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RESUMO

Os produtos naturais contém compostos derivadas de seu metabolismo secundéario, que
podem apresentar atividade antimicrobiana. Diversas espécies de vegetais sdo utilizadas
na medicina popular para tratamento de afec¢cBes que acometem a salde humana.
Infeccbes ocasionadas por bactérias e fungos sdo de dificil tratamento, especialmente
quando ocasionadas por micro-organismos resistentes a farmacos ja utilizados.
Considerando a possivel atividade antimicrobiana de espécies vegetais este trabalho
objetivou avaliar a atividade antimicrobiana e composicao quimica do 6leo essencial de
Piper regnellii (Mig.) C. DC. e potencial antifingico de Baccharis milleflora (Less.)
DC. O o6leo essencial de Piper regnellii foi analisado através de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Foi verificada atividade antibacteriana e
antifungica do referido produto mediante microdiluicdo em caldo, sendo visto ag&o
intrinseca do 6leo essencial e associada a farmacos de referéncia. Foi verificado a acao
antifungica intrinseca e associada a farmacos do 6leo essencial de Baccharis milleflora
utilizando microdiluicdo em caldo. A acdo mediante inibicdo de um fator de viruléncia
fungica foi verificada para ambos os produtos, utilizando microcultivo em cémeras
umidas com medicdo de hifas e andlise estatistica. O resultado da analise quimica
mostrou a predominancia de fenilpropandides, tendo como majoritario o apiol
(70,79%). A atividade antimicrobiana isolada do 6leo essencial de Piper regnellii, ndo
demonstrou atividade clinicamente relevante, quando associado aos farmacos
fluconazol e gentamicina observou-se possivel sinergismo frente a Candida tropicalis e
Staphylococus aureus, respectivamente. O Oleo essencial de Baccharis milleflora
apresentou atividade intrinseca irrelevante frente a cepas de Candida albicans e
Candida tropicalis. A associacdo com o fluconazol resultou em possivel sinergismo
frente a Candida tropicalis. Ambos 0s 0leos essenciais inibiram a formacdo de hifas das
espécies de Candida. Dessa forma, a acdo dos produtos naturais evidenciou um
potencial antifungico, com efeito sobre um dos fatores de viruléncia. Pode-se considerar
que os Oleos essenciais possuem atividade promissora frente ao desenvolvimento de
farmacos para tratamento de infec¢6es fungicas por espécies de Candida.

Palavras chaves: Antifungico. Analise quimica. Transicdo morfoldgica. Oleo essencial.



ABSTRACT

Natural products contain compounds derived from their secondary metabolism, which
may have antimicrobial activity. Several species of vegetables are used in folk medicine
to treat conditions that affect human health. Infections caused by bacteria and fungi are
difficult to treat, especially when caused by microorganisms resistant to drugs already
used. Considering the possible antimicrobial activity of plant species, this work aimed
to evaluate the antimicrobial activity and chemical composition of the essential oil of
Piper regnellii (Mig.) C. DC. and antifungal potential of Baccharis milleflora (Less.)
DC. The essential oil of Piper regnelli was analyzed using gas chromatography coupled
with mass spectrometry (CG / MS). Antibacterial and antifungal activity of the product
was verified by microdilution in broth, with intrinsic action of essential oil being seen
and associated with reference drugs. The intrinsic antifungal action associated with
drugs of the essential oil of Baccharis milleflora was verified using microdilution in
broth. The action by inhibiting a fungal virulence factor was verified for both products,
using microculture in moist cameras with hyphae measurement and statistical analysis.
The result of the chemical analysis showed the predominance of phenylpropanoids, with
apiol as the major factor (70.79%). The antimicrobial activity isolated from the essential
oil of Piper regnellii, did not demonstrate clinically relevant activity, when associated
with the drugs fluconazole and gentamicin a possible synergism was observed against
Candida tropicalis and Staphylococcus aureus, respectively. The essential oil of
Baccharis milleflora showed irrelevant intrinsic activity against strains of Candida
albicans and Candida tropicalis. The association with fluconazole resulted in possible
synergism against Candida tropicalis. Both essential oils inhibited the formation of
hyphae of Candida species. Thus, the action of natural products showed an antifungal
potential, with an effect on one of the virulence factors. It can be considered that
essential oils have promising activity in the face of the development of drugs for the
treatment of fungal infections by Candida species.

Key words: Antifungal. Chemical analysis. Morphological transition. Essential oil.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma vasta riqueza em biodiversidade, sendo um campo
promissor para estudos que visam explorar o conhecimento cientifico acerca da
capacidade medicinal das plantas, onde se busca entender como propriedades
especificas presentes nos vegetais podem contribuir para melhoria da saude da
populacdo (REMPEL et al., 2019). Pesquisas que envolvem o estudo das espécies
vegetais sdo consideradas relevantes, pois permitem conhecer e identificar metabolitos
secundarios e compostos bioativos especificos presentes nas plantas e sua utilizagao
constitui uma op¢do de baixo custo que produz menor efeito colateral quando
comparada a medicamentos sintéticos (CUNHA et al., 2016).

Os vegetais possuem mecanismos para obtencdo de funcGes vitais, tais como;
fotossintese, respiracdo e absorcdo de nutrientes, que sdo advindos do metabolismo
primario, onde a partir de energia e moléculas geradas neste processo, as plantas passam
a produzir metabolitos secundarios, do qual derivam uma grande variedade de
compostos quimicos (CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019).

Os estudos que avaliam efeitos de produtos obtidos do metabolismo secundério
de espécies vegetais tém constatado que estes demonstram capacidade antimicrobiana,
frente aos mais diversos patdgenos (ALMEIDA et al., 2017). A identificacdo de novas
substancias antimicrobianas derivadas de produtos naturais tem sido importante no
controle de patégenos, sendo relevante conhecer e identificar a presenca de compostos
bioativos que podem ter acdo contra micro-organismos especialmente devido ao
aumento de casos de resisténcia a antimicrobianos convencionais (SWAMY;
AKHTAR; SINNIAH, 2016; BONI; FEIRIA; HOFLING, 2017).

O aumento generalizado de infeccdes resistentes trouxe a necessidade de busca
por novas moléculas com atividade antimicrobiana advinda de compostos naturais
(SILVA; AQUINO, 2018). Oleos essenciais obtidos a partir de plantas vem
demonstrando importante agdo contra micro-organismos e podem ser considerados
possiveis fontes para desenvolvimento de novos medicamentos tendo em vista a
presenca de diversos constituintes quimicos que podem inibir ou retardar o crescimento
de patégenos (SANTOS; PICOLLI; TEBALDI, 2017).

O surgimento de resisténcia microbiana tem levado pesquisadores a exploracéo

de Gleos essenciais visando o controle de micro-organismos patogénicos resistentes e
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combate a doencas infecciosas, tendo em vista que 0 uso de produtos quimicos
sintéticos para esta acdo apresenta limitagbes, como toxicidade e risco ambiental.
(SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Bactérias e fungos estdo entre os principais agentes causadores de infeccdes no
organismo humano (REMPEL et al., 2019). As bactérias podem desenvolver
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, ocasionando infeccdes de dificil
tratamento com consequente morbidade elevada, justificando assim, a necessidade de
busca por alternativas terapéuticas que possam reduzir esta resisténcia (VELOSO;
CAMPELO, 2017). Os fungos patogénicos sdo capazes de afetar o organismo humano
podendo causar infec¢Oes invasivas, que sdo em geral, associadas a alta mortalidade. As
células fungicas apresentam semelhancas com as células humanas, pois ambas séo
eucariontes, dessa forma moléculas que podem inibir o crescimento de fungos também
podem ser toxicas para humanos. Outro fator que impacta no tratamento de infeccOes
fangicas € o0 aumento da resisténcia intrinseca ou adquirida a antifangicos ja utilizados,
trazendo assim a necessidade da busca por novas moléculas com potencial antifingico
(MC ALISTER; SHAPIRO, 2019; JANBON et al., 2019.)

A busca por compostos bioativos obtidos de plantas medicinais destaca-se
como uma importante area de pesquisa, contribuindo para o desenvolvimento de
produtos biomédicos e naturais, com maior eficacia e menor possibilidade de
desenvolvimento de resisténcia contra farmacos ja utilizados (CASANOVA; COSTA,
2017; MARDARE; MALUTAN, 2019).

Espécies do género Baccharis, sdo utilizadas na medicina popular para
tratamento de vérias doencas e vém sendo estudadas, devido apresentarem diversos
metabolitos secundarios, principalmente Gleos essenciais, sendo consideradas
importantes fontes de novos compostos ativos (MORAIS; CASTANHA, 2011).

A espécie Baccharis milleflora (Less.) DC. é conhecida popularmente como
carqueja-do-lajeado, com ocorréncia predominante nas regides Sul e Sudeste
apresentando-se na forma de arbustos eretos e glabro, é descrito seu uso na medicina
popular como antidiurético e anti-inflamatério e sintomas associados ao trato
gastrintestinal (HEIDEN, 2015; PEREIRA et al., 2017).

O género Piper L. também é referido como fonte de potencial farmacoldgico e
propriedades etnomedicinais, diversas classes de metabolitos secundarios de espécies de

Piper possuem propriedades antimicrobianas (ALVES et al., 2016).
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A espécie Piper regnellii (Mig.) C. DC. é conhecida popularmente como
pariparoba, pode ser encontrada no Brasil, Paraguai e Argentina, estando presente no
Brasil nos estados: Distrito Federal, Mato Grosso, Minas Gerais, Parand, Rio de Janeiro,
Sao Paulo e Santa Catarina. S&o arbustos de um a trés metros de altura, com caules
muito ramificados, entren0s superiores glabros, engrossados e lenticelados, seus
metabdlitos secundarios apresentam potencial antibacteriano e antifingico, e tem sido
utilizada na medicina popular para tratamento de irritacbes e ferimentos na pele
(PESSINI et al., 2003; RUSCHEL, 2004; SALEHI et al., 2019).

Com base nesse contexto, este estudo propde identificar os componentes
quimicos do Oleo essencial de folhas das espécies Piper regnellii bem como a agao
antimicrobiana intrinseca e combinada a farmacos, frente a bactérias e fungos e
potencial antifungico do 6leo essencial de Baccharis milleflora além do efeito mediante
fator de viruléncia fungica de ambos 0s Gleos essenciais Espera-se que a producdo deste
conhecimento contribua evidenciando a possivel acdo antimicrobiana frente aos
referidos patdgenos, o que pode vir a contribuir para estudos futuros referentes a
moléculas com atividade terapéutica frente a bactérias e fungos patogénicos.

A pesquisa apresenta-se dividida em capitulos que trazem inicialmente o
referencial teérico mediante revisdo de literatura e, posteriormente, a pesquisa em i
com metodologia, resultados e discussdes descritos em dois manuscritos, sendo o
primeiro referente a espécie Piper regnellii, abordando a constituicdo quimica do 6leo
essencial e seus efeitos em fungos e bactérias de interesse clinico e o segundo que
apresenta os resultados do potencial antifingico do Oleo essencial de Baccharis

milleflora.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS E METABOLISMO SECUNDARIO DOS VEGETAIS

O uso de plantas para fins terapéuticos é evidenciado desde tempos remotos,
sendo uma pratica comum entre 0s seres humanos, especialmente em populagdes da
zona rural, onde a comunidade tem maior contato com a natureza e 0 conhecimento
acerca do uso medicinal para tratamento de sintomas primarios vai sendo repassado a
cada geracdo. Poréem, é importante que estudos cientificos possam analisar as
propriedades terapéuticas, forma e manuseio, superdosagem de compostos e toxicidade
de espécies vegetais, pois através destas analises a funcionalidade de plantas medicinais
poderd ser compreendida, gerando métodos alternativos e com recomendagdes
cientificas no tratamento de algumas doengas (GOMES et al., 2018; REMPEL, et al.,
2019).

A utilizacdo de vegetais para tratamento de sintomas relacionados & saude
humana, inclui: o uso fitoterapico, quando ocorre utilizacdo exclusiva de alguma
espécie de planta medicinal, e fitofarmaco, quando envolve o uso de alguma substancia
especifica extraida a partir de vegetais. O estudo da acdo de produtos naturais pode
evidenciar uma ampla variedade de propriedades fisico-quimica associadas a possiveis
acdes terapéuticas (SIMOES, 2010).

A pesquisa envolvendo plantas medicinais tem sido explorada nas Gltimas
décadas, com estudos que visem conhecer propriedades intrinsecas dos vegetais,
direcionando assim o desenvolvimento de novas moléculas que atuem contra micro-
organismos patogénicos (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016). A investigacdo da
possivel atividade de plantas contra micro-organismos, envolve a extracéo,
fracionamento e purificacdo de seus componentes quimicos, para a partir dai investigar
a acdo dos compostos bioativos (CASANOVA; COSTA, 2017).

Através da fotossintese, as plantas integram carbono a matéria viva dando
assim origem a diversos compostos organicos essenciais a vida, tais como: carboidratos,
proteinas e lipideos, este processo ¢ denominado metabolismo primario que resulta em
pequenas moléculas precursores do metabolismo secundario, de onde advém uma
variedade de compostos com diferentes caracteristicas quimicas e funcionais
(ESQUINCA; MORENO, 2017).
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Os vegetais tém a capacidade de produzir, transformar e acumular inimeras
substancias ndo necessariamente relacionadas de forma direta a manutencdo de suas
exigéncias fundamentais. Esse conjunto metabolico é denominado metabolismo
secundario, e seus compostos derivados tém despertado o interesse para pesquisas onde
possam ser evidenciadas novas moléculas com atividade terapéutica (SIMOES, 2010).
Produtos naturais como: lignanas, flavonoides, terpenos, dentre outros, podem ser
obtidos por meio das vias biossintéticas de metabodlitos secundarios de plantas
especificas (VALLI; BOLZANI, 2019).

