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RESUMO

A incidéncia de infeccBes graves causadas por micro-organismos resistentes vem aumentando
mundialmente. O uso de algumas plantas na medicina surge como uma possivel alternativa
para tentar conter essas infeccGes. As espécies Piper mikanianum e Piper diospyrifolium
conhecidas como pariparoba e jodo-borandi respectivamente, sdo utilizadas na medicina
popular de varias localidades do mundo. Considerando o uso popular, a disponibilidade e
acessibilidade, objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das folhas
destas espécies de Piper, bem como identificar seus constituintes quimicos. Os 6leos foram
cedidos pelo professor Dr. Luiz Everson da Silva da Universidade Federal do Parand — UFPR
e a analise quimica foi realizada por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG/EM). O rendimento para o 6leo de P. mikanianum (OEPM) foi de 0,96% e
para P. diospyrifolium (OEPD) foi de 0,49%. A concentracdo inibitéria minima e a acédo
conjunta dos 6leos aos farmacos gentamicina, eritromicina, norfloxacina e fluconazol contra
bactérias e fungos foram determinadas pelo método de microdiluicdo em caldo. Os dados
obtidos nos ensaios antimicrobianos foram analisados através do programa estatistico
GraphPad Prisma 6.0, para fungos a leitura espectrofotométrica compds a curva de
viabilidade celular e a concentracéo capaz de inibir 50% da populacdo fingica (ICsp). Testes
de concentracdo fungicida minima e a acdo sobre a morfologia fungica também foram
realizados. Os resultados da composicdo quimica dos 6leos tiveram compostos terpénicos e
fenilpropanoides como mais importantes, conhecidos por suas atividades antimicrobianas,
antiprotozodrias, antidiabéticas e anti-inflamatorias. Para P. mikanianum, surgiu como
composto majoritario o safrol (82%) e para P. diospyrifolium, o Z-Carpacin (24,3%). A
avaliacdo intrinseca in vitro dos 6leos ndo revelou importancia clinica, entretanto, a acao
conjunta a droga gentamicina foi sinérgica contra cepa multirresistente de Escherichia coli
(20 pg/mL) para OEPM, e para E. coli e Staphylococcus aureus quando associado a OEPD
(25,39 e 6,34 pg/mL respectivamente). Em associacdo ao fluconazol OEPM mostrou
sinergismo contra a estirpe de Candida albicans padrdo (ICsp: 69,97 ug/mL) e OEPD obteve
efeito sinérgico C. albicans padrdo (ICso: 94,12 pug/mL) e Candida tropicalis isolado (ICso:
103,7 pg/mL). Efeito antagonico ou néo significativo foi visto diante das drogas eritromicina
e norfloxacina. Foi observado efeito fungistatico (OEPM — para todas as estirpes; OEPD —
CA INCQS 40006, CT INCQS 40042) e fungicida (OEPD - CA URM 4127, CT URM 4262)
para os Oleos, tanto intrinseca quanto associado. O 6leo de P. mikanianum inibiu
completamente a formagéo filamentosa em todas as cepas do teste e o de P. diospyrifolium
guando interagiu com as cepas de C. albicans. Portanto, os 6leos essenciais tiveram acgdo
efetiva no combate a viruléncia fungica sendo importantes descobertas para o tratamento de
infeccbes fungicas invasivas em pacientes de risco, para 0 uso na antibiGticoterapia
combinada e na confec¢do de novos farmacos.

Palavras chaves: ldentificacdo quimica. Staphyloccocus aureus. Escherichia coli. Candida
spp. Resisténcia. Anti-dimorfismo fangico.



ABSTRACT

The incidence of serious infections caused by resistant microorganisms is increasing
worldwide. The use of some plants in medicine emerges as a possible alternative to try to
contain these infections. The species Piper mikanianum and Piper diospyrifolium known as
pariparoba and john borandi respectively, are used in folk medicine from various locations
around the world. Considering the popular use, availability and accessibility, the objective
was to evaluate the antimicrobial activity of the essential oils of the leaves of these Piper
species, as well as to identify their chemical constituents. The oils were supplied by Professor
Luiz Everson da Silva of the Federal University of Parana - UFPR and the chemical analysis
was performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS). The yield for
P. mikanianum oil (PMEO) was 0.96% and for P. diospyrifolium (PDEO) 0.49%. The
minimum inhibitory concentration and the joint action of the oils on gentamicin,
erythromycin, norfloxacin and fluconazole drugs against bacteria and fungi were determined
by the broth microdilution method. Data obtained from antimicrobial assays were analyzed
using the GraphPad Prisma 6.0 statistical program, for fungi the spectrophotometric reading
composed the cell viability curve and the concentration capable of inhibiting 50% of the
fungal population (ICsp). Tests of minimum fungicidal concentration and action on fungal
morphology were also performed. The results of the chemical composition of the oils had the
most important terpenic and phenylpropanoid compounds, known for their antimicrobial,
antiprotozoal, antidiabetic and anti-inflammatory activities. For P. mikanianum, safrol (82%)
was the major compound and for P. diospyrifolium, Z-Carpacin (24.3%). In vitro intrinsic
evaluation of the oils did not reveal clinical importance, however, the joint action with
gentamicin drug was synergistic against multiresistant Escherichia coli strain (20 pg/mL) for
PMEO, and for E. coli and Staphylococcus aureus when associated with PDEO (25, 39 and
6.34 pg/mL respectively). In association with fluconazole PMEO showed synergism against
the standard Candida albicans strain (1Csp: 69.97 ug/mL) and PDEO had synergistic effect C.
albicans standard (ICsp: 94.12 pg/mL) and Candida tropicalis alone (ICsp: 103.7 pg/mL).
Antagonistic or non-significant effect was seen with erythromycin and norfloxacin. A
fungistatic (PMEO - for all strains; PDEO - CA INCQS 40006, CT INCQS 40042) and
fungicidal (PDEO - CA URM 4127, CT URM 4262) effect were observed for both intrinsic
and associated oils. The P. mikanianum oil completely inhibited filament formation in all test
strains and P. diospyrifolium when interacting with C. albicans strains. Therefore, essential
oils had an effective action against fungal virulence and were important discoveries for the
treatment of invasive fungal infections in at-risk patients, for use in combined antibiotic
therapy and in the manufacture of new drugs.

Key words: Chemical identification. Staphylococcus aureus. Escherichia coli. Candida spp.
Resistance. Antifungal dimorphism.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas para fins terapéuticos é uma tradicdo secular em diversas culturas
do mundo. Esta pratica € disseminada por sucessivas geracGes e o cultivo dessas ervas
constitui uma alternativa para os cuidados primarios da salide (FERREIRA, BATISTA E
PASA, 2015; BARRETO et al., 2010).

A familia Piperaceae € composta por 14 géneros e mais 1.900 espécies (ARROYO-
ACEVEDO et al., 2015). Inclui plantas herbaceas, arbustos e arvores sendo estas ultimas
menos frequente. O género Piper, 0 maior e mais representado, ocorre em toda a regido
tropical e subtropical do mundo (BERNUCI et al., 2016; DA SILVA et al., 2014). No Brasil
as espécies nativas P. mikanianum (Kunth) Steud. e P. diospyrifolium Kunth, pertencem a
Mata Atlantica e sdo comumente encontradas nas regides Sul e Sudeste do pais, onde séo
utilizadas na medicina popular (GUIMARAES et al., 2015; GUIMARAES & MONTEIRO,
2006).

Vaérias espécies de Piper apresentam potencial medicinal com variadas propriedades
bioldgicas incluindo acdo no sistema nervoso central (LOPES et al., 2012), larvicida (DA
SILVA et al., 2016), acaricida (FERRAZ et al., 2010), antibacteriana (DOGNINI et al., 2012;
SALLEH et al., 2011) e antifungica (NAVICKIENE et al., 2006). Sendo assim, oS
componentes quimicos presentes nestas espécies mostram potencial para o desenvolvimento
de novos medicamentos (BARDELLI, KIRIZAWA E SOUSA, 2008; BERNUCI et al.,
2016).

Um dos desafios da medicina moderna é o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos. O surgimento de doencas emergentes, 0 aumento das infeccdes microbianas
e o desenvolvimento da resisténcia a antibioticoterapia € uma preocupacdo crescente
(TORTORA, FUNKE E CASE, 2017; FLORINDO, 2019).

O uso do dleo essencial, como agente antimicrobiano é uma alternativa relevante
para conter a resisténcia microbiana e coloca a pesquisa de plantas medicinais num importante
patamar cientifico, abrindo perspectivas para investigacdes etnofarmacoldgicas, fitoquimicas,
microbiologicas entre outras (TINTINO et al., 2013; MATIAS, 2011). Assim, ndo so o 0leo,
mas diversos produtos naturais sdo avaliados diante do seu potencial antimicrobiano
intrinseco e associado a drogas comerciais (MATIAS, 2011).

O reino vegetal ¢ uma fonte rica em metabolitos secundarios com distintas funcoes

ecologicas. Muitos destes metabdlitos sdo validados quanto a sua eficacia bioldgica e a
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seguran¢a do uso dos seus compostos bioativos no desenvolvimento de novos produtos
agroindustriais e farmacéuticos (SIMOES et al., 2017).

Devido a importancia dos metabolitos secundarios o estudo sobre a composicao
quimica de espeécies torna-se cada vez mais aprofundado. A pesquisa fitoquimica mostra ao
pesquisador o conhecimento dos constituintes quimicos de espécies vegetais. Os 0leos
essenciais ou volateis possuem variados constituintes como hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, entre outros que se apresentam em concentracdes variadas
(SIMOES et al., 2017; MATOS, 2009).

Em meio ao cenério enfrentado pela industria farmacéutica, neste trabalho é
abordado o efeito antimicrobiano dos Oleos essenciais de Piper mikanianum e Piper
diospyrifolium, em busca de entender seu possivel efeito por meio da identificacdo dos
constituintes quimicos.

Os dados obtidos foram apresentados em capitulos, que trazem dois artigos
abordando a composi¢cdo quimica, a acdo antimicrobiana intrinseca e combinada, contra

fungos e bactérias, e a verificacao do efeito exercido sobre o pleomorfismo de Candida spp.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar o perfil quimico e a acdo antimicrobiana do 6leo essencial das folhas das
espécies Piper mikanianum e Piper diospyrifolium sobre cepas bacterianas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e leveduras de Candida albicans e Candida tropicalis.

2.2 Objetivos Especificos

. Identificar os constituintes quimicos dos 6leos essenciais de Piper mikanianum
e Piper diospirifolium;

. Avaliar a atividade antibacteriana intrinseca do Oleo essencial através da
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a concentracdo capaz de inibir 50%
da populacéo fangica (ICsp);

o Verificar o efeito modulador dos dleos essenciais associados aos farmacos das
classes dos aminoglicosideos, macrolideos, fluoroquinolonas e azéis;

o Analisar o tipo de efeito exercido pelo 6leo por meio da Concentracdo
Fungicida Minima (CFM);

o Averiguar a atuacdo dos 6leos e do antifingico comercial sobre o um dos

mecanismos de viruléncia do género Candida, o pleomorfismo celular.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Produtos naturais

Historicamente, medicamentos derivados de produtos naturais, principalmente os de
origem vegetal, sdo amplamente utilizados para prevenir e tratar patologias. A diversidade
estrutural e atividade biolégica dos produtos naturais os tornam valiosas fontes para a
descoberta de novas drogas (LI et al., 2019).

A natureza, de forma geral, produz a maioria das substancias organicas conhecidas.
As plantas medicinais sdo ricas em metabdlitos secundarios, utilizados na forma de
fragrancias, sabores, nutrientes, repelentes e corantes (SAVITHRAMMA, RAO E
SUHRULATHA, 2011; KALLSCHEUER et al., 2019; PYNE, NARCROSS E MARTIN,
2019). Devido a importancia dos metabdlitos secundarios o estudo sobre a composicao
guimica de espécies vem se tornando cada vez mais crescente e aprofundado (MATQOS, 2009;
SIMOES et al., 2017).

3.1.1 Metabolitos secundarios de plantas

Os componentes organicos produzidos pelos vegetais sdo divididos em dois grupos:
0 metabolismo primario, composto de macromoléculas essenciais a sobrevivéncia do vegetal
(crescimento) com funcdo estrutural e de armazenamento de energia, € 0 metabolismo
secundario, que atuam na defesa da planta contra fatores externos (SIMOES et al., 2017;
REZENDE et al., 2016).

Os metabdlitos secundarios podem ser sintetizados por diferentes rotas biossintéticas,
originando as seguintes classes basicas: policetideos, terpenoides, alcaloides e
fenilpropanoides (SIMOES et al., 2017).

Os alcaloides se originam dos aminoacidos ornitina, arginina, lisina, entre outros e
sdo reconhecidos pelo seu espectro de atividades biolégicas como por exemplo: a morfina, a
cafeina e a nicotina (CARVALHO & NETO, 2016). Os compostos fenolicos
(fenilpropanoides, fendis, flavonoides e taninos) sdo formados pela via biossintetica do acido
chiquimico. Abundante nos vegetais, os flavonoides pertencem a classe dos polifenois. Os
taninos sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e vegetais. Os policetideos séo
formados a partir da combinacao de varios grupos acetato. Suas subclasses variam conforme a
diferenciacio da molécula iniciadora da cadeia carbonica (SIMOES et al., 2017).
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Os terpendides, por sua vez, sdo originados do difosfato de isopentenila (IPP), que é
um isopreno. Sua classificagdo se origina a partir do nimero de carbonos presente na
molécula: monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30),
tetraterpenos (C40) e politerpenos (mais de 40 carbonos). Estas moléculas sdo componentes
principais dos 6leos esseciais (CARVALHO & NETO, 2016; SIMOES et al., 2017).

3.1.1.2 Oleos essenciais

Oleos essenciais sid0 metabolitos secundarios volateis, produzidos por plantas
aromaticas e geralmente podem ser reconhecidos pelo seu odor caracteristico (MARTINELLI
et al., 2017). Eles estdo relacionados com diversas fungdes necessarias a sobrevivéncia
vegetal, exercendo papel fundamental na defesa, repelindo ou atraindo insetos e também
contra micro-organismos (BERAN et al., 2019; CARVALHO & NETO, 2016). Sao
compostos principalmente de mono e sesquiterpenos e de fenilpropanoides, metabdlitos que
conferem suas caracteristicas organolépticas (REZENDE et al., 2016).

As folhas, flores, caules ou raizes sdo matérias-primas para producdo de Oleos
essenciais e 0 seu estagio de desenvolvimento é um dos fatores determina a composicdo das
esséncias naturais. SA0 compostos com reconhecidas propriedades medicinais antimicrobianas
e antioxidantes, porém dependendo da dose administrada, o efeito deixa de ser terapéutico e
passa a ser toxico (FIGUEIREDO, PEDRO E BARROSO 2014; REZENDE et al., 2016).

Vaérias técnicas sdo empregadas para extracdo dos 6leos essenciais: hidro-destilacdo,
extracdo de solvente, extracdo de micro-ondas, etc. A composicdo e a quantidade do Gleo
essencial extraido podem variar conforme os diferentes métodos de extracdo (MARTINELLI
etal., 2017).

3.2 Bioma Mata Atlantica

A Mata Atlantica é uma das florestas mais ricas em diversidade de vida no planeta
(BRASIL, 2019). As espécies P. mikanianum e P. diospyrifolium fazem parte deste bioma.

