UNILEAO
CENTRO UNIVERSITARIO LEAO SAMPAIO
CURSO DE GRADUAGAO EM BIOMEDICINA

LETICIA DE OLIVEIRA FEITOSA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E MODULATQRIA DO OLEO
ESSENCIAL DE Cleome spinosa jacq (MUSSAMBE)

Juazeiro do Norte — CE
2018



LETICIA DE OLIVEIRA FEITOSA

AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E MODULATQRIA DO OLEO
ESSENCIAL DE Cleome spinosa jacq (MUSSAMBE)

Artigo  Cientifico  apresentado a
Coordenagdo do Curso de Graduagdo em
Biomedicina do Centro Universitario Le&o
Sampaio, em cumprimento as exigéncias para a
obtencdo parcial do grau de bacharel em
Biomedicina.

Orientador: Esp. Cicero Roberto Nascimento
Saraiva

Juazeiro do Norte — CE
2018



LETICIA DE OLIVEIRA FEITOSA

AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E MODULATQRIA DO OLEO
ESSENCIAL DE Cleome spinosa jacq (MUSSAMBE)

Artigo  Cientifico  apresentado a
Coordenagdo do Curso de Graduagdo em
Biomedicina do Centro Universitario Le&o
Sampaio, em cumprimento as exigéncias para a
obtencdo parcial do grau de bacharel em
Biomedicina.

Orientador: Esp. Cicero Roberto Nascimento
Saraiva

Data de aprovacéao: 08/06/2018

BANCA EXAMINADORA

Prof. Esp. Cicero Roberto Nascimento Saraiva
Orientador

Profé Esp. Rakel Olinda Macedo da silva
Examinador 1

Prof® Esp. Livia Maria Garcia Leandro
Examinador 2



AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E MODULATORIA DO OLEO
ESSENCIAL DE Cleome spinosa jacq

Leticia de Oliveira Feitosal; Cicero Roberto Nascimento Saraiva?

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo de avaliar atividade antiflngica e modulatéria do 6leo
essencial de Cleome Spinosa jacq. A extracdo do 6leo essencial foi realizada utilizando-se
sistema de arraste de vapor, e coletado em um aparelho doseador tipo Cleavenger. Trata-se de
um estudo experimental de caracter qualitativo e quantitativo. Através das folhas da espécie
foi possivel obter o 6leo essencial. Foi empregada uma técnica de microdiluicdo para
determinacdo da Concentra Inibitoria Minima (CIM) e Concentra¢do Fungica Minima (CFM).
Foram usadas linhagens padrfes de leveduras, como Candida tropicalis e Candida Albicans.
A Candida Albicans mostrou uma sensibilidade maior ao produto natural notando-se que nédo
houve crescimento da mesma no BHI liquido desta forma foi determinado a CIM, ao contrario
de Candida Tropicalis que apresentou uma maior resisténcia ao produto testado observando
turvacdo nitida no meio BHI liquido confirmando crescimento. No teste de modulagédo
Candida albicans ndo apresentou uma alteracdo quando comparada a atividade antiflngica,
observando que a mesma continuava sendo sensivel aos testes que foram feitos. No caso de
Candida tropicalis, o sinergismo da Cleome spnosa jacq com o Fluconazol potenciou seu
efeito e conseguiu inibir seu crescimento em uma concentragdo maior. CFM apresentou 0s
mesmo resultados da CIM, tendo o crescimento de Candida Tropicalis no meio ASD e
Candida Albicans sem apresentar qualquer crescimento. Portanto conclui-se que os resultados
adquiridos tem grande importancia, demonstrando potencial para que novas pesquisas clinicas
sejam feitas, na busca de novos farmacos como uma alternativa aos demais antifungicos
comercias numa tentativa de minimizar a resisténcia fungica.

Palavra-chave: Antifungico. Cleome spinosa jacq. Plantas medicinais.

