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RESUMO

A resisténcia microbiana tornou-se um problema nas Ultimas décadas apds o uso
abusivo de antibidticos, que ocasiona na sobrevivéncia e disseminacdo de
microrganismos resistentes. A fim de contornar a resisténcia, pesquisadores investem
esforcos na busca de substancias naturais bioativas, como por exemplo os 6leos
essenciais. Diante disto, o objetivo desse estudo foi determinar a composi¢do quimica
do oleo essencial das folhas de Acritopappus confertus (Gardner) R.M.King & H.Rob.,
bem como, avaliar o seu efeito intrinseco e combinado com drogas contra fungos e
bactérias patogénicas, além disso, verificar a inibicdo de viruléncia em cepas de
Candida spp. Para tanto, o o6leo foi analisado por meio de Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS). Cepas de Candida spp. foram
utilizadas para os ensaios antifungicos por meio da técnica de microdiluicdo seriada, a
fim de determinar a concentragcdo inibitoria média (ICso). Para 0s ensaios de
modificacdo, foram utilizadas concentracdes sub-inibitorias (CIM/8). Além disso, foi
avaliada a capacidade do produto natural em inibir a formacdo de estruturas
filamentosas. Nos testes antibacterianos, foi determinada a CIM do 6leo contra cepas
padrdes e multirresistentes de Staphylococcus aureus (SA ATCC 25923, SA 10) e
Escherichia coli (EC ATCC 25922, EC 06) e efeito modificador em associacdo com
gentamicina, eritromicina e norfloxacino. O dleo essencial de A. confertus apresentou
como constituinte majoritario o monoterpeno Mirceno (54.71%). Os resultados apontam
que o 6leo apresenta efeito antifingico, sendo as cepas de C. albicans INCQS 90028 as
mais susceptiveis. Além disso, o 6leo é capaz de intensificar a acdo do fluconazol frente
as cepas de C. albicans INCQS 90028 e C. tropicalis INCQS 40042. Referente ao efeito
na micromorfologia fungica, o 6leo também foi capaz de inibir os filamentos em todas
as cepas testadas. Em relacdo aos ensaios antibacterianos, o 6éleo de A. confertus
apresentou efeito clinicamente relevante contra SA ATCC 25923. Em combinacdo com
antibioticos, o 6leo potencializou a acdo das drogas pela redugdo da CIM contra EC 06 e
SA 10. Conclui-se que o 0Oleo essencial de A. confertus apresenta potencial contra
fungos e bactérias patogénicas, tornando-se um alvo para o desenvolvimento de um
farmaco antimicrobiano. Assim como, para estudos posteriores com a espécie, a fim de
caracteriza-la mais a fundo e identificar quais componentes estdo inteiramente
associados a sua acdo antifangica e antibacteriana.

Palavras-chaves: Antimicrobiano; antibiéticos; GC/MS; terpenos; Mirceno.
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ABSTRACT

Microbial resistance has become a problem in recent decades after the abusive use of
antibiotics, which causes survival and dissemination of resistant microorganisms. In
order to circumvent the resistance, researchers have invested efforts in the search for
bioactive natural substances, such as essential oils. In view of this, the objective of this
work was to determine the chemical composition of the essential oil of Acritopappus
confertus (Gardner) R.M.King & H.Rob. leaves, to evaluate its intrinsic effect and in
combination with drugs against pathogenic fungi and bacteria, in addition to verifying
the inhibition of virulence in Candida spp. strains. For such, the oil was verified by Gas
Chromatography Coupled with Mass Spec-trometry (GC-MS). Candida spp. strains
were used for the antifungal assays by means of the serial microdilution technique, in
order to determine the average inhibitory concentration (IC50). For the modification
assays, sub-inhibitory concentrations (MIC/8) were used. Furthermore, the natural
product’s ability to inhibit the formation of filamentous structures was evaluated. In the
anti-bacterial tests, the MIC of the oil against standard and multiresistant strains of
Staphylococcus aureus (SA ATCC 25923, SA 10) and Escherichia coli (EC ATCC
25922, EC 06) and its modifying effect in association with gentamicin, erythromycin
and norfloxacin were determined. The essential oil of A. confertus presented as major
constituent the monoterpene Myrcene (54.71%). The results show that the essential oil
has an antifungal effect, with C. albicans INCQS 90028 strains being the most
susceptible. Furthermore, the oil can potentiate the effect of fluconazole against strains
of C. albicans INCQS 90028 and C. tropicalis INCQS 40042. Regarding the effect on
micromorphology, the oil was also able to inhibit the filaments in all strains tested.
Regarding antibacterial assays, A. confertus oil showed clinical effect relevant against
SA ATCC 25923. In combination with antibiotics, the oil potentiated the drug's action
by reducing the MIC against EC 06 and SA 10. It is concluded that the essential oil of
A. confertus has potential against pathogenic fungi and bacteria, making it a target for
the development of an antimicrobial drug. As well as, for further studies with the
species, in order to further characterize it and identify which components are entirely
associated with its antifungal and antibacterial action.