O bioma abrange cerca de 15% do territorio brasileiro, em 17 estados, dos quais esta
incluso Santa Catarina e Parana, locais de incidéncia maior das duas espécies. Abriga 72% da
populacéo brasileira e trés dos maiores centros urbanos do continente sul americano. Possui 0

clima definido por temperaturas altas com umidade abundante, e chega a receber 2000 mm de
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precipitacdo ao longo do ano (LIPORACCI, 2014; FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA,
2017).

Estima-se que existam na Mata cerca de 20 mil espécies vegetais, incluindo espécies
endémicas e ameacadas de extingdo, e mais de 2 mil espécies de animais. E composta por
formagdes florestais nativas e ecossistemas associados (manguezais, restingas, campos de
altitude, brejos e encraves). Possibilita atividades essenciais para a populacdo que abriga,
como o abastecimento de agua, a agricultura, a pesca, a geracdo de energia elétrica, o turismo
e o lazer (BRASIL, 2019).

3.2.1 A familia Piperaceae e o género Piper

A familia Piperaceae Giseke pertence ao grupo das Angiospermas, possui forma de
vida em arbusto, arvore, erva, liana/voluvel/trepadeira e subarbusto. No Brasil é representada
por quatro géneros Manekia Trel., Ottonia Spreng., Peperomia Ruiz; Pav., e Piper L.
(GUIMARAES et al., 2015). A familia Piperaceae tem importancia ornamental, alimenticia,
medicinal e industrial, sendo utilizada na obtencdo de farmacos, temperos, corantes,
cosméticos, bebidas medicinais, inseticidas etc. O produto mais cléssico, largamente
comercializado em mercados internacionais de especiarias, é a pimenta do reino produzida a
partir da espécie Piper nigrum L. (RUSCHEL, 2004; BEZERRA et al., 2008).

Espécies de Piper sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de diarréia
(PIERONI, 2017), desordens gastrointestinais, dor de estomago (SOUKAND et al., 2017),
doencas na garganta, tosse (ESAKKIMUTHU et al.,, 2018), infeccBes ginecoldgicas,
urolégicas e flatuléncias (ALQETHAMI, HAWKINS E TEIXIDOR-TONEU, 2017; SALEHI
etal., 2019).

Piper L. possui também importancia ecoldgica, como por exemplo, as espécies Piper
arboreum e Piper amalago que servem de alimento para determinadas espécies de morcegos
(BIZERRIL e RAW, 1997; FLEMING, 1985). As folhas de Piper xylosteoides e Piper
mikanianum sdo fundamentais para reproducdo de borboletas (RUSCHEL, 2004), sua
polinizagéo segundo Figueiredo e Sazima (2000) ocorre por meio do vento e de certos insetos
como abelhas e moscas.

O género Piper caracteriza-se por possuir folhas com consideravel variacdo de

formas. As partes vegetativas, quando amassadas, tém odor picante-aromatico e quando
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mascadas, tem um sabor picante, devido a presenca de Oleos volateis e oleoresinas
(RUSCHEL, 2004).

3.2.1.1 Espécies Piper mikanianum e Piper diospyrifolium

As espécies Piper mikanianum e Piper diospyrifolium sdo nativas do Brasil, com
forma de vida arbustiva, pertencem a Mata Atlantica, sendo comuns nas regides Sul e Sudeste
do pais (GUIMARAES et al., 2015).

Piper mikanianum (Kunth) Steud., conhecida popularmente como pariparoba
(DUARTE; SIEBENROCK, 2010), esta representada na figura 1. E caracterizada por possuir
0,3-1,5 m de altura, caules eretos, folhas com peciolo pubescente, base simétrica, apice agudo
ou abruptamente acuminado, nervuras no total de 4-5 em cada lado, geralmente subopostas,
margem foliar revoluta ou plana. Inflorescéncias em espigas opostas a folha, possuem entre
2,8-5,5-11,6 mm de comprimento, eretas ou suavemente curvas. As flores com bracteas
arredondado-triangulares, franjadas com 3 estames e 3 estigmas sésseis. Habita locais Umidos
e sombreados, matas de planicie, pareddo rochoso, topo de morro, inclusive pode ser cultivada
em jardins (RUSCHEL, 2004).

Figura 1: Piper mikanianum (Kunth) Steud
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Foto: Prof.° Dr. Luiz Everson
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Piper diospyrifolium Kunth (Figura 2), conhecida por jodo-borandi (GUIMARAES
& MONTEIRO, 2006), possui caule com crescimento ereto, peciolo foliar com bainha
alongada ou alada, a superficie € lisa com forma eliptica, lanceolada ou oblonga, apice agudo,
nervuras dispostas até o apice, classificada em eucamptédroma. Ha a presenca de tricomas
somente nas folhas. Sua inflorescéncia é do tipo espiga com orientacéo ereta. A flor possui
bracteas em forma triangular e seus frutos sdo oblongos ou achatados com &pice céncavo
(GUIMARAES et al., 2015).

Figura 2: Piper diospyrifolium Kunth.

Foto: Luiz Everson da Silva

A espécie P. diospyrifolium teve atividade antimicrobiana comprovada contra a
bactéria Mycobacterium tuberculosis (BERNUCI et al., 2016) e contra C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis (VIEIRA et al., 2011). Piper mikanianum n&o possui relatos de
atividade contra fungos e bactérias. Sendo assim, ha a necessidade de realizar estudos com

estas espécies, aprofundando o conhecimento sobre as mesmas.
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3.3 Micro-organismos: patogenicidade, viruléncia e resisténcia

Os micro-organismos patogénicos utilizam de diferentes fatores estratégicos para
invadir, infectar e causar danos ao hospedeiro. Estruturas especializadas de ligacdo, fatores de
crescimento, enzimas e toxinas sdo aspectos importantes para 0 acesso ao corpo humano,
causando-lhe danos aos tecidos e desenvolvendo a doenca. Esta caracteristica € individual de
cada micro-organismo, diferindo consideravelmente entre os patdogenos (MADIGAN et al.,
2016).

Mecanismos como a capacidade de evadir das defesas do hospedeiro, adesao,
formacdo de biofilme e a produgdo de enzimas hidroliticas contribuem para o aumento da
viruléncia nos micro-organismos (MADIGAN et al., 2016, SARDI et al., 2013, SILVA,
2016).

Associado a viruléncia, a resisténcia adquirida a farmacos comerciais, devido o uso
inadequado de medicamentos, é preocupante, pois este fator contribui para 0 aumento dos
indices de morbidade e mortalidade e dos custos no tratamento das infeccbes (TORTORA,
FUNKE, CASE, 2012; COUTINHO et al., 2015).

As resisténcias adquiridas séo classificadas em quatro grupos: o bloqueio da entrada
da droga na célula, que reduz a entrada do farmaco na célula, destruicdo ou inativacdo da
droga por enzimas, o mecanismo pelo qual enzimas produzidas por micro-organismos
impossibilitam a a¢do do farmaco por inativar o local que os mesmos se ligam a ceélula,
alteracdo nos sitios-alvo da droga, que é caracterizado por diminuir a afinidade do farmaco ao
seu alvo de acgdo e efluxo rapido da droga, onde ocorre o transporte ativo dos antimicrobianos
do meio intracelular para o meio extracelular, por meio de bombas de efluxos (FRANCO et
al., 2015).

Vérias medidas preventivas surgem para tentar amenizar este problema, entre elas, a
conscientizacdo do uso adequado das drogas, a procura por novos antimicrobianos, em
especial a partir de espécies vegetais (como por exemplo os Oleos essenciais) podem
representar uma nova alternativa de combate & resisténcia microbiana (COSTA; JUNIOR,
2017; SARTO E JUNIOR, 2018).
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3.3.1 Bactérias

As espécies Staphylococcus aureus e Escherichia coli sdo bactérias patogénicas
humanas de grande importancia para a saude puablica, principalmente devido as suas cepas
serem resistentes a varios agentes antimicrobianos (BOSS, OVERESCH, BAUMGARTNER,
2016).

Bactérias do género Staphylococcus sdo cocos com parede celular Gram-positiva e
aproximadamente 0,5 a 1,5 um de didmetro. As células geralmente crescem formando
agregados semelhantes a cachos de uvas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Sé&o
anaerdbios facultativos e colonizam a microbiota natural de humanos (pele, trato respiratério,
gastrintestinal e urogenital) (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2010).

A espécie Staphylococcus aureus possui pigmentacdo amarela, e € mais comumente
associada a patologias como furGnculos, acne, pneumonia, osteomielite, meningite,
intoxicacOes alimentares, infeccbes em feridas cirdrgicas e hospitalares (MADIGAN et al.,
2016; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). E a espécie de maior interesse médico devido a
sua capacidade de desenvolver rapidamente resisténcia aos antibidticos (TRABULSI E
ALTERTHUM, 2015).

A espécie Escherichia coli é uma bactéria de parede celular Gram-negativa com
forma de bastdo (bacilo), que habita normalmente o intestino grosso dos vertebrados. Sua
presenca, na microbiota natural dos animais, € benéfica, pois auxilia na digestdo de alimentos
que ndo seriam digeridos sem a sua presenca. E o organismo mais conhecido da
microbiologia, sendo utilizada como importante ferramenta para as pesquisas bioldgicas
basicas, devido o conhecimento que se tem sobre a bioquimica e a genética da espécie
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Escherichia coli € o patégeno responsavel por causar infecgdes no trato urinario,
diarreia (producéo de enterotoxinas), doenca de origem alimentar grave, meningites e sepses.
E facilmente transmitida por agua e alimentos contaminados com fezes humanas ou de
animais (CESTARI et al., 2016).

3.3.2 Fungos

O género Candida spp é representado por leveduras que fazem parte da microbiota

normal dos individuos sadios, porém, quando ha uma ruptura no equilibrio da microbiota ou o
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sistema imune do hospedeiro encontra-se comprometido, as espécies do género Candida
tendem a tornar-se patogénicas (BARBEDO; SGARBI, 2010)

A candidiase ou candidose € infeccdo ocasionada por fungos do género Candida
(TRABULSI E ALTERTHUM, 2015). Frequentemente é ocasionada por Candida albicans e
pode ocorrer como infecgdes de pele e mucosas, com pequenas alteragdes locais, e infeccoes
sistémicas que invadem os tecidos, podendo chegar a comprometer visceras. Dita oportunista
devido ao fato de que o fungo € capaz de crescer sobre os tecidos quando os antibioticos
suprimem a microbiota bacteriana normal ou hd mudancas no pH normal das mucosas
resultando no crescimento exagerado do micro-organismo e desenvolvendo a doenga
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Ocorrem com frequéncia em pacientes com AIDS e
portadores de doencas degenerativas e/ou neoplasicas (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Entre os integrantes desse género, a Candida albicans apresenta maior relevancia
sendo responsavel por mais de 50% das infec¢des cutneas e sistémicas fungicas em humanos
(SILVA-DIAS, 2015).

Candida albicans é um fungo dimorfico, que se apresenta sob formas leveduriformes
no estado saprofitico, estando associado a colonizacdo assintomatica; ou como formas
filamentosas (pseudo-hifas e hifas verdadeiras), observadas em processos patogénicos.
Possuem a habilidade de mudar sua forma quando o ambiente ndo tem todos os nutrientes
necessarios, ou nao é propicio para seu desenvolvimento. Dessa forma, o fungo tem a
capacidade de se adaptar a diferentes nichos bioldgicos, sendo considerado um organismo
pleomérfico (BARBEDO; SGARBI, 2010; BROOKS et al, 2014; MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2010).

Propriedades ligadas as células de C. albicans, comumente denominadas fatores de
viruléncia, Ihes conferem a capacidade de produzir doenca. Entre os atributos podemos citar a
formacdo de tubo germinativo com consequiente desenvolvimento da forma filamentosa (hifas
e pseudohifa), que contribui para a resisténcia a fagocitose por parte das células do hospedeiro
(SHARMA et al., 2019; MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2010).

A espécie Candida tropicalis se destaca como agente causador de candidemia, pois é
a mais diagnosticada em isolados clinicos tornando-se responsavel por diferentes tipos de
infeccOes, onde os tratos gastrointestinais e urindrios sdo importantes portas de entrada
(MUNOZ et al., 2010). N&o esta associada a microbiota normal do humano e a sua detecgo
esta diretamente associada a infeccdo (BARBEDO; SGARBI, 2010).
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3.4 Farmacos antimicrobianos

O termo antibiotico engloba uma ampla variedade de agentes farmacéuticos que
incluem agentes antibacterianos, antifungicos, antivirais e antiparasitarios (LEEKHA;
TERRIL; EDSON, 2011). S&o agentes produzidos a partir de micro-organismos destinados a
matar ou controlar o crescimento de outros micro-organismos no hospedeiro (in vivo)
(MADIGAN et al., 2016).

Os aminoglicosideos, sdo assim chamados, por conterem aminoactcares unidos por
ligagBes glicosidicas. E a classe a qual a Gentamicina faz parte, farmaco especialmente Gtil no
tratamento de infeccdes por Pseudomonas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Seu alvo de
acao € a subunidade ribossomal 30S, desta maneira, 0os medicamentos desta classe inibem a
sintese proteica bacteriana. Sdo de amplo espectro frequentemente usados para tratar
infeccbes causadas por Gram-negativas (MADIGAN et al., 2016). No entanto, seu uso é
limitado, os aminoglicosideos podem afetar a audi¢do ao causar danos permanentes ao nervo
auditivo, e danos renais (nefrotoxicidade). As injurias renais sdo induzidas pelo acimulo do
farmaco nas células nefréticas, ocasionando necrose das células do tdbulo proximal
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; CASANOVA et al., 2017).

Os macrolideos, sdo a classe caracterizada por conter anéis lactona ligados a
acucares. A eritromicina é o seu princiopal representante, e é produzida pela bactéria
Streptomyces erythreus. E uma droga de amplo espectro que tem como alvo a subunidade 50S
do ribossomo bacteriano, inibindo parcialmente a sintese proteica. A inibicdo parcial da
sintese proteica leva a traducdo preferencial de algumas proteinas e restringe a traducdo de
outras, resultando em um desequilibrio no proteoma. A eritromicina é a droga de escolha no
tratamento de infecgbes por Legionella, pneumonias por micoplasma, entre outras
(MADIGAN et al., 2016; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2010).

A norfloxacina, por sua vez, é da classe de antibacterianos sintéticos chamados
fluoroguinolonas. Atuam perturbando o metabolismo microbiano, interferindo no DNA-girase
bacteriano, impedindo o superenovelamento do DNA (MADIGAN et al., 2016). Séo efetivas
no tratamento de infeccBes por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, administradas na
terapia de infecgdes geniturinarias, gastrointestinais, respiratorias, articulares e oculares
superficiais, e € notavel o rapido desenvolvimento da resisténcia de cepas bacterianas
(CHIERENTIN & SALGADO, 2016).
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As drogas antifungicas sdo de dificil descoberta devido a semelhanca celular de
fungos e humanos. Por serem eucariotos, os sitios de alvo do fungo sdo semelhantes aos da
célula do hospedeiro, tornando o medicamento toxico e comprometendo o desenvolvimento
de novos farmacos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). O fendmeno da resisténcia fungica
se torna preocupante pois a variedade de drogas antifungicas é limitada quando comparado ao
arsenal de drogas disponiveis para o tratamento de infec¢des bacterianas (SILVA, 2016).

