºC em 

estufa com circulação forçada de ar e seca naturalmente a sombra. Estes estudos sugerem que 

a perda da atividade antimicrobiana pode estar relacionada com a secagem do material vegetal, 

uma vez que as plantas medicinais e aromáticas são sensíveis a este processo (MELO; 

RADÜNZ; MELO, 2004). 

Segundo os dados apresentados na tabela 6, L. angustifolia parece ser mais ativa contra 

as espécies de Candida avaliadas, uma vez que apresentou atividade contra C. krusei e C. 

glabrata, ao contrário da L. dentata que só apresentou atividade contra C. krusei. Em relação 

às duas espécies de Candida, C. glabrata apresentou menor sensibilidade. 

Os resultados encontrados são importantes pois linhagens de C. krusei são 

problemáticas pela sua resistência aos derivados azólicos (ex. fluconazol), podendo também ter 

reduzida sensibilidade para outras alternativas terapêuticas (RIBEIRO et al., 2004). C. glabrata 
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também apresenta casos refratariedade ao tratamento agentes antifúngicos azólicos e algumas 

cepas podem ser resistentes aos mesmos (CARVALHO, 2018; LI, DONGARI-

BAGTZOGLOU, 2007). 

De acordo com os compostos caracterizados nos extratos, a ação antifúngica pode ser 

atribuída ao sinergismo entre saponinas e terpenos, uma vez que ambos possuem potencial 

antimicrobiano (SIMÕES et al., 2010; VASILEVA et al., 2018).  

A atividade antifúngica dos extratos hidroetanólicos de flores e folhas frescas de L. 

angustifolia observada é promissora, visto que C. krusei apresenta resistência intrínseca ao 

fluconazol (MATTOS et al., 2017).  

 

 

5.6 Avaliação da Concentração Inibitória Mínima dos extratos de L. angustifolia e L. 

dentata sobre biofilmes formados de Candida spp.  

 

A partir dos resultados observados nas células planctônicas, foram feitas avaliações do 

potencial ativo dos extratos nos respectivos biofilmes.  

Os resultados da avaliação inibitória dos extratos das flores e folhas frescas de L. 

angustifolia e de L. dentata sobre biofilme em formação de C. krusei e C. glabrata estão 

apresentados a seguir na tabela 7. 
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Tabela 7 - Concentrações inibitórias (IC50 e IC90), em µg/mL, do crescimento de células sésseis do biofilme em formação de C. krusei e C. glabrata 

pelos extratos hidroetanólicos de L. angustifolia e L. dentata determinadas por avaliação da atividade metabólica e da biomassa fúngica. 

 

Fonte: Do autor.

  C. krusei C. glabrata 

Lavandula 

spp./ 

antifúngico 

(controle) 

 Atividade metabólica Biomassa fúngica Atividade metabólica Biomassa fúngica 

  IC 50 IC 90 IC 50 IC 90 IC 50 IC 90 IC 50 IC 90 

 

L. 

angustifolia 

Flores Frescas 2500 * 1250 * * * 2500 * 

Folhas frescas * * 

 

2500 * * * * * 

 

L. dentata 

Flores frescas 2500 * 2500 * * * * * 

Folhas frescas 2500 * * * * * * * 

anfotericina 

B 

 300 1200 * * * * 150 * 
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Primeiramente, foi avaliada a ação sobre biofilme completamente formado, isto é, com 

adesão de 24 horas. Neste contexto, nenhum dos quatro extratos testados apresentaram 

atividade sobre biofilmes formados. Não observou-se interferências nem atividade metabólica 

e nem em biomassa fúngica, contra C. krusei e C. glabrata.  As concentrações iniciaram-se a 

2500 µg/mL do extrato e anfotericina B (controle positivo) a 1200 µg/mL. Devido a este fato, 

optou-se por testar as substâncias no biofilme em formação, adicionando-se os extratos com 1h 

e 30 min, logo após a etapa de adesão. 