EVALUATE THE ANTIFUNGAL AND MODULATORY ACTIVITY OF ESSENTIAL
OIL OF Cleome spinosa jacq

ABSTRACT

This study aimed to carry out evaluate the antifungal and modulatory activity of essential oil
of Cleome spinosa jacq. The extraction of essential oil was accomplished using system of
draft and vapor, and reaped in a doser set kind Cleavenger. This is an experimental study of a
qualitative and quantitative nature. Through the leaves of the species it was possible to obtain
the essential oil. A microdilution technique was used to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Fungal Concentration (CFM). Standard strains of yeasts,
such as Candida tropicalis and Candida albicans, were used. Candida Albicans showed a
greater sensitivity to the natural product, noting that there was no growth of the same in the
liquid BHI in this way the MIC was determined, unlike Candida Tropicalis that presented a
higher resistance to the product tested observing clear turbidity in the liquid BHI medium
confirming growth. In the modulation test Candida albicans did not present a change when



compared to the antifungal activity, observing that it was still sensitive to the tests that were
done. In the case of Candida tropicalis, the synergism of Cleome spnosa jacq with
Fluconazole potentiated its effect and was able to inhibit its growth in a greater concentration.
CFM presented the same CIM results, with the growth of Candida Tropicalis in the ASD
medium and Candida Albicans without any growth. Therefore, it is concluded that the
acquired results are of great importance, demonstrating the potential for new clinical research
to be done in the search for new drugs as an alternative to other commercial antifungal agents
in an attempt to minimize fungal resistance.

1 Discente do Curso de Biomedicina do Centro Universitario Ledo Sampaio, Juazeiro do
Norte - CE 2 Docente do Curso de Biomedicina do Centro
Universitario Ledo Sampaio, Juazeiro do Norte — CE

Keyword: Antifungal. Cleome spinosa jacq. Medicinal plants.

1 INTRODUCAO

Quando se procura conseguir substancias ativas de plantas, as principais caracteristicas
que devem ser observadas sd@o as que consistem nas informagdes relatadas na medicina
popular. Dados da literatura mostram que € possivel encontrar atividade bioldgica em
produtos naturais quando se tem orientacdes do seu uso na medicina popular do que plantas
que sdo escolhidas pelo acaso (OLIVEIRA et al., 2006; NUNES et al 2003).

As plantas tem uma grande importancia para saide mundial, apesar de varias
inovacOes, observa-se na medicina moderna, que as mesmas ainda continuam sendo muito
utilizadas. Em pesquisas realizadas, observa-se que grande parte das substancias analisadas
com propriedades terapéuticas sdo constituidas de produtos naturais (VEIGA-JUNIOR,
2008).

Segundo Siqui et al. (2000), os 6leos essenciais, que sdo substancias extraidas em
diversas plantas medicinais, estdo relacionados com varias fungfes, sendo a mais comum na
defesa de microrganismos. Vale ressaltar que as plantas medicinais possuem na sua
composicdo 6leo variaveis, ou seja, cada espécie possui seu 6leo, que ao ser testado sera
possivel descobrir uma agdo contra determinado patégeno (GONCALVES et al., 2003;
SILVA et al., 2003).

Desde modo, a funcionalidade dos produtos naturais mostrou que 0S mesmos possuem
determinadas substancias que séo utilizadas como uma forma de tratamento frente a varias
patologias, como por exemplo, os produtos naturais que possuem efeitos antifungicos, que

auxiliam na diminuicdo de enfermidades e obtendo assim, resultados positivos para a cura de



infeccdes (ZACCHINO; YUNES; CALIXTO, 2001).

O Brasil € um pais que possui espécies diversificadas de plantas medicinais, Cleome
spinosa jacq ¢ uma delas, conhecida por “mussambé”, localizada principalmente na regido do
Nordeste, tém uma maior frequéncia nas margens dos rios e lagos, e é utilizada na medicina
tradicional como um método de minimizar problemas respiratérios como por exemplos, asma
e bronquite, disturbios inflamatorios, doencas degenerativas e entre outras (LORENZI, 2000).

Atualmente, ha um aumento na procura por plantas medicinais com o intuito de tratar
doencas, e usa-las como métodos de minimizar patologias frente a seus compostos para fins
terapéuticos, com isso, na perspectiva de compreender como funcionam as diversas
propriedades desenvolvidas por espécies vegetais, o presente trabalho teve como objetivo de

avaliar atividade antifingica e modulatoria do 6leo essencial de Cleome spinosa jacq.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LOCAL E PERIODO DE REALIZACAO DOS TESTES

As atividades foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do Centro
Universitario Doutor Ledo Sampaio (Uniledo) Juazeiro do Norte — CE, durante 0 més de
Marco de 2018.