O Fluconazol € um antibidtico da classe dos azois, que se caracterizam por serem
menos tdxicos e mais sollveis em agua (o que faz com que sejam mais eficientes em
infeccbes sistémicas). Os azdis surgiram em uma tentativa de substituicdo da droga
anfotericina B, por ser bastante tdxica ao hospedeiro, atacando principalmente o0s rins
(nefrotoxica) (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2010; TORTORA; FUNKE; CASE,
2017).

Essa classe possui atividade de amplo espectro e atuam inibindo a enzima flngica
lanosina-14a-desmetilase, que € responsavel pela conversdo de lanosterol em ergosterol,
afetando diretamente a fluidez da membrana e nas enzimas ligadas a ela. O fluconazol alcanca
grandes concentracdes no liquido cefalorraquidiano, podendo ser administrado em casos de
meningite fungica e utilizado em infeccGes de candidemia, candidiase bucal, vulvovaginal
entre outros (SILVA, 2016; VIEIRA et al., 2011).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal e extracao dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais foram gentilmente cedidos pelo professor Dr. Luiz Everson da
Silva da Universidade Federal do Parand — UFPR — Brasil, onde foram extraidos e submetidos
a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), para posterior
quantificacéo e identificagdo dos seus constituintes.

Inicialmente, os materiais vegetais das duas espécies foram coletados no litoral do
Parana (Piper diospyrifolium — S 25° 13.644°, W 48° 34,985’ ¢ altitude 6m) ¢ no municipio
de Atalanta, Santa Catarina, Brasil (Piper mikanianum - S 25° 29.830°, W 49° 00.919’ ¢
altitude 640m). Foram coletados aproximadamente 10 exemplares que se destinaram a
producdo do 6leo e da exsicata. As exsicatas foram transportadas ao Herbario do Museu
Botanico Municipal de Curitiba (MBM), onde foram herborizadas (HFIE) sob o ndmero
MBM 396413 para P. diospyrifolium e MBM 396408 para P. mikanianum (LAWRENCE,
1951; IBGE, 2012).

Para a obtencdo dos 6leos essenciais as folhas das plantas foram selecionadas e secas
em aparelho secador elétrico modelo FANEM - Mod. 320 SE com circulacéo de ar a 40°C por
24 horas. Posteriormente, foram pesadas 50 g das folhas de cada espécie e em 1 L de agua
destilada foram submetidas a hidrodestilagdo em aparelho graduado do tipo Clevenger durante
4,5 horas. O processo se deu em 3 repeticdes com base no método de Wasicky (1963). Apoés a
extracdo, as amostras foram acondicionadas sob refrigeracdo aonde permaneceram até o
momento da analise.

Na determinacdo do teor de 6leo essencial em base seca, foi aferido a massa total de
cada dleo essencial produzido em relagdo a quantidade de massa seca de material botanico

utilizada na extracao.

4.2 ldentificacdo dos compostos quimicos dos 6leos essenciais

A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Uma solucdo do 6leo de cada espécie e
diclorometano a 1% foi injetada, com divisdo de fluxo de 1:20 em um cromatografo Agilent
6890 (Palo Alto, CA) acoplado a detector seletivo de massas Agilent 5973N, a temperatura de

250 °C. Foi utilizada a coluna capilar HP-5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano, 30 m x
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0,25 mm x 0,25 pm) com o gas hélio como carreador (1,0 mL min™). A temperatura do forno
foi programada de 60 a 240°C a uma taxa de 3°C min™. O detector de massas foi operado no
modo ionizagéo eletronica (70 eV), a uma taxa de 3,15 varreduras s e faixa de massas de 40
a 450 uma. A linha de transferéncia foi mantida a 260°C, a fonte de ions a 230°C e o
analisador (quadrupolo) a 150°C. Para a quantificacdo, a amostra foi injetada em
cromatdgrafo Agilent 7890A equipado com detector de ionizag¢do por chama (DIC), operado a
280°C, sob as mesmas condicdes analiticas, exceto pelo gas de arraste, utilizado o hidrogénio,
a uma vazdo de 1,5 mL min™. A composicdo percentual foi obtida pela integragdo eletronica

do sinal do DIC pela divisdo da area de cada componente pela area total (area %).

4.3 Cepas microbianas

As bactérias padrdes utilizadas nos testes foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC) e isolados clinicos do Laboratério de Microbiologia da Universidade
Federal da Paraiba, os fungos foram obtidos da Colecdo de Culturas do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Osvaldo Cruz e do acervo da
Micoteca da Universidade Federal de Recife (URM — University Recife Mycology) cultivados
no Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) e no Laboratério de
Micologia Aplicada do Cariri (LMAC) da Universidade Regional do Cariri (URCA),
respectivamente. Foram utilizadas linhagens padrdo e resistentes das bactérias: Escherichia
coli ATCC 25922, Escherichia coli 06, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Staphylococcus
aureus 10, e dos fungos: Candida albicans INCQS 40006, Candida albicans URM 4127,
Candida tropicalis INCQS 40042 e Candida tropicalis URM 4262.

4.4 Preparo dos inoculos

As culturas de bactérias e fungos foram semeadas em placas de Petri contendo seus
respectivos meios de cultura: HIA (Heart Infusion Agar) para bactérias e ASD (Sabouraud
Dextrose Agar) para fungos, e colocadas na estufa a 37°C para crescimento por 24 horas.
Apos esse periodo, foi retirado uma algada de cada cultura microbiana e diluido em tubos de
ensaio contendo 4 mL de Soro Fisiologico (SF) a 0,9%. A concentracdo do indculo foi
padronizado com a turvacéo da escala 0,5 de McFarland (1 x 10° UFC/mL) (NCCLS, 2003).
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4.5 Preparo dos 0leos essenciais

Para obter as solu¢Bes matriciais do produto natural foram pesados 10 mg e 50 mg
dos Oleos essenciais e colocados em tubos eppendorfs individualizados, posteriormente
diluidos em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida essas primeiras solugdes foram
diluidas novamente em agua destilada estéril (para que a concentracdo de DMSO n&o exerca
atividade sobre as células testadas), atingindo as concentra¢es de 1.024 pg/mL para testes

com bacteérias e de 4.096 pg/mL para testes com fungos (STOPPA et al., 2009).

4.6 Preparo dos farmacos

As drogas de referéncia utilizadas no teste foram norfloxacina, gentamicina,
eritromicina, na concentracao inicial de 1.024 pg/mL e o fluconazol na concentragdo de 4.096

pug/mL. Todos os farmacos foram diluidos em agua destilada e estéril.

4.7 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os eppendorfs do teste foram preparados contendo 1350 uL. de BHI (Brain Heart
Infusion Broth) a 10% e CSD duplamente concentrado (Sabouraud Dextrose Broth) + 150 uL
do in6culo (correspondente a 10% da solucdo total) para as linhagens de bactérias e fungos
respectivamente. Apos 100 pL da solugao final dos eppendorfs foi adicionado em cada pogo
da placa de microdiluicdo, e em seguida foi realizada a dilui¢do seriada, com a solucéo de 100
uL dos produtos naturais, por coluna, variando nas concentragdes de 512 pg/mL no primeiro
poco a 0,5 pg/mL no Gltimo pogo quando bactérias, e de 2.048 pg/mL a 2 pg/mL em fungos.
As microdiluicdes foram realizados em triplicata e quadruplicata, respectivamente. As placas
foram levadas a incubadora por 24 horas a 37 °C. A leitura das placas bacterianas foi feita
utilizando-se a adigdo de 20 pL de resazurina em cada pogo e observagdo ocular apds 1 hora
(JAVADPOUR et al., 1996). Quanto as placas de fungos foram realizadas leituras
espectrofotométricas no aparelho de ELISA (Termoplate®) com comprimento de onda de 630
nm e os resultados foram utilizados para obtencdo de uma curva de viabilidade celular e ICxy.
Controles de dilui¢cdes (com cloreto de sodio a 0,9% ao em vez do inoculo), de esterilidade do
meio e de crescimento foram realizados (MORAIS-BRAGA et al., 2016).
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4.8 Efeito modulador dos compostos na atividade de farmacos de uso clinico

Para verificar a a¢ao conjunta dos produtos naturais aos farmacos comerciais foi
utilizado o método proposto por Coutinho et al. (2008), no qual os 6leos sao utilizados em
concentracdo sub-inibitoria (CIM/8 — bactérias e CFM/16 — fungos). Nos tubos eppendorf
continham a substancia natural + o meio BHI 10 % e CSD duplamente concentrado + 150 pL
da suspensdo microbiana (correspondente a 10% da solugdo). Foram preparados controles de
crescimento e de dilui¢do. A placa foi preenchida no sentido numérico adicionando-se 100 puL
desta solucdo em cada pogo. Em seguida, feita a microdiluicdo seriada com 100 pL do
farmaco. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. A leitura foi realizada em bactérias
com o uso da resazurina e em fungos por meio do aparelho espectrofotometria de ELISA
(Termoplate®) com comprimento de onda de 630 nm. Se houve acdo positiva do 6leo em

conjunto do farmaco o efeito ¢ dito sinérgico, em caso contrario ¢ dito antagonico.

4.9 Determinacio da Concentracio Fungicida Minima- CFM

Nesse teste foi observado somente a viabilidade fingica. A partir do teste da CIM, foi
adicionado uma haste esterilizada em cada pogo da placa de microdilui¢do, homogeneizada e
subcultivada em placa de Petri contendo ASD (Sabouraud Dextrose Agar) e um guia das
concentragdes testadas. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e a leitura foi
realizada observando o crescimento ou supressdo das colonias de Candida (ERNST et al.,

1999, com modificacdes).

4.10 Avaliacdo do efeito sobre a viruléncia fungica

Para verificar a acdo do produto natural sobre um dos fatores de viruléncia fungica, a
formagdo de hifas, foram montadas cdmaras Umidas estéreis. Dentro de cada camara imida,
sobre uma lamina de microscopia (estéril) foram vertidos trés mL de meio PDA (Potato
Dextrose Agar), empobrecido, contendo o 6leo em concentracdo definida a partir da CFM
(CFM/2, CFM/4 e CFM/8). Das placas de Petri previamente inoculadas, foram retiradas
alcadas do inoculo e feito duas estrias paralelas, sobre 0 meio PDA ja solidificado, sendo em
seguida, sobre as quais depositada uma laminula estéril. As cAmaras foram incubadas e apds
24 h (37°C) foram visualizadas em microscépio éptico (AXIO IMAGER M2-3525001980 —
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ZEISS - Alemanha) utilizando objetiva de 20 X. Foi verificado a emissdo ou inibi¢do de
filamentos. Realizou-se a captura de imagens. Controles de crescimento e do antifingico
foram realizados. Posteriormente as fotos foram analisadas realizando as medicdes de hifas e

utilizando o Software para identificar a quantidade de inibicdo das substancias.

4.11 Andlise estatistica

Os dados foram analisados através do programa estatistico GraphPad Prisma 6.0. Foi
aplicado na amostra uma ANOVA de duas vias. Em bactérias o teste ANOVA utilizou a
média geométrica das triplicatas como dado central e o desvio padrdo da média. Em seguida
foi feito um teste de Bonferroni post hoc (onde p < 0,05 e p <0,0001 sdo considerado
significativo e p > 0,05 ndo significativo). Para fungos os dados obtidos da leitura
espectrofotométrica foram verificados quanto a sua distribuicdo normal e em seguida
analisados por ANOVA, comparando os valores de cada concentracdo do produto natural,
com o teste post hoc de Bonferroni. Os valores de ICs, foram obtidos por regresséo néo linear
para a finalidade de interpolacdo de valores a partir de curvas padréo.

Para avaliacdo da viruléncia foi realizada a medigdo da &rea total da estria, e das
areas onde houve crescimento de hifas. Em seguida foram realizadas medic¢es de todos 0s
filamentos de hifas encontrados em cinco &reas escolhidas aleatoriamente em cada estria, de
cada concentracdo. Foi feita a média do comprimento dos filamentos de hifas e analisados por
ANOVA seguida de correcdo de Bonferroni para mdltiplas compara¢bes, comparando 0s

valores de acordo com a concentracdo do produto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da pesquisa serdo apresentados nas subsecdes a seguir (5.1 e 5.2).
Neste primeiro estudo consta a analise do 6leo essencial da espécie P. mikanianum. O artigo
foi intitulado: Composi¢do quimica e efeito antimicrobiano intrinseco e combinado do
6leo essencial de Piper mikanianum (Kunth) Steud. e encontra-se submetido ao periodico
South African Journal of Botany, com Qualis B2 em Biodiversidade e fator de impacto de
1,504,

No segundo estudo é abordado a andlise do 6leo essencial de P. diospyrifolium. O
artigo foi intitulado: Piper diospyrifolium Kunth.: Andlise quimica e antimicrobiana
(intrinseca e combinada) do 6leo essencial e encontra-se submetido ao periédico Microbial
Pathogenesis com Qualis B2 em Biodiversidade e fator de impacto 2,581.

Os manuscritos estdo formatados conforme as normas das revistas as quais foram

submetidos.

5.1 Manuscrito 1
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Composicdo quimica e efeito antimicrobiano intrinseco e combinado do 6leo essencial

das folhas de Piper mikanianum (Kunth) Steud.

Joara Nalyda Pereira Carneiro®™; Rafael Pereira da Cruz®; Fabia Ferreira Campina®; Maria do
Socorro Costa®; Antonia Thassya Lucas dos Santos®; Débora Lima Sales®; Camila Fonseca
Bezerra®; Luiz Everson da Silva®; Wanderlei do Amaral®; Ricardo Andrade Rebelo®; leda
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a: Universidade Regional do Cariri - URCA. Cel Antonio Luis, 1161. CEP: 63105-000, Pimenta, Crato - CE,
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b: Universidade Federal do Parand - UFPR. XV de Novembro, 1299. CEP: 80.060-000, Centro, Curitiba - PR,
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c¢: Universidade Regional de Blumenau - FURB. Antonio da Veiga, 140. CEP: 89030-903 - Itoupava Seca -
Blumenau - SC, Brazil.

*Corresponding author.

E-mail addresses: nalyda_05@hotmail.com

Resumo

InfeccOes graves causadas por microrganismos resistentes tém aumentado em incidéncia, e o
uso de plantas, como Piper mikanianum, na medicina popular € uma alternativa para conter
essas infecgbes. Assim, objetivamos identificar seus constituintes quimicos e avaliar a
atividade antimicrobiana (fungos e bactérias) do Oleo essencial de Piper mikanianum
(OEPM). Os compostos do 6leo essencial foram identificados por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/EM). O rendimento do 6leo foi de 0,96%. A
concentracdo inibitéria minima e a acdo combinada do produto natural com as drogas das
classes dos aminoglicosideos, macrolideos, fluoroquinolonas e azo6is foram determinadas por
microdiluicdo em caldo. Dados obtidos dos ensaios antimicrobianos foram analisados através
do programa estatistico GraphPad Prisma 6.0, para fungos a leitura espectrofotométrica
compds a curva de viabilidade celular e a ICsp. A concentragcdo minima de fungicida (CFM) e
a acdo dos Oleos na morfologia fungica também foram investigadas. O resultado da
composi¢cdo quimica do 6leo revelou compostos terpénicos e fenilpropanoides, ambos
conhecidos por suas atividades antimicrobianas, antiprotozoarias, antidiabéticas e anti-
inflamatorias. O composto majoritario de P. mikanianum foi o safrol (82%). A avaliacdo
intrinseca in vitro ndo revelou importancia clinica, entretanto, a acdo conjunta a droga
gentamicina foi sinérgica contra cepa Escherichia coli (20 pg/mL). Em associacdo ao
fluconazol OEPM mostrou sinergismo contra a estirpe de Candida albicans padrdo (ICso:
69,97 pug/mL) em comparacdo ao valor obtido pelo fluconazol sozinho (ICsp: 91,9 pg/mL).
Efeito antagdnico ou ndo significativo foi visto diante das drogas eritromicina e norfloxacina.
Foi observado efeito fungistatico para todas as estirpes do teste tanto intrinseco quanto
associado. P. mikanianum inibiu completamente a formacéo filamentosa em todas as cepas do
teste. Portanto, os resultados evidenciaram a espécie como fonte de compostos ativos que
podem inibir o crescimento de microrganismos patogénicos, além de potencialmente se tornar
uma alternativa para o controle da viruléncia de C. albicans.