Ao analisar a tabela 7, percebe-se que, de acordo com o ensaio de redução do XTT, os 

extratos que apresentaram atividade contra o biofilme em formação de C. krusei, reduzindo 

50% a atividade metabólica, foram: flores frescas de L angustifolia (2500 µg/mL) e flores e 

folhas frescas de L. dentata (2500 µg/mL). Em relação à biomassa fúngica, houve redução de 

50% da biomassa dos biofilmes em formação de C. krusei na presença de extratos de flores 

frescas (1250 µg/mL) e folhas frescas (2500 µg/mL) de L. angustifolia e flores frescas de L. 

dentata (2500 µg/mL). A anfotericina B diminuiu 50% da atividade metabólica na concentração 

de 300 µg/mL e reduziu 50% da biomassa dos biofilmes em formação de C. krusei na 

concentração de 1200 µg/mL. 

Em relação à C. glabrata, houve atividade de redução de 50% da biomassa fúngica dos 

biofilmes em formação pelo extrato de flores frescas de L. angustifolia na concentração de 2500 

µg/mL.  A anfotericina B reduziu 50% da biomassa dos biofilmes em formação de C. krusei na 

concentração de 150 µg/mL. Não houve redução significativa da atividade metabólica dos 

biofilmes em formação de C. glabrata pelos extratos testados e nem pela Anfotericina B. 

O estudo de Girardot M., Guerineau A., Boudesocque L. (2014) avaliou a interferência 

do extrato de Vaccinium macrocarpon Aiton nas etapas de adesão e formação de biofilme de 

C. albicans e C. glabrata. O extrato mostrou uma atividade anti-adesão contra C. albicans e C. 

glabrata, sendo capaz de prevenir as fases precoces e de maturação destes biofilmes. Além 

disso o pré-tratamento de superfície com o extrato comercial de “cranberry” reduziu a atividade 

metabólica em 50% nas linhagens de C. albicans e 100% das linhagens de C. glabrata. 

O estudo de Da Rosa et al (2015), testou as infusões de folhas e raízes da planta Sida 

tuberculata contra biofilmes maduros de C. krusei. A atividade antibiofilme foi avaliada pela 

determinação da eficiência de remoção de bifilmes de cateter venoso central contaminado.  A 

inibição do biofilme cultivado na superfície do cateter venoso central foi significante e evidente 

com exposição de 90 min de concentração de 0,5 mg/mL de infusões. Os ecdisteróides, 
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compostos marcadores de Sida spp., foram considerados responsáveis pela atividade 

antifúngica. 

Diversos métodos foram desenvolvidos para quantificar a formação de biofilme, 

incluindo o ensaio de redução de XTT e coloração com cristal violeta (CV) (JIN et al, 2003; 

RAMAGE et al, 2001 apud Melo et al, 2011). Pelo ensaio do XTT avalia-se a atividade 

metabólica do biofilme frente às substâncias testadas. Quanto menor a intensidade de coloração 

dos poços, menor o metabolismo fúngico, mostrando a ação dos antifúngicos na redução da 

formação do biofilme (KUHN et al., 2002).  

A coloração do cristal violeta avalia a biomassa do biofilme. A partir da coluna de 

controle positivo, ou seja, os poços onde só havia crescimento fúngico, sem presença de 

nenhum antifúngico, consegue-se avaliar o crescimento máximo, ou seja, a maior quantidade 

de biomassa formada. A partir desses valores, determinou-se a quantidade de biomassa formada 

em cada poço contendo os extratos e os antifúngicos. No ensaio do cristal violeta, os biofilmes 

são corados com o cristal violeta podendo ser medidos espectrofotometricamente. Quanto 

menor a absorbância, menor a quantidade de células (biomassa) do biofilme, supondo-se que 

os antifúngicos apresentaram atividade na redução da biomassa do biofilme.  

No ensaio de redução do XTT, a intensidade da cor apresentada no teste correlaciona-se 

com a atividade metabólica.  Este teste mede apenas as células viáveis, pois o XTT é reduzido 

a formazan apenas por células metabólicas ativas. Porém o cristal violeta cora todas as células 

presentes nos biofilmes, independentemente de sua viabilidade. Ou seja, é analisada a 

quantidade total de células presente no biofilme, mas estas podem estar vivas ou inativas 

(mortas) (MELO et al., 2011). 