As plantas possuem inumeros mecanismos de deteccdo de estresse, e esta
capacidade de reconhecimento atua aumentando a produ¢do de compostos quimicos,
sdo exemplos de condicOes estressantes para espécies vegetais: estresse ambiental e
fatores climaticas, como seca, temperaturas extremas, luz, irradiacdo, deficiéncia de
nutrientes e contaminacao do solo (ISAH, 2019). O sistema de defesa dos vegetais e a
resposta ao estresse, sdo estimulos que provocam mudancas metabolicas, resultando na
biosintese de derivados do metabolismo secundario.O metabolismo secundario das
plantas atua proporcionando interacdo entre a espécie vegetal e o fitopatdgeno, dessa
forma, estimula-se o sistema de defesa da planta hospedeira contra os patdgenos
(CUNHA et al., 2016).

Derivados do metabolismo secundario das plantas sdo produtos de reacgdes
enzimaticas, envolvidos nas funcbes de atracdo, defesa ou sinalizagcdo, presentes
principalmente no 6leo essencial e extrato de vegetais. As moléculas derivadas desse
processo ndo desempenham papel significativo na vida primaria das plantas, porém, tais
substancias apresentam uma ampla variedade biol6gica, incluindo atividade
antimicrobiana (KHAW et al., 2017; ISAH, 2019; FLORES VILLA et al., 2020).

Compostos organicos volateis sdo sintetizados por via do metabolismo
secundario em diversas partes dos vegetais, englobando uma variedade de moléculas
quimicas, que podem apresentar potencial promissor em relacdo a bioatividade destes
compostos (WANI, et al., 2020).

2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais sdo uma mistura complexa de diversos compostos

organicos volateis e hidrofébicos, sintetizados pelos vegetais podendo estar presente em
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diversas partes da planta, incluindo: raizes, folhas, cascas, flores, sementes e plantas
inteiras. A constituicdo quimica dos 6leos essenciais advém do metabolismo secundério
das plantas, onde podem estar presentes diversas classes de compostos, tais como:
fenilpropandides, monoterpenos e sesquiterpenos (QUIQUI et al., 2019; WANI et al.,
2020).

Estes compostos sdo liquidos volateis, de cor limpida, soltveis em lipideos e
solventes orgénicos que tém densidade inferior a da 4gua, sdo moléculas organicas com
alta pressao de vapor e volatilidade, mesmo em condicGes de pressdo e temperatura
normais (SANTOS; PICCOLI; TEBALDI, 2017; SWAMY; AKHTAR; SINNIAH,
2016; REHMAN et al, 2016). As propriedades bioativas podem apresentar atividade
antimicrobiana onde a inibicdo de crescimento de micro-organismos esté relacionada a
composicdo quimica do dleo essencial, concentracdo, interacdo entre 0s compostos e
vulnerabilidade do agente patogénico (WANI et al., 2020). As propriedades fisico-
quimicas destes produtos podem possuir acdo antimicrobiana, anticancerigena,
antinflamatdria e antiviral (AZIZ et al., 2018).

A maioria dos compostos volateis sdo constituidos de fenilpropanoides ou de
terpendides (SIMOES, 2010). A estrutura quimica bésica de terpendides envolve duas
unidades de isopreno (2 metilbutadieno) (C5). A unidade ativa do isopreno C5, isopentil
pirofosfato e seu isdmero dimetilalil pirofosfato sdo os precursores universais da
biossintese de todos os terpendides. A classificacdo dos terpenos encontrados em 06leos
essenciais baseia-se nas cadeias homdlogas de unidade de isopreno em sua estrutura,
podendo ser: hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos,
tetraterpenos e politerpenos (REHMAN et al., 2016). Os fenilpropanoéides, se originam
a partir do acido chiquimico, que formam unidades basicas do acido cinamico, sendo
este o principal percursor da sintese de compostos classificados como fenilpropandides,
que se caracterizam pela presenca de uma cadeia lateral de trés atomos de carbono
ligada ao anel aromatico (SIMOES, 2010).

A biossintese de compostos hidrofébicos presentes em 0leos essenciais pode
ocorrer em qualquer parte da planta, sendo posteriormente armazenados em membranas
tilacoides ou cuticulas, dutos e resinas e envolve genes e enzimas especificas
(REHMAN et al., 2016; ISAH, 2019).

A presenga de constituintes quimicos especificos em espécies de vegetais
depende de fatores como: genétipo, fisiologia, estagio de desenvolvimento e condi¢des

ambientais (ISAH, 2019). Dentre os componentes quimicos de Oleos essenciais,
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normalmente um composto destaca-se em relagdo a outros por apresentar-se em maiores
concentrages, e esta quantificacdo podera variar entre as diferentes partes da planta.
Muitos fatores podem estar associados a variagdo na composicdo quimica de Oleos
essenciais, resultando em caracterizacdo de compostos diferentes, mesmo em produtos
naturais extraidos da mesma espécie. Alguns desses fatores sdo: geografia de cultivo,
época da colheita do vegetal, parte da planta, condigdes e tempo de armazenamento
(CHOUHAN, et al., 2017; MISHRA et al 2020).

Os Oleos essenciais sdo uma alternativa relevante para o estudo de produtos
naturais que possam ser base no desenvolvimento de novas medicagfes. Tendo em vista
que sdo fontes potenciais de compostos com propriedades antimicrobianas
(TABASSUM; VIDYASAGAR, 2013). Esta atividade contra micro-organismos sofre
influéncia da variacdo quimica dos metabolitos secundarios, que pode ocorrer por acao
de um composto majoritario isolado, ou pelo sinergismo entre todos 0s componentes do
6leo essencial (MILLEZI et al., 2013).

Os géneros Piper L. e Baccharis, possuem boa capacidade oleifera, e suas
espécies apresentam potencial relevante para producéo de 6leos essenciais, dessa forma
0s metabolitos secundarios presentes nos referidos géneros, podem apresentar acdes
bioatividade, sendo um campo importante para pesquisa (PESSINI et al., 2003;
TROMBIN-SOUZA et al., 2017; QUIQUI et al., 2019).

2.3 GENERO Piper L. E ESPECIE Piper regnellii

O género Piper L. faz parte da familia Piperaceae e tem origem nativa, porém
ndo é endémico do Brasil. Contém em torno de 289 espécies, amplamente distribuidas
em todo o territorio nacional, sendo considerado um dos géneros de maior diversidade.
Pode ser encontrado no territorio brasileiro com predominio na regido amaz6nica, mas
também presente em dominios geograficos, tais como: caatinga, cerrado, mata atlantica,
pampa e pantanal. Suas espécies podem apresentar-se como arbusto, subarbusto, arvore,
erva e trepadeira (MELO; ALVES, 2019; QUEIROZ; MEDEIRQS, 2020;).

Muitas especies de Piper sdo utilizadas pela populagdo com funcdes
medicinais, sendo um género com importante potencial terapéutico e atividade
farmacolodgica, com capacidade importante para producéo de 6leos essenciais. (QUIQUI
etal., 2019).
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Estudos biolégicos que se propdem a avaliar as propriedades fitoquimicas
presentes nestas espécies tém encontrado atividades neurofarmacol6gicas, anti-
proliferativas e anti-inflamatdrias. Pesquisas por atividades biolégicas de espécies do
género Piper revelam o acumulo de diversas classes de metabdlitos, com propriedades
contra diversos micro-organismos de natureza bacteriana e fungica (SALEHI et al.,
2019).

Piper regnellii é conhecida popularmente como pariparoba, pode ser
encontrada no Brasil, Paraguai e Argentina, sendo que no Brasil tem registro de
ocorréncia nos estados: Distrito Federal, Mato Grosso, Minas Gerais, Parana, Rio de
Janeiro, S@o Paulo e Santa Catarina. So arbustos de um a trés metros de altura, com
caules muito ramificados, entren6s superiores glabros, engrossados e lenticelados
(RUSCHEL, 2004). As folhas sdo alternas, pecioladas, codiformes, inteiras, de base
simétrica, e que quando adultas podem medir de 12,0cm a 14,0cm de largura, € 10,0cm
a 12,0cm de comprimento. A referida espécie possui grande potencial oleifero devido a
presenca de glandulas peroladas que contém substancias produtoras de 6leos essenciais
(PESSINI et al., 2003).

Figura 1: Piper regnellii (Miq) C. D.
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Fonte: Wanderlei do Amaral

Os constituintes quimicos das espécies de Piper tém sido considerados
relevantes, com uma diversidade de compostos quimicos que demonstram atividade
bioldgica. Piper regnellii mostra acimulo de fenilpropanoides, com descrigdo de
atividade antibacteriana e antifingica (LONGATO et al., 2011).
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2.4 GENERO Baccharis E ESPECIE Baccharis milleflora

O género Baccharis inclui em torno de 500 espécies, que podem ser
encontradas em paises do continente americano: Argentina, Paraguai e Brasil. Em
territorio brasileiro, encontra-se uma média de 179 espécies, estando distribuidas em
regides que incluem os seguintes dominios fitogeograficos: Amazbnia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (HEINDEN, 2015; SOUZA et al., 2017).

Espécies do género Baccharis tém sido identificadas observando seus
ductos secretores, sendo verificados que estes possuem capacidade para producdo de
Oleos essenciais. Suas espécies sdo estudadas devido relevancia farmacologica e
etnobotanica (ZUCCOLOTTO, 2019).

Estudos relativos ao género Baccharis tém demonstrado a presenga de diversos
compostos quimicos, que podem estar relacionados a atividade antimicrobiana
(RODRIGUES et al., 2016). E eventualmente utilizada na medicina popular para acio
diurética e anti-inflamatéria (IGANCI; MACIAS, 2009). O dleo essencial desta espécie
é composto principalmente por sesquiterpenos hidrocarbonados e por uma mistura de
monoterpenos hidrocarbonados e sesquiterpenos (PEREIRA et al., 2017).

Muitas espécies deste género apresentam atividade antibacteriana e antifungica
(RODRIGUES et al., 2016; TROMBIN- SOUZA et al., 2017), com relatos de uso na
medicina popular para tratamento de doengas, especialmente relacionadas a sintomas
gastricos e em processos inflamatérios, o que contribui para relevancia econémica e
ambiental do género Baccharis, sendo este promissor quanto a descoberta de novos
compostos com atividade biolégica (RAMOS CAMPOS et al., 2016).

Pesquisas com espécies de Baccharis sdo relevantes e necessarios, pois apesar
de sua importancia econdémica e da frequente utilizacdo em tratamento de doencas,
somente 30% das espécies do referido género foram estudadas quanto a propriedades
quimicas e bioldgicas (TROMBIN-SOUZA et al., 2017).

A espécie Baccharis milleflora é nativa e endémica do Brasil, apresenta -se na
forma de arbustos eretos e glabros que formam populagdes densas especialmente em
solos rasos e umidos, com substratos rupiculas e terriculas. Sua ocorréncia se da nas
regidbes Sul e Sudeste, sendo popularmente conhecida como carqueja-do-lajeado
(HEINDEN, 2015).
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Figura 2. Baccharis milleflora (Less.) DC.

Fonte: Wanderlei do Amaral

Baccharis milleflora tem importante potencial oleifero, tendo 6leo essencial
com predomimio de sesquiterpenos (SIMOES, 2005). Esta classe de compostos
apresentam potencial atividade antimicrobiana, incluindo a atividade antifingica onde
acdo contra micro-organismos patogénicos pode ser atribuidas a presenca desta classe
de componentes quimicos (ABAD; BERMEJO, 2007; TROMBIM -SOUZA et al.,
2017).

2.5 AGENTES PATOGENICOS — FUNGOS E BACTERIAS

2.5.1 Fungos do género Candida: Viruléncia e mecanismos de resisténcia

Fungos sdo micro-organismos patogénicos que estdo envolvidos na
manifestacdo de infeccbes no organismo humano e diversos fungos tém potencial
agressor contra a salude humana que podem variar em acometimentos superficiais até
infeccOes sistémicas de dificil tratamento e com elevada mortalidade (SHAHABUDIN;
AZMI, 2020).

Dentre as espécies com potencial infeccioso Candida albicans apresenta-se
como a principal responsavel pela manifestacdo de infeccGes da corrente sanguinea,
porém é crescente o nimero de pesquisas que demonstram a patogenicidade de espécies
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de Candida ndo-albicans com destaque para Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis e Candida krusei (ZHANG et al., 2019). As espécies de Candida
sdo parte da microbiota natural humana, estando presentes na cavidade oral, vagina e
trato digestivo. Porém estes fungos sdo classificados como patdgenos oportunistas, onde
condicdes especificas que envolvem reducdo da imunidade do organismo, oferecem um
ambiente propicio para infec¢des por Candida (SHAHABUDIN; AZMI, 2020; LEE et
al,2020).

As especies de Candida, mesmo pertencentes a0 mesmo género podem
desenvolver respostas diferentes em relacdo a susceptibilidade a agentes
antimicrobianos (ALMEIDA, et al., 2017). O aumento de infec¢des fungicos ocorre
devido a fatores como: o uso indiscriminado e frequente de antibioticos, especialmente
os de amplo espectro, distdrbios metabolicos e aumentos de casos de patologias que
deprimem o sistema imunoldgico (SEYOUM et al., 2020).