Palavras chaves: Analise quimica; Staphyloccocus aureus; Escherichia coli, Candida spp;
efeito inibidor; anti-dimorfismo fungico.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas para fins terapéuticos € uma tradicdo secular em diversos culturas do
mundo, tendo se mostrado eficaz para tratar muitas infec¢cbes (BARRETO et al., 2010). Uma
das formas utilizadas para obtencdo dos beneficios medicinais dos vegetais é a partir do 6leo
essencial, também chamado de 6leo volatil.

Os 06leos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, em geral
odoriferas e liquidas, obtidas de matérias-primas vegetais (SIMOES et al., 2017). S&o
provenientes do metabolismo secundério de plantas aromaticas e geralmente podem ser
reconhecidos pelo seu odor caracteristico (MARTINELLI et al., 2017). Os 0leos essenciais
estdo relacionados com diversas fungdes necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel
fundamental na defesa contra micro-organismos (OLIVEIRA et al., 2006).

Os constantes ataques a salde humana por micro-organismos resistentes a agentes
terapéuticos tém contribuido para a busca de novos compostos que neutralizem esta
resisténcia e o uso popular de extratos vegetais na salde serviu de base para diversas
investigacOes cientificas (NASCIMENTO et al., 2007). Neste contexto, 0 uso popular de
extratos vegetais para a promocdo da saude serviu de base para diversas investigaces
cientificas (BAGAVAN et al., 2011; ROCHA et al., 2005; CARRASCO et al., 2012).

A incidéncia de infec¢Bes fungicas e bacterianas tem aumentado, ndo somente devido
ao uso indiscriminado dos farmacos comerciais, que lamentavelmente contribui para o
aparecimento da resisténcia microbiana, mas também ao aumento do numero de casos de
doencas imunodepressoras, nas quais bactérias patogénicas evoluem rapidamente e fungos
passam de comensais a patégenos oportunistas (SILVEIRA et al., 2006; PUPULIN et al.,
2009).

O género Piper é distribuido nas regides tropical e subtropical do mundo (DA SILVA et
al., 2014) e apresenta potencial medicinal, com diversas propriedades biolégicas incluindo
acao no sistema nervoso central (LOPES et al., 2012), larvicida (DA SILVA et al., 2016),
acaricida (FERRAZ et al., 2010), antibacteriana (DOGNINI et al., 2012; SALLEH et al.,
2011) e antifungica (NAVICKIENE et al., 2006). O produto natural proveniente destas
espécies mostra-se como uma alternativa para o desenvolvimento de novos medicamentos
(BARDELLLI; KIRIZAWA; SOUSA, 2008; BERNUCI et al., 2016).

Espécies do género Piper sdo amplamente usadas de varias maneiras na medicina
tradicional de varios paises (DA SILVA et al., 2014). Zuchiwschi et al. (2010), em estudos
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etnobotanicos, realizados no estado de Santa Catarina, com as espécies P. amalago var.
medium ou jaguarandi e P. gaudichaudianum identificou seu uso para gripe, dor de garganta e
tumores e P. mikanianum com usos diversos: gripe, dor de garganta, como cicatrizante e para
infeccdes no Utero. Por outro lado, Ricardo et al. (2017) com base na literatura, observou a
utilizacdo da Piper anisum como aromatico, sialagogo e odontélgico, a P. peltatum L., P.
umbellatum e P. mikanianum, também conhecidas aguaxima, caapeba e periparoba séo
utilizadas no tratamento de reumatismo, Ulceras, suas raizes para problemas de estémago,
como sudorifico, e para febres intermitentes. O 6leo essencial de P. mikanianum foi extraido
pela primeira vez por Abreu et al. (2002) das folhas frescas de material vegetal coletado em
Santa Catarina. Sua caracterizacdo revelou elevadas concentragGes do arilpropanoide safrol.
Apesar de relativamente disseminado, a Piper mikanianum (Kunth) Steud. é pouco abordada
cientificamente, fazendo-se necessario o desenvolvimento de novos estudos que avaliem sua
eficacia medicinal e seguranca quanto ao seu uso.

O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito antimicrobiano do dleo essencial de Piper
mikanianum (Kunth) Steud., seja individualmente e combinado a farmacos comerciais frente a
linhagens padrdes e resistentes de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e leveduras de

Candida albicans e Candida tropicalis, bem como investigar a sua composi¢do quimica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta do material botanico e extracao do 6leo essencial

O material vegetal foi coletado no municipio de Atalanta, Santa Catarina, Brasil (S 25°
29.830°, W 49° 00.919’ e altitude 640m). Foram coletados mais de 10 exemplares que se
destinaram a producdo do Oleo e da exsicata. A exsicata foi transportada ao Herbario do
Museu Botanico Municipal de Curitiba (MBM), onde foi herborizada (HFIE) sob o nimero
MBM 396408 (Lawrence, 1951; IBGE, 2012).

Para a confeccdo do Oleo essencial as folhas da planta foram selecionadas e secas em
aparelho secador elétrico modelo FANEM - Mod. 320 SE com circulacdo de ar a 40°C por 24
horas. Posteriormente foram pesadas 50 g das folhas e em 1 L de &gua destilada foram
submetidas a hidrodestilagdo em aparelho graduado do tipo Clevenger durante 4,5 horas. O
processo ocorreu com base no método de Wasicky (1963). Apds a extracdo, a amostra foi

acondicionada em freezer aonde permaneceram até o momento da analise.
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Na determinacdo do teor de dleo essencial em base seca, foi aferido a massa total de
6leo essencial produzido em relagdo a quantidade de massa seca de material botanico utilizada

na extracao.

2.2 ldentificacéo dos constituintes quimicos

A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Uma solucdo do 6leo e diclorometano
a 1% foi injetada, com diviséo de fluxo de 1:20 em um cromatografo Agilent 6890 (Palo Alto,
CA) acoplado a detector seletivo de massas Agilent 5973N, a temperatura de 250 °C. Foi
utilizada a coluna capilar HP-5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm X
0,25 pm) com o gas hélio como carreador (1,0 mL min™). A temperatura do forno foi
programada de 60 a 240 °C a uma taxa de 3 °C min™. O detector de massas foi operado no
modo ionizacéo eletronica (70 eV), a uma taxa de 3,15 varreduras s e faixa de massas de 40
a 450 uma. A linha de transferéncia foi mantida a 260 °C, a fonte de ions a 230 °C e o
analisador (quadrupolo) a 150 °C. Para a quantificacdo, a amostra foi injetada em
cromatdgrafo Agilent 7890A equipado com detector de ionizacdo por chama (DIC), operado a
280 °C, sob as mesmas condi¢Bes analiticas, exceto pelo gas de arraste, utilizado o
hidrogénio, a uma vazéo de 1,5 mL min™. A composicao percentual foi obtida pela integragdo

eletronica do sinal do DIC pela divisdo da area de cada componente pela area total (area %).

2.3 Cepas microbianas

As bactérias padrdes utilizadas nos testes foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC) e isolados clinicos do Laboratoério de Microbiologia da Universidade
Federal da Paraiba, os fungos foram obtidos da Colecdo de Culturas do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Osvaldo Cruz e do acervo da
Micoteca da Universidade Federal de Recife (URM — University Recife Mycology) cultivados
no Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) e no Laboratério de
Micologia Aplicada do Cariri (LMAC) da Universidade Regional do Cariri (URCA),
respectivamente. Foram utilizadas linhagens padréo e resistentes das bactérias: Escherichia
coli ATCC 25922, Escherichia coli 06, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Staphylococcus
aureus 10, e dos fungos: Candida albicans INCQS 40006, Candida albicans URM 4127,

Candida tropicalis INCQS 40042 e Candida tropicalis URM 4262.
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2.4 Preparo dos inéculos

As culturas de bacterias e fungos foram semeadas em Placas de Petri contendo seus
respectivos meios de cultura: HIA (Heart Infusion Agar) para bactérias e ASD (Sabouraud
Dextrose Agar) para fungos, e colocadas na estufa a 37 °C para crescimento por 24 horas.
Apos esse periodo, foi retirado uma algada de cada cultura microbiana e diluido em tubos de
ensaio contendo 4 mL de Soro Fisioldgico (SF) a 0,9%. A concentracdo do indculo foi
padronizado com a turvacdo da escala 0,5 de McFarland (1 x 10® UFC/mL) (NCCLS, 2003).

2.5 Preparo das substancias

Para obter as solugbes matriciais do produto natural foram pesados 10 mg e 5 mg do
6leo essencial e colocados em tubos eppendorfs individualizados, posteriormente diluidos em
1 mL de dimetil sulféxido (DMSO). Em seguida essas primeiras solu¢des foram diluidas
novamente em agua destilada estéril (para que a concentracdo de DMSO nédo exerca atividade
sobre as células testadas), atingindo as concentracdes de 1.024 pg/mL para testes com
bactérias e de 4.096 pug/mL para testes com fungos (STOPPA et al., 2009).

2.6 Preparo dos farmacos

As drogas de referéncia utilizadas no teste foram norfloxacina, gentamicina,
eritromicina, na concentragdo inicial de 1.024 pg/mL e o Fluconazol na concentragcdo de

4.096 ug/mL. Todos os farmacos foram diluidos em &gua destilada e estéril.

2.7 Determinacédo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Os eppendorfs do teste foram preparados contendo 1350 ul de BHI (Brain Heart
Infusion Broth) a 10% e CSD duplamente concentrado (Sabouraud Dextrose Broth) + 150 uL
do indculo (correspondente a 10% da solucéo total) para as linhagens de bactérias e fungos
respectivamente. Apos 100 pl da solugdo final dos eppendorfs foi adicionado em cada pogo da
placa de microdiluicdo, e em seguida foi realizada a diluicdo seriada, com a solucdo de 100
puL do ¢6leo, por coluna, variando nas concentragdes de 512 pg/mL no primeiro pogo a 0,5
pg/mL no ultimo poco quando bactérias, e de 2.048 pg/mL a 2 pg/mL em fungos. As
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microdiluicdes foram realizados em triplicata e quadruplicata, respectivamente. As placas
foram levadas a incubadora por 24 horas a 37 °C. A leitura das placas bacterianas foi feita
utilizando-se a adigdo de 20 pL de resazurina em cada pogo e observagdo ocular apds 1 hora
(JAVADPOUR et al., 1996). Quanto as placas de fungos foram realizadas leituras
espectrofotométrica no aparelho de ELISA (Termoplate®) com comprimento de onda de 630
nm e os resultados foram utilizados para obtencdo de uma curva de viabilidade celular e ICs.
Controles de dilui¢cdes (com cloreto de sodio a 0,9% ao em vez do inoculo), de esterilidade do
meio e de crescimento foram realizados (MORAIS-BRAGA et al., 2016).

2.8 Efeito modulador dos compostos na atividade de farmacos de uso clinico

Para verificar a a¢do conjunta do produto natural aos fairmacos comerciais foi utilizado
o método proposto por Coutinho et al. (2008), no qual o produto e utilizado em concentragao
sub-inibitoria (CIM/8 — bactérias e CFM/16 — fungos). Nos tubos eppendorf continham a
substancia natural + o meio BHI 10 % e CSD duplamente concentrado + 150 puL da suspensao
microbiana (correspondente a 10% da solucdo). Foram preparados controles de crescimento e
de diluigdo. A placa foi preenchida no sentido numérico adicionando-se 100 pL desta solucao
em cada pogo. Em seguida, feita a microdilui¢do seriada com 100 pL do farmaco. As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas. A leitura foi realizada em bactérias com o uso da
resazurina € em fungos por meio do aparelho espectrofotometria de ELISA (Termoplate®)
com comprimento de onda de 630 nm. Se houve agdo positiva do 6leo em conjunto do

farmaco o efeito € dito sinérgico, em caso contrario ¢ dito antagonico.

2.9 Determinacdo da Concentracéo Fungicida Minima- CFM

Nesse teste foi observado somente a viabilidade fingica. A partir do teste da CIM, foi
adicionado uma haste esterilizada em cada poco da placa de microdilui¢dao, homogeneizada e
subcultivada em placa de Petri contendo ASD (Sabouraud Dextrose Agar) e um guia das
concentragdes testadas. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e a leitura foi
realizada observando o crescimento ou supressao das colonias de Candida (ERNST et al.,

1999, com modificagdes).
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2.10  Avaliagéo do efeito sobre a viruléncia fungica

Para verificar a acdo do produto natural sobre um dos fatores de viruléncia fungica, a
formacéo de hifas, foram montadas camaras Umidas estéreis. Dentro de cada cdmara Umida,
sobre uma lamina de microscopia (estéril) foram vertidos trés mL de meio PDA (Potato
Dextrose Agar), empobrecido, contendo o 6leo em concentragdo definida a partir da CFM
(CFM/2 - 2048 pg/mL, CFM/4 - 1024 pug/mL e CFM/8 - 512 pg/mL). Das placas de Petri
previamente inoculadas, foram retiradas algadas do inoculo e feito duas estrias paralelas,
sobre 0 meio ja solidificado, sendo em seguida, sobre as quais depositada uma laminula
estéril. As camaras foram incubadas e ap6s 24 h (37 °C) foram visualizadas em microscépio
optico (AXIO IMAGER M2-3525001980 — ZEISS - Alemanha) utilizando objetiva de 20 X.
Foi verificado a emissdo ou inibicdo de filamentos. Realizou-se a captura de imagens.
Controles de crescimento e do antifungico foram realizados. Posteriormente as fotos foram
analisadas realizando as medigdes de hifas e utilizando o Software para identificar a

porcentagem de inibicdo das substancias.

2.11 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do programa estatistico GraphPad Prisma 6.0. Foi
aplicado na amostra uma ANOVA de duas vias. Em bactérias o teste ANOVA utilizou a
média geométrica das triplicatas como dado central e o desvio padrdo da média. Em seguida
foi feito um teste de Bonferroni post hoc (onde p < 0,05 e p <0,0001 sdo considerado
significativo e p > 0,05 ndo significativo). Para fungos os dados obtidos da leitura
espectrofotométrica foram verificados quanto a sua distribuicdo normal e em seguida
analisados por ANOVA, comparando os valores de cada concentracdo do produto natural,
com o teste post hoc de Bonferroni. Os valores de ICs, foram obtidos por regressdo néo linear

para a finalidade de interpolacédo de valores a partir de curvas padréo.
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3. RESULTADOS

3.1 Identificacdo dos constituintes quimicos

O rendimento de extracdo do Oleo essencial foi de 0,96%. A identificacdo dos
constituintes quimicos foi obtida por comparacdo do seu espectro de massa e de seu indice de
retencdo linear com os dados da biblioteca do aparelho e da literatura (WILEY, 1994; NIST,
2016, ADAMS, 2007). Os constituintes, seus indices de retencdo e porcentagem estdo
dispostos na Tabela 1. Nela estdo presentes 19 compostos dos quais 0 majoritario é o
arilpropanoide safrol com 82% da composicdo total, sequido do linalol (2,2%), limoneno
(1,8%), P-cariofileno (1,7%), a-pineno (1,4%), biciclogermacreno (1,2%) e o Z-nerolidol
(1,3%).