Keywords: Antimicrobial; antibiotics; GC/MS; terpenes; Myrcene.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia microbiana tornou-se uma das mais sérias preocupacdes de salde
publica em todo o mundo, considerada um grande desafio clinico no tratamento de
infeccbes invasivas, e esse problema tem sido intensificado devido ao uso
indiscriminado de antibidticos e drogas sintéticas, favorecendo cada vez mais o aumento
da resisténcia microbiana (VIEIRA; SANTOS, 2017; BEZERRA et al., 2019; ABD EL-
BAKY et al.,, 2020; CRUZ et al., 2020). A sobrevivéncia e disseminacdo de
microrganismos resistentes tem sido uma motivacdo para pesquisas com o objetivo de
encontrar alternativas seguras e eficazes, ou até mesmo que possam potencializar os
efeitos de agentes antimicrobianos atuais (ABD ELLAH et al., 2019; ABD EL-BAKY
et al., 2020).

O Centro de Controle e Prevencao de Doencas declarara o rapido crescimento da
resisténcia aos antibidticos como uma das principais preocupacdes globais e estima que
mais de 700.000 pessoas morrem mundialmente por doencas causadas por cepas
resistentes (KHAN; MILLER; ARIAS, 2018; KADRI et al., 2020). Staphylococcus
aureus e Escherichia coli sdo exemplos de bactérias causadoras de infeccdes
nosocomiais que apresentam resisténcia contra farmacos padrfes disponiveis, além
disso, possuem alta capacidade de patogenicidade e viruléncia sendo associadas a casos
clinicos graves (DENAMUR et al., 2021; FORD; HURFORD; CASSAT et al., 2021;
FREITAS et al., 2022).

Dentro dessa problemética destaca-se também os fungos de interesse clinico,
onde representantes do género Candida podem ocasionar desde infec¢fes superficiais e
cutaneas (dermatomicoses) até problemas mais graves, como candidiase (infeccdes
invasivas e disseminadas) (KUMAR et al., 2019). A espécie mais conhecida do género,
Candida albicans, é responsavel por 90% dos casos de infec¢des fungicas (KUMAR et
al., 2019; NAVARRO-ARIAS et al., 2019). Outras como, C. Tropicalis e C. Krusei,
também se destacam como agentes causadores de infecgbes emergentes, e Sao
frequentemente mais resistentes que as linhagens de C. albicans, tornando imperativa a
busca por novas formulagdes antifungicas (KOLACZKOWSKA; KOLACZKOWSKI,
2016).

Estes fungos patogénicos podem mudar sua morfologia de levedura ovoide de
brotamento para o crescimento filamentoso (hifa alongada) em resposta a diferentes
sinais ambientais, como por exemplo, falta de nutrientes (SANCHEZ-MARTI; PEREZ-
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MARTI, 2001; KOLACZKOWSKA; KOLACZKOWSKI, 2016; CID-CHEVECICH et
al., 2022;). Este fator pode proporcionar caracteristicas de viruléncia, inicialmente por
meio de adesdo, impulsionada pela expressdo de inUmeras proteinas adesinas de
superficie (MCCALL et al., 2019). Desta forma, essa viruléncia permite que os fungos
colonizem tecidos e expressem resisténcia a drogas. Porém, de acordo com Sharma et
al. (2019) a viruléncia de fungos pode ser amenizada ou eliminada se a capacidade
morfogénica for comprometida.