Dentre os fungos causadores de infec¢des a espécie Candida albicans destaca-
se como um patdégeno comensal, com grande capacidade de ocasionar infecgdes
fangicas invasivas, quando se oferece condicdes propicias para que sua forma comensal
passe para forma patogénica. Esta transicdo pode ocorrer por vias genéticas via
mecanismos de penetracdo ativa e endocitose. Fatores associados ao aumento da
patogenicidade e viruléncia de Candida albicans incluem: transi¢do morfolégica com
formacdo de hifas e pseudohifas via expressdo de genes especificos,fenétipo,
comutacdo, secrecdo de enzima hidrolitica, aspectos morfologicos da parede celular,
aderéncia, producédo de exoenzimas e formacéo de biofilmes (DADAR et al., 2018; LEE
et al., 2020).

A maioria das infeccBes flngicas causadas por espécies de Candida envolvem
Candida albicans, porém cada vez mais outras espécies vém emergindo como
potenciais invasores e com patogenicidade elevada. Dentre estas, destaca-se Candida
tropicalis (HAMMED et al., 2018; ZHANG et al., 2018; SEYOUM et al., 2020). Em
termos de viruléncia Candida tropicalis tem mostrado-se como segunda espécie de
Candida com maior capacidade para provocar infeccGes apos Candida albicans, com
um amplo potencial para formacdo de biofilmes, adesdo a células endoteliais e
epiteliais, secrecdo de enzimas liticas e transicdo morfologica, fatores estes que
contribuem para o aumento de viruléncia e mecanismos de resisténcia (ZUZA- ALVES,
etal., 2017).
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E de relevancia clinica que se busque identificar agentes causadores de
infecgBes fungicas, a sua forma de manifestagdo e seus meios de sobrevivéncia no
organismo, para que o tratamento de pacientes acometidos com esta patologia seja
direcionado na busca por mais resolutividade (NAKAMURA et al., 2013).

Pesquisas sobre esse patdgenos ja apresenta consideravel conhecimento, porém
é preciso mais estudos que possibilitem um melhor combates desses agentes infecciosos
com identificacdo de alvos celulares que possam ser atingidos por antimicrobianos, sem
causar danos ao hospedeiro (JANBON et al., 2019; LEE et al., 2020).

2.5.2 Bacterias Staphylococcus aureus e Escherichia coli

A resisténcia bacteriana, constitui um elevado risco a sadde humana, pois
resulta em infeccbes graves, com opcdes de tratamento limitadas, fazendo com que haja
aumento de morbidade e mortalidade, especialmente em ambientes hospitalares (DA
COSTA; JUNIOR, 2017). Dentre as bactérias que vém demonstrando mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos estdo: Staphylococcus aureus, e Escherichia coli (WHO,
2015).

Staphylococcus aureus sao bactérias Gram-positivas que pertencem a
microbiota do organismo humano, presente na pele e membranas mucosas, mas que
podem ocasionalmente desenvolverem patologias tais como: feridas, furdnculos,
septicemia, pneumonia e intoxicacdo alimentar, sdo micro-organismos de alta
capacidade patoldgica, associados a uma consideravel resisténcia a antibiéticos, o que
gera dificuldades no tratamento de infeccBes decorrentes destas bactérias
(ENGELKIRK; DUBEN-ENGELKIRK, 2012). Algumas caracteristicas especificas
desta espécie contribuem para sua capacidade de ocasionar infec¢fes, como a habilidade
de crescer em condicdes de alta pressdo osmética e baixa umidade, o que justifica a
presenca deste micro-organismo de forma comensal na cavidade nasal e na pele. A
invasdo de tecidos com capacidade de danifica-los esta associada a produc¢éo de toxinas,
que predispde a infecgbes graves com resisténcia a antimicrobianos (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2017; PARLET et al., 2019).

Fatores como alta capacidade de transmissdo e variabilidade de infeccdes,
mecanismos patogénicos intrinsecos, e especialmente a crescente resisténcia de
Staphylococcus aureus a diversos farmacos fundamentam a necessidade de pesquisas
sobre estes patdgenos (GUSHIKEN et al., 2016).
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Dentre o grupo de bactérias classificadas como Gram-negativas Escherichia
coli é um micro-organismo comensal encontrado no trato gastrintestinal dos seres
humanos, especialmente no intestino grosso, sendo exposta ao ambiente através das
fezes. Além das cepas comensais estas bactérias podem ocasionar uma variedade de
doencas como: diarreias, colite hemorragica e sindrome urémica, condicionadas a
manifestacdo de fatores de viruléncia e patogenicidade. Seu crescimento e
sobrevivéncia depende de condi¢des ideais de temperatura, disponibilidade de agua e
nutrientes, competicdo com outros micro-organismos e formacédo de biofilmes (JANG,
etal., 2017).

Escherichia coli € um patégeno com um grande reservatorio de genes de
resisténcia a antimicrobianos principalmente por meio de transferéncia horizontal de
genes onde um micro-organismo atua como doador e como receptor de genes de
resisténcia, fazendo que que possa adquirir e transmitir estes genes. Desta forma a
resisténcia de Escherichia coli, é considerada um grande desafio para tratamento de
infeccOes (POIREL et al., 2018).

Bactérias Gram-positivas possuem maior sensibilidade a acdo de antibidticos,
em relacdo a Gram-negativas, este fato se da devido a parede bacteriana que ndo impede
a penetracao de substancias nocivas, enquanto as bactérias Gram-negativas possuem um
sistema de barreira eficaz com fosfolipideos, lipopolissacarideos e proteinas que
dificultam a penetracdo dos compostos presentes em antimicrobianos, e consequente
resisténcia aumentada a acdo dos mesmos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Em estudo de revisdo sobre os mecanismos de resisténcia de bactérias a
antibidticos destaca-se como principais responsaveis por este fenbmeno: Inativacao
enzimatica do farmaco, modificacdo do alvo do antibiotico, bombas de efluxo, alteracédo
da permeabilidade da membrana e formacdo de biofilmes. Associado a estes fatores
bioldgicos o uso indiscriminado de medicacbes vem contribuindo para 0 aumento dessa
resisténcia, sendo importante a busca por novos metabolitos ativos que possam
combater estes agentes patogénicos (DA COSTA; JUNIOR, 2017).

O tratamento de infecgdes decorrentes de bactérias apresentou uma grande
evolucdo nas Ultimas décadas devido a descoberta dos antibidticos, paradoxalmente
ocorreu a evolugdo dos micro-organismos que ora sensiveis a determinados farmacos,
foram se adaptando aos compostos quimicos presentes nas medicagdes e entdo surgiu o
problema da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, fato este que tornou-se um

crescente problema de salde puablica decorrente da dificuldade de combater agentes
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patogénicos e consequente aumento da mortalidade devido a infecgdes (DA SILVA;
AQUINO, 2018).
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

Os dleos essenciais foram cedidos pelo professor Dr. Luiz Everson da
Silva da Universidade Federal do Parana — UFPR — Brasil. Amostras da espécie Piper
regnellii foram coletadas no municipio de Atalanta, Santa Catarina, sendo coletado em
média dez exemplares. No campo foram localizados espécimes e realizado o registro
das coordenadas, com: S 27° 28", W 49°48" e altitude 548m. O material foi transportado
até o Herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba e Herbario das Faculdades
Integradas Espirita, onde foram preparadas exsicatas com registro MBMO085153
(LAWRENCE, 1951; IBGE, 1992).

Amostras da espécie Baccharis milleflora foram coletada municipio de
Piraquara, Parana. Os espécimes foram localizados no campo, com as coordenadas:
latitude 25°32” S, longitude 49°03° W e altitude 985 (Figura 1). Logo apds foram
transportadas para o Herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba e Herbario das
Faculdades Integradas do Museu Botanico Municipal de Curitiba onde foram
preparadas exsicatas e herborizadas com o numero HFIE 8.920 (LAWRENCE, 1951;
IBGE, 1992).

A extracdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilacdo durante 2,5 horas
em aparelho graduado tipo Clevenger utilizando-se 50g de folhas secas em 1L de agua
destilada, com 3 repetices para minimizar erro experimental e homogeinizar as
amostras (WASICKY, 1963). Para secar as folhas utilizou-se secador elétrico modelo
FANEM - Mod. 320 SE com circulacdo de ar a 40° C por 24 horas. Para determinacéo
do teor de umidade das folhas frescas no momento da extracdo foram coletadas
amostras de 20g em triplicatas, submetidas a secagem em secador elétrico modelo
FANEM -Mod. 320 SE com circulacdo de ar a 65°C até atingir peso constante. Apos a
extracdo, as amostras foram coletadas com pipeta de precisao e armazenadas em freezer.

O oleo essencial de Piper regnellii obteve atividade antimicrobiana verificada
mediante acdo intrinseca sobre bactérias e fungos e associado a farmacos de referéncia.
Para o Gleo essencial de Baccharis milleflora foi verificado a atividade antiflngica
intrinseca e associado a farmaco de referéncia. A acdo sobre um dos fatores de

viruléncia fungica foi verificada para ambos os 6leos essenciais.
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3.2 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS

A analise quimica ocorreu apenas com o 6leo essencial de Piper regnellii onde
apos a extracdo foi submetido a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM), para posterior quantificacdo e identificagdo dos seus constituintes.

Foi utilizado um cromatdégrafo gasoso de marca Shimadzu modelo GC-17A,
acoplado a um espectrometro de massas GC-MS QP5050A equipado com coluna
capilar de silica fundida J & W Scientific DB-5 (50 m de comprimento, 0,25 mm de
didametro interno e 0,25 um de espessura do filme). As condi¢des de operacdo como
temperatura de injetor, interface e coluna programada foram adequadamente ajustadas,
sendo verificada inclusive a necessidade de elevacdo de temperatura. Como gas de
arraste foi utilizado o gas hélio, mantido ao fluxo constante de 1,0 mL mim-1. A
aquisicdo dos espectros de massas foi feita na faixa de 40 a 350 daltons pelo método de
ionizacdo por impacto de elétrons, com energia de ionizacdo de 70V e fonte de ions a
200 °C.

Os constituintes volateis foram, em parte, identificados por comparacdo dos
espectros de massas obtidos com os registros da biblioteca computacional Wiley229 e
pela determinagdo experimental dos indices de Kovats, aplicando-se uma série
homologa de n-alcanos nas mesmas condi¢fes usadas para a injecdo dos oOleos
essenciais. Apos a obtencdo dos valores, estes foram comparados com os indices de
Kovats. A identificacdo definitiva de alguns constituintes volateis foi realizada por
injecdo concomitante de padrfes quimicos com os Oleos essenciais. Apenas as
identificacbes tendo como base os dados de espectrometria de massas associada a

coinjecéo dos 6leos com analitos padrdes foram considerados definitivas.

3.3 CEPAS MICROBIANAS

Para atividade antibacteriana do Oleo essencial de Piper regnellii foram
utilizadas bactérias de linhagem padréo e resistente obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC): Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli 06,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Staphylococcus aureus 10.

Para atividade antifungica de ambos os 0leos essenciais foram utilizadas cepas

de fungos padréo e isolados clinicos das espécies Candida albicans CA INCQS 40006,
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CA URM 4121 e Candida tropicalis CT INCQS 40042, CT URM 4262, obtidos da
Colecéo de Culturas Oswaldo Cruz do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude INCQS, e da Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

3.4 PREPARO DOS INOCULOS

Em um primeiro momento as referidas linhagens foram cultivadas em tubos de
ensaio contendo meio de cultura (Agar Sabourand Dextrose - ASD) para fungos e HIA
(Heart Infusion Agar) para bactérias e apos um periodo de 24 horas na estufa foram
mantidas sob refrigeracdo a 37 °C.

Os in6culos foram preparados em Placas de Petri, contendo 25 mLde ASD a
37 °C por 24 horas. Logo ap0s, as amostras preparadas foram suspensas em tubos de
ensaio contendo 0,3 mL de solugéo salina a 0,9% estéril, tendo sua turbidez comparada
segundo escala de Mc Farland (NCCLS, 2002).

3.5 DROGAS DE REFERENCIA

Foram utilizados os farmacos diluidos em agua destilada e estéril, sendo para os
testes antibacterianos: Norfloxacina, Gentamicina e Eritromicina com uma concentracdo
inicial de 1.024 pg/mL. Para testes antifungicos foi utilizado Fluconazol na
concentragéo inicial de 4.096 pg/mL.

3.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Foram preparados em eppendorfs 1.500 pL de solucdo, sendo 1.350 pL do
meio de cultura e 150 pL do indculo. Em seguida foi realizada a técnica de
microdiluicdo em uma placa com 96 pocos, sendo adicionado 100 pL da solugéo inicial
em cada poco, logo apos foi realizada a microdiluicdo do 6leo essencial por coluna, para
0 in6culo que contém bactérias o teste foi realizado em triplicata com concentra¢do no
primeiro pogo de 512 pg/mL e no dltimo de 0,5 pg/mL. Para o indculo que contém
fungos foi realizada microdiluicdo em quadruplicata, com concentracdo no primeiro

poco de 2.048 pg/mL, e 2 pg/mL no ultimo.
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Logo em seguida as placas foram mantidas na incubadora a 37 °C por 24 horas.
Para leitura das placas bacterianas foi acrescentada 20 pL de rezasurina em cada pogo
com observacdes visual apés uma hora (JAVADPOUR et al, 1996). Para a leitura de
fungos utilizou-se espectrofotometria no aparelho de ELISA ((Termoplate ®), onde 0s
dados obtidos foram trabalhados estatisticamente para gerar a curva de viabilidade
celular e a Clso. Foram preparados controle de diluicdo e de esterilidade do meio
(MORAIS-BRAGA et al., 2016).