Tabela 1: Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de Piper mikanianum.

No Componente IRcal IRt %
1 a-Pineno 939 932 14
2 Canfeno 957 946 0.2
3 B-Pineno 985 974 0.3
4 Mirceno 987 988 0.3
5 a-Felandreno 1008 1002 0.2
6 Limoneno 1031 1024 1.8
7 Linalol 1099 1095 2.2
8 Canfora 1139 1141 0.7
9 Safrol 1285 1285 82
10 A-Elemeno 1341 1335 0.3
11 a-Copaeno 1378 1374 0.3
12 B-Elemeno 1387 1389 0.4
13 p-Cariofileno 1418 1417 1.7
14 Germacreno D 1480 1484 0.9
15 Valenceno 1492 1496 0.7
16 Biciclogermacreno 1501 1500 1.2
17 A-Cadineno 1522 1522 0.5
18 Z-Nerolidol 1543 1531 13
19 Espatulenol 1576 1577 0.5

Total identificado 96.90

IRca: Indice de Retencdo Calculado; IR ;:: Indice de Retencdo na literatura
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3.2 Atividade antibacteriana

A Concentra¢dao Inibitéria Minima, CIM bacteriana, teve como resultado > 1.024
png/mL em todas as estirpes testadas, ou seja, 0 Oleo ndo conseguiu sozinho inibir o
crescimento do micro-organismo na maior concentragéo testada.

O efeito modulador de antibidticos realizado apenas com as estirpes multirresistentes
teve para S. aureus resultado antagbnico quando comparado ao controle dos antibioticos
norfloxacina e gentamicina. Sendo estatisticamente significativo o efeito da droga
norfloxacina cujo a CIM subiu de 50 pg/mL para 240 pg/mL quando associada ao produto.
Para E. coli o resultado antagOnico surgiu somente para o norfloxacina, ndo sendo
significativo, para ambas as cepas, o efeito diante da droga eritromicina.

A acdo conjunta de OEPM a droga gentamicina, teve resultado sinérgico diante da cepa
de E. coli, quando comparado ao efeito observado na CIM de ambos separados, reduzindo a
concentracdo de agdo do antibidtico (Figura 1).
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Figura 1: A¢do moduladora do Oleo essencial de Piper mikanianum associado aos antibiéticos norfloxacina,
gentamicina e eritromicina. OEPM: éleo essencial de P. mikanianum.
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3.3 Atividade antifingica

3.3.1 Viabilidade celular das celulas fungicas diante de Piper mikanianum
isolado e associado ao antifungico Fluconazol, e a concentracgdo capaz de inibir 50% das

células fungicas (1Csp).

A viabilidade celular de C. albicans e C. tropicalis esta representada em graficos na
Figura 2 e 3. A acdo intrinseca do 0leo, a CIM, apresentou efeito inibitorio na concentracdo de
2048 pg/mL para todas as cepas testadas. Este efeito é considerado pouco significativo
clinicamente devido a alta concentracdo de efeito em teste in vitro (HOUGHTON et al.,
2007).

A avaliacdo do potencial modulador do 6leo sobre a atividade antifungica do fluconazol
contra as diferentes estirpes do género Candida revelou que a combinacéo desta droga com o
OEPM em concentragBes sub-inibitérias (CFM/16: 256 pg/mL) provoca a inibicdo do
crescimento dos micro-organismos em curva de viabilidade semelhante a do farmaco sozinho

conforme € visto nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2: Acédo antifingica do fluconazol sozinho e associado ao dleo essencial de Piper mikanianum contra
Candida albicans. FCZ: Fluconazol; OEPM: éleo essencial de P. mikanianum; CA: Candida albicans; INCQS:
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saide; URM: University Recife Mycology

Para a estirpe isolada de Candida tropicalis (CT URM 4262) a juncdo dos produtos teve
melhor efeito com valor de 1Cso de 115,092 pg/mL, quando comparado ao valor da 1Csq de
126,81 pg/mL do fluconazol. A a cepa padrdo (CT INCQS 40042), apresentou um potente
efeito sinérgico com ICsy de 54.50 pg/mL comparada a 1314,13 pg/mL do fluconazol,
inibindo o crescimento flngico a medida que houve o aumento da concentracdo, conforme é

possivel certificar na Tabela 2.
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Figura 3: Acdo antifingica do fluconazol sozinho e associado ao éleo essencial de Piper mikanianum contra
estirpes padréo e isolado de Candida tropicalis. FCZ: Fluconazol; OEPM: 6leo essencial de P. mikanianum; CT:
Candida tropicalis; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude; URM: University Recife

Mycology

As concentracBes que variaram de 64 pg/mL a 2048 pg/mL, em todas as estirpes, se
destacaram, por inibirem o crescimento populacional do micro-organismo a valores abaixo de
50 %, chegando a inibicdo total do crescimento na concentracdo mais alta.

Analisando os valores de ICs, (Tabela 2), eles mostram que a combinacdo do éleo com
o0 antifangico apresentou concentragdo inibitéria menor quando comparado a a¢do individual

de cada um. Para a linhagem CT INCQS 40042, vale destacar, que € o melhor efeito de acédo

combinada.
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Tabela 2: Concentracdo capaz de inibir 50% da populagdo fungica (ICsp) (ug/mL) do 6leo
essencial de Piper mikanianum frente a diferentes estirpes de Candida

CA INCQS 40006 CA URM 4127 CT INCQS 40042 CT URM 4262

OEPM 851.21 509.74 1023.02 1004.96
OEPM + FCZ 69.97 12.82 54.50 115.092
FLUCONAZOL 91.974 11.98 1314.13 126.81

OEPM: oleo essencial de P. mikanianum; FCZ: Fluconazol; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis;
INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde;; URM: University Recife Mycology.

3.3.2 Concentracdo Fungicida Minima: efeito fungicida ou fungistatico

A CFM foi considerada a concentracdo que causou a auséncia de crescimento de
coldnias. O bleo teve efeito fungistatico, onde sua a¢do inibiu apenas o crescimento do micro-
organismo, com valores de CFM > 4096 pg/mL para todas as linhagens. O mesmo resultado
foi visto quando o produto natural foi associado ao fluconazol ndo sendo verificada

potencializacdo direcionada para obtencédo de efeito fungicida.

3.3.3  Acao do 6leo de Piper mikanianum sobre um fator de viruléncia fungica.

Os resultados nos mostram que OEPM teve ac¢do eficaz diante das cepas de C. albicans

tanto padréo quanto isolado (Figura 4) inibindo totalmente a formacao filamentosa.
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Figura 4: Efeito antifungico do fluconazol e do éleo essencial de Piper mikanianum sobre o polimorfismo de
Candida albicans. OEPM: dleo essencial de P. mikanianum; FCZ: Fluconazol; CA: Candida albicans; INCQS:
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude; URM: Micoteca da Universidade de Recife; CFM/2:
2048 pg/mL; CFM/4 - 1024 pg/mL; CFM/8 - 512 pg/mL.

Para as cepas de C. tropicalis (Figura 5) a acdo do 6leo foi melhor nas maiores
concentracdes (CFM/2 e CFM/4) quando comparado ao crescimento total de 100% das
estrias, sendo que na menor concentracdo, ha apenas uma reducao significativa da quantidade
de hifas (CFM/8).

O oleo teve acdo melhor que o fluconazol nas estirpes de C. albicans, para C. tropicalis,
0 OEPM, na menor concentragdo, ndo conseguiu ser melhor que o antifungico. Na cepa CT
INCQS 40042 o numero de hifas e suas medidas foram maiores que a droga e o controle de
crescimento da linhagem, nos indicando que houve um estimulo da viruléncia.

O fluconazol também teve acdo inibitéria que variou de 3,16% a 51,5%, quando
comparado ao controle de crescimento (100%). Nas concentragfes de CFM/2 e CFM/4 da

estirpe CA INCQS 40006 a droga chegou a inibir totalmente a transi¢cdo morfoldgica.
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Figura 5: Efeito antifungico do fluconazol e do éleo essencial de Piper mikanianum sobre o polimorfismo de
Candida tropicalis. OEPM: 6éleo essencial de P. mikanianum; FCZ: Fluconazol; CT: Candida tropicalis;
INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde; URM: University Recife Mycology; CFM/2:
2048 pg/mL; CFM/4 - 1024 pg/mL; CFM/8 - 512 pg/mL.

Na Figura 6 observa-se imagens do efeito antifungico, a 6a ha a visualizacdo do
controle de crescimento com as projecdes filamentosas indicadas por seta. E possivel
certificar a partir da mesma, que o meio de cultura estava nas condi¢des ideais para a
formacdo polimorfismo de Candida spp. Ao lado (Figura 6b), ha uma demonstracdo da
reducdo da formacdo de hifas e posteriormente a inibicdo total (Figura 6c).
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Figura 6: Imagens da acdo antifungica do dleo essencial de Piper mikanianum e do fluconazol sobre a
micromorfologia fungica. A) Controle de crescimento da CA INCQS 40006; B) Controle do fluconazol sobre a
CT URM 4262, na concentragdo de CFM/8. Ha uma redugdo em quantidade e tamanho dos filamentos; C) Acédo
do OEPM, para a linhagem de CA INCQS 40006, na concentracdo de CFM/2. Ocorreu inibicdo total da
formacdo do micélio. CFM: Concentracdo Fungicida Minima; OEPM: 6leo essencial de P. mikanianum; FCZ:
Fluconazol; CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; INCQS: Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude; URM: University Recife Mycology. Escala: 50 pm.

4 DISCUSSAO

O rendimento obtido foi superior ao relatado por Abreu et al., (2002) e Clemes et al.,
(2015), 0,65% e 0,66-0,84%, respectivamente. No entanto, ambos empregaram material
vegetal fresco.

Os resultados da composi¢do quimica (Tabela 1) sdo bastante similares aos obtidos por
Abreu et al. (2002), tanto qualitativamente quanto quantitativamente. Porém, este resultado
contrasta com aqueles obtidos com a espécie em outras regides do sul do pais. O 6leo
essencial proveniente das folhas coletadas nas proximidades de Curitiba, Parana, embora rico
em arilpropanoides, ndo apresentou o safrol em sua composi¢do, mas sim o dilapiol, o Z-
isoelemicina e o E-asarona, tendo como constituinte majoritario a cetona sesquiterpénica b-
vetivona (LEAL et al., 2005). Por sua vez, as folhas dos espécimes coletados no municipio de
Picada Café, no Rio Grande do Sul, apresentaram Gleo rico nos arilpropanoides apiol (65%), e
em menor quantidade, dilapiol e miristicina (FERRAZ et al., 2010). O material coletado no
municipio de Sapiranga, no mesmo estado, apresentou como majoritarios 0s seguintes
terpenoides: limoneno (14,8%), biciclogermacreno (14,3%) e b-cariofileno (10,5%) (POSER
et al., 1994). Os fatores como a area de coleta, clima, solo e diferentes épocas anuais podem
determinar a distinta variedade quimica presente na espécie (MACEDO et al., 2018).

O safrol é encontrado amplamente no reino vegetal, em espécies pertencentes as
familias Aristolochiceae, Lauraceae e Piperaceae, esta Ultima com varios representantes
(BARBOSA et al., 2012; SAUTER et al., 2012; SALLEH et al., 2011). E matéria prima
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importante na composi¢do de aromatizantes e inseticidas. A partir dele, é sintetizado o
butéxido de piperonila (PBO) principal ingrediente de inseticidas piretroides (BARBOSA et
al., 2012) e outros produtos (ROSA, REBELO; NASCIMENTO, 2003). A sua atividade
antimicrobiana é conhecida (BARBOSA et al., 2012), bem como seu potencial
hepatotoxicidade em humanos, o que impede o seu uso como aditivo em alimentos
(SCHAFFER et al., 2013).

A acdo antimicrobiana do safrol foi observada em diversas espécies de plantas, alguns
exemplos séo citados a seguir: o 6leo de Illicium griffithii possui em sua composicédo o safrol
e demonstrou forte atividade antimicrobiana contra cepas de S. aureus, Aspergillus niger,
Penicillium spp. e Saccharomyces cerevisiae (SARASWATHY et al., 2018). O safrol isolado
teve pouca acdo diante das cepas de E. coli e Proteus vulgaris porém, forte atividade contra
Propionibacterium acnes, bactéria causadora de acne (KUBO, HIMEJIMA, MURO, 1991).
Madrid et al. (2015) realizaram experimentos com 6leo essencial da casca (safrol - 96%) e das
folhas (safrol - 24%) de Laureliopsis philippianna, e o safrol isolado, contra cepas dos fungos
Saprolegnia parasitica e Saprolegnia australis. Os trés compostos, tiveram forte atividade
antifangica. Da espécie Ocotea puchury-major foi extraido o 6leo essencial e sua composicédo
quimica revelou o safrol como componente majoritario (34%). Na avaliacdo antimicrobiana a
propriedade antifingica foi marcada, inibindo o crescimento das cepas Rhodotorula spp.,
Candida spp. A atividade antibacteriana foi moderada para bactérias Gram positivas
(Streptococcus agalactiae e S. aureus) e ausente para bactérias Gram negativas (P.
aeruginosa e E. coli) (LEPORATTI et al., 2013). Simic et al. (2004) realizou experimento
com a espécie Sassafras albidum que possui safrol em 82% da constituicdo do seu dleo. A
atividade antifungica contra as estirpes de Aspergillus niger, A. ochraceus, A. versicolor, A.
flavus, A. terréus, Alternaria alternata, Aureobasidium pullulans, Penicillium ochrochloron,
P. funiculosum, Cladosporium cladosporioides, C. fulvium, Trichoderma viride, Fusarium
tricinctum, F. sporotrichoides, Phoma macdonaldii, Phomopsis helianthi e Mucor mucedo,
revelou uma moderada atividade do dleo.

No resultado da atividade antibacteriana intrinseca, resultados diferentes do estudo,
foram vistos por Barbosa et al. (2012), que utilizando de espécie diferente, realizou estudo
com Oleo essencial de folhas e frutos de Piper divaricatum, também rico em safrol (98%),
com cepas bacterianas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica
Ser. Typhimurium, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus obtendo

resultados de inibicdo sobre todas as estirpes. Khayyat et al. (2011) utilizaram o safrol isolado
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em atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis, E. coli e S. aureus obtendo acgdo
intrinseca sob a cepa de E. coli. Segundo o autor, a explicacdo para a a¢do da substancia
isolada ter ocorrido somente sobre a bactéria Gram negativa, naturalmente mais resistente,
seria devido sua parede ser menos espessa em comparagdo com a parede das Gram-positivas.

Perigo et al. (2016) por sua vez, trabalhando com onze diferentes espécies do género
Piper, com compostos quimicos semelhantes ao OEPM, visualizou a a¢do das mesmas sobre
cepas bacterianas de E. coli, S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium xerosis
e P. aeruginosa. Acredita-se que a composicao da membrana celular bacteriana € o principal
fator de acdo dos 6leos de Piper. O efeito antibacteriano dos 6leos vegetais € dependente da
ruptura organizacional dos lipidios nas membranas das bactérias, ocasionando 0 vazamento
do conteudo celular. Os acidos mais espessos, chamados teicoicos, presentes na parede celular
das bactérias Gram positivas, as tornam mais resistentes aos 6leos essenciais (SOLORZANO-
SANTOS E MIRANDA-NOVALES, 2012).