A busca constante por substancias que tenham como alvo inibir fenétipos de
viruléncia fangica tem se tornado constante (KHAN et al., 2020). Neste contexto,
pesquisa com Oleos essenciais de plantas medicinais tem crescido significativamente
COMO uma nova estratégia para inibir o crescimento fungico e potencializar farmacos
contra Candida spp (MACEDO et al., 2018; SANTOS et al., 2018; LEAL et al., 2019;
CARNEIRO et al., 2019; BRAGA et al., 2021).

Tais Oleos essenciais sdo compostos volateis formados por terpenos e
terpenoides, substancias que apresentam propriedades bioldgicas e farmacoldgicas,
sendo relacionados na literatura a atividade inseticida, anti-inflamatodria, citotoxica,
antioxidante, antiflngica, antibacteriana, entre outras (HANIF et al., 2019; WINSKA et
al., 2019; BAPTISTA-SILVA et al., 2020).

Os Gleos essenciais de espécies da familia Asteraceae, tem ganhado destaque em
varias pesquisas com diversas finalidades, demonstrando impressionantes efeitos
microbiologicos (FERRONATTO et al., 2007; SALKAR et al., 2013). Esta familia
botanica é uma grande detentora de espécies com propriedades medicinais, apesar de
que apenas 15% das espécies pertencentes a esta familia foram estudas (SALKAR et al.,
2013). Ressalta-se que varias classes de metabolitos secundarios com potencial
antimicrobiano estdo presentes nos 0leos essenciais das espécies desta familia.

O género Acritopappus (Compositae, Eupatorieae) pertencente a familia
Asteraceae € considerado endémico do Brasil, consiste em 19 especies de arbustos e
pequenas arvores com distribuicdo restrita as regies do Nordeste e Sudeste
(BAUTISTA, 2000; NAKAJIMA; BAUTISTA, 2023). Como um representante deste
género com propriedades promissoras, destaca-se a espécie Acritopappus confertus
(Gardner) R.M.King & H.Rob. Conhecida popularmente como “cura-facada” é utilizada
na medicina tradicional atraveés da maceracéo das folhas para tratamento de ferimentos
de pele devido seus efeitos cicatrizantes (FUNCH, 2004). Sua composi¢do quimica

relata a presenca predominante de monoterpenos em seu 0Oleo essencial (LIMA et al.,
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2005) e estes componentes bioativos podem apresentar diferentes modos de acdo na
atividade antimicrobiana (KUMAR et al., 2019).

Considerando a diversidade de recursos vegetais da Chapada do Araripe, esse
trabalho com a espécie Acritopappus confertus contribuird para a compreensdo da
composicdo quimica do seu 0leo essencial e de como estes compostos podem estar
relacionados a bioatividades, identificando assim seu potencial biotecnolégico. Do
ponto de vista bioldgico A. confertus ainda é subutilizada, pois pouco se conhece sobre
suas as aplicacdes e propriedades medicinais. Com a comprovacdo cientifica das
atividades biologicas do Oleo essencial de A. confertus, esse estudo podera fornecer
subsidios para a descoberta de novos fitoterdpicos e auxiliar no combate de

microrganismos patogénicos resistentes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a composicdo quimica e potencial antimicrobiano do 6leo essencial das

folhas de Acritopappus confertus.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de A. confertus por
meio de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS);

e Avaliar o potencial antifungico do 6leo essencial de forma intrinseca e combinada
com antifungicos contra cepas do género Candida;

o Verificar o efeito antivirulento na morfologia das leveduras de Candida spp.

e Analisar a atividade antibacteriana de A. confertus contra bactérias padrdes e
multirresistentes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, assim como seu

efeito modificador de antibidticos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Resisténcia Microbiana

A descoberta e a introducdo de antimicrobianos na pratica clinica, representou
uma das intervengdes médicas mais importantes na historia da saude global, reduzindo
0s numeros de morbidade e mortalidade humanas causadas por infec¢bes. Atualmente
0s antibidticos sdo necessarios para a realizacdo de diversos procedimentos hospitalares,
onde podemos citar: controle de infeccBes severas, recuperacdo pos cirurgias invasivas,
transplante de 6rgdos, tratamento de pacientes com cancer e imunocomprometidos,
dentre outros (DURAO; BALBONTIN; GORDO, 2018; KHAN; MILLER; ARIAS,
2018).

