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POTENCIAL ANTIFUNGICO DO OLEO ESSENCIAL DO BOTAO FLORAL DE
Cordia verbenacea ASSOCIADO AS LUZES DE LED

Vanessa Dantas Leite’
Edinardo Fagner Ferreira Matias®

RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar o potencial antifingico do 6leo essencial do botéo floral
de C. verbenacea (OEBFCv) associado as luzes do aparelho de LED. O OEBFCv foi obtido
pelo método de hidrodestilagdo. A atividade antifingica e moduladora foi realizada através do
método de microdiluicdo utilizando o OEBFCv, luzes de LED e o antifungico cetaconazol. Os
testes foram realizados em triplicata e submetidos a andlise estatistica. Na avaliacdo da
atividade antifungica do OEBFCv combinado com as luzes de LED frente Candida albicans
(C. albicans) e Candida krusei (C.krusei), ndo houve efeito antifingico clinicamente
relevante, apresentando CIM > 512ug/mL. Na atividade moduladora da resisténcia fungica, a
associacdo do OEBFCv com o cetaconazol frente as espécies testadas, evidenciou um efeito
antagbnico, e indiferenca quando combinado as luzes do LED. Porém, houve sinergismo
quando associado com a luz azul do LED frente C. albicans e com as luzes amarela e azul
frente C. krusei. Os dados obtidos revelam que o OEBFCv ndo possui capacidade de inibir o
crescimento fangico em concentracdes clinicamente relevantes, porém evidencia efeito
modulador, quando combinado ao antifungico e as luzes de LED. Com isso, torna-se
importante a estimulacdo de futuras pesquisas que aprofundem a investigacdo dos efeitos
moduladores com o uso das luzes de LED, bem como a utilizacdo de outras metodologias que
visem esclarecer os mecanismos de a¢do antifungica.

Palavras-chave: Atividade antifungica. Candida. Cordia verbenacea. Light Emitting Diode
(LED).

ANTIFUNGAL POTENTIAL OF THE ESSENTIAL OIL OF THE FLORAL BUTTON
OF Cordia verbenacea ASSOCIATED WITH LED LIGHTS

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the antifungal potential of the essential oil of the floral
bud of Cordia verbenacea (OEBFCv) associated with the lights of the LED apparatus.
OEBFCv was obtained by hydrodistillation method. The antifungal and modulatory activity
was performed through the microdilution method using the OEBFCv, LED lights and the
antifungal agent cetaconazole. The tests were performed in triplicate and submitted to
statistical analysis. In the evaluation of the antifungal activity of OEBFCv combined with
LED lights against Candida albicans (C. albicans) and Candida krusei (C. krusei), there was
no clinically relevant antifungal effect, presenting MIC>512ug/mL. In the modulating activity
of fungal resistance, the association of OEBFCv with cetaconazole against the species tested
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showed an antagonistic effect, and indifference when combined with LED lights. However,
there was synergism when associated with the blue light of the LED front C. albicans and
with the yellow and blue front lights C. krusei. The data obtained show that OEBFCv does not
have the capacity to inhibit fungal growth in clinically relevant concentrations, but evidences
the modulating effect when combined with antifungal and LED lights. Therefore, it is
important to stimulate future research that deepens the investigation of the modulating effects
with the use of LED lights, as well as the use of other methodologies aimed at clarifying the
mechanisms of antifungal action.

Key words: Antifungal activity. Candida. Cordia verbenacea. Light Emitting Diode (LED).

1. INTRODUCAO

Algumas plantas medicinais exibem biomoléculas com potenciais antifingicos que
podem ser usadas para o tratamento alternativo natural ou complementar ao convencional
contra agentes micéticos. A atividade anticAndida também j& pdde ser demonstrada por
diferentes Oleos essenciais (MARTINS et al., 2014; MANDRAS et al., 2016). Cordia
verbenacea é uma planta medicinal pertencente a Familia Boraginaceae, popularmente
utilizada para reumatismo, problemas de coluna e artrite. Possui também propriedades anti-
inflamatoria e antimicrobiana (BARROSO et al., 2002; PEREIRA, 2013; PINTO;
CARDOSO; ARRIGONI-BLANK, 2009; MATIAS et al., 2015).