3.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA- CFM

Este teste foi utilizado apenas para viabilidade fangica. Segundo
metodologia proposta por Ernest et al. (1999), com modificacdes, a partir do teste da
CIM foi homogeneizado o meio contido em cada po¢o com haste estéril e subcultivado
em Placa de Petri contendo meio de cultura ASD (Sabourand Dextrose Agar). As
placas foram incubadas a 37° C por 24 horas onde verificou-se 0 crescimento ou

supressdo de col6nias fangicas.

3.8 VERIFICACAO DO EFEITO COMBINADO DO OLEO ESSENCIAL COM
FARMACOS

Para este teste foi trabalhado a concentracdo subinibitéria do 6leo essencial
com CIM/8 para bactérias e CFM/16 para fungos conforme proposto por Coutinho et al.
(2008), com modificagdes. A solucdo contida nos tubos eppendorfs (produto natural +
meio de cultura + indculo) foi adicionada a cada po¢o de uma placa com 96 pogos,
sendo 100 puL em cada um deles, em seguida foi feita a microdiluicdo com 100 pL do
farmaco de referéncia. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Para a leitura
da placa com bactérias foi utilizado resazurina enquanto a leitura de fungos foi realizada
em aparelho de espectrofotometria de ELISA (Termoplate®) e os resultados foram
utilizados para obtencdo de uma curva de viabilidade celular e 1Cso. Foram preparados
controle de crescimento, de diluicdo do oOleo e de esterilidade do meio (MORAIS-
BRAGA et al., 2016).

3.9 AVALIACAO DO EFEITO SOBRE A VIRULENCIA FUNGICA



29

Para verificar a acdo do produto natural sobre um dos fatores de viruléncia
fangica, a formagao de hifas, foram montadas cdmaras umidas estéreis para observagdo
das leveduras. Dentro de camaras Umidas, sobre uma ldmina de microscopia (estéril)
foram vertidos 3mL de solucdo contendo meio de cultura e Oleo essencial, nas
concentracdes CFM/2, CFM/4 e CFM/8. Apos solidificacdo do meio foram tracadas
duas estrias paralelas captadas do indculo previamente preparado, logo ap6s foi coberta
com laminula estéril. As cdmaras em seguida foram levadas a incubadora e ap6s 24 h
(37 °C) onde ap0s esse periodo ocorreu a visualizacdo do cultivo em microscopia optica
utilizando objetiva de 40 X. Foi contornada toda a estria verificando se houve emissédo
ou inibicdo de hifas. Uma camera fotogréfica foi acoplada ao microscopio para captura
de imagens. As imagens capturadas foram analisadas mediante a medicdo de hifas
utilizando-se de The Zen 2.0 Software para identificar a quantidade ou inibicdo de
substancias (CARNEIRO et al., 2019). Foi realizado controle para crescimento de

leveduras.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos pela leitura espectrofotométrica foram verificados quanto a sua
distribuicdo normal e em seguida analisados por ANOVA de uma via por meio do teste
post hoc de Tukey. Os valores de CIM foram obtidos por regressdo ndo linear para a
finalidade da interpolacdo de valores a partir de curvas padrdo (usando o software

Graphpad Prism, v. 7.0)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da pesquisa constam nas subsec¢des apresentadas a seguir, nos
topicos 4.1 e 4.2. no primeiro topico estd descrito o artigo intitulado: Piper regnelli
(Mig.) C. DC.: Oleo essencial de piper regnellii (mig.) c. dc.: composi¢do quimica e
potencial antibacteriano e antifungico, e encontra-se submetido a revista South African
Journal of Botany, Percentil Qualis referéncia 67%, A3.

No segundo tdpico estd disposto o capitulo de livro intitulado: Baccharis
milleflora (LESS.) D. C.: Efeitos contra fungos oportunistas e fator de viruléncia, que se
encontra aceito para publicacdo no livro eletrénico: O Fortalecimento Intensivo das

Ciéncias Bioldgicas e suas Interfaces 2, na editora Atena.

4.1 MANUSCRITO 1: OLEO ESSENCIAL DE Piper regnellii (Mig.) C. DC.:
COMPOSICAO QUIMICA E POTENCIAL ANTIBACTERIANO E ANTIFUNGICO
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RESUMO

Os Oleos essenciais de espécies vegetais sdo compostos volateis e hidrofobicos que
podem apresentar atividade antimicrobiana. Mediante a incidéncia de infeccbes e a
resisténcia microbiana, 0 uso de produtos naturais pode ser uma alternativa para
inibicdo de crescimento e reducdo da patogenicidade de micro-organismos. Este
trabalho objetivou investigar a composic¢do quimica e atividade antimicrobiana do dleo
essencial de Piper regnellii (Mig.) C. DC.contra linhagens padrdo e resistente de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus e leveduras de Candida albicans e Candida
tropicalis. O 6leo essencial foi analisado através da cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). A atividade antimicrobiana foi
verificada através de microdiluicdo em caldo, observando-se a agdo intrinseca do 6leo
essencial e associacdo com farmacos. A analise estatistica ocorreu através do programa
GraphPad Prisma 7.0. A inibicdo de um fator de viruléncia fangica foi verificada por
microcultivo em cadmaras Umidas, medigdo de hifas e analise estatistica. A composi¢do
quimica mostrou predominancia de fenilpropandides onde o majoritario foi o apiol
(70,79%), seguido de dilapiol (15,05%). A atividade antibacteriana foi considerada
clinicamente irrelevante e a associa¢do com o farmaco gentamicina resultou em possivel
sinergismo frente a E. coli. A atividade antifungica mostrou atividade a partir da
concentracdo de 512 pg/mL sendo verificado também um suposto sinergismo com o
fluconazol frente a isolado de C. tropicalis. A transicdo morfoldgica fungica foi
totalmente inibida em todas as concentracdes testadas evidenciando potencial
antimicrobiano, com necessidade de investigacdo que evidenciem mecanismos
especificos de acdo frente a este fator de viruléncia.

Palavras chaves: Piperaceae. Antimicrobiano. Fitoquimica. Anti-viruléncia.

1. INTRODUCAO

O aumento generalizado de infeccdes resistentes trouxe a necessidade de busca
por novas moléculas com atividade antimicrobiana advindas de compostos naturais
(SILVA; AQUINO, 2018). Considerando a problemaética da resisténcia de micro-
organismos, a busca por alternativas naturais, com énfase no isolamento, purificacéo e
caracterizagdo de plantas com atividade medicinal é fundamental para a descoberta de
novas medicacdes com atividade antimicrobiana (MULAT; PANDITA; KHAN, 2019).

A utilizacdo de produtos naturais constitui uma opc¢do de baixo custo e que
produz menor efeito colateral quando comparada a medicamentos sintéticos. Desta
forma, substancias derivadas do metabolismo vegetal, constituem um conjunto de
metabolitos secundarios, que podem apresentar compostos quimicos, com possivel
atividade antimicrobiana (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016; REMPEL et al.,
2019).
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A prevaléncia de resisténcia antimicrobiana tem levado pesquisadores a
exploracdo de Oleos essenciais proveniente de plantas, visando o controle de micro-
organismos patogénicos resistentes e combate a doencas infecciosas (SWAMY;
AKHTAR; SINNIAH, 2016). Os 6leos essenciais podem ser considerados uma
alternativa ao uso de medicagdes convencionais, quando evidenciadas atividade
antimicrobiana (SANTOS, PICOLLI, TEBALDI, 2017).

O género Piper faz parte da familia Piperaceae, que possui como caracteristica
relevante a presenca de conteudo oleifero e propriedades terapéuticas (PESSINI et al.,
2003; ALVES et al., 2016). Diferentes espécies de Piper tém demonstrado significativo
nimero de atividades bioldgicas tais como acgdo antibacteriana e antifungica
(KOROISHI et al., 2008). A quimica do 6leo essencial das diferentes espécies deste
género tem sido bastante estudada, (ALVES et al, 2016; BERNUCI et al, 2016;
MGBEAHURUIKE et al, 2017), porém ainda h& muitas espécies que necessitam de
maior investigacdo para determinacdo de compostos especificos. Os metabolitos
isolados de algumas espécies tém demonstrado atividade antibacteriana e antifungica
(SALEHI, et al., 2019). O 6leo essencial de espécies de Piper mostra-se como possivel
alternativa para desenvolvimento de medicacBes que busquem combater patdgenos
resistentes (BERNUCI, et al., 2016).

A espécie Piper regnellii (Mig.) C. DC., conhecida popularmente como
pariparoba, apresenta-se na forma de arbusto, sendo utilizada como planta ornamental e
medicinal, e com potencial para atividade antibacteriana contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas e também para antifingica contra espécies de Candida
(PESSINI, et al., 2003). Na medicina popular tem sido utilizada para tratamento de
feridas, edemas e irritacdes de pele (SALEHI, et al., 2019).

Baseado nesse contexto, este estudo tem como objetivo avaliar a
composicdo quimica e atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Piper regnellii,
individualmente e combinado com farmacos de referéncia, contra linhagens padrdo e
resistente de Escherichia coli e Staphylococcus aureus e os patdgenos oportunistas
Candida albicans e Candida tropicalis.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal e extracdo do dleo essencial
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A coleta do material vegetal para extracdo do Oleo essencial foi realizada no
municipio de Atalanta, Santa Catarina, sendo coletado em média dez exemplares. No
campo foram localizados espécimes e realizado o registro das coordenadas, com: S 27°
28", W 49° 48" e altitude 548m. O material foi transportado até o Herbario do Museu
Botanico Municipal de Curitiba e Herbario das Faculdades Integradas Espirita, onde
foram preparadas exsicatas com registro MBMO085153 (LAWRENCE, 1951; IBGE,
1992).

A extracdo do 0Oleo essencial foi realizada por hidrodestilagdo durante 2,5 horas
em aparelho graduado tipo Clevenger utilizando-se 50g de folhas secas em 1L de agua
destilada (WASICKY, 1963). Para secar as folhas utilizou-se secador elétrico modelo
FANEM - Mod. 320 SE com circulacdo de ar a 40° C por 24 horas. Apés a extracdo, as
amostras foram coletadas com pipeta de precisdo e acondicionadas em freezer onde

permaneceram até o momento da analise.

2.2 Analise de compostos quimicos

Foi utilizado um cromatdgrafo gasoso de marca Shimadzu modelo GC-17A,
acoplado a um espectrometro de massas GC-MS QP5050A equipado com coluna
capilar de silica fundida J & W Scientific DB-5 (50 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro interno ¢ 0,25 um de espessura do filme). As condi¢des de operagdo como
temperatura de injetor, interface e coluna programada foram adequadamente ajustadas,
sendo verificada inclusive a necessidade de elevacdo de temperatura. Como gas de
arraste foi utilizado o gas hélio, mantido ao fluxo constante de 1,0 mL mim-1. A
aquisicdo dos espectros de massas foi feita na faixa de 40 a 350 daltons pelo método de
ionizacdo por impacto de elétrons, com energia de ionizacdo de 70V e fonte de ions a
200 °C.

Os constituintes volateis foram, em parte, identificados por comparacdo dos
espectros de massas obtidos com os registros da biblioteca computacional Wiley229 e
pela determinacdo experimental dos indices de Kovats, aplicando-se uma série
homdloga de n-alcanos nas mesmas condi¢Ges usadas para a inje¢do dos Oleos
essenciais. Apos a obtencdo dos valores, estes foram comparados com os indices de
Kovats. A identificacdo definitiva de alguns constituintes volateis foi realizada por

injecdo concomitante de padrfes quimicos com o0s Oleos essenciais. Apenas as
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identificacbes tendo como base os dados de espectrometria de massas associada a

coinjecdo dos 6leos com analitos padrBes foram consideradas definitivas.

2.3 Cepas fungicas e bacterianas

Foram utilizadas cepas de fungos padrdo e isolados clinicos das espécies
Candida albicans CA INCQS 40006, CA URM 4121 e Candida tropicalis CT INCQS
40042, CT URM 4262, obtidos da Colecdo de Culturas Oswaldo Cruz do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude INCQS, e da Micoteca da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE).

Foram utilizadas bactérias de linhagem padréo e resistente obtidas da American
Type Culture Collection (ATCC): Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli 06,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Staphylococcus aureus 10.

2.4 Preparo dos indculos

Em um primeiro momento as referidas linhagens foram cultivadas em tubos de
ensaio contendo meio de cultura (Agar Sabourand Dextrose - ASD) para fungos e HIA
(Heart Infusion Agar) para bactérias e apos um periodo de 24 horas na estufa foram
mantidas sob refrigeracdo a 37 °C.

Os in6culos foram preparados em Placas de Petri, contendo 25 mLde ASD a
37 °C por 24 horas. Logo apds, as amostras preparadas foram suspensas em tubos de
ensaio contendo 0,3 mL de solucdo salina a 0,9% estéril, tendo sua turbidez comparada
segundo escala de Mc Farland (NCCLS, 2002).

2.5 Drogas de referéncia

Foram utilizados os farmacos diluidos em agua destilada e estéril, sendo para o0s
testes antibacterianos: Norfloxacina, Gentamicina e Eritromicina com uma concentracéo
inicial de 1.024 pg/Ml. Para testes antifungicos foi utilizado Fluconazol na concentragdo

inicial de 4.096 pg/mL.

2.6 Determinacao da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)



35

Foram preparados em eppendorfs 1.500 pL de solucdo, sendo 1.350 puL do meio
de cultura e 150 pL do in6culo. Em seguida foi realizada a técnica de microdiluigdo em
uma placa com 96 pogos, sendo adicionado 100 pL da solucdo inicial em cada pogo,
logo apos foi realizada a microdilui¢do do dleo essencial por coluna, para o inoculo que
contém bacteérias o teste foi realizado em triplicata com concentra¢do no primeiro pogo
de 512 pg/mL e no dltimo de 0,5 pg/mL. Para o in6culo que contém fungos foi
realizada microdiluicdo em quadruplicata, com concentragcdo no primeiro poco de 2.048
pg/mL, e 2 pg/mL no altimo.