Salleh et al. (2011) e Salleh et al. (2014) realizaram estudos com outras espécies do
género Piper. Piper caninum foi testado diante das cepas de S. aureus, B. subtilis, P.
aeruginosa, Pseudomonas putida e E. coli. Partes da planta inteira de Piper abbreviatum, P.
erecticaule e P. lanatum foram submetidas a extracdo dos dleos e estes testados contra B.
cereus, S. aureus, Enterococcus faecalis, E. coli, P. putida e Klebsiella pneumoniae. Piper
stylosum e Piper ribesioides foram avaliados diante das cepas de B. subtilis, B. cereus, S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa, e K. pneumonia. Os resultados foram promissores diante das
bactérias P. aeruginosa, Pseudomonas putida, E. coli, B. subtilis, Klebsiella pneumoniae e S.
aureus. Os 6leos foram extraidos das folhas e hastes das plantas, sendo o segundo o que
apresentou maior atividade para P. caninum, P. stylosum e P. ribesioides. Os principais
componentes dos 6leos das hastes das plantas foram o safrol e o B-cariofileno, e € atribuido
aos mesmos, a acdo antibacteriana intrinseca. Vale ressaltar que 0 OEPM também possui uma
quantidade significativa destes componentes, porem a ac¢do antimicrobiana pode ndo estar
ligada somente a estes componentes e sim a mistura de compostos que o 6éleo essencial tem
(HOUGHTON et al., 2007).

O uso dos 6leos essenciais associados a farmacos de uso clinico, podem modificar a
acao da droga, intensificando ou inibindo o efeito terapéutico. Em outras palavras, a
associacdo tem como resultado um efeito sinérgico ou antagénico (OLIVEIRA et al. 2006;
ALMEIDA et al. 2013)

52



Quando é descoberto o efeito sinérgico, o 6leo surge como uma alternativa a confeccao
de um novo farmaco e como potente agente que ird driblar a resisténcia microbiana
(COUTINHO et al., 2008). Desta maneira, a acdo conjunta de OEPM a droga gentamicina,
teve resultado sinérgico diante da cepa de E. coli, reduzindo significativamente a
concentracdo de agdo do antibidtico (Figura 1). A gentamicina é um aminoglicosideo que
interfere nas etapas iniciais da sintese proteica pela alteragdo na conformacao da por¢do 30S
do ribossomo 70S do procaridtico. Essa interferéncia leva a leitura inadequada do codigo
genético disponivel no mMRNA (TORTORA et al., 2012). Um dos mecanismos de resisténcia
aos aminoglicosideos é a reducdo do transporte intracelular (ELDIRDIRI et al., 2017).
Provavelmente o 6leo tenha atuado na membrana e parede celular, contribuindo para a entrada
da droga no citoplasma e a sua efetiva acdo nos ribossomos bacterianos (CASTRO e LIMA,
2010).

Os resultados de CIM com os fungos corroboram com os encontrados por Salleh et al
(2014), ja mencionado nesta discussdo. Além de realizarem estudo com bacteérias, utilizaram
das mesmas espécies para estudo com fungos. Espécies diferentes de P. mikanianum (P.
stylosum, P. ribesioides e P. caninum) foram coletadas e os 0leos essenciais extraidos das
folhas e hastes das plantas. Os o6leos ricos em p-cariofileno tiveram acdo antifingica
moderada a fraca diante das cepas de C. albicans e Cryptococcus neoformans e Aspergillus
niger (SALLEH et al.,, 2011; SALLEH et al., 2014). As concentracfes utilizadas pelos
autores foram menores que as realizadas neste estudo e ambas as espécies possuem
composicdo com componentes semelhantes aos de P. mikanianum.

O género Piper é bastante relatado na literatura a respeito das suas propriedades
antimicrobianas. Apesar de neste trabalho a acdo intrinseca ser clinicamente irrelevante
resultados diferentes foram encontrados por Rath et al, (2015) que utilizando o 6leo das folhas
da espécie Piper betle, em concentracdes baixas, obtiveram valores de CIM que variaram
significativamente de 31,25 a 125 ug/mL sobre cepas fungicas de C. albicans, C. tropicalis,
Candida glabrata, e Candida parapsilosis, mostrando o efeito antifingico da planta. Curvelo
et al. (2014), por sua vez, utilizaram o Oleo das folhas e inflorescéncias de Piper
claussenianum, que teve acdo sobre isolados de C. albicans. Segundo o préprio autor, a
presenca do composto Linalol € um indicativo da acdo antifingica desta planta, tal acéo
também foi vista pelos autores Hsu et al. (2013) e Khan et al. (2010) que trabalharam com o

composto isolado.

53



O uso da terapia combinada, seja ela entre drogas ou com produtos naturais, é vantajosa,
pois pode alcangar respostas clinicas satisfatorias. A diminuicdo das concentracBes dos
medicamentos que leva a reducdo da toxicidade, o maior potencial de acdo das drogas e a
contencdo do desenvolvimento de organismos resistentes sdo os beneficios associados a esta
acdo (CURVELDO et al., 2014; MUKHERJEE et al., 2005). Os resultados da modulagdo nos
mostram o potencial do 6leo de P. mikanianum sobre cepas de Candida, fungos estes, que
estdo cada vez mais acometendo infecgdes fungicas graves.

Na analise de acdo sobre a morfologia fungica, 0 OEPM teve acdo eficaz diante das
cepas de C. albicans, e para as estirpes de C. tropicalis, a acdo do 6leo inibiu formagéo de
micélio nas maiores concentracfes do teste. Estes resultados sdo semelhantes a 0s vistos por
Curvelo et al. 2014, que utilizando o 6leo das folhas e inflorescéncias da espécie P.
claussenianum obteve acdo intrinseca na transicdo morfoldgica de cepas de C. albicans,
conseguindo inibir a porcentagem de tubos germinativos até 97%. Segundo o autor, a acao
antifungica se deve ao composto Linalol, conhecido na literaturata por seu potencial
antimicrobiano (PARK et al., 2012; CURVELO et al., 2014; LIMA et al., 2017; KHAN et
al., 2010) e também esta presente no OEPM.

Quando ocorre a ruptura do equilibrio bioldgico, devido a fatores predisponentes,
Candida spp. transita da forma leveduriforme para a filamentosa invadindo os tecidos do
hospedeiro a que se encontra. A formacao de tubos germinativos é o inicio das projecdes para
o crescimento das hifas e pseudohifas resultando no surgimento do micélio. O micélio esta
relacionado com o aumento da viruléncia das espécies pois favorece maior aderéncia das
mesmas, dificultando a fagocitose pelo sistema imune. A capacidade de transi¢do morfol6gica
¢ chamada de polimorfismo e atribui ao fungo maior patogenicidade e resisténcia a
antifangicos, dificultando a erradicacdo do processo infeccioso (SANTANA et al., 2010;
GOW et al., 2011; YANG et al., 2003; VEDIYAPPAN et al., 2013). Dai a importancia de
intensificar estudos nesta area, na busca de descobrir novos compostos que contenham esse
fator de viruléncia do género. O OEPM, teve forte acdo antiflngica inibindo as alteragdes
morfologicas em Candida spp, isso indica que ele possui potente atividade farmacoldgica
sobre a biologia fungica e pode surgir como alternativa para tratamento de infec¢des fungicas

graves (Freitas et al., 2017).
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5 CONCLUSAO

O potencial antimicrobiano do 6leo essencial de P. mikanianum foi promissor na
inibicdo do pleomorfismo fungico apesar do 6leo sozinho ter tido resultados clinicamente
irrelaventes na inibicdo do crescimento das cepas fungicas. Efeito sinérgico foi visto na
interacdo do 6leo com as drogas gentamicina e fluconazol. A composi¢do quimica de OEPM,
apresentou compostos arilpropanoide e terpernos, substancias bioativas, e pode possivelmente
ser atribuida a eles a acdo antimicrobiana vista nos ensaios. Este € o primeiro trabalho que
relata a atividade biolégica combinada desta espécie e seu potente efeito é promissor para a
terapia combinada e para a inibicdo de um dos fatores de viruléncia de Candida spp, no
entanto, sdo necessarios estudos mais especificos para entender o mecanismo de acdo e

avaliar a toxicidade do 6leo essencial.
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5.2 Manuscrito 2

Piper diospyrifolium Kunth.: Analise quimica e antimicrobiana (intrinseca e combinada)
do 6leo essencial
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Resumo

O uso secular de plantas na medicina popular surgiu como uma fonte para a descoberta de
novos compostos capazes de curar infecgdes. Em meio a resisténcia microbiana aos farmacos
comerciais, espécies como Piper diospyrifolium Kunth, que possuem uso na terapia popular,
sdo alvos de estudos farmacoldgicos. Diante disso, experimentos antimicrobianos foram
realizados com o Gleo essencial da espécie P. diospyrifolium (OEPD) e seus constituintes
foram elucidados. Os compostos do 6leo foram identificados por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). O método de microdiluicdo em caldo
foi utilizado para determinar a concentracdo inibitéria minima do 6leo e a agdo conjunta do
6leo com os farmacos gentamicina, norfloxacina, eritromicina e fluconazol. Leitura
colorimétrica foi utilizada para testes com bactérias (Escherichia coli e Staphylococcus
aureus) e leitura espectrofotométrica para fungos (Candida albicans e Candida tropicalis), e
neste caso, os dados foram usados para criar a curva de viabilidade celular e calcular a 1Cs
das células fungicas. Testes de concentracdo fungicida minima e a acdo sobre a transicdo
morfoldgica fungica foram realizados por subcultivo e microcultivo, respectivamente. A
analise quimica revelou os compostos Z-Carpacin, Pogostol e E-Cariofileno, como compostos
mais abundantes. Os resultados da analise intrinseca foram considerados irrelevantes
clinicamente, porém o 6leo teve efeito sinérgico quando associado a gentamicina, frente as
cepas multirresistentes de E. coli e S. aureus, e ao fluconazol para as cepas padrao e isolado
de C. tropicalis. Efeito fungicida foi observado para o isolado de C. albicans. A inibig&o hifal
de Candida spp. foi verificada nas maiores concentragdes testadas para todas as estirpes. O
0leo essencial de P. diospyrifolium teve efeito promissor quando associado a farmacos
comerciais e diante de um fator de viruléncia fungico. Desta maneira o 6leo apresentou
compostos ativos que poderdo auxiliar no desenvolver de novos farmacos, entretanto, novos
estudos sdo necessarios em busca de esclarecer o mecanismo de a¢do do mesmo, bem como
identificar os constituintes ativos.
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Palavras-chave: Fluconazol, viruléncia, Escherichia coli, Z-Carpacin, sinergismo,
viabilidade celular

1. INTRODUCAO

As plantas séo utilizadas na medicina popular tradicionalmente e tem sido uma alternativa
a se explorar, especialmente como fonte de antimicrobianos naturais (MORANDIM et al.,
2010). Sua riqueza de compostos, chamados de metabolitos secundarios, vem mostrando
eficacia no combate as mais variadas infec¢ées (PEREIRA E CARDOSO, 2012).

O aumento do numero de infec¢des microbianas esta diretamente ligado ao uso irracional
de antimicrobianos, sendo uma das maiores causas do surgimento de micro-organismos
multirresistentes (MORESCO et al., 2017). Para pacientes com infeccBes, a resisténcia
antimicrobiana aumenta a morbidade e mortalidade, enquanto hd um consideravel aumento de
custos para as instituicdes de saude (MATIAS et al., 2011).

A familia Piperaceae possui espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais
nos hemisféerios norte e sul, incluindo plantas herbaceas e arbustos. O género Piper é o maior
e mais conhecido por sua producdo de extratos vegetais, inclusive 6leos essenciais,
abundantes em metabdlitos secundarios, especificamente aqueles derivados da via do
chiguimato como: neolignanas, fenilpropandides, flavonoides entre outros (BERNUCI et al.,
2016; SILVA et al., 2016).

Espécies de Piper sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de diarreia
(PIERONI, 2017), desordens gastrointestinais, dor de estomago (SOUKAND et al., 2017),
doencas na garganta, tosse (ESAKKIMUTHU et al., 2018), infec¢Ges ginecoldgicas,
uroldgicas e flatuléncias (ALQETHAMI, HAWKINS E TEIXIDOR-TONEU, 2017; SALEHI
et al., 2019). A espécie em estudo, Piper diospyrifolium, possui atividade antibacteriana
(BERNUCI et al., 2016; SCODRO et al., 2015), antifungica (MORANDIM-GIANNETTI et
al., 2010; VIEIRA et al., 2011), moluscicida (RAPADO et al., 2011) e leishmanicida
(BERNUCI et al., 2016) comprovadas, entre outras.

Diante do fendmeno de resisténcia, e na busca por novos agentes antimicrobianos, a
comunidade cientifica tem voltado sua atencdo ao uso de produtos naturais, em especial 0s
oriundos de plantas com indicativo medicinal (TINTINO et al., 2013). Apesar de P.
diospyrifolium possuir uso disseminado entre as geragdes, suas propriedades quimicas e

farmacoldgicas ainda ndo foram completamente caracterizadas (MORESCO et al., 2017).
63



Desta maneira, o objetivo deste estudo € investigar a composi¢do quimica contribuindo para a
elucidacdo do perfil quimico da espécie e validar as propriedades farmacoldgicas do 6leo
essencial de P. diospyrifolium Kunth e seu efeito antimicrobiano contra linhagens padrdes e
resistentes de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e leveduras de Candida albicans e

Candida tropicalis.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Extracdo e composicdo quimica do 6leo essencial

O 6leo essencial foi gentilmente cedido pelo professor Dr. Luiz Everson da Silva da
Universidade Federal do Parand — UFPR — Brasil, onde o 6leo foi extraido e submetido a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), para posterior
quantificacdo e identificacdo dos seus constituintes.

Inicialmente o material vegetal foi coletado no litoral do Parand, Brasil (S 25° 13.644°,
W 48° 34.985° e altitude 6m). Dos exemplares coletados uma exsicata foi produzida e
conduzida ao Herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba (MBM), onde foi
herborizada (HFIE) sob o nimero MBM 396413 (LAWRENCE, 1951; IBGE, 2012).

As folhas foram selecionadas e secas (secador elétrico modelo FANEM — Mod. 320 SE
com circulacdo de ar a 40 °C por 24 horas) para a confeccdo do 6leo essencial. Apds a
pesagem de 50 g das folhas o material vegetal foi submetido a hidrodestilacdo em 1 L de 4gua
destilada em aparelho graduado do tipo Clevenger durante 4,5 horas. O processo se deu com
base no método de Wasicky (1963). Apds a extracdo, a amostra foi acondicionada em freezer
aonde permaneceram até 0 momento da analise.

Na determinacdo do teor de 6Oleo essencial em base seca, foi aferido a massa total de
6leo essencial produzido em relacdo a quantidade de massa seca de material botanico utilizada
na extracéo.