Fungos do género Candida podem ocasionar infeccdes envolvendo pele, mucosas,
6rgdos internos ou até mesmo o sistema sanguineo. A depender do envolvimento desse
microrganismo no hospedeiro, a candidiase pode ser classificada em superficial ou sistémica,
acometendo mais pacientes imunocomprometidos (PASSOS, 2007; LIMA et al., 2006). A
causadora mais prevalente de infec¢bes flngicas, embora seja uma espécie comensal, é
Candida albicans (C. albicans), a qual na forma de hifa consegue invadir as células epiteliais
e endoteliais, evadir da acdo fagocitaria e formar biofilmes que colonizam e
consequentemente provocam danos ao tecido (TAN et al., 2014; MATHE; DIJCK, 2013).

A utilizacdo de fontes luminosas no tratamento de diversas patologias cutaneas é
considerada uma das medidas terapéuticas mais antigas (BAROLET, 2008). Light Emitting
Diode (LED) sdo diodos semicondutores que estdo sendo considerado um recurso promissor
na fototerapia para o tratamento dermatofuncional, mas que ainda é pouco frequente na
pratica clinica. Além disso, este aparelho mostra-se eficaz na atuacdo antimicrobiana
(MEYER, et al.,2010).

A infecgdo micotica € de dificil tratamento por possuir efeitos adversos e apresentar

resisténcia, requerendo assim, a busca de alternativas na terapéutica antifingica, como a
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investigacdo de produtos naturais com propriedades medicinais. Tendo em vista que partes
aéreas de Cordia verbenacea, como a folha, possuem efeito antimicrobiano, é importante
analisar se outras estruturas, como o botéo floral, também desempenham esta a¢cdo, bem como
avaliar a potencializacdo desse efeito frente as luzes do aparelho de LED. Dessa forma, o
presente estudo objetivou avaliar o potencial antifingico do 6leo essencial do botéo floral de

Cordia verbenacea associado as luzes do aparelho de LED.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 TIPO DE ESTUDO

O presente trabalho foi realizado a partir de um estudo experimental, de carater

qualitativo e quantitativo.

2.2 SELECAO, COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Flores de Cordia verbenacea foram coletadas na Chapada do Araripe situada no
municipio de Crato, Ceard, Brasil. O material vegetal foi coletado e identificado e preparado
uma exsicata da espécie com nimero de registro 044171 que foi depositada no Herbario

Caririense Dardano de Andrade-Lima da Universidade Regional do Cariri — URCA.

2.3 OLEO ESSENCIAL

2.3.1 Extracdo do o6leo essencial

Flores de Cordia verbenacea foram submetidas ao processo de hidrodestilacéo,
durante duas horas, num aparelho do tipo Clevenger. O 6leo essencial foi recolhido e em
seguida teve sua umidade retirada com sulfato de sodio anidro (Na,SO,), e mantido
refrigerado a < 4 ° C, até analise (MATOS et al., 1999).

2.4 PREPARO DAS SOLUCOES PARA TESTES ANTIFUNGICOS
2.4.1 Preparo da solucéo inicial e das solugdes de teste
No preparo da solucéo inicial, o 6leo essencial foi solubilizado em dimetilsulfoxido

(DMSO0), sendo observadas as seguintes propor¢des: 10mg de 6leo essencial solubilizado em

1mL DMSO, para obter uma concentracdo inicial de 10 mg/mL. Em seguida, esta solucédo foi



diluida em agua destilada atingindo concentragdo de Oleo de 1024ug/mL e reduzindo a
concentracdo de DMSO para 10% e a partir desta, efetuou-se diluigcdes seriadas de 1:2, onde
DMSO apresentou concentracbes < 5%, ndo manifestando interferéncia na atividade

antifungica avaliada.
2.5 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados nos testes foram Candida albicans (C.A URM 5597
resistente e CA INCQS 40006 padrdo) e Candida krusei (CK INCQS 40095 padrdo e CK
URM 4263 resistente) obtidos através do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude.