Baseado nos resultados encontrados, observa-se que o biofilme em formação de C. krusei 

apresentou sensibilidade a maior quantidade de extratos, quando comparado ao biofilme em 

formação de C. glabrata. Também foi possível observar que os extratos agiram limitando a 

formação do biofilme e não erradicando biofilmes já formados. Os extratos que foram ativos 

apresentaram efeito fungistático, visto que nos ensaios de avaliação de atividade metabólica e 

biomassa fúngica foi observada apenas inibição de 50% (IC50). Estes resultados mostram que 

os extratos não eliminaram totalmente o biofilme em formação, apenas impediram seu 

crescimento. 

O biofilme exige uma concentração mais alta dos antimicrobianos utilizados, por ser uma 

forma de resistência e por isso existe maior dificuldade de eliminação de microrganismos na 
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forma de biofilme do que em células planctônicas. O estudo de Torey, Sasidharan (2011), 

avaliou a atividade de Cassia spectabilis contra biofilme em formação de C. albicans, e 

observou que a Concentração Inibitória Mínima foi de 6,25 mg/mL. 

Observa-se que os testes feitos com biofilme iniciam com uma concentração mais alta 

dos extratos. Em nossas avaliações, foi escolhido o valor inicial de 2500 µg/mL de concentração 

dos extratos em concordância com teste de citotoxicidade dos mesmos. Alguns extratos 

apresentaram baixas concentrações citotóxicas, sendo mais tóxicas as concentrações citotóxicas 

próximas de 1000 µg/mL. 

Sabe-se que entre as leveduras oportunistas do gênero Candida, existe uma grande 

diversidade no controle transcricional sobre processos como adesão, formação de biofilme, 

filamentação, e produção de exopolissacarídeos (EPS). Essas diferenças têm implicações na 

persistência de colonização e infecções, também na resistência antifúngica tipicamente 

encontrada em células de biofilme de Candida spp., potencializadas por EPS, que funciona 

como uma barreira à difusão de fármacos, e à superexpressão de transportadores de fármacoss. 

Essa variabilidade aumenta o desafio de encontrar uma solução eficaz para combater os 

biofilmes de Candida spp. (CAVALHEIRO, TEIXEIRA, 2018). 

Na avaliação dos extratos por CCD (flores e folhas frescas de L. angutifolia e L. dentata) 

houve a sugestão da presença de terpenos nos extratos. Supõe-se que vários mecanismos 

estejam envolvidos na inibição de biofilmes de C. albicans mediada por terpenoides. Em geral, 

a habilidade dos terpenóides para evitar a troca morfogenética das leveduras às hifas foram 

propostas como responsáveis por atividades anti-adesão na prevenção de biofilmes de Candida. 

O efeito fungicida através de danos à membrana celular foi considerado responsável pela 

redução de biofilmes maduros (RAUT et al. 2013). 

O processo de adesão de Candida spp. e sua subsequente formação de biofilme foi 

correlacionada com a hidrofobicidade da superfície celular. O farnesol, uma molécula que faz 

parte do mecanismo de quorum sensing de Candida spp., parece afetar a hidrofobicidade da 

superfície celular através da regulação do Gene CSH1, levando à supressão do crescimento do 

biofilme (BORGHI et al. 2011 RAUT, RATHOD, KARUPPAYIL, 2010; apud RAUT, 

KARUPPAYIL, 2016). 

O estudo de Xie, Sun, Meng et al. (2015) investigou as propriedades fungicidas da planta 

Carpesium macrocephalum. Uma fração do extrato de metanol da planta exibiu inibição dos 

biofilmes de Candida spp., sendo investigada para as moléculas constituintes. Entre as 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sasidharan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21845797
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moléculas puras isoladas, três sesquiterpenos foram potentes inibidores da formação de 

biofilme em C. albicans com valores de IC50 variando de 15-38 µg / mL. 

 

 

5.7 Avaliação da citotoxicidade dos extratos hidroetanólicos de L. angustifolia e L. dentata 

sobre células Vero 

 

Foi avaliada somente a citotoxicidade dos extratos que apresentaram atividade 

antimicrobiana no teste de microdiluição em caldo.  