Logo em seguida as placas foram mantidas na incubadora a 37 °C por 24 horas.
Para leitura das placas bacterianas foi acrescentada 20 pL de rezasurina em cada poco
com observagdes visual apés uma hora (JAVADPOUR et al, 1996). Para a leitura de
fungos utilizou-se espectrofotometria no aparelho de ELISA ((Termoplate ®), onde 0s
dados obtidos foram trabalhados estatisticamente para gerar a curva de viabilidade
celular e a Clso. Foram preparados controle de diluicdo e de esterilidade do meio
(MORAIS-BRAGA et al., 2016).

2.7 Determinacéo da Concentracao Fungicida Minima- CFM

Este teste foi utilizado apenas para viabilidade fungica. Segundo metodologia
proposta por Ernest et al. (1999), com modificacbes, a partir do teste da CIM foi
homogeneizado o meio contido em cada poco com haste estéril e subcultivado em Placa
de Petri contendo meio de cultura ASD (Sabourand Dextrose Agar). As placas foram
incubadas a 37° C por 24 horas onde verificou-se o0 crescimento ou supressdo de

colbnias fangicas.

2.8 Verificacao do efeito combinado do dleo essencial com farmacos

Para este teste foi trabalhado a concentracdo subinibitéria do 6leo essencial
com CIM/8 para bactérias e CFM/16 para fungos conforme proposto por Coutinho et al.
(2008), com modificagdes. A solugdo contida nos tubos eppendorfs (produto natural +
meio de cultura + inoculo) foi adicionada a cada poc¢o de uma placa com 96 pogos,
sendo 100 puL em cada um deles, em seguida foi feita a microdiluicdo com 100 pL do
farmaco de referéncia. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Para a leitura

da placa com bactérias foi utilizado resazurina enquanto a leitura de fungos foi realizada
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em aparelho de espectrofotometria de ELISA (Termoplate®) e os resultados foram
utilizados para obtencdo de uma curva de viabilidade celular e ICso. Foram preparados
controle de crescimento, de diluicdo do 6leo e de esterilidade do meio (MORAIS-
BRAGA et al., 2016).

2.9 Avaliacéo do efeito sobre a viruléncia fungica

Para verificar a acdo do produto natural sobre um dos fatores de viruléncia
fangica, a formacdo de hifas, foram montadas cdmaras Umidas estéreis para observacédo
das leveduras. Dentro de camaras Umidas, sobre uma lamina de microscopia (estéril)
foram vertidos 3mL de solugdo contendo meio de cultura e 6leo essencial, nas
concentracfes CFM/2, CFM/4 e CFM/8. Apos solidificacdo do meio foram tracadas
duas estrias paralelas captadas do indculo previamente preparado, logo apos foi coberta
com laminula estéril. As camaras em seguida foram levadas a incubadora e ap6s 24 h
(37 °C) onde ap0s esse periodo ocorreu a visualizagdo do cultivo em microscopia éptica
utilizando objetiva de 40 X. Foi contornada toda a estria verificando se houve emisséo
ou inibicdo de hifas. Uma camera fotografica foi acoplada ao microscépio para captura
de imagens. As imagens capturadas foram analisadas mediante a medicdo de hifas
utilizando-se de Software para identificar a quantidade ou inibicdo de substancias
(CARNEIRO et al., 2019). Foi realizado controle para crescimento de leveduras.

2.10 Andlise Estatistica

Os dados obtidos pela leitura espectrofotométrica foram verificados quanto a sua
distribuicdo normal e em seguida analisados por ANOVA de uma via por meio do teste
post hoc de Tukey. Os valores de CIM foram obtidos por regressdo ndo linear para a
finalidade da interpolacdo de valores a partir de curvas padrdo (usando o software

Graphpad Prism, v. 7.0)
3.RESULTADOS
O Oleo essencial obteve rendimento de 0,85%, obtendo-se identificacdo

quimica dos compostos por comparagdo de seus espectros de massas com aqueles das

espectrotecas (WILEY, 1994; NIST, 2016) e por seus indices de retencdo linear,



37

calculados a partir da injecdo de uma serie homologa de hidrocarbonetos (C7-Cas) €
comparados com dados da literatura (Adams, 2007). Os compostos detectados, estéo
dispostas na Tabela 1, com identificacdo de 94,8% dos constituintes, sendo o
majoritario o apiol (70,79%), seguido do dilapiol (15,05%), <p->Eudesmol (2,98%),
Biciclogermacrene (2,27%), <a-> Eudesmol (2,14%) e <y-> Gurjunene (1,25%).

Observou-se 85,84% de compostos fenilpropandides e 8,6% de sesquiterpenos.

Tabela 1. Composicdo quimica do dleo essencial das folhas de Piper regnellii

No Componente IRcal /KI %
1 Gurjunene <y-> 14831/477 1.25
2 Biciclogermanecrene 1503/1500 2.27
3 Dilapiol 1636/1620 15.05
4 Eudesmol <B-> 1661/1650 2.98
5 Eudesmol <a-> 1664/1653 2.14
6 Apiol 1695/1678 70.79

Total 94,8

identificado

IRcal — Indice de retencéo calculado

KI — indice de Kévats

A Concentracdo Inibitdria Minima, CIM bacteriana, obteve resultado > 1.024
pg/mL para todas as cepas, concluindo-se assim que o produto natural ndo foi capaz de
induzir a inibicdo de crescimento dos micro-organismos, em concentracdo de relevancia
clinica (HOUGHTON et al., 2007).

Conforme Figura 1, a associacdo do 6leo essencial com os antibioticos de
referéncia apresentou, frente a estirpes multirresistentes de S. aureus efeito antagénico
qguando associado com os farmacos norfloxacina e gentamicina. Para a combinacdo com
eritromicina néo foi observado efeito estatisticamente relevante.

Frente as estirpes de E. coli, a juncdo do Oleo essencial com o farmaco
gentamicina mostrou efeito sinérgico, com reducdo da concentracdo do antibidtico. Para
associacdo com norfloxacina foi observado antagonismo e os resultados com

eritromicina foram considerados irrelevantes estatisticamente.
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Figura 1: Agdo moduladora do 6leo essencial das folhas de Piper regnellii associado aos antibidticos
norfloxacina, gentamicina e eritromicina. EOLPR: 6leo essencial das folhas de Piper regnellii.

A figura 2 demonstra a viabilidade celular de C. albicans e C. tropicalis. sendo
possivel observar inibicdo de crescimento nas concentracdes de 512 pg/mL e 1024
png/mL para CA URM 4127 e CA INCQS 40006, respectivamente (Figura 2.A e B),
enquanto para as linhagens de C. tropicalis (Figura 2.C e D), verificou-se efeito
inibitorio de crescimento em 2048 pg/mL.

A associacdo do 06leo essencial com o Fluconazol, apresentou curva semelhante
a acao do farmaco sozinho, frente as cepas de (CA INCQS 40006) e (CT INCQS
40042). Para (CA URM 4127) é possivel observar um possivel antagonismo nas
concentracOes de 64 pg/mL a 1024 pg/mL, onde a associagdo do dleo essencial com o
farmaco resultou em aumento da concentracdo inibitéria quando comparada a curva do
farmaco sozinho. A combinacdo do 6leo essencial com o fluconazol frente a cepa
isolada (CT URM 4262), mostrou possivel sinergismo, onde evidencia-se um efeito
melhr do que a do Fluconazol sozinho, nas concentragdes de 32 a 1024pg/mL.
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Figura 2: A e B Acéo antifungica do fluconazol (FCZ) associado ao OEFPR (6leo essencial das folhas de
Piper regnellii) contra estirpes de C. albicans (CA). INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Salde; URM: Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco. C e D Acdo antiflngica do
fluconazol (FCZ), associado ao OELPR (bleo essencial de Piper regnellii) contra estirpes de C. tropicalis
(CT). INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde; URM: Micoteca da Universidade
Federal de Pernambuco.

Considerando a concentragdo necessaria para inibir 50% das células fungicas, a
Tabela 2 demonstra que para as cepas CA INCQS 40006, CA URM 4127 e CT URM
4262, a juncdo do oleo essencial com o farmaco de referéncia obteve valores menores
de ICso, quando comparado ao farmaco isolado. Para a cepa CT INQS 40042, o valor de

ICso foi maior que o do fluconazol.

Tabela 2 — Concentracdo capaz de inibir 50% da populacdo fangica (ICso) (ug/mL) do

oleo essencial das folhas de Piper regnellii frente a diferentes estirpes de Candida

CA CA CT CT

INCQS 40006 URM 4127 INCQS 40042 URM 4262
OEFPR 419.94 263.82 802.95 804.39
FLUCONAZOL 74.07 12.51 1378.5 135.45
OEFPR + FCZ 32.77 7.25 1410.5 36.14

CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; FCZ: Fluconazol; OEFPR — Oleo essencial das folhas de
Piper regnellii; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde; URM: Universidade
Federal de Pernambuco.
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Para analise da CFM foi considerada a concentracdo fungicida aquela em que
houve impedimento do crescimento de colonias. Foi verificado efeito fungicida
intrinseco frente as linhagens de C. albicans na concentracdo de 2.048 pg/mL.
Entretanto contra C. tropicalis a concentragdo fungicida foi > 4096 ug/mL A associac¢do
do oleo essencial com Fluconazol obteve valores de CFM > 4096 pg/mL para todas as
linhagens, dessa forma o efeito fungicida do farmaco nédo foi potencializado, havendo
antagonismo de CFM na associacdo contra linhagens de C. albicans.

A acdo do o6leo essencial sobre a morfologia fangica foi testada nas
concentragdes CFM/2 = 1024 pg/mL, CFM/4= 512ug/mL, CFM/8= 256 ug/mL, para as
cepas de Candida albicans e CFM/2 = 2048 pg/mL, CFM/4= 1024 pg/mL, CFM/8=
512 pg/mL para as cepas de Candida tropicalis, (Figura 3), sendo possivel observar a
inibicdo total do crescimento de filamentos em relacdo ao controle, inibindo totalmente

a transicdo morfoldgica fungica.
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Figura 3: A e B Efeito inibitorio do fluconazol e do 6leo essencial das folhas de Piper regnellii (OEFPR)
sobre o crescimento micelial de estirpes de C. albicans. INCQS: Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude; URM: Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco. C e D Efeito inibitério
do fluconazol e do dleo essencial das folhas de Piper regnellii (OEFPR)
sobre o crescimento micelial de estirpes de C. tropicalis INCQS: Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saide; URM: Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco.
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4. DISCUSSAO

Os 6leos essenciais sdo compostos por uma variedade de substancias derivadas
do metabolismo secundario do vegetal (QUIQUI et al, 2019). Em pesquisa de revisdo
sobre as espécies de Piper, Salehi et al., (2019), evidenciaram que das 130 espécies
contempladas no estudo, apenas 16 tiveram informacgdes detalhadas quanto a sua
constituicdo quimica, e dentre estas ndo se inclui P. regnellii.

Em anélise quimica do 6leo essencial das folhas frescas P. regnellii, Pessini et
al., (2003) obtiveram rendimento de 0,80%, valor proximo ao encontrado neste estudo
(0,85%). Os oOleos essenciais de uma forma geral costumam apresentar como
constituintes principais compostos terpenos e seus derivados, sendo que as espécies de
P. apresentam predominio de monoterpenos e sesquiterpenos (BERNUCI et al, 2016;
OWEN; LARDI, 2018). A classe de fenilpropandides pode ser encontrada em grande
propor¢do no Oleo essencial das flores, folhas e caule de P. regnellii, podendo ser usada
como marcador dessa espécie (SANTOS et al., 2014). Esta classe de compostos é
amplamente distribuida nos vegetais sendo constituidas por um anel aromatico, unido a
uma cadeia de trés carbonos, e derivados biossinteticamente do acido chiquimico
(SIMOES et al., 2010).

Sobre o perfil quimico, os dados obtidos divergem dos resultados encontrados
por Pessini et al., (2003), onde os autores identificaram o  mirceno como componente
majoritario do OGleo essencial, com predominio de 70% em relacdo aos outros
compostos, divergindo do encontrado neste estudo, onde o apiol foi 0 composto mais
abundante (70,79%), ressalta-se que apesar dos resultados diferentes, o 6leo essencial de
ambos os estudos foram extraidos das folhas de espécies coletadas no estado do Parand,
porém condi¢bes como clima, solo e fatores ambientais ndo foram idénticos, o que pode
justificar as diferencas de compostos.

Os resultados encontrados neste estudo também divergem dos evidenciados por
Constantin (2001), que avaliou o 6leo essencial das folhas de Piper regnellii coletadas
no estado de Sao Paulo, sendo o constituinte principal B mirceno (52,6%), seguido de
linalol (15,9%), B cariofileno (8,5%) e Biciclogermacreno (2,9%). Nota-se que dentre 0s
compostos citados apenas o Biciclogermacreno, consta nos nossos resultados, porém em
proporgdes menores (2,27%), o composto predominante apiol ndo foi relatado pelos

autores.
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Diferencas na composicdo quimica de 0leos essenciais pode ser atribuida a
fatores genéticos e ambientais, como clima e solo, além do desenvolvimento e idade da
planta (BERNUCI et al., 2016; LUCENA et al., 2017). Em estudo sobre variagcdo dos
componentes volateis do 6leo essencial das folhas de P. regnellii, Anderson et al.,
(2018) observaram diferencas da composi¢cdo quimica coletado em diferentes horarios
do dia (8h -12-h-16h-20h), no mesmo dia, verificando assim que altera¢des do ciclo
circadiano dos vegetais podem influenciar nos compostos quimicos.