2.2 MATERIAL VEGETAL

A espécie Cleome spinosa foi coletada no Haras Melo, no municipio do Juazeiro da
Bahia. A identificacdo botanica e o deposito da exsicata foram realizadas no Herbario
Caririense Dardano de Andrade Lima — HCDAL da Universidade Regional do Cariri —
URCA.

2.3 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE Cleome spinosa

A extracdo do 6leo essencial de Cleome spinosa foi feita utilizando-se o sistema de
arraste de vapor, e coletado em um aparelho doseador tipo Cleavenger, modificado por
Gottlieb; Magalhdes (1960). O procedimento foi feito de forma que as folhas de Cleome

spinosa foram colocadas em um baldo de 5 litros juntamente com 2,5 L de 4gua, e mantido



em ebulicdo por 2 horas. Ap6s obtida a mistura dgua/6leo no doseador, foi separado, tratada
com sulfato de sédio anidro (Na2SO4) e filtrada para haver separagdo total do 6leo e da &gua.

2.4 PREPARO DA SOLUCAO INICIAL E DE TESTE

O preparo da solucéo inicial das amostras foi feita diluindo 10 pL do éleo em 1 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO - Merck, Darmstadt, Alemanha), para a obtencdo de uma
concentracdo inicial. A partir desta concentracdo, foi realizada diluicdo em agua destilada

estéril a fim de atingir a concentracdo de 16 384 pug/mL (solucdo teste).

2.5 LINHAGENS, DROGAS UTILIZADAS E MEIOS DE CULTURA

Os microrganismos que foram utilizados nos testes de sensibilidade aos produtos
naturais foram obtidos do Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da
Universidade Regional do Cariri — URCA. Foram utilizados duas linhagens padrdo de
leveduras Candida albicans ATCC 40006 e Candida tropicalis ATCC 40042, bem como
isolados clinicos das duas espécies. O fluconazol foi utilizado como droga de referéncia no
teste de modulagdo do farmaco comercial.

2.6 INOCULO

Todas as linhagens foram inicialmente mantidas em tubos de ensaio contendo Agar
Sabouraud Dextrose ASD inclinado, sob refrigeracdo (8°C), no Laboratdrio de Microbiologia
e Biologia Molecular - LMBM da Universidade Regional do Cariri. Para os testes da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM), na
preparagdo do indculo dos fungos, inicialmente os isolados foram cultivados em meio Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) vertido em placa de Petri a 37 °C por 24 horas (overnight). A
partir destas, foram preparadas suspensfes dos microrganismos em tubos contendo 3 mL de
solucdo estéril (NaCl a 0,9%). Em seguida, essas suspensdes foram agitadas com auxilio do
aparelho vortex e a turbidez foi comparada e ajustada aquela apresentada pela suspensao de
sulfato de béario do tubo 0,5 da escala de McFarland, a qual corresponde a um indculo de
aproximadamente 105 unidades formadoras de coldnias/mL — UFC/mL (SOUZA et al., 2007).



2.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinacdo da CIM do 6leo essencial foi realizada pela técnica de microdiluigéo,
utilizando placas contendo 96 cavidades com fundo chato e em triplicata (ELLOF, 1998;
SOUZA et al., 2007). Em cada orificio da placa foi adicionado 100 puL do meio liquido BHI.
Para distribuicdo na placa de microdiluicdo foram preparados tubos eppendorf® contendo
cada um deles 1,5 mL de solugdo contendo 1350 pL de BHI ¢ 150 puL da suspensdo fungica.
A placa foi preenchida no sentido numérico adicionando-se 100 uL desta solu¢do em cada
poco (placa de 96 pogos) e em seguida procedendo-se a microdilui¢do seriada com a solugéo
de 100 pL do produto natural (JAVADPOUR et al., 1996). A revelacdo da CIM foi feita pela
observacao da turbidez provocada pelo crescimento. Foi definido que CIM para os produtos
testados, como a menor concentragdo capaz de inibir visualmente o crescimento flingico
verificado nos orificios, quando comparado com o crescimento controle. Variando nas

concentragoes de 8192 a 4 pg/mL. As placas foram levadas a estufa por 24 h a 37 °C.