Os resultados estão apresentados a seguir: 
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Figura 12 - Porcentagem de inibição da proliferação celular pelos extratos de L. angustifolia e 

cccccccccccL. dentata. 
Nota: L1- extrato de L. angustifolia flores frescas, L2 – extrato de L. angustifolia folhas frescas, L3- extrato de 

L. dentata flores frescas, L4- extrato de L. dentata folhas frescas. 

Fonte: Do autor. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Tabela 8 - Concentração citotóxica para 50% das células Vero (µg/mL).  

 

 

 

Nota: Células Vero (9x103/poço) foram mantidas em microplacas de 96 poços por 24 horas, a 

37° C em atmosfera úmida contendo 5% CO2.  Concentrações decrescentes das substâncias (5 

diluições seriadas 1:2 partindo de 1000 µg/mL) foram incubadas com as células por 24 horas, 

nas mesmas condições. A viabilidade das células foi aferida utilizando resazurina. Foram 

realizados dois experimentos independentes, em triplicata. CC-50 – concentração citotóxica para 

50% das células.  

Fonte: Do autor. 
 

 

Substância 
Solução estoque 

[mg/mL]  
[inicial µg/mL] CC50 

1 100 1000 638,43 

2 100 1000 1058,61 

3 50 1000 605,71 

4 100 1000 954,27 
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Na figura 12-A, observa-se que os extratos L1 e L3 apresentam maior inibição de células 

Vero, ou seja, o perfil de inibição de células é muito semelhante nestes extratos nas maiores 

concentrações avaliada (1000 µg/mL e 500 µg/mL). Os perfis nas menores concentrações (250, 

125 e 62,5 µg/mL) é muito semelhante nos extratos L1 e L2; já o comportamento dos extratos 

L3 e L4 nessas 3 concentrações, é diferente dos demais. O DMSO não interferiu 

significativamente na inibição da proliferação celular. 

Observa-se segundo a tabela 8, que a concentração citotóxica para 50% das células 

(CC50) relativa aos extratos variou de 638,43 a 1058,61 µg/mL. Tal resultado é condizente com 

o estudo de Zahra et al. (2014), no qual foi avaliada a citotoxicidade de extratos de L. 

angustifolia contra fibroblastos humanos e o CC50 foi maior do que 500 µg/mL.  

O extrato 2 foi o que apresentou a maior concentração citotóxica. Os extratos 1 e 3 

apresentaram a menor concentração citotóxica para 50% das células (CC50), o que pode 

inviabilizar sua utilização como antimicrobianos no futuro, uma vez que uma baixa 

concentração citotóxica maior a probabilidade de haver problemas para o usuário. 

Observa-se que os extratos 1, 3 são de flores, e estes foram os que apresentaram melhor 

perfil de inibição das células nas maiores concentrações avaliadas (1000 µg/mL e 500 µg/mL) 

e menor CC50. Os extratos 2 e o 4 são de folhas de Lavanda e estes apresentaram um pior perfil 

de inibição das células nas maiores concentrações avaliadas (1000 µg/mL e 500 µg/mL) e 

menor CC50.  O perfil de inibição das células nas maiores concentrações avaliadas (1000 µg/mL 

e 500 µg/mL) se comportou de forma inversamente proporcional à CC50.   

O estudo de Mantovani et al. (2013) pesquisou a citotoxicidade do óleo essencial das 

folhas de Lavandula angustifolia Mill., cultivada no sudeste do Brasil. A citotoxicidade foi 

avaliada em fibroblastos humanos (GM07492-A) e os efeitos citotóxicos significativos foram 

expressos após exposição a concentrações superiores a 200 μg / mL por 24 h (IC50 = 243,7 µg 

/ mL). A metodologia utilizada para esta análise foi “Toxicology in vitro kit de ensaio 

colorimétrico” (XTT; Roche Diagnostics). Determinou-se a viabilidade de culturas, 

estabelecendo uma relação entre valores de absorvância para os grupos tratados e não tratados 

(controle). 

 

 

5.8 Avaliação Índice de seletividade 
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Os valores estão relatados na tabela 9. 