2.6 MEIOS DE CULTURA

Foram utilizados nos ensaios bioldgicos os meios de cultura: Heart Infusion Agar -
HIA (Difco Laboratories Itda.), e Brain Heart Infusion — BHI. Todos os meios de cultura
foram preparados segundo as especificaces do fabricante e esterilizados em autoclave de

vapor quente.

2.6.1 Preparo e padronizacdo dos indculos

Culturas fungicas ficaram mantidas a 4°C em Heart Infusion Agar - HIA. Antes dos
testes, as linhagens foram repassadas para 0 meio HIA e incubadas a 35°C por 24 horas. As
linhagens fungicas foram ativadas e inoculadas em Brain Heart Infusion - BHI na
concentracdo recomendada pelo fabricante, e incubadas nas mesmas condicOes citadas
anteriormente. Suspensfes com crescimento fldngicos foram diluidas em BHI em
concentracdo de 10% até a obtencao de 10° céls/mL (JAVADPOUR et al., 1996)

2.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)
Os ensaios para determinagcdo da CIM dos produtos naturais foram efetuados através

do método de microdiluicdo em caldo, utilizando placas esterilizadas de 96 pogos com

diluicBes em série de 1:2 e concentragdes variando de 512 a 8 ug/ml (CLSI, 2015).
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2.7.1 Execucdo e leitura dos ensaios

Culturas fungicas mantidas em agar estoque sob refrigeracdo foram repicadas em meio
BHI e incubadas a 35°C durante 24 h. Apos esse periodo, procedeu com a padronizacdo do
indculo, que consiste na preparacdo de uma suspensdo em BHI, cuja turvacdo fosse similar ao
tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 10° UFC/mL). Dessa suspensdo foram retirados 100 pL e
adicionado em cada poco da placa acrescido de diferentes concentragdes do 6leo essencial. As
placas de microdiluicdo contendo C. albicans e C. krusei foram divididas em 4 grupos, e
receberam a denominacdo de grupo 1 (controle - placas que acompanharam todo o processo
experimental sem sofrer exposicdo a luz e foi utilizada para confirmar a viabilidade das
colénias flangicas), grupo 2 (vermelho — placas que foram expostas a luz vermelha do
aparelho de LED), grupo 3 (azul — placas que foram expostas a luz azul do aparelho de LED),
grupo 4 (amarelo — placas que foram expostas a luz amarela do aparelho de LED). As placas
foram expostas a cada luz por 10 minutos (KORELO et al., 2013, modificado).A CIM foi
observada pela presenca ou auséncia de turvacdo. Os testes foram realizados em triplicata e as

placas serdo incubadas a 35 + 2 °C, durante 24h.

2.8 AVALIACAO DA INTERFERENCIA DO OLEO ESSENCIAL SOBRE A
RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

A CIM do antifungico cetaconazol foi avaliada na presenca e na auséncia do 6leo em
placas de microdiluicdo estéreis. O antifungico foi avaliado nas concentra¢des variando de

512 a 8ug/mL, onde foram obtidos junto a Sigma®.