2.8 TESTE DE MODULACAO DO FLUCONAZOL

A solugdo contendo o Oleo essencial foi testada em concentragdo sub-inibitdria
(CIM/16). O volume de 100 puL de uma solucdo contendo CSD, 10% do indculo e produto
natural foram distribuidos em cada poco no sentido alfabético da placa. Logo apos, 100 pL de
cada antifingico, individualmente, foi misturado ao primeiro poco, procedendo a
microdiluicdo em série, numa proporcao de 1:1 até a penultima cavidade, a Ultima cavidade
foi usada para controle de crescimento fungico. As concentra¢es do antifungico variardo
gradualmente de 512 a 0,5 pg/mL (COUTINHO et al., 2008). Foram utilizados controles de
diluicdo dos produtos naturais, onde o inoculo foi substituido por salina, e o controle de
esterilidade do meio.

2.11 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)
Em cada poco da placa do teste da CIM, foi adicionada uma haste estéril, que apos

homogeneizar 0 meio contido na cavidade, foi subcultivada em placa de Petri contendo ASD,

através da transferéncia de uma pequena aliquota da solugéo teste (meio + inoculo + produto



natural) para verificacdo de viabilidade celular. As placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas, e foram verificadas quanto ao crescimento ou ndo crescimento de col6nias de Candida.
A CFM foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento de col6nia
fangica frente ao produto natural (ERNST et al., 1999).

2.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados e analisados através dos programas Microsoft Office Excel
2010®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Ao testar atividade antifungica e modulatoria da espécie de Cleome spnosa jacq frente

as cepas de Candida tropicalis e Candida albicans foram obtidos os seguintes resultados:

Na tabela 1 estd demonstrada ConcentracGes Inibitérias Minimas do éleo essencial de
Cleome spinosa, frentes as espécies de Candida albicans (CA INCQS 40006 e isolado

clinico) e a de Candida tropicalis (CT INCQS 40042 e isolado clinico), respectivamente.

Tabela 1: Concentragdes Inibitérias Minimas do 6leo essencial de Cleome spinosa,

frentes as espécies de Candida

Espécie Concentracao
C. albicans INCQS 40006 < 8 pg/mL

C. albicans Isolado Clinico 4387 <8 pg/mL

C. tropicalis INCQS 40042 > 16384 pg/mL

C. tropicalis Isolado Clinico 23 > 16384 pg/mL

Desde modo, através dos métodos que foram empregados para se obter atividade
antifungica da Cleoma spnosa jacq foi possivel alcancar resultados significativos, nota-se que
0 produto natural conseguiu inibir o crescimento de Candida albicans no meio BHI liquido,
obtendo assim, um efeito positivo devido & acdo do produto natural frente & espécie em
questao.

Segundo Rates (2001), atraves do uso de produtos naturais é possivel utilizar o mesmo

para o tratamento de varias enfermidades, tendo em vista que algumas plantas atuam frente a



determinados microrganismos, e é capaz de inibir sua reproducdo agindo no seu mecanismo
de proliferacdo e conseguindo assim, obter resultados importantes para o tratamento ou até
mesmo a cura de determinadas infecdes, ja que essa pratica vem sendo utilizada ha décadas e
demonstra efeitos positivos no tratamento de patologias, dentre elas, as que sdo causadas por
fungos (VEIGA-JUNIO, 2008).

Entretanto, o uso dos produtos naturais nem sempre € eficaz, como foi observado na
espécie Candida tropicalis, nota-se que a mesma teve crescimento em todo o meio de BHI
liquido, quando foi testada com o dleo essencial de Cleoma spinosa jacq, ou seja, tendo uma
resisténcia maior nas concentragbes que foram utilizadas, e apresentou turvacdo nitida no
meio, confirmando o crescimento da mesma.