 

Tabela 9 – Índice de seletividade calculado para as respectivas espécies de Candida spp. 

Fonte: Do autor. 

 

 

Segundo Ribeiro (2017), valores superiores a 1 foram considerados promissores e 

nortearam a seleção dos extratos para estudos posteriores. 

Os extratos de flores e folhas frescas de L. angustifolia apresentaram potencial para 

futuros estudos e talvez como futuros candidatos a fármacos. Estes extratos apresentam bom 

perfil entre atividade farmacológica e toxicidade celular. 

 

 

5.9 Avaliação da interação entre extrato hidroetanólico de folhas frescas de L. 

cccciangustifolia e antifúngicos 

 

Esta avaliação foi realizada sobre células planctônicas e sobre biofilmes. 

 

 

5.9.1 Avaliação da interação entre o extrato de folhas frescas de L. angustifolia e antifúngicos 

cccccem células planctônicas 

 

Pelo método do checkerboard, foram cruzadas as concentrações do extrato de folhas 

frescas de L. angustifolia com cada fármaco isolado obtendo-se as combinações entre estes. 

Espécie de Lavandula Espécie de Candida Índice de 

Seletividade 

 Flores frescas Candida krusei 1,28 

Lavandula angustifolia Folhas frescas Candida krusei 1,06 

  Candida glabrata 2,12 

Lavandula dentata Flores frescas Candida krusei 0,61 

 Folhas frescas Candida krusei 0,95 
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Neste estudo, foi avaliado o efeito da interação do extrato de folhas frescas de L. 

angustifolia com os antifúngicos fluconazol, anfotericina B e caspofungina contra células 

planctônica de C. krusei e C. glabrata. 

Os resultados estão nas tabelas 10 e 11. 

 

Tabela 10 - Índice de concentração inibitória fracionada (FICI) obtido a partir das associações 

cccccccccccdos valores de CIM (µg/mL) de extrato de folhas frescas de L. angustifolia e 

cccccccccccantifúngicos contra células planctônicas de C. krusei. 

 

Combinação IC50 extrato IC50 antifúngico Resultados 

 Sozinho Combinado Sozinho Combinado FICI Interação 

Fluconazol + 

Extrato 

1000 15,63 32 16 0,516 Adtiva 

Caspofungina 

+ Extrato 

1000 1000 0,250 0,250 2,000 Indiferente 

Anfotericina B 

+ Extrato 

1000 15,63 0,250 0,125 0,516 Aditiva 

 

Nota: FICI interpretada da seguinte forma: sinérgico (<0,5), aditivo (0,5-1,0), indiferente (> 1 e > 4,0) ou 

antagônico (> 4,0). IC 50 está apresentado em µg/mL. 

Fonte: Do autor. 

 

 

 

 

 

 

Tabela 11 - Índice de concentração inibitória fracionada (FICI) obtido a partir das associações 

cccccccccccdos valores de CIM (µg/mL) de extrato de folhas frescas de L. angustifolia e 

cccccccccccantifúngicos contra células planctônicas de C. glabrata. 

 

Combinação IC50 extrato IC50 antifúngico Resultados 

 Sozinho Combinado Sozinho Combinado FICI Interação 

Fluconazol + 

Extrato 

500 250 16 2 0,625 Adtiva 

Caspofungina 

+ Extrato 

1000 250 0,062 0,250 4,282 Antagônica 

Anfotericina B 

+ Extrato 

250 15,63 0,062 0,062 1,062 Indiferente 

Nota: FICI interpretada da seguinte forma: sinérgico (<0,5), aditivo (0,5-1,0), indiferente (> 1 e > 4,0) ou 

antagônico (> 4,0). IC 50 está apresentado em µg/mL. 
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Fonte: Do autor. 
 

 

Observa-se na tabela 10, na qual estão representados os valores de FICI do extrato de 

folhas frescas de L. angustifolia e antifúngicos contra C. krusei, que a associação do extrato 

com o fluconazol e a associação do extrato com a anfotericina B foram interessantes pois a IC50 

do extrato sozinho era de 1000 µg /mL e ao se combinar com o fluconazol passou para 15,63 

µg/mL. O IC50 do fluconazol também sofreu uma alteração na associação pois quando sozinho, 

o fluconazol apresentou IC50 de 32 µg/mL e quando combinado, 16 µg/mL. Em relação ao 

FICI, o valor de 0,516 pode ser referente a um efeito aditivo.   