Conforme Quiqui et al., (2019), os metabdlitos secundarios presentes nos 6leos
essenciais representam uma interface quimica entre a planta e o ambiente, e fatores
como sazonalidade, meio e interagdes de uma forma geral, podem redirecionar a via
metabdlica e consequentemente produzir compostos diferentes. Salehi et al., (2019)
evidenciam que os 6leos essenciais podem variar seus constituintes a depender de qual
Orgao vegetal, sera realizada a extracgéo.

A possivel atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais advém de suas
caracteristicas hidrofdbicas, o que pode levar a particdo com lipideos da membrana
celular e mitocdndrias das bactérias, deixando-as mais permeaveis com consequente
vazamento de moléculas essenciais a sua sobrevivéncia (SOLORZANO-SANTOS;
MIRANDA NOVALES, 2012; DHIFI et al., 2016).

Na analise da acdo intrinseca do 6leo essencial de P. regnellii contra as cepas
bacterianas ndo foi possivel observar a inibicdo do crescimento de micro-organismos.
Em estudo da atividade da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de P. regnellii,
Constantin et al. (2001) relataram agdo antibacteriana contra cepas de S. aureus, e
Pseudomonas aeruginosa, porém a metodologia utilizada foi disco difusdo e, além
disso, o 6leo essencial testado apresentou mirceno como composto majoritario (52,6%),
diferentemente deste estudo que encontrou o Apiol (70%) como substancia
predominante. Embora a propriedade antimicrobiana dos 6leos essenciais ndo seja
atribuida a um Unico fator especifico, seu mecanismo de acdo depende em parte da
variabilidade dos compostos quimicos (FALLEH, et al., 2020).

As espécies de Piper sdo consideradas promissoras quanto a sua agao
antimicrobiana, a exemplo, estudos com o extrato de P. regnellii demonstram agéo
relevante atuando na inibicdo de crescimento frente a bactérias S. aureus, P. aeruginosa
e Bacillus subtilis (HOLETZ et al., 2002; PESSINI et al., 2003). Produtos obtidos de

espécies de Piper podem ser utilizados como alternativa para tratamento de patdgenos
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resistentes, tendo demonstrado ac¢éo contra micro-organismos incluindo bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (ALVES et al., 2016; MGBEAHURUIKE et al., 2017).

A aplicacdo sincronica de o6leo essencial e antibiotico frente a micro-
organismos, é estudada, como alternativa para potencializar a acdo dos farmacos
(OWEN; LARDI, 2018).

A interagdo do 6leo essencial de Piper regnellii com antibidticos resultou em
efeito antagonico frente a S. aureus. As bactérias Gram-positivas sdo descritas como
menos susceptiveis a acdo de dleo essencial, devido caracteristicas da parede celular, e 0
componente hidrofobico do dleo (LIMA; BENJAMIN; SANTOS, 2017), além disso,
considerando que os Oleos essenciais sd0 uma mistura complexa, com vasta ampla
atividade bioldgica (FALLEH et al. 2020), as interagBes destes compostos com o
farmaco podem estar associadas a diminuicdo de sua acdo, prejudicando a atividade
antimicrobiana.

A associacdo do Gleo essencial com a gentamicina conseguiu reduzir a
concentracdo do farmaco necessaria para inibir o crescimento de E. coli. Sendo o
referido patdgeno uma bactéria Gram-negativa, caracteristicas de sua parede celular,
como a presenca de uma camada externa de lipopolissacarideos podem induzir a um
aumento da susceptibilidade da acdo de Oleos essenciais (DHIFI et al., 2016).
Considera-se ainda que, a interacdo das substancias derivadas do metabolismo vegetal
com o antibiético, pode contribuir para reducdo da concentracdo do farmaco e para
diminuicdo de cepas resistentes (SALES et al. 2017; LIMA et al. 2020). O sinergismo
evidenciado no grafico demonstra que a inibicdo de crescimento ocorreu na
concentracdo de 20 pg/mL, porém de acordo com CLSI (2015), para que E. coli seja
considerada sensivel a a¢do da gentamicina, esse valor deve ser < 4 pg/mL, dessa forma
a interacdo da gentamicina com 6leo essencial mesmo demonstrando sinergismo néo foi
capaz de reduzir de forma significativa o crescimento de E. Coli.

O dleo essencial de Piper regnellii obteve baixa atividade antifngica contra
espécies de Candida albicans e Candida tropicalis, com altos valores de ICsg e inibicdo
de crescimento em concentragdes elevadas, de acordo com Sartoratto (2004), o
potencial antifungico é considerado forte quando os valores da CIM sdo menores que
500 pg/mL. Em estudo de atividade antimicrobiana do oleo essencial da referida
especie, Constantim et al. (2001) relataram atividade antifingica contra cepas de
Candida albicans, porém conforme ja relatado acima, o estudo diferiu quanto a

metodologia e componentes quimicos encontrados no 6éleo.
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Resultados semelhantes ao encontrado neste estudo, com outras espécies de
Piper também evidenciaram baixa atividade antifingica contra espécies de Candida
albicans e Candida tropicalis (BEZERRA et al. 2020; CARNEIRO et al. 2019).
Estudos com extratos de Piper regnellii demonstram potencial antimicrobiano da
espécie onde foi evidenciado atividade antifungica, contra: Candida albicans (PESSINI
et al, 2003) e Candida krusei (HOLETZ et al., 2002). As propriedades bioldgicas do
género Piper estdo diretamente relacionadas aos componentes quimicos derivados de
seus metabolitos secundarios (BEZERRA et al., 2020).

O composto quimico apiol, encontrado em maior quantidade no 6leo essencial
de Piper regnellii, é descrito como potencial antifingico contra Aspergillus flaus,
Aspergilus niger, Aspergilus fumigatus e Cladosporium herbarum. A atividade
antimicrobiana foi atribuida aos efeitos lipofilicos e estéricos de fenilpropandides,
dentre eles o apiol, na membrana plasmatica dos fungos, inibindo a sintese de
ergosterol, levando ao extravasamento dos componentes celulares (DAS et al. 2020). A
atividade antifungica de Piper aduncum contra o fungo Clinepellis perniciosa foi
atribuida a presenca de grande quantidade de apiol no dleo essencial da espécie
(ALMEIDA et al., 2009). Apesar do apiol e dilapiol terem sido encontrados em grande
quantidade neste estudo, o produto natural ndo evidenciou alta atividade antifingica
contra espécies de Candida, € preciso considerar que além das propriedades quimicas
do produto natural, caracteristicas intrinsecas do micro-organismo podem dificultar a
acao de antimicrobianos (BEZERRA et al. 2019).

A acdo combinada do 6leo essencial com o fluconazol apresentou possivel
sinergismo contra Candida albicans e Candida tropicalis, resultando em diminuicdo da
concentracdo da droga. O fluconazol é a droga de escolha para a maioria de infeccGes
causadas por espécies de Candida, porém tem sido evidenciados mecanismo de
resisténcia para fungos do referido género (MC ALISTER; SHAPIRO, 2019). Diante da
limitacdo de antifingicos disponiveis, a terapia combinada tem sido uma abordagem
promissora, onde o estudo do sinergismo de produtos naturais com antifangicos de
referéncia podem contribuir para diminuicdo da resisténcia (KIOSHIMA, et. al., 2019;
ANDRADE-NETO, et al., 2020; DO AV SA et al., 2020).

O sinergismo dos O6leos essenciais com drogas terapéuticas pode estar
associado a complexa mistura de componentes quimicos presentes nestes 0leos, que
interagem entre si, e com o farmaco, dificultando os mecanismos de resisténcia do
micro-organismo (BERNUCI et al. 2016; ANDERSON et al, 2018).
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As espécies de Candida possuem mecanismos de viruléncia que estdo
associados ao grau de patogenicidade no organismo humano, a transicdo morfoldgica
constitui um destes mecanismos, onde a célula passa de levedura a filamentos,
contribuindo também para resisténcia microbiana (BONI; FEIRIA; HOFLING, 2017;
Mc ALISTER; SHAPIRO, 2019). A acdo do 6leo essencial de Piper regnellii inibiu
totalmente a formacéo de hifas nas cepas de Candida albicans e Candida tropicalis,
resultados semelhantes foram encontrados por Carneiro et al, (2019), utilizando éleo
essencial das espécies de Piper mikanianum e Piper diospyrifolium, a inibicdo de hifas
por espécies de Candida e por Bezerra et al. (2020) utilizando o 6leo essencial de Piper
caldense, porém em maiores concentraces (2.048 pg/mL). Oliveira et al. (2016)
demonstraram acdo do 6leo essencial de Ocimun gratissimun na reducdo da emissdo de
hifas e pseudohifas em espécies de Candida

A capacidade de formacdo de hifas esta associada ao aumento do potencial
invasor de espécies de Candida, contribuindo para um maior risco de infeccBes
generalizadas e aumento da mortalidade por infeccbes fungicas (MC ALISTER,;
SHAPIRO, 2019; KORNITZ, 2019).

A transicdo morfoldgica de espécies de Candida, estd associada a mecanismos
celulares internos, acompanhados pela expressdo de um grande ndmero de genes, e
fatores de transcricdo, que podem induzir a transicdo de levedura para hifas, estando a
inibicdo desta transicdo associada a capacidade de reprimir a expressdo destes genes
(ROCHA et al, 2001; CLOUTIER et al., 2003; KORNITZ, 2019). Embora ndo tenha
sido evidenciado neste estudo qual mecanismo especifico de acdo do 6leo essencial na
inibicdo de hifas, pode-se supor que esteja relacionado a inibicdo de genes ou de
proteinas que contribuem com a transicdo morfolégica de espécies de Candida,
entretanto sdo necessarios estudos para elucidar as causas da inibicao.

A capacidade de formacdo de hifas aumenta o potencial invasor de espécies de
Candida, contribuindo para um maior risco de infeccdes generalizadas e aumento da
mortalidade por infeccdes fungicas (MC ALISTER; SHAPIRO, 2019; KORNITZ,
2019). Dessa forma destaca-se o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de Piper
regnellii, tendo em vista que foi capaz de inibir totalmente o crescimento de hifas para
cepas analisadas podendo ser por propriedades intrinsecas de algum constituinte do 6éleo

essencial, como também a interag&o entre seus componentes quimicos.
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5. CONCLUSAO

O oleo essencial da espécie Piper regnellii apresenta composi¢éo quimica com
a predominancia de fenilpropandides, sendo apiol e dilapiol os compostos encontrados
em maior quantidade. A atividade antimicrobiana intrinseca do produto natural
apresentou baixa atividade antibacteriana e antifingica. A associacdo do 6leo essencial
com gentamicina e fluconazol resultou em possivel sinergismo contra E. coli e C.
tropicalis, respectivamente.

A transicdo morfoldgica de C. albicans e C. tropicalis, foi totalmente inibida
pela acdo do 6leo essencial em todas as concentracdes testadas, evidenciando um
potencial antimicrobiano da espécie, com necessidade de investigacdo relacionando
quais mecanismos especificos de acdo sobre este fator de viruléncia. Ressalta-se que
este estudo é pioneiro em avaliar a acdo do 0Oleo essencial de Piper regnellii sobre a

morfologia fungica.
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RESUMO: Os 6leos essenciais de espécies vegetais podem apresentar diversas
atividades biologicas, considerando sua variedade de componentes quimicos. A busca
por alternativas naturais para tratamento de infeccBes flngicas vem sendo explorada
tendo em vista a resisténcia microbiana. Este trabalho objetivou analisar a atividade
antifungica do 6leo essencial das folhas de Baccharis milleflora L. frente a Candida
albicans (CA) e Candida tropicalis (CT). A atividade antifungica foi investigada pelo
método de microdiluicdo em caldo, sendo o 6leo avaliado sozinho e em combinacgdo
com o farmaco fluconazol. Os dados foram analisados através do programa Graphpad
Prism, v. 7.0. A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi determinada por subcultivo
em placas de Petri. Efeitos na transicdo morfologica fungica foram analisados por
microcultivo das cepas em camara Umida. Os testes antifingicos do produto isolado ndo
apresentaram acdo clinicamente relevante. Porém a associacdo com o farmaco
demonstrou sinergismo frente a C. tropicalis. O 06leo apresentou efeito fungicida na
concentracdo de 2.048 pg/mL frente a CA e efeito fungistatico contra CT. A a¢do do
6leo essencial sobre o fator de viruléncia, a transicdo morfoldgica, demonstrou inibicao
total do surgimento de estruturas filamentosas invasivas nas linhagens padrdo e isolado
clinico de C. albicans. Frente a C. tropicalis provocou inibic¢éo total para a linhagem
padrdo e porcentagens de inibig&o nas concentragdes CFM/2 — 88,6 %, CFM/4 — 52,6 %
e CFM/8 — 48,6 %, para isolado clinico foram obtidas. O 6leo essencial de Baccharis
milleflora pode contribuir para inibicdo de um dos mais importantes fatores de
viruléncia de C. albicans e C. tropicalis, sendo necessarios estudos que evidenciem 0s
mecanismos especificos desta acao.
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PALAVRAS-CHAVE: Asteraceae; sinergismo; anti-pleomorfismo; anti-Candida.