2.8.1 Execucdo e leitura dos ensaios

A atividade moduladora do antifngico foi realizada com o cetaconazol a partir da
utilizacdo das cepas fungicas multirresistentes onde a concentracdo correspondeu a
1.024pg/mL. Os antifungicos foram diluidos em um volume de 100 puL seriadamente nos
pogos contendo o meio de cultura BHI e a suspensdo com o inoculo da cepa multirresistente,
com o produto natural na concentracao subinibitéria (CIM/8) (COUTINHO et al., 2010). As
placas também foram divididas em 4 grupos, e receberam a denominacéo de grupo 1, grupo 2,
grupo 3 e grupo 4, como ja descrito na ultima sessdo, também sendo expostas a cada luz de
LED por 10 minutos (KORELO et al., 2013, modificado). As placas foram incubadas por 24



horas 35 + 2 °C. Apo6s a incubacdo a atividade moduladora foi evidenciada pela presenca ou
auséncia de turvacdo. Todos os testes foram realizados em triplicatas e posteriormente

submetidos a andlise estatistica.
2. 9 EQUIPAMENTO DE LED

O aparelho utilizado durante o procedimento experimental foi um Diodo emissor de
luz e LED, da marca Dermaled®. A unidade possui os espectros de luz vermelha, azul e
amarela, permitindo também a combinacdo dessas cores. Cada placa recebeu irradiacdo por

um periodo de dez minutos com luz azul, amarela e vermelha.

2.10 MODELO ESTATISTICO

Os resultados obtidos com a CIM e modulacdo foram distribuidos em planilha
utilizando software Microsoft Excel® 2010 e em graficos usando o programa GraphPad
Prisma 6.0®. Os resultados foram comparados através de analise de variancia (ANOVA) e a
comparacao entre as médias geométricas foi realizada de acordo com teste de Bonferroni

sendo considerado significativo quando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os testes de atividade antifungica do 6leo essencial do botdo floral de Cordia
verbenacea (OEBFCv) combinado com as luzes de LED, realizados pela metodologia de
microdiluicdo frente Candia albicans (C. albicans) e Candida krusei (C.krusei), a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi > 512ug/mL. Indicando que este tipo de
combinacédo ndo possui efeito antiflngico clinicamente relevante.

Beraldo et al. (2015) em seu estudo de avaliacédo de atividade antifungica de produtos
naturais frente a C. albicans utilizando a metodologia de microdilui¢do, também n&do obteve
resultados capazes de inibir a cepa.

Os valores da CIM podem ser influenciados por diversos fatores, tais como a
utilizacdo do inoculo e meio de cultura altamente concentrados (BALOUIRI; SADIKI,
IBNSOUDA, 2016). A origem da planta, época da coleta, preparacao do produto a ser testado
(a partir de plantas frescas ou secas), microrganismo e a cepa utilizada no teste, também séo
alguns dos fatores que podem interferir nos resultados (ELISSA et al., 2008).

Segundo Van Vuuren (2008) a volatilidade dos 6leos essenciais é um fator importante

que pode impactar num resultado, o qual esta sujeito a diversas influéncias ambientais. Essa



evaporacdo pode ocorrer devido ao tempo de incubacédo e a temperatura excessiva, ocorrendo
mais provavelmente quando ha a utilizacdo de fungos, visto que estes apresentam longos
periodos de incubacdo (2-7 dias). Assim, falsos negativos ainda podem ser encontrados e a
possibilidade de atividade pode ser subestimada. Além disso, a analise do método empregado
no experimento da atividade antimicrobiana de produtos vegetais é fundamental.

Quanto a avaliagdo da atividade moduladora da resisténcia fungica a cetaconazol
pode-se observar que houve o aumento da CIM frente C. albicans e C. krusei, indicando
efeito antagbnico. Enquanto as demais combinacdes mostraram-se indiferentes quando
associado as luzes de LED. Contudo, frente C. krusei, a associa¢do do produto com as luzes
amarela e azul culminou na diminuicdo da CIM, indicando sinergismo, bem como na
combinacdo do OEBFCv com a luz azul do LED, frente C. albicans, como representado no

grafico 1.

Gréfico 1: Representacgdo da atividade moduladora da resisténcia fungica a
Cetaconazol associado ao OEBFCv e luzes de LED
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Fonte: autor (2018).

Alguns produtos naturais possuem a capacidade de modificar a atividade do
antimicrobiano, modulando sua agdo ou revertendo a resisténcia (TINTINO et al., 2013).