Na identificagdo dos constituintes quimicos, por CG/EM, uma solugcdo do oleo e
diclorometano a 1% foi injetada, com divisdo de fluxo de 1:20 em um cromatdgrafo Agilent
6890 (Palo Alto, CA) acoplado a detector seletivo de massas Agilent 5973N, a temperatura de
250 °C. Foi utilizada a coluna capilar HP-5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano, 30 m x
0,25 mm x 0,25 pum) com o gés hélio como carreador (1,0 mL min™). A temperatura do forno

foi programada de 60 a 240 °C a uma taxa de 3 °C min™. O detector de massas foi operado no
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modo ionizacéo eletronica (70 eV), a uma taxa de 3,15 varreduras s™ e faixa de massas de 40
a 450 uma. A linha de transferéncia foi mantida a 260 °C, a fonte de ions a 230 °C e 0
analisador (quadrupolo) a 150 °C. Para a quantificacdo, a amostra foi injetada em
cromatografo Agilent 7890A equipado com detector de ionizacdo por chama (DIC), operado a
280 °C, sob as mesmas condicBes analiticas, com hidrogénio como gas de arraste, a uma
vazéo de 1,5 mL min™. A composicdo percentual foi obtida pela integracéo eletronica do sinal

do DIC pela diviséo da area de cada componente pela area total (area %).
2.2 Ensaios microbiolédgicos
2.2.1 Cepas microbianas e preparo de solucgdes

As cepas bacterianas utilizadas foram: padrdes, obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC) e isolados clinicos do Laboratorio de Microbiologia da Universidade
Federal da Paraiba, denominadas E. coli ATCC 25922, E. coli 06, S. aureus ATCC 6538 e S.
aureus 10. As linhagens fangicas foram C. albicans INCQS 40006, C. albicans URM 4127,
C. tropicalis INCQS 40042 e C. tropicalis URM 4262, sendo as do tipo padrédo obtidos da
Colecdo de Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria — CMRVS, da
FIOCRUZ-INCQS (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude), Rio de Janeiro e
os isolados clinicos, do acervo da Micoteca da Universidade Federal de Recife (URM —
University Recife Mycology).

As culturas de bactérias e fungos foram reavivadas em placas de Petri contendo seus
respectivos meios de cultura: HIA (Heart Infusion Agar) para bactérias e ASD (Sabouraud
Dextrose Agar) para fungos, e colocadas na estufa a 37 °C por 24 horas. Apés esse periodo,
uma suspencédo foi feita retirando uma algada de cada cultura microbiana e colocando em
tubos de ensaio com 4 mL de Soro Fisiologico (SF) a 0,9%. A concentracdo do in6culo foi
padronizado com a turvacdo da escala 0,5 de McFarland (1 x 10® UFC/mL) (NCCLS, 2003).

As solucgdes matrizes do 6leo essencial foram obtidas pesando 10 mg e 5 mg do mesmo,
e diluidas em 1 mL de dimetil sulfoxido (DMSO). Posteriormente essas primeiras solucdes
foram diluidas novamente em agua destilada estéril (para que a concentracdo de DMSO néo
exercesse atividade sobre as células testadas), atingindo as concentrages de 1.024 pg/mL

para testes com bactérias e de 4.096 pg/mL para testes com fungos (STOPPA et al., 2009).
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As drogas de referéncia foram diluidas em &gua destilada e estéril. Os farmacos
utilizados foram norfloxacina, gentamicina, eritromicina, na concentragdo inicial de 1.024

ug/mL e o fluconazol na concentracao de 4.096 ng/mL.

2.2.2. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os eppendorfs do teste foram preparados contendo 1350 pul de BHI (Brain Heart
Infusion Broth) a 10% e CSD duplamente concentrado (Sabouraud Dextrose Broth) + 150 uL.
do indculo (correspondente a 10% da solucéo total) para as linhagens de bactérias e fungos
respectivamente. Esta solugédo foi distribuida em placas de microdilui¢ao (100 puL/pogo), e em
seguida foi realizada a diluicdo seriada, com 100 pL da solucdo do 6leo, por coluna, com
concentragdes variando de 512 pg/mL a 0,5 ug/mL quando bactérias, e de 2.048 ug/mL a 2
pug/mL em fungos. As microdiluicbes foram realizados em triplicata e quadruplicata,
respectivamente. As placas foram levadas a incubadora a 37 °C/24 horas. A leitura das placas
bacterianas foi realizada adicionando 20 pL de resazurina (reagente colorimétrico) em cada
poco e observando visualmente apés 1 hora (JAVADPOUR et al., 1996). Quanto as placas de
fungos foram realizadas leituras espectrofotométricas no aparelho de ELISA (Termoplate®)
(A: 630 nm) e os resultados obtidos compuseram a curva de viabilidade celular e 1Cso. Foram
realizados controles de diluicdes (com cloreto de sodio a 0,9% ao em vez do indculo), de
esterilidade do meio e de crescimento (MORAIS-BRAGA et al., 2016).

2.2.3. Efeito modulador do 6leo na atividade de farmacos de uso clinico

Para verificar a acdo conjunta do 6leo com farmacos comerciais foi utilizado o método
proposto por Coutinho et al. (2008), no qual o 6leo ¢ utilizado em concentragdo sub-inibitoria
(CIM/8 — bactérias e CFM/16 — fungos). Os tubos eppendorf continham o 6leo + o meio BHI
(10%) e CSD duplamente concentrado + 150 pL da suspensdo microbiana (correspondente a
10% da solugdo). Foram preparados controles de crescimento e de diluigdo. A placa foi
preenchida no sentido numérico adicionando 100 pL desta solucdo em cada pocgo.
Posteriormente foi feita a microdilui¢do seriada com 100 pL do farmaco. As placas foram
incubadas a 37 °C/24 horas. Para o teste com bactérias somente foi utilizado as cepas
multirresistentes. A leitura foi realizada conforme descrito na subsecdo anterior. Havendo

interacdo do farmaco com o 6leo de forma a reduzir a CIM do farmaco, o efeito ¢ dito
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sinérgico, em caso contrario ¢ dito antagonico.

2.2.4. Determinacéo da Concentracdo Fungicida Minima- CFM

A partir do teste da CIM, uma haste estéril foi adicionada em cada pogo da placa de
microdilui¢do, homogeneizada e subcultivada em placa de Petri contendo ASD (Sabouraud
Dextrose Agar) e um guia das concentragdes testadas. As placas foram incubadas a 37 °C por
24 horas ¢ a leitura foi realizada observando o crescimento ou elimina¢ao das colonias de

Candida, observando assim a viabilidade fingica (ERNST et al., 1999, com modificagdes).

2.2.5. Avaliacdo do efeito sobre a viruléncia fungica

Com este teste é possivel ver a agdo do dleo sobre um dos fatores de viruléncia flngica,
a formacao de hifas. Camaras imidas foram montadas e esterilizadas. Dentro de cada camara,
sobre uma lamina de microscopia (estéril) foram vertidos trés mL de meio PDA (Potato
Dextrose Agar), empobrecido, contendo o 6leo em concentragdo definida a partir da CFM
(CFM /2, CFM/4 e CFM/8). Das placas de Petri previamente inoculadas, foram retiradas
alcadas do inoculo e feito duas estrias paralelas, sobre o meio ja solidificado, sendo
depositada sobre a mesma uma laminula estéril. As camaras foram incubadas e apds 24 horas
(37 °C) foram visualizadas em microscopio optico (AXIO IMAGER M2-3525001980 —
ZEISS - Alemanha) utilizando objetiva de 20 X. Foram realizadas imagens para constatar a
emissdo ou inibigdo dos filamentos das hifas. Controles de crescimento e do antiflngico
foram realizados. Posteriormente as imagens foram analisadas por meio do Software Zen 2.0,
no qual foi possivel verificar a extensdo total das estrias de indculo e o comprimento dos
filamentos de hifas, para posteriormente seguir a estatistica de acordo com os resultados e

concentracdo das amostras.

2.3. Andlise estatistica

Os dados foram analisados através do programa estatistico GraphPad Prisma 6.0. Foi
aplicado na amostra uma ANOVA de duas vias. Em bactérias o teste ANOVA utilizou a
média geomeétrica das triplicatas como dado central e o desvio padrdo da média. Em seguida
foi feito um teste de Bonferroni post hoc (onde p < 0,05 e p <0,0001 sdo considerando

significativo e p > 0,05 ndo significativo). Para fungos os dados obtidos da leitura
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espectrofotométrica foram verificados quanto a sua distribuicdo normal e em seguida
analisados por ANOVA, comparando os valores de cada concentracdo do 6leo, com o teste
post hoc de Bonferroni. Os valores de 1Cso foram obtidos por regressdo nao linear para a
finalidade de interpolacéo de valores a partir de curvas padrao.

Para avaliacdo da viruléncia foi realizada a medicéo da &rea total da estria, e das areas
onde houve crescimento de hifas. Em seguida foram realizadas medicGes de todas o0s
filamentos de hifas encontrados em cinco areas escolhidas aleatoriamente em cada estria, de
cada concentracdo. Foi feita a média do comprimento dos filamentos de hifas e analisados por
ANOVA seguida de correcdo de Bonferroni para multiplas comparacfes de comparando 0s

valores de acordo com a concentragéo do produto.

3. RESULTADOS

3.1 Identificacéo dos constituintes quimicos

O rendimento de extracdo do O6leo essencial foi de 0,49%. A identificacdo dos
constituintes quimicos foi obtida por comparacao do seu espectro de massa e de seu indice de
retengdo linear com o0s dados da biblioteca do aparelho (WILEY, 1994; NIST, 2016,
ADAMS, 2007). Os constituintes, seus indices de retencdo e porcentagem estdo dispostos na
Tabela 1. Nela estdo presentes 21 compostos entre monoterpenos e sesquiterpernos, dos quais
0 majoritario é o Z-carpacin (24,30%), seguido do pogostol (9,85%), E-caryophyllene
(7,16%), germacrene A (6,87%), germacrene D (5,28%), a-copaene (4,45%) e 0 germacrene
B (3,70%).
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Tabela 1: Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de P. diospyrifolium.

Constituinte IRca %
a - Pineno 935 1,13
a-Copaeno 1381 4,45
B-Elemeno 1397 1,71
(E)-Cariofileno 1426 7,16
y-Elemeno 1439 1,01
a-Guaieno 1444 2,94
a-Humuleno 1459 1,39
9-Epi-(E)-Cariofileno 1468 1,08
a-Amorfeno 1483 1,45
Germacreno D 1488 5,28
a-Murolene 1502 2,89
Germacreno A 1506 6,87
a-Bulneseno 1512 3,37
(Z2)-Carpacin 1532 24,30
Germacreno B 1566 3,70
B-Copaen-4-a-ol 1587 1,79
Globulol 1593 1,85
Guaiol 1601 1,04
1-Epi-Cubenol 1638 2,01
a-Murolol 1652 1,92
Pogostol 1665 9,85
Total identificado 87,19

IRca: Indice de Retencéo calculado

Na figura 1 é possivel observar as estruturas quimicas dos constituintes mais abundantes

no 6leo.
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Figura 1: Estruturas quimicas dos compostos majoritarios do Oleo essencial de Piper
diospyrifolium
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Fonte: Adams, 2001; Pubchem, 2018.
3.2 Atividade antibacteriana

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) ndo apresentou resultados clinicamente
relevantes diante de todas as estirpes testadas. O valor da concentracao foi >1024 pg/mL, ou
seja, 0 6leo sozinho ndo teve acdo inibitdria no crescimento bacteriano na concentracdo mais
alta testada.

A acdo do oleo (concentracdo sub-inibitdria) associada a antibidticos comerciais esta
representada na Figura 2. E possivel observar a acdo antagonica diante do antibiotico
norfloxacina para as duas cepas multirresistentes aumentando a média da CIM da droga de
50,79 pg/mL para 101,59 pg/mL na cepa S. aureus e de 0,0 pg/mL para 10,7 pg/mL em E. coli.
Para a eritromicina ndo houve acdo significativa. A gentamicina apresentou sinergismo para
ambas as cepas, a acdo conjunta do oleo/farmaco obteve reducdo da média do farmaco de 16
ug/mL para 6,34 pug/mL na cepa de S. aureus, e de 59,79 pg/mL para 25,39 pg/mL na cepa de

E. coli.
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Figura 2: Acdo moduladora do 6leo essencial de Piper diospyrifolium (OEPD) associado aos antibiéticos das
classes aminoglicosideos, macrolideos e fluoroquinolonas. p <0,0001.

3.3 Atividade antifingica

3.3.1 Viabilidade celular e Concentracéo inibitoria de 50% de Candida spp. (1Csp)

A viabilidade celular de C. albicans e C. tropicalis pode ser visualizada na figura 3 e 4,
onde se verifica a diminuicdo de micro-organismo a partir do aumento da concentracdo. Os
graficos mostram que a CIM, foi irrelevante clinicamente (HOUGHTON et al., 2007) com
efeito inibitério na concentracdo de 2048 pug/mL para todas as cepas testadas.

O oleo, em concentragdes sub-inibitorias (CFM/16: 128 pg/mL para CA URM 4127 ¢
256 pg/mL para o restante), associado ao antifungico fluconazol apresentou curva de
viabilidade semelhante ao do farmaco sozinho contra a cepa CA INCQS 40006. Antagonismo
foi observado frente a CA URM 4127, onde a juncdo das substancias prejudicou o efeito
isolado da droga diante do crescimento fungico (Figura 3).
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Figure 3: Acdo antifungica do fluconazol (FCZ) associado ao OEPD (6leo essencial de Piper

diospyrifolium) contra estirpes de C. albicans (CA). INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude; URM: Micoteca da Universidade Federal de Recife. p <0,0001.

Para C. tropicalis, a cepa padrdo (CT INCQS 40042), as concentracOes de 4 a 512
pug/mL mostrou efeito sinérgico, sendo melhor que a CIM do fluconazol. Comportamento
semelhante pode ser visto na curva de viabilidade da cepa isolada (CT URM 4262) em que a
associacao foi melhor nas concentragdes de 64 a 2018 pg/mL conforme é possivel ver na

Figura 4.
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Figure 4: Acdo antifungica do fluconazol (FCZ) associado ao OEPD (6leo essencial de Piper
diospyrifolium) contra estirpes de C. tropicalis (CT). INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude; URM: Micoteca da Universidade Federal de Recife. p <0,0001.

Analisando o efeito inibitorio de 50% da populagdo fungica (tabela 3) as estirpes de
destaque foram a CA INCQS 40006 e CT URM 4262, pois adicionadas ao fluconazol tiveram
atividade antifangica significativa (ICso: 94,12 ng/mL para a C. albicans e 103,74 pug/mL para
C. tropicalis).

Os valores de ICsy (Tabela 2) contra CA URM 4127 e CT URM 4262, quando
comparados aos valores do fluconazol, enfatizam a reducdo da acdo do antifungico quando

associado ao 6leo.
A acdo intrinseca do 6leo néo teve ICs, relevante, chegando a inibir 50% da populacéo

do micro-organismo somente em concentragdes altas.
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Tabela 2: Concentracdo capaz de inibir 50% da populacdo fungica (ICsp) (ug/mL) do bleo
essencial de P. diospyrifolium frente a diferentes estirpes de Candida.

CA INCQS 40006 CA URM 4127 CT INCQS 40042 CT URM 4262

OEPD 950,85 1206,93 1520,99 1260,97
FLUCONAZOL 111,95 12,18 1314,13 149,3
OEPD + FCZ 94,12 74,95 1373,46 103,74

FCZ: Fluconazol; OEPD: o6leo essencial de Piper diospyrifolium; CA: Candida albicans; CT: Candida
tropicalis; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde; URM: Micoteca da Universidade

Federal de Recife.