Na associação com a caspoungina, a IC50 do extrato sozinho e do extrato combinado 

com a caspofungina foi a mesma (1000 µg /mL). A IC50 da caspofungina sozinha e combinada 

com o extrato permaneceu a mesma (0,25 µg /mL). O valor de FICI foi de 2,00, o que retrata 

efeito do tipo indiferente. Isso pode ser explicado devido à fórmula do FICI e à ação antifúngica 

apresentada pela caspofungina, pois não há diferença entre o CIM das substâncias isoladas e 

combinadas, portanto, não houve sinergismo. 

Observa-se na tabela 11, na qual estão representados os valores de FICI do extrato de 

folhas frescas de L. angustifolia e antifúngicos contra C. glabrata, que a associação do extrato 

com o fluconazol gerou uma redução do IC50 do extrato sozinho de 500 µg /mL para 250 µg 

/mL do extrato combinado com o fluconazol. O IC50 do fluconazol sofreu uma grande alteração 

na associação pois quando sozinho, o fluconazol apresentou IC50 de 16 µg/mL e quando 

combinado, 2 µg/mL. O valor de FICI foi de 0,625 podendo ser referente a um efeito aditivo.  

Em relação à associação com a caspoungina, a IC50 do extrato sozinho foi 0,062 µg/mL 

e do extrato combinado com a caspofungina foi de 0,250. O valor de FICI foi 4,282, podendo 

ser referente a um efeito antagônico. 

Na associação com a anfotericina B, a IC50 do extrato sozinho foi de 250 µg /mL e do 

extrato combinado com a anfotericina B passou para 15,63 µg/mL. A IC50 da anfotericina B 

sozinha e combinada com o extrato permaneceu a mesma (0,062µg /mL). O valor de FICI foi 

de 1,062 podendo ser referente a um efeito indiferente.  

Na busca de associações de fármacos e/ou produtos naturais com potencial para 

atividade sinérgicas o fluconazol se destaca dentre os medicamentos usados pois tem um amplo 

uso.  Ele mostrou efeitos sinérgicos comprovados com diferentes tipos de compostos como 

Eugenol e Metileugenol (fenilpropanol), Fluoxetina (antidepressivo), Ciclosporina A (imunos 
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supressor) e Glabridina (isoflavona) (AHMAD; KHAN; KHAN; et al., 2010; GU et al., 2016; 

LIU et a.., 2014; UPPULURI et al., 2008 apud LIMA, 2017). 

O resultado da interação aditiva entre fluconazol e extrato mostrou-se interessante para 

as duas espécies de Candida testadas, porém é um resultado especialmente importante para C. 

krusei, pois a mesma possui resistência inata ao fluconazol (MATTOS, 2017). Já C. glabrata 

possui menor sensibilidade aos agentes azólicos, principalmente em pacientes com exposição 

prévia a esse antifúngico (COLOMBO et al., 2013). 

Há a possibilidade da administração combinada do fluconazol com o extrato de folhas 

frescas de L. angustifolia ser visto como uma possibilidade terapêutica, o que poderia gerar a 

redução de doses e consequentemente de efeitos colaterais de fármacos convencionalmente 

usadas. 

 

 

5.9.2 Avaliação da interação entre o extrato de folhas frescas de L. angustifolia e antifúngicos 

cccccem biofilme 

 

Foi realizada a avaliação da interação do extrato de folhas frescas de L. angustifolia com 

os antifúngicos fluconazol e anfotericina B contra biofilme em formação de C. krusei e C. 

glabrata, por meio da avaliação da atividade metabólica (ensaio do XTT).  

Devido aos resultados da interação entre o extrato de folhas frescas de L. angustifolia em 

associação com a caspofungina não serem interessantes, ela não foi utilizada na realização dos 

testes em biofilme.  