Devido a composicdo quimica de alguns 6leos/extratos com propriedades bioldgicas, pode
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haver a associacdo com antifungicos sintéticos, a fim de uma melhor eficacia na acdo de
ambos (SILVA et al., 2017).

A acdo dos antiflngicos € ligada a sintese do ergosterol, e esta é prejudicada pela
automedicacdo sem indicacdo médica, com isso 0 organismo responde de forma a desenvolver
uma resisténcia (REZENDE, 2017). Algumas espécies de Candida possuem a capacidade de
formar biofilmes, que também é um fator ligado ao desenvolvimento da resisténcia a muitos
antimicrobianos utilizados em rotina no ambiente hospitalar, como anfotericina B, fluconazol,
itraconazol e cetoconazol (SOUZA et al., 2016).

Os antifingicos azolicos sdo bastante utilizados para o tratamento da candidiase.
Porém nem sempre sdo bem sucedidos devido a incidéncia da resisténcia microbiana, sendo
necessaria a pesquisa de novos agentes antifingicos para aumentar as alternativas de
tratamento de infec¢cdes micoticas bem como minimizar o impacto da resisténcia (MORACE;
PERDONI; BORGHI, 2014).

O Light Emithing Diodes- LED (emissor de luz) é uma alternativa fototerapica no
tratamento de lesdes dermatoldgicas. Este aparelho produz uma poténcia de irradiacao segura,
com pouco consumo de energia, vida atil longa, baixa intensidade e boa poténcia, fatores
esses que associados a terapia antimicrobiana mostram perspectivas promissoras na reversao
da resisténcia (LIRA et al., 2012; MOREIRA, 2009).

Segundo Pereira et al., (2017) a fototerapia por uso do LED pode vir a ser uma
alternativa para o controle da atividade microbiana, visto que ha a utilizacdo de luz visivel
com comprimentos de ondas especificas em certas drogas fotossensiveis. Ressaltando ainda
que as luzes azuis ja sdo usadas com um efeito anti-inflamatério e antimicrobiano.

Moreira (2009) relata que mesmo que 0s mecanismos da atividade antimicrobiana da
luz de LED em combinacdo com drogas ou produtos naturais ainda tenham que ser
esclarecidos, ja é sabido que houveram efeitos sinérgicos obtidos com a luz azul do LED e
que pode ser explicado devido a inducdo do estresse oxidativo.

Segundo Grebenova et al (2003) o efeito da terapia com fototerapia, pode ser
explicada devido a alteracBes bioquimicas na membrana celular e na mitocondria (inibindo a
respiracdo celular),culminando na dissolucdo da célula. O processo de divisao celular pode ser
inibido bem como a inativacdo de enzimas responsaveis pelo aumento da permeabilidade e
metabolismo celular.

Os efeitos bioldgicas das luzes de LED dependem do comprimento de onda, dose,
intensidade e tempo de irradiacdo (BAROLET, 2008). Esses fatores podem ser uma possivel

explicacdo para os resultados indiferentes apresentados no presente estudo.
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4. CONCLUSAO

Considerando os dados obtidos nesse estudo, pode-se afirmar que o 6leo essencial do
botdo floral de Cordia verbenacea associado as luzes de LED apresentaram efeito antifingico
clinicamente irrelevante, pelo método de microdilui¢do. Entretanto, houve acdo modulatoria,
quando associado ao antifungico cetaconazol e as luzes de LED. Dessa forma, sabendo da
resisténcia dos fungos pertencentes ao género Candida frente aos antifungicos atualmente
utilizados, é importante a busca de novos compostos antifungicos de origem vegetal,
acrescidos de estudos toxicoldgicos e clinicos. O presente estudo busca estimular futuras
pesquisas que aprofundem a investigacdo dos efeitos moduladores com o uso das luzes de
LED, bem como a utilizacdo de outras metodologias que visem esclarecer os mecanismos de

acao antifangica.
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