3.3.2 Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

A CFM foi considerada a concentragdo que causou a auséncia (fungicida) ou a inibicéo
(fungistatico) do crescimento de col6nias. O dleo teve efeito fungicida com valor de CFM de
2048 pg/mL somente para a cepa de CA URM 4127, e a¢do fungistatica (CFM > 4096
pg/mL), para as outras cepas do teste. Quando o 6leo foi associado ao fluconazol, a cepa CT
URM 4262 tornou-se sensivel sendo observado o efeito fungicida na concentracdo de 2048
png/mL. N&o foi verificado o mesmo efeito para as outras estirpes do teste. Sendo assim, para
CA URM 4127 foi observado um efeito antag6nico quando o 6leo foi associado ao farmaco.

3.3.3  Acao do oleo de Piper diospyrifolium contra um fator de viruléncia fangica

Na analise de acdo sobre a morfologia fungica, o OEPD foi testado nas concentracBes
de CFM/2 — 1024 pg/mL, CFM/4 — 512 pg/mL, CFM/8 — 256 pg/mL para a cepa CA URM
4127, e as demais estirpes foram testadas nas concentracfes CFM/2 — 2048 pg/mL, CFM/4 —
1024 pg/mL e CFM/8 — 512 pg/mL.

Os gréficos na figura 5 mostram que de 81,7% e 96,8% do crescimento de filamentos na
borda completa das estrias (visto no controle de crescimento) o éleo reduziu totalmente a
transicdo morfol6gica nas maiores concentracdes (CFM/2 e CFM/4) para as linhagens padrdo
e isolado de C. albicans, respectivamente. Na menor concentracdo a reducdo foi de 25,3%
para CA INCQS 40006 e de 12,2% para CA URM 4127.
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Figura 5: Efeito inibitério do antiflngico fluconazol e do 6leo essencial de Piper diospyrifolium (OEPD)
sobre o crescimento micelial de Candida albicans (CA); INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Salde; URM: Micoteca da Universidade Federal de Recife; Para CA INCQS 40006: CFM/2 — 2048 ug/mL,

CFM/4 — 1024 pg/mL, CFM/8 — 512 pg/mL; Para a CA URM 4127: CFM/2 — 1024 pg/mL, CFM/4 — 512
pg/mL, CFM/8 — 256 pg/mL. p <0,0001.

Para o isolado de C. tropicalis (Figura 6) a inibicdo total dos filamentos foi vista
somente para a maior concentracdo, atingindo em CFM/4 e CFM/8 a inibicdo de 14,4% e 1%,
respectivamente, em comparacdo com o total de 100% de crescimento do micélio. Em CT
INCQS 40042 as porcentagens de inibicdo foram de: CFM/8: 0,97%; CFM/4: 1,7%; CFM/2:

13,4%, mostrando que as cepas de C. tropicalis sdo mais resistentes a acdo do 6leo.
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Figura 6: Efeito inibitorio do antifingico fluconazol e do 6leo essencial de Piper diospyrifolium (OEPD)
sobre o crescimento micelial de Candida tropicalis (CT); INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Salde; URM: Micoteca da Universidade Federal de Recife; CFM/2 — 2048 pug/mL, CFM/4 — 1024 pg/mL,
CFM/8 — 512 pg/mL p <0,0001.

Os melhores resultados para o fluconazol foi contra a estirpe de CA INCQS 40006
inibindo totalmente a viruléncia fungica nas maiores concentracdes (CFM/2 e CFM/4), para
CT INCQS 40042 inibindo 63,3% e CT URM 4262 inibindo 51,5%, ambos na concentracao
de CFM/2. Para CA URM 4127 o farmaco agiu melhor na concentracdo de CFM/8 com
57,1% de inibicdo em comparacgéo ao controle de crescimento.

A figura 6 mostra o efeito progressivo do 6éleo sobre a morfologia fungica. Na foto A,
estd retratado o controle de crescimento do isolado clinico CA URM 4127. A formacdo
micelial é aparente, com extensas hifas apontadas pelas setas. Na foto B € demonstrado o
efeito na concentracdo de CFM/8. Nota-se a reducéo significativa dos filamentos. As fotos C
e D correspondem as concentracGes de CFM/4 e CFM/2 e nestas ndo h& mais a formac&o de

micélio verificando que o fungo permanece na sua forma leveduriforme.
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Figura 7: Demonstragdo do efeito progressivo do 6leo essencial de Piper diospyrifolium na inibicdo da transicdo
morfologica de Candida spp. As setas indicam a formagdo de hifas no controle de crescimento (A), e a sua
redugdo progressiva (B, C, D) conforme houve o aumento de concentragdo do 6leo (B-CFM/8; C-CFM/4; C-
CFM/2). Escala: 50 um

4. DISCUSSAO

O rendimento obtido para o 6leo essencial (0,49%) é inferior ao adquirido por
Morandim et al. (2010) (1,46%), ambos utilizaram das folhas frescas. Vale ressaltar que o
autor também trabalhou com 6leo essencial provindo dos frutos de P. diospyrifolium (1,40%).
Os 6leos essenciais tanto das folhas quanto dos frutos tiverem em sua composi¢cdo compostos
semelhantes aos presentes na Tabela 1, porém em quantidades diferentes, sendo o 6leo deste
estudo o que possui maior quantidade dos compostos semelhantes e por isso mais rico. Os
espécimes testados por Morandim et al. (2010) foram coletados em Sdo Paulo e a area de
coleta, clima, solo e diferentes épocas anuais podem ser a causa da distinta variedade quimica
presente na espécie (MACEDO et al., 2018; OZER et al., 2017). Resultados divergentes
também foram vistos por Vieira et al. (2010), cujas folhas coletadas em Maringad — PR tém
como majoritario o sesquiterpeno (E)-eudesma-6,11-diene, e por Bernuci et al (2016) que
trabalhou com folhas coletadas em Antonina - PR com majoritario o sesquiterpeno Selin-11-
en-4-a-ol.
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Estudos mostram a utilizacdo do carpacin na confeccdo de inseticidas devido a sua
toxicidade aos ovos de insetos (KRISKIN; FOERSTER, 2016, SANINI et al., 2017; RAUF et
al., 2007). Atividades antimicrobianas também podem ser comprovadas, ndo s6 do carpacin,
mas também dos compostos pogostol e E—Cariofileno (MAR E PRIPDEEVECH, 2016;
COSTA et al., 2008; COSTA et al., 2009; ADHAVAN et al., 2017; DAS, 2016), encontrados
em abundéancia no 6leo de P. diospyrifolium. Alguns estudos sdo abordados a seguir:

Abdollahnejad et al. (2016) utilizou do 6leo essencial de Artemisia dracunlus, rico em
carpacin, contra estirpes bacterianas. Obteve resultados significativos, pelo método de difusédo
em disco, para Streptococcus pyogenes (12 mm) e E. coli (6 mm) em comparagdo com o
controle da amicacina (10,5 mm; 24,5 mm). A acdo do pogostol e do E-Cariofileno foi vista
por Adhavan et al. (2017) trabalhando como o éleo essencial de Pogostemon cablin e
Pogostemon heyneanus. A a¢do foi promissora com resultados de CIM que variaram de 3,2 a
25 mg/mL para cepas de Shigella flexneri, S. aureus, S. mutans e C. albicans. Nafis et al.
(2019) avaliou o efeito antimicrobiano do dleo de Cannabis sativa, que possui E-Cariofileno
(35%) como majoritario. Pelo método de difusdo em disco, eles obtiveram o melhor efeito de
inibicdo contra E. coli (11,1 mm), Micrococcus luteus (11 mm), Bacillus subtilis (13 mm), S.
aureus (13 mm), C. albicans (12 mm), C. krusei (12,5 mm) em comparacdo as drogas
ciprofloxacino (12 mm; 26,3 mm; 35 mm; 27,5 mm) e fluconazol (20 mm; 24 mm)
respectivamente.

Os resultados antibacterianos com CIM >1024 pg/mL diferiram do estudo realizado por
Bernuci et al. (2016), que utilizou o 6leo de P. diospyrifolium, contra a bactéria
Mycobacterium tuberculosis obtendo inibicdo do crescimento bacteriano a partir da
concentracdo de 125 pg/mL. A atividade antifungica, por sua vez, também foi vista por Vieira
et al. (2011) que avaliou a acdo do 6leo puro extraido das folhas da mesma planta. Os
resultados vistos pelo método de difusdo em disco foram promissores contra as cepas de C.
albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis apresentando inibicdo com halos que variaram de 8
mm a 15 mm de didmetro.

A susceptibilidade de um micro-organismo ao 6leo essencial depende das propriedades
do Oleo e das caracteristicas do proprio micro-organismo. O efeito do 6leo de P.
diospyrifolium pode ser atribuido a interacdo do mesmo com a organizacdo dos peptideos
anfifilicos da membrana celular, desestabilizando-a e resultando em lise celular, danos estes
gue tém sido observados em trabalhos utilizando 6leo essencial (MOLLICA et al., 2017;
SOLORZANO-SANTOS E MIRANDA-NOVALES, 2012; BOTRE et al., 2010; SARTO E
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ZANUSSO JUNIOR, 2014; LUCENA et al., 2014; SILVA et al., 2018; AZEVEDO et al.,
2016). Também, as quantidades de compostos presentes no 6leo que possuem atividade
antimicrobiana que podem ter papel importante na acédo efetiva do 6leo (DEVI et al., 2012).

O género Piper tem sido muito estudado como fonte de compostos ativos para atividade
antimicrobiana, como pode ser conferido nos trabalhos citados a seguir. Salleh et al. (2011)
utilizando o 6leo essencial (folhas e hastes) da espécie P. caninum, comprovou sua efetiva
acao contra B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa, Pseudomonas putida, E. coli, e moderada
atividade contra os fungos C. albicans e Aspergillus niger. A espécie Piper divaricatum foi
analisada por Barbosa et al. (2012), que utilizou o 6leo essencial de folhas e frutos contra
cepas bacterianas de E. coli, P. aeruginosa, Salmonella enterica Ser. Typhimurium, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus e S. aureus obtendo resultados de inibicdo sobre todas as
estirpes. Gasparetto e colaboradores (2016) descreveram atividade promissora do OGleo
essencial de P. cernuum contra as bactérias S. aureus, Streptococcus pyogenes, B. subtilis e os
fungos Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,
Epidermophyton flocosum e Criptococcus neoformans. Morandim et al. (2010) também
obteve efetiva acdo em 6leo dos frutos de P. cernuum e em 6leo das folhas de P. solmsianum
contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium
cladosporioides.

O teste de andlise da morfologia fungica permite ver a acdo do 6leo diante de um
importante fator de viruléncia no desenvolvimento de candidiase. Espécies de Candida
pertencem a microbiota natural de um individuo e em situacfes de desequilibrio homeostatico
elas se tornam responsaveis por desenvolver varias infecgdes, principalmente em individuos
com doencas imunossupressoras (MAYER, WILSON, HUBE, 2013).

Oleos essenciais sdo conhecidos, na literatura, por sua atividade contra os atributos de
viruléncia de Candida spp. O dleo das folhas da espécie Piper rivinoides (4.096 pug/mL) foi
avaliado contra a formacao micelial de C. albicans e C. tropicalis, apresentando inibicao total
da emissdo de filamentos (LEAL et al., 2019). Macédo et al. (2018), por sua vez, obteve
inibicdo de hifas e pseudo-hifas de C. albicans utilizando o dleo essencial de Psidium guajava
(8.192 pg/mL). O o6leo de Eugenia uniflora (8.192 pug/mL) foi estudado contra a transi¢do
morfolégica de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei e obteve efeito na inibigdo de C. albicans
e C. tropicalis, sendo ineficiente contra C. krusei (SANTOS et al., 2018). Por método
semelhante ao desse estudo Sousa et al. (2016) avaliou o efeito do 6leo essencial das folhas de
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Coriandrum sativum (1.024 pg/mL) na inibicdo dos tubos germinativos de C. albicans, ao
qual conseguiu inibir na concentragéo de 512 pg/mL

E de suma importancia a inibicdo do processo de viruléncia sem que haja a morte do
micro-organismo comensal pois desta maneira a inducdo evolutiva, que contribui para a
resisténcia microbiana do mesmo, é menor, e o equilibrio ecolégico da microbiota nao é
prejudicado (SHARMA et al., 2019).

Diante disso, a pesquisa tem intensificado a buscar por farmacos que contenham a
resisténcia fingica sem ocasionar danos ao hospedeiro e 0 OEPD mostrou-se como alternativa
para o desenvolvimento de novas drogas, para a acao associada e para conter o pleomorfismo

fangico.

5 CONCLUSAO

A acdo antimicrobiana do 0Oleo essencial de P. diospyrifolium nao foi promissora diante
das estirpes estudadas. A acdo combinada do 6leo a farmacos comercias teve acao sinérgica
para bactérias embora com fungos ndo tenha tido resultados clinicamente relevantes. Foi
observado acdo inibitéria contra a formacdo de filamentos de ambas as espécies de Candida,
um importante fator de patogenicidade fungico.

O Oleo apresentou em sua composicdo a predominancia de mono e sesquiterpenos,
compostos conhecidos por seu efeito antimicrobiano ja observado na literatura, que podem ter
contribuido, em conjunto, para o efeito do mesmo.

Entretanto, mais pesquisas sdo necessarias para entender a acdo do 6leo sobre os micro-
organismos e 0s processos metabdlicos e genéticos relacionados a inibicdo da viruléncia

fangica, bem como avaliar sua toxicidade, para posteriormente a realizacao de testes in vivo.
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6 CONCLUSAO GERAL

A analise quimica dos oOleos essenciais de P. mikanianum e P. diospyrifolium
revelaram compostos terpénicos e fenilpropanoides, conhecidos por suas atividades
antimicrobianas, antiprotozodrias, antidiabéticas e anti-inflamatdrias. O safrol foi o composto
majoritario do 6leo de P. mikanianum e é caracteristico de espécimes coletados no mesmo
local (Sul). O Z-Carpacin foi o constituinte majoritario do 6leo de P. diospyrifolium e é alvo
de estudos a respeito da sua utilizacdo na confeccdo de inseticidas.

Os ensaios microbiolégicos mostraram que o 6leo de P. mikanianum ndo teve acao
intrinseca de interesse clinico relevante, porém seu uso combinado aos farmacos gentamicina
e fluconazol apresentou efeito contra cepa de Escherichia coli e Candida albicans
respectivamente. O dleo de P. diospyrifolium também ndo teve acdo intrinseca relevantes
clinicamente, mas o uso combinado apresentou efeito sinérgico com as drogas gentamicina,
frente as cepas multirresistentes de E. coli e S. aureus, e com o fluconazol para as cepas
padrdo e isolado de C. tropicalis.

Diante do fator de viruléncia fungica, os 6leos tiveram potente acdo inibitdria contra
o pleomorfismo de Candida spp. A espécie C. albicans foi mais susceptivel sofrendo efeito
inibitorio do 6leo até nas menores concentragdes.

Em meio as dificuldades que a medicina enfrenta as espécies Piper mikanianum e
Piper diospyrifolium representam uma fonte de metabolitos que podem ser utilizados no
desenvolvimento de novos farmacos, que visem a inibicdo da viruléncia de Candida spp.
principalmente para conter a candidiase no grupo de pacientes com doencas

imunossupressoras, 0s principais acometidos desta enfermidade.
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