ABSTRACT: Essential oils of plant species can have several biological activities,
considering their variety of chemical components. The search for natural alternatives to
treat fungal infections has been explored with a view to microbial resistance. This work
aimed to analyze the antifungal activity of the essential oil of Baccharis milleflora L.
leaves against Candida albicans (CA) and Candida tropicalis (CT). The antifungal
activity was investigated by the broth microdilution method, the oil being evaluated
alone and in combination with the drug fluconazole. The data were analyzed using the
Graphpad Prism program, v. 7.0. The Minimum Fungicide Concentration (CFM) was
determined by subculture in Petri dishes. Effects on the fungal morphological transition
were analyzed by microculture of the strains in a humid chamber. The antifungal tests
of the isolated product did not present a clinically relevant action. However, the
association with the drug showed synergism against C. tropicalis. The oil had a
fungicidal effect at a concentration of 2,048 pg / mL against CA and a fungistatic effect
against CT. The action of essential oil on the virulence factor, the morphological
transition, demonstrated total inhibition of the appearance of invasive filamentous
structures in the standard strains and clinical isolate of C. albicans. Against C. tropicalis
it caused total inhibition for the standard strain and percentages of inhibition in the
concentrations CFM / 2 - 88.6%, CFM / 4 - 52.6% and CFM / 8 - 48.6%, for clinical
isolate were obtained. The essential oil of Baccharis milleflora can contribute to the
inhibition of one of the most important virulence factors of C. albicans and C.
tropicalis, being necessary studies that show the specific mechanisms of this action.

KEYWORDS: Asteraceae; synergism; anti-pleomorphism; anti-Candida.

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento e pesquisa de moléculas com potencial terapéutico para
uso contra micro-organismos patogénicos tem tido lugar de destaque em estudos com
vegetais, pois estes podem apresentar propriedades intrinsecas, com acéo
antimicrobiana (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016). As plantas obtém substancias
que sdo essenciais para sua sobrevivéncia por meio da fotossintese, e 0 processo que
envolve a sintese destes compostos € 0 metabolismo priméario dos vegetais. A partir da
sintese deste processo, advém uma ampla variedade de derivados, que sdo denominados
metabolitos secundarios, que inclui uma ampla variedade de componentes
(ESQUINCA; MORENO, 2017).

Os Oleos essenciais sdo uma mistura complexa de diversos compostos
organicos volateis e hidrofobicos, advindos do metabolismo secundario dos vegetais e
sd0 uma mistura complexa de varias classes de compostos quimicos, que podem ser

encontrados em diversas partes dos vegetais, normalmente a constituicdo quimica pode
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variar em plantas da mesma espécie, a depender da regido da planta a ser realizada a
extragdo do produto natural. As classes de compostos quimicos encontrada com mais
frequéncia nos Oleos essenciais, incluem fenilpropandides, monoterpenos e
sesquiterpenos (DEL QUIQUI et al., 2019; WANI et al., 2020).

Os constituintes quimicos de 0leos essenciais apresentam uma ampla variedade
bioldgica, incluindo atividade antimicrobiana, podendo interferir no crescimento
fangico, com uma variedade de alvos de agdo especialmente sobre a membrana e
citoplasma de micro-organismos, podendo alterar completamente a morfologia das
células (SANTOS; PICCOLI; TEBALDI, 2017; FLORES VILLA et al., 2020).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos j& existentes, justificam as
pesquisas por fontes alternativas de tratamento, diversas espécies de vegetais tém
apresentado potencial antimicrobiano promissor, sendo alvo de estudos que visam
avaliar os possiveis compostos com eficacia contra 0S micro-organismos resistentes e
que tenham baixa toxicidade para o hospedeiro (BONI et al., 2017). Os fungos séo
patdgenos associados a infec¢des de dificil tratamento no organismo humano, fungos da
espécie Candida sdo descritos como micro-organismos oportunistas, pois estdo
presentes no organismo humano de forma comensal, porém mediante condi¢cbes de
queda da imunidade apresentam aumento da patogenicidade e potencial invasor dos
tecidos do hospedeiro (SEYOUM et al., 2020; SHAHABUDIN; AZMI, 2020).

A manifestacdo cada vez mais frequente de infec¢bes flngicas, ocorre
simultaneamente a resisténcia elevada a agentes antimicrobianos, dessa forma é
necessario a identificacdo de novos agentes terapéuticos e desenvolvimento de novas
formulacdes, diante deste contexto, 0s produtos naturais destacam-se como uma fonte
de estudo e pesquisa, mediante a possivel atividade antimicrobiana presente nos
derivados do metabolismo secundério (SILVA et al, 2019).

Espécies do género Baccharis sdo utilizadas na medicina popular para
tratamento de varias doengas, e estdo sendo estudadas, devido apresentar diversos
metabolitos secundarios, sendo consideradas importantes fontes de novos compostos
ativos (MORAIS; CASTANHA, 2011). O referido género apresenta-se como 0 mais
numeroso dentro da familia Asteraceae, com ocorréncia na América, € nativo do Brasil
com predominio na regido Sudeste apresenta-se na forma de arbusto, subarbusto, arvore
ou trepadeira tendo em torno de 179 espécies (HEIDEN, 2015).

A espécie Baccharis milleflora (Less.) D.C. é popularmente conhecida como

carqueja-do-lajeado e ocorre nas regides sul e sudeste do Brasil, crescendo como



56

arbustos eretos e glabros, que formam populacfes densas especialmente em solos rasos
e umidos, sendo eventualmente utilizada na medicina popular como antidiurético e anti-
inflamatorio (HEIDEN, 2015).

Este estudo objetivou avaliar o efeito antifungico do 06leo essencial das folhas
de Bacharis milleflora, intrinseco e combinado a farmaco, na inibi¢do do crescimento e
da viruléncia de leveduras patogénicas oportunistas de Candida albicans e Candida
tropicalis.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta do Material Vegetal

A coleta do material vegetal para extracdo do 6leo essencial foi realizada no
municipio de Piraquara. Os espécimes foram localizados no campo, com as
coordenadas: latitude 25°32° S, longitude 49°03° W e altitude 985 (Figura 1). Logo ap6s
foram transportadas para o Herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba e
Herbéario das Faculdades Integradas do Museu Botanico Municipal de Curitiba onde
foram preparadas exsicatas e herborizadas com o numero HFIE 8.920 (LAWRENCE,
1951; IBGE, 1992).

Figura 1. Partes aéreas da espécie Baccharis milleflora (Less.) DC.

Fonte: Wanderlei do Amaral.
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2.2 Extrac&o do Oleo Essencial

A extracdo do 0leo essencial foi realizada por hidrodestilagdo durante 2,5 horas
em aparelho graduado tipo Clevenger utilizando-se 50g de folhas secas em 1L de 4gua
destilada, com 3 repeticbes para minimizar erro experimental e homogeinizar as
amostras (WASICKY, 1963). Para secar as folhas utilizou-se secador elétrico modelo
FANEM - Mod. 320 SE com circulagdo de ar a 40° C por 24 horas. Para determinacgéo
do teor de umidade das folhas frescas no momento da extracdo foram coletadas
amostras de 20g em triplicatas, submetidas a secagem em secador elétrico modelo
FANEM - Mod. 320 SE com circulagdo de ar a 65°C até atingir peso constante. Apds a

extracdo, as amostras foram coletadas com pipeta de precisao e armazenadas em freezer.

2.3 Cepas Fungicas

Foram utilizados fungos padrdo e isolados clinicos das espécies Candida
albicans e Candida tropicalis obtidos da Colecdo de Culturas Oswaldo Cruz do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salude INCQS, e da Micoteca URM
(University Recife Mycology) da Universidade Federal de Pernambuco.

2.4 Preparo dos Inéculos

Em um primeiro momento as referidas linhagens foram cultivadas em tubos de
ensaio contendo meio de cultura (Agar Sabourand Dextrose - ASD) para fungos e apos
um periodo de 24 horas na estufa foram mantidas sob refrigeracdo a 37 °C. Os indculos
foram preparados em Placas de Petri, contendo 25 mL de ASD a 37 °C por 24 horas.
Amostras foram preparadas em tubos de ensaio contendo 0,3 mL de solucdo salinaa 0,9
% estéril, tendo sua turbidez comparada segundo escala de McFarland (NCCLS, 2002).

2.5 Drogas de Referéncia

Foi utilizado o antifingico Fluconazol, sendo diluido em &gua estéril e destilada,
na concentragao inicial de 4.096 pg/mL.
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2.6 Determinacdo da Curva de Viabilidade Celular e Concentracéo Inibitéria de
50 % - Clso

Foram preparados em eppendorfs 1.500 pL de solucdo, sendo 1.350 puL do meio
de cultura e 150 pL do in6culo. Em seguida foi realizada a técnica de microdiluicdo em
uma placa com 96 pogos, sendo adicionado 100 pL da solucdo inicial em cada pogo,
logo apds foi realizada a microdiluicdo do 6leo essencial com concentragdo no primeiro
poco de 2.048 pg/mL e 2 pg/mL no penudltimo, o Gltimo pogo para controle de
crescimento.

Logo em seguida as placas foram mantidas na incubadora a 37 °C por 24 horas.
Para a leitura, utilizou-se espectrofotometria no aparelho de ELISA (Termoplate ®),
onde os dados obtidos foram trabalhados estatisticamente para gerar a curva de
viabilidade celular e a Clso. Foram preparados controle de diluicdo e de esterilidade do
meio (MORAIS-BRAGA et al., 2016).

2.7 Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima - CFM

Este teste foi utilizado para analisar a viabilidade fungica ap6s contato com o
6leo na microdilui¢do. Seguiu-se a metodologia proposta por Ernest et al (1999), com
modificacdes. A partir do teste da CIM foi homogeneizado o meio contido em cada
poco com haste estéril sendo subcultivado em Placa de Petri contendo meio de cultura
ASD (Sabourand Dextrose Agar). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas onde

verificou-se o crescimento ou supressdo de coldnias flngicas.

2.8 Verificagdo do Efeito Combinado do Oleo Essencial com Farmacos

Para este teste foi trabalhada a concentracdo subinibitoria do 6leo essencial
com CFM/16 conforme proposto por Coutinho et al. (2008), com modificacdes. A
solucgéo contida nos tubos eppendorfs (produto natural + meio de cultura + inoculo) foi
adicionada a cada pogo de uma placa com 96 pocos, sendo 100 uL em cada um deles,
em seguida foi feita a microdiluicdo com 100 pL do farmaco de referéncia. As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Para a leitura do teste foi realizada em aparelho
de espectrofotometria de ELISA (Termoplate®) e os resultados foram utilizados para

obtengdo de uma curva de viabilidade celular e ICso. Foram preparados controle de
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crescimento, de diluicdo do 6leo e de esterilidade do meio (MORAIS-BRAGA et al.,
2016).

2.9 Avaliacao do Efeito Sobre a Viruléncia Fungica

Para verificar a acdo do produto natural sobre um dos fatores de viruléncia
fangica, a formacéo de hifas/pseudohifas, foram montadas camaras Umidas estéreis para
observacao das leveduras. Dentro de cadmaras Umidas, sobre uma lamina de microscopia
(estéril) foram vertidos 3 mL de solucdo contendo meio de cultura e 6leo essencial, nas
concentragfes CFM/2, CFM/4 e CFM/8. Apds solidificacdo do meio foram tracadas
duas estrias paralelas captadas do indculo previamente preparado, logo ap6s foi coberta
com laminula estéril. As camaras em seguida foram levadas a incubadora e ap6s 24 h
(37 °C) onde ap0s esse periodo ocorreu a visualizacao do cultivo em microscopia Optica
(AXIO IMAGER M2 — 3525001980 — ZEISS - Germany) utilizando objetiva de 40
vezes. Foi contornada toda a estria verificando se houve emissdo ou inibi¢do de hifas.
Uma camera fotografica foi acoplada ao microscépio para captura de imagens. As
imagens capturadas foram analisadas mediante a medicdo de hifas utilizando-se de
Software The Zen 2.0 (CARNEIRO et al., 2019). Foi realizado controle para

crescimento de leveduras.

2.10 Andlise Estatistica

Os dados obtidos pela leitura espectrofotométrica foram verificados quanto a sua
distribuicdo normal e em seguida analisados por ANOVA de uma via por meio do teste

post hoc de Tukey, usando o software Graphpad Prism, v. 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A atividade antifungica do 6leo essencial foi estabelecida a partir da curva de
viabilidade celular para a acdo intrinseca do 6leo essencial e mediante associacdo com
fluconazol. A acdo do Oleo essencial demonstrou inibicdo de crescimento nas
concentracdes de 1024ug/mL para CA INCQS 40006 e de 128 pg/mL para CA URM
4127. Para cepas de Candida tropicalis a inibicdo de crescimento ocorreu na

concentracédo de 2.048 pg/mL (Figura 2).
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A associagdo do produto natural com o fluconazol, resultou em curva de inibicéo
de crescimento semelhante a curva do farmaco sozinho frente a cepas CA INCQS
40006 e CA URM 4127. Para cepas CT INCQS 40042 e CT URM 4262, a associagédo
resultou em possivel sinergismo, com efeito de inibi¢cdo de crescimento em menores

concentracdes quando comparadas a a¢do do farmaco sozinho.
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Figura 2: A e B Acéo antifungica do fluconazol (FCZ) associado ao OEFBM (6leo essencial das folhas
de Bacharis milleflora) contra estirpes de C. albicans (CA). INCQS: Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude; URM: Universidade Federal de Pernambuco. C e D Agdo antifungica do fluconazol
(FCZ), associado ao OEFBM (6leo essencial de Baccharis milleflora) contra estirpes de C. tropicalis

(CT).
Mycology. Universidade Federal de Pernambuco

INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde; URM: University Recife

Em relacdo a concentracdo necessaria para inibir 50 % das células fungicas, a

Tabela 1 demonstra melhor resultado para associacdo do 6leo essencial e fluconazol em

relacdo a acdo isolada do farmaco, frente a todas as cepas testadas.