Segundo outros estudos envolvendo uso de produtos naturais para conseguir inibir o
crescimento fungico, foram utilizados o 6leo essencial de E. uniflora e a mesma apresentou
um baixo poder de inibicdo sobre as cepas de Candida, porém detectou-se sua atividade
inibitéria sobre C. krusei FCF-281. De uma forma geral, C. tropicalis mostrou-se como a
espécie mais resistente a acdo dos 6leos essenciais testados (Farias; Lima, 2000; Belém,
2002).

Desta forma, verifica-se que a diferenca entre maior ou menor atividade biolégicas dos
6leos essenciais pode ser explicada devido a suas estruturas quimicas, por exemplos aquelas
que possuem eugenol, citral, pineno, cineol, elemeno, furanodieno, imoneno, cariofileno,
eucaliptol, carvacrol e outros. Com tudo observa que esses constituintes quimicos tem a
capacidade de possuirem propriedades antiparasiticas, antissépticas, antibacteiranas e
antifungicas (CRAVEIRO et al., 1981; SOUZA et al., 2005).

Apos a obtencdo dos resultados da atividade antifingica com as cepas analisadas, foi
verificada acdo sinérgica do 6leo essencial da Cleome Spnosa jacq, com o farmaco comercial
Fluconazol, adquirindo assim, os seguintes resultados:

Na tabela 2 é observada que a associacdo com o antifungico, potencializou a acéo do
6leo essencial de Cleome spinosa, frentes a espécie de Candida tropicalis (CT INCQS 40042
e isolado clinico). Em relacdo a Candida albicans, a associacdo entre 0 medicamento e 0
produto natural, ndo teve acdo sinérgica ou antagonica, obtendo os mesmos resultados da

Concentracéo Inibitoria Minima (CIM).

Tabela 2: Potencial modulatério do 6leo essencial de Cleome spinosa frentes as espécies
de Candida
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Espécie Concentracéao
OECs + Fluc - C. albicans INCQS 40006 <8 pg/mL
OECs + Fluc - C. albicans Isolado Clinico 4387 < 8 pug/mL
OECs + Fluc - C. tropicalis INCQS 40042 256 pg/mL
OECs + Fluc - C. tropicalis Isolado Clinico 23 256 pg/mL

Candida albicans ndo apresentou uma alteracdo quando comparada a atividade
antifingica, observando que a mesma continuava sendo sensivel aos testes que foram feitos
associando o Fluconazol com o 6leo essencial, ou seja, a acdo que a cepa foi submetida
continuava fazendo sua inibicdo, na mesma intensidade que o produto natural isolado,
obtendo assim, resultados satisfatorios nos métodos que foram empregados.

Considerando a resisténcia das leveduras pertencentes ao género Candida frente aos
produtos naturais como no caso de Candida tropicalis, o sinergismo da Cleome spnosa jacq
com o Fluconazol potenciou seu efeito e conseguiu inibir seu crescimento como mostra a
tabela 2.

Desde modo, a combinacdo de substancias com efeito sinérgico pode aumentar a
biodisponibilidade de substancias ativas e/ou reduzirem as doses das mesmas.
Consequentemente, a toxicidade e efeitos adversos diminuem, contribuindo dessa forma para
0 aumento da eficacia terapéutica, ja que essa associacdo pode obter resultados importantes
para a inibicdo fungica frente aos produtos naturais (CASANOVA; COSTA, 2017).

A terapéutica contra as infeccdes oportunistas € baseada em farmacos derivados de
azois (ex.: fluconazol, voriconazol) e no derivado poliénico anfotericina B. Quando incluidos
no mercado, estes compostos mostraram alta eficdcia como agentes antifungicos, porém a
constante resistencias dos microrganismos, o uso indiscriminado dos agentes antifungicos e 0s
efeitos adversos graves levam a necessidade constante de produzir novos farmacos no
mercado e/ou promover a associacdo de novas substancias naturais com esses compostos, ja
existentes a fim de obter maior eficacia e menores efeitos adversos (PFALLER et al.,2010;
2014; LEWIS, 2011).
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4. CONCLUSAO

Conclui-se que com resultados adquiridos foram satisfatorios, demostrando-se
importante para serem feitas pesquisas clinicas, na busca de novos compostos com o intuito
de apresentar uma alternativa aos demais antiflngicos comerciais, numa tentativa de

minimizar a crescente resisténcia fungica a esses farmacos.
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