 

Tabela 12 - Índice de concentração inibitória fracionada (FICI) obtido a partir das associações 

cccccccccccdos valores de CIM (µg/mL) de extrato de folhas frescas de L. angustifolia e 

cccccccccccantifúngicos contra biofilme de C. krusei. 

 

Combinação IC50 extrato IC50 antifúngico Resultados 

 Sozinho Combinado Sozinho Combinado FICI Interação 

Fluconazol + 

Extrato 

5000 1250 256 256 1,25 Indiferente 

Anfotericina B 

+ Extrato 

2500 312,5 300 150 1,125 Indiferente 

 

Nota: FICI interpretada da seguinte forma: sinérgico (<0,5), aditivo (0,5-1,0), indiferente (> 1 e > 4,0) ou 

antagônico (> 4,0). IC 50 está apresentado em µg/mL. 

Fonte: Do autor. 
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Tabela 13 - Índice de concentração inibitória fracionada (FICI) obtido a partir das associações 

cccccccccccdos valores de CIM (µg/mL) de extrato de folhas frescas de L. angustifolia e 

cccccccccccantifúngicos contra biofilme de C. glabrata. 

 

Combinação IC50 extrato IC50 antifúngico Resultados 

 Sozinho Combinado Sozinho Combinado FICI Interação 

Fluconazol + 

Extrato 

* * * * * * 

Anfotericina B 

+ Extrato 

5000 5000 150 75,5 0,503 Aditiva 

 

Nota: FICI interpretada da seguinte forma: sinérgico (<0,5), aditivo (0,5-1,0), indiferente (> 1 e > 4,0) ou 

antagônico (> 4,0). IC 50 está apresentado em µg/mL. 

Fonte: Do autor. 

 

Observa-se na tabela 12, na qual estão representados os valores de FICI do extrato de 

folhas frescas de L. angustifolia e antifúngicos contra biofilme de C. krusei, que a associação 

do extrato com o fluconazol obteve resultado indiferente. A IC50 do extrato sozinho era de 5000 

µg /mL e ao se combinar com o fluconazol passou para 1250 µg/mL. O IC50 do fluconazol não 

sofreu alteração nesta associação. Em relação ao FICI, o valor de 1,25 pode ser referente a um 

efeito indiferente.  Este resultado pode ser explicado devido à fórmula do FICI e à ação 

antifúngica apresentada pelo fluconazol, pois não há diferença entre o CIM da substância 

isolada e combinada, portanto, não ocorrendo sinergismo. 

A associação do extrato com a anfotericina B obteve resultado indiferente. pois a IC50 

do extrato sozinho era de 2500 µg /mL e ao se combinar com a anfotericina B passou para 312,5 

µg/mL. O IC50 da anfotericina B também sofreu uma alteração na associação pois quando 

sozinha, apresentou IC50 de 300 µg/mL e quando combinado, 150 µg/mL. Em relação ao FICI, 

o valor de 1,125 pode ser referente a um efeito indiferente.   

Observa-se na tabela 13, na qual estão representados os valores de FICI do extrato de 

folhas frescas de L. angustifolia e antifúngicos contra biofilme de C. glabrata, que a associação 

do extrato com a anfotericina B não alterou a IC50 do extrato (5000 µg /mL). O IC50 da 

anfotericina B sofreu uma alteração na associação pois quando sozinha, apresentou IC50 de 150 

µg/mL e quando combinado, 75,5 µg/mL. Em relação ao FICI, o valor de 0,503 pode ser 

referente a um efeito aditivo, o que corresponde a uma associação promissora e que deverá ser 

melhor investigada.   
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Pode-se perceber que a associação do extrato de folhas frescas de L. angustifolia com 

fluconazol e anfotericina B sobre o biofilme de C. krusei apresentou interação indiferente. Em 

comparação com a associação do extrato com estes atifúngicos, obteve-se interação aditiva em 

ambos, podendo-se observar que a interação do extrato com o flucanazol foi mais efetiva nas 

células planctônicas. 