Tabela 1. Concentracdo capaz de inibir 50% da populagdo fungica (IC50) (ug/mL) do

6leo essencial de Baccharis milleflora frente a diferentes estirpes de Candida

CA CA CT CT
INCQS URM INCQS 40042 URM
40006 4127 4262
OEBM 275.08 59.05 1322.4 1241.02
FLUCONAZOL 90.71 12.10 1421.6 131.58
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OEFBM + FCZ 63.55 10.92 40.53 34.35

CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; FCZ: Fluconazol; OEBM — Oleo essencial de Baccharis
milleflora; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde; URM: University Recife
Mycology. Universidade Federal de Pernambuco.

Neste teste foi observado o efeito do produto natural e farmaco, combinados e
sozinhos, se foi fungicida ou fungistatico nas concentracGes avaliadas. Para as cepas de
C. albicans houve inviabilizacdo de crescimento na concentracdo de 2.048 pg/mL
(efeito fungicida) e para as cepas de C. tropicalis os valores de CFM foram > 4096
pg/mL (efeito fungistatico no ensaio).

Os graficos abaixo (Figura 3 A, B, C, D) evidenciam a acdo do 6leo essencial
sobre um dos mecanismos de viruléncia de espécies de Candida, que se refere a
transicdo morfoldgica para formagéo de hifas e pseudohifas. E possivel observar que a
acdo do Oleo essencial inibiu completamente a formacdo de estruturas filamentosas
frente a cepas de Candida albicans. A inibicdo total também ocorreu para linhagem de
CT INCQS 40042, para CT URM 4262 as porcentagens de inibicdo foram para CFM/2
— 88,6 %, CFM/4 — 52,6 % e CFM/8 — 48,6 %.
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Figura 3: A e B Efeito inibitorio do antiflngico fluconazol e do 6leo essencial de Bacharis milleflora
(EOLBM) sobre o crescimento micelial de estirpes de C. albicans. INCQS: Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Salde; URM: University Recife Mycology. Universidade Federal de
Pernambuco. C e D Efeito inibitorio do antiflngico fluconazol e do 6leo essencial de Bacharis milleflora
(OEFBM) sobre o crescimento micelial de estirpes de C. tropicalis (CT). INCQS: Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude; URM: University Recife Mycology. Universidade Federal de

Pernambuco.
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Oleos essenciais tém composicdo quimica complexa, devido a presenca de
muitas substancias (REHAMN, et al., 2016), A amostra utilizada nesse estudo foi
quimicamente avaliada por Do Amaral e colaboradores (2019), sendo possivel detectar
50,6% de constituintes quimicos, onde o composto majoritario foi o Viridiflorol, (18,6
%) seguido de Cis-beta-guaieno+biciclogermanecrene, (4,7 %) e Epi-alfa-muurolol,
(3,3 %). Cada composto foi identificado mediante comparacdo de seus espectros de
massas com aqueles das espectrotecas (Wiley, 1994) e por seus indices de retencdo
linear, calculados a partir da injecdo de uma série homologa de hidrocarbonetos (C7-
Ca26) € comparados com dados da literatura (ADAMS, 2007).

Estudos acerca da composicdo quimica de B. milleflora demonstram a
ocorréncia de compostos quimicos terpenos, especialmente monoterpenos e
sesquiterpenos (AGOSTINI et al., 2005; MORAIS; CASTANHA, 2011; PEREIRA et
al., 2017; TROMBIN- SOUZA et al., 2017).

Os compostos volateis da espécie B. milleflora apresentam alta instabilidade
em relacdo aos seus componentes quimicos (BESTEN et al., 2014). Em estudo sobre 0
Oleo essencial de folhas da referida espécie Agostini et al., (2005) encontraram
diferencas na composi¢cdo quimica de trés amostras coletadas na mesma hora e local,
obtendo como composto majoritario espatulenol em duas amostras ¢ § — pineno na
terceira amostra, tal ocorréncia pode ser atribuida a presenca de diferentes quimiotipos
na espécie. Os compostos encontrados nas trés amostras foram diferentes dos
encontrados neste estudo que obteve viridiflorol (18,6 %) em maior quantidade quando
comparados aos demais, seguido de Cis-beta-guaieno + biciclogermacreno (4,7 %).

Compostos sesquiterpenos foram descritos como majoritarios no 6leo essencial
de B. milleflora por Simdes et al. (2005), porém os componentes encontrados foram:
gamagurjunene e alfa-selinene. O composto biciclogermanecreno foi evidenciado por
Pereira et al., (2017), como majoritario no 6leo essencial de cladddios de B. milleflora
com porcentagem maior a encontrada neste estudo (12,6 %), considerando que a
extracdo ocorreu a partir de cladodios e ndo de folhas, as diferencas quimicas podem ser
justificadas, tendo em vista que fatores como local, clima e partes de extracdo do
produto natural, podem interferir na sua composi¢do quimica (REHMAN et al., 2016).

Viridiflorol ¢ um composto da classe dos sesquiterpenos oxigenados,
especies do género Baccharis apresentam grande quantidade de constituintes quimicos
que estdo incluidos nesta classe de compostos e atividades biolégicas de plantas desta

espécie, incluindo acdo antimicrobiana podem ser atribuidas a presenca desta classe de
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componentes quimicos (ABAD; BERMEJO, 2007; TROMBIM -SOUZA et al., 2017).
O viridiflorol também foi evidenciado como principal componente do dleo essencial de
B. milleflora, por Trombim- Souza et al., (2017) ao analisarem a quantidade do
composto extraido de cladddios e inflorescéncias de espécime masculina e feminina
separadamente, porém foi encontrado diferenca entre as espécimes, 33,22 % de
viridiflorol em espécime masculina e apenas 2,11 % em feminina, demonstrando grande
variacdo de constituintes quimicos provavelmente devido ao estado de desenvolvimento
morfoldgico que esta relacionado a sintese de metabolitos secundarios (BESTEN et al.,
2014).

Espécies do género Bacharis sdo utilizadas na medicina tradicional para
tratamento de infeccbes flngicas, sendo um género de alto potencial para
desenvolvimento de novos medicamentos. Algumas espécies de Bacharis sdo relatadas
na literatura com atividade antimicrobiana, incluindo B. milleflora. (RODRIGUES et
al., 2016). Os compostos bioativos presentes em produtos naturais podem potencializar
a acdo de medicacBes ja utilizadas e contribuir para tratamento de acometimentos a
salude humana (MARDARE et al., 2019).

A atividade isolada do oleo essencial contra C. albicans e C. tropicalis
demostraram baixa atividade antimicrobiana. Resultado semelhante foi descrito por
Pereira et al., (2016), que ndo evidenciou uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM),
clinicamente relevante ao analisar a acdo do 6leo essencial de B. milleflora contra C.
albicans. Espécies do género Baccharis sdo utilizadas na medicina popular para
tratamento de infec¢cdes fungicas, e as caracteristicas quimicas dos produtos naturais
derivados de espécies deste género sugerem possivel atividade contra fungos
patogénicos (ABAD; BERMEJO, 2007; PEREIRA et al., 2017). Foi evidenciada por
Oliveira et al.,, (2015), atividade antifingica do Oleo essencial de Baccharis
dracunculifolia contra cepas de C. albicans e atividade antifingica da espécie Baccharis
pedunculata é descrita por Verdi et al. (2005).

Espécies de Candida estdo entre os principais agentes causadores de
infeccOes, tal fato associa-se a problematica da alta taxa de resisténcia a antifungicos. O
uso generalizado e mecanismos celulares intrinsecos contribuem para a resisténcia
fangica, diversos fungos patogénicos desenvolvem mecanismos de resisténcia ao
fluconazol (GEDDES-MCALISTER; SHAPIRO, 2018). A resisténcia a
antimicrobianos inclui mecanismos de células fungicas, que desenvolvem formas para

reduzir a agdo de antifingicos disponiveis, dessa forma o uso de 6leos essenciais pode
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contribuir para descoberta de possiveis moléculas com atividade antifungica
(NAZZARO et al., 2017).

Estratégias terapéuticas, como terapias de associacdo podem ser uma
alternativa para a reducdo da resisténcia antimicrobiana, sendo a mistura de compostos
quimicos advindas de 6leos essenciais complexa e diversa, o sinergismo entre eles e 0s
diferentes alvos de agdo junto a células patogénicas podem resultar em inibicdo de
crescimento do patdgeno (WU et al., 2019; LEE et al., 2020).

Os 0leos essenciais possuem uma variedade de alvos junto a micro-organismos
patogénicos, e podem alterar a morfologia das células, especialmente com acao sobre a
membrana plasmética e o citoplasma (KORNITZ et al., 2019). Foi possivel observar
neste estudo que o dleo essencial inibiu completamente a emissao de hifas das cepas de
C. albicans e da cepa padrdao de C. tropicalis, sendo, portanto, capaz de interferir
reduzindo um dos aspectos de viruléncia flngica. A resisténcia a antifungicos ja
utilizados associados a manifestacéo de fatores de viruléncia, tais como: adeséo celular,
transicdo morfoldgica e formacdo de biofilmes, contribuem para o aumento da
gravidade de infec¢Oes, refletindo em elevada taxa de morbidade e mortalidade. A
investigacdo do uso de produtos naturais na inibicdo de fatores de viruléncia pode ser
uma estratégia promissora (GUEDDES-MCALISTER; SHAPIRO, 2018).

Os resultados evidenciados sugerem que o 6leo essencial de B. milleflora pode
ter acdo junto ao processo de transicdo morfologica fungica das espécies de Candida,
considerando que os fungos pertencentes a esta espécie estdo entre os principais
causadores de infecgdes fungicas (HAMMED et al., 2018; ZHANG et al., 2018;
SEYOUM et al., 2020), a reducdo de um de seus fatores de viruléncia, contribui para o
desenvolvimento de terapéuticas inovadoras que possam reduzir os efeitos da invasdo
por patdgenos fungicos no organismo humano.

A transicdo morfoldgica de levedura para hifas aumenta o potencial invasor de
fungos e consequentemente sua capacidade de causar infeccbes no hospedeiro
(KORNITZ et al., 2019), dessa forma a inibi¢do de hifas por um produto natural € um
mecanismo que pode sugerir importante atividade antimicrobiana frente a estes micro-
organismos. De acordo com Kornitz et al., (2019), a transicdo morfoldgica de espécies
de Candida albicans advem de fatores externos e de sinais celulares internos que séo
capazes de modular a expressao de genes especificos responsaveis por este mecanismo.
A transicgéo de filamentos para hifas, requer a expressdo de muitos genes e de fatores de

transcrigdo, ativados por vias de sinaliza¢do especificos. Sugere-se assim que a acao do
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oleo essencial através de mecanismos moleculares ndo elucidados, pode ter inibido a
expressao e fatores de transcricdo génica, com consequente inibicdo total da emissdo de
hifas, o que reflete na reducdo de um dos mecanismos de viruléncia de espécies de
Candida.

4. CONCLUSAO

A atividade antifungica do OGleo essencial isoladamente apresentou agéo
clinicamente irrelevante. A associacdo do produto natural com o fluconazol demonstrou
possivel sinergismo frente a cepas de Candida tropicalis. O 6leo essencial de Baccharis
milleflora inibiu a transicdo morfologica das cepas fungicas, demonstrando potencial
antimicrobiano, pois foi capaz de inibir um dos fatores de viruléncia fungica, podendo
essa atividade estar relacionada a acdo dos compostos terpenos e a inibicdo da expressdo
génica que induzem formacdo de hifas. Sdo necessarios mais estudos para compreender

0s mecanismos especificos desta atividade.
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4 CONSIDERACOES GERAIS

A composicdo quimica do oOleo essencial de Piper regnellii apresentou
predominio de fenilpropandides o apiol seguido de dilapiol. Em relagdo a atividade
antimicrobiana, o produto natural isoladamente ndo demonstrou atividade clinicamente
relevante contra cepas de bactérias e fungos, porém a atividade combinada do 6leo
essencial de Piper regnellii resultou em possivel sinergismo junto ao fluconazol frente a
Candida tropicalis, e frente a Escherichia coli quando associado a gentamicina.

O potencial antifungico intrinseco do 6leo essencial de Baccharis milleflora
ndo apresentou atividade clinicamente relevante, porém sua associacdo com fluconazol,
resultou em possivel sinergismo frente a isolados clinicos de Candida tropicalis.

Ambos os 6leos essenciais foram capazes de inibir a transicdo morfoldgica de
cepas fungicas, evidenciando acgdo relevante frente a um dos fatores de viruléncia de
espécies de Candida, sendo que o Oleo essencial de Piper regnellii inibiu
completamente a emissdo de filamentos em todas as cepas testadas. O 6leo essencial de
Baccharis milleflora, obteve acdo inibitéria da transicdo morfoldgica para todas as
cepas de Candida albicans e para cepa padrdo de Candida tropicalis, para o isolado
clinico de Candida tropicalis ocorreu inibicdo de crescimento de 88,6%, 52,6% e
48,6%, nas concentracfes CFM/2, CFM/4 e CFM/8, respectivamente. Observou-se acdo
superior na inibicdo do polimorfismo fungico do dleo essencial de Piper regnelli, em
relacdo ao de Baccharis milleflora, como os mecanismos especificos de inibicdo do
referido fator de viruléncia, ndo foram evidenciados, sdo necessarios mais estudos que
visem compreender a acdo de compostos isolados, bem como mecanismos especificos

de inibicdo de crescimento de hifas mediante acdo dos produtos naturais testados.
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