Já em relação à associação do extrato de folhas frescas de L. angustifolia com a 

anfotericina B sobre o biofilme de C. glabrata houve interação aditiva. A atividade antifúngica 

de anfotericina B sobre a formação do biofilme de C. glabrata se mostrou eficaz promovendo o 

impedimento do crescimento de um biofilme adequado, comparado a quando não houve adição 

de agentes antifúngicos. Em comparação com a associação do extrato com a anfotericina B 

sobre células planctônicas de C. glabrata, obteve-se interação indiferente. Conclui-se que que 

a interação do extrato com a anfotericina B foi mais efetiva no biofilme. 

Este resultado na interação do extrato com C. glabrata é interessante pois conseguiu 

diminuir a concentração de anfotericina B usada, podendo se tornar uma opção para   atuar no 

biofilme em formação em diferentes ambientes e, principalmente, em centros de saúde, 

alimentação e ambientes industriais. Embora esse seja um bom resultado, são necessários mais 

estudos sobre o desenvolvimento do biofilme de espécies de Candida spp. e sobre os seus 

mecanismos de predomínio nos diversos ambientes e resistência antifúngica. 

5.9 Avaliação da Concentração Fungicida Mínima dos extratos de Lavandula angustifolia 

Mill. e Lavandula dentata L.  

 

Foram testadas concentrações acima do valor de IC50 do extrato de folhas frescas de L. 

angustifolia e da interação entre os antifúngicos (fluconazol e caspofungina) e o extrato de 

folhas frescas de L. angustifolia.  

Não houve concentração fungicida mínima em nenhuma das situações testadas (células 

planctônicas, biofilme e sinergismo) pois não houve total inibição do crescimento de nenhuma 

das espécies de Candida avaliadas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Observou-se neste trabalho que na avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos por 

teste de difusão em ágar, todos extratos apresentaram atividade contra alguma das espécies de 

Candida. Na avaliação da CIM contra as células planctônicas de C. krusei e C; glabrata: 

tiveram atividade os extratos de flores frescas e folhas frescas de L. angustifolia e flores e folhas 

frescas de L. dentata. Os extratos das plantas secas em estufa a 60 ºC não apresentaram 

atividade contra nenhuma das espécies de Candida utilizadas. E pôde-se perceber que C. krusei 

apresentou maior sensibilidade aos extratos citados acima. Nenhum extrato apresentou 

atividade contra Candida albicans.  

O biofilme em formação de C. krusei apresentou sensibilidade a maior quantidade de 

extratos, quando comparado ao biofilme em formação de C. glabrata. Também foi possível 

observar que os extratos agiram limitando a formação do biofilme e não erradicando biofilmes 

já formados. 
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Em relação à citotoxicidade, o maior valor de concentração citotóxica para 50% das 

células (CC50) foi apresentado pelo extrato de folhas frescas de L. angustofolia, sendo 

considerado o extrato mais seguro entre os analisados. A análise por CCD sugeriu a presença 

de saponinas e terpenos nos extratos, e a análise por CLAE sugeriu a presença de flavonoides 

e elagitaninos, sendo estas classes de compostos já conhecidas por sua atividade antimicrobiana. 

O extrato de folhas frescas de L. angustifolia quando sozinho apresentou menor redução 

de células planctônicas de C. krusei e C. glabrata do que quando usados em interação com os 

antifúngicos. Para a interação com o fluconazol, obteve-se uma interação aditiva para ambas as 

Candida deste trabalho e para a interação com anfotericina B obteve-se uma interação aditiva 

para C. krusei. A interação do extrato com antifúngicos em biofilme mostrou-se indiferente 

para C. krusei, porém a interação do extrato com anfotericina B para C. glabrata mostrou-se 

aditiva, sendo interessante pois conseguiu diminuir a concentração de anfotericina B usada, 

podendo se tornar uma opção para combater biofilmes em formação. Os resultadoque 

demonstraram interações aditivas mostrou-se interessante e promissor havendo a possibilidade 

futura da administração combinada de fluconazol com o extrato de folhas frescas de L. 

angustifolia como uma possibilidade terapêutica. Porém outros estudos ainda precisam ser 

feitos para a obtenção de respostas mais completas sobre o uso da Lavandula spp. contra 

Candida spp. 
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