Existem diversas classes quimicas de antibidticos, e estes podem ser agrupados
de acordo com o alvo biolégico na célula bacteriana em: Inibidores da sintese de parede
celular (Penicilinas, Cefalosporinas e Polipeptidicos); inibidores da sintese proteica
(Aminoglicosideos, Pleuromutilinas, Tetraciclinas, Macrolideos, Estreptograminas,
Oxazolidinonas e Glicilciclinas); danos a membrana plasmatica (Lipopeptideos);
inibidores da sintese de acidos nucleicos (Rifamicinas, Quinolonas e fluroguinolonas) e
inibidores competitivos da sintese de metabdlitos essenciais (Sulfonamidas)
(TORTORA,; FUNKE; CASE, 2017).

Apesar do grande arsenal de antibidticos disponiveis, casos de infeccbes
causadas por microrganismos multirresistentes vém aumentando mundialmente e o
espectro de infeccBes intratdveis esta se tornando uma realidade. Muitos
antimicrobianos antigamente empregados no controle de microrganismos patogénicos
sofrem decréscimos quanto ao uso e a eficacia, aumentando os riscos de voltarmos a era
pré-antibidtica (DIAS; MONTEIRO; MENEZES, 2010; BLAIR et al.; 2015).

A Organizacdo mundial da Saude (OMS, 2017) alerta que a resisténcia aos
antimicrobianos eleva-se para niveis preocupantes em varios paises do mundo. O
surgimento de mecanismos complexos e a rédpida disseminacdo de microrganismos
patogénicos impdem uma barreira no tratamento de doencas microbianas comuns,
causando grande preocupacéo para a saude global.

Varios microrganismos possuem habilidades de se adaptarem ao meio com
facilidade, entdo a exposi¢do a antimicrobianos resulta em um processo de resisténcia

natural. Os antibioticos, por exemplo, efetivam sua acdo na eliminacdo de bactérias

20



sensiveis, mas simultaneamente pode disseminar a sobrevivéncia de cepas
multirresistentes por um processo de pressdo seletiva, ocasionada principalmente pela
automedicacéo e uso indiscriminado destas drogas (QUEIROZ, 2004).

As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes aos antibioticos ou adquirir
mecanismos de resisténcia. Na resisténcia intrinseca, 0 microrganismo apresenta
caracteristicas morfologicas e enziméticas que o tornam resistente a determinado
antibidtico naturalmente. Enquanto a resisténcia adquirida, pode ser caracterizada por
mutacdes em genes que diminuem a suscetibilidade a drogas ou pela transferéncia
horizontal de genes (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008; MUNITA; ARIAS, 2016).

As mutacOes ocorrem aleatoriamente durante a replicagdio do DNA, surge
quando o antibidtico seleciona cepas que apresenta vantagem de crescimento,
resultando na proliferacdo de uma populacdo geneticamente resistente. Embora essa
resisténcia ndo se espalhe entre as bactérias, a disseminacdo da resisténcia pode ocorrer
pela expansao de um clone ou linhagem bacteriana (KHAN; MILLER; ARIAS, 2018).

No entanto, a transferéncia horizontal de genes traz o risco de réapida
disseminacdo de uma Unica cepa para um conjunto de cepas da mesma espécie ou de
espécies diferentes. A transferéncia de material genético de um doador resistente para
um receptor suscetivel, ocorre por meio da transformacdo (Incorporagcdo do DNA do
meio), transducdo (troca genética mediada por fagos) ou conjugacgdo (contato célula a
célula) que envolve elementos genéticos moveis como plasmideos e transposdes
(THOMAS; NIELSEN, 2005; KHAN; MILLER; ARIAS, 2018).

Dessa forma, as bactérias podem adquirir ou desenvolver resisténcia aos
antibidticos por meio de varios mecanismos que se enquadram em trés grupos
principais: primeiro, aqueles que minimizam as concentracfes intracelulares do
antibidtico, como consequéncia de uma fraca penetracdo na bactéria ou efluxo ativo da
substancia; segundo, aqueles que modificam o alvo do antibidtico por mutacdo genética
ou alteracdo pds-translacional do alvo; e terceiro, aqueles que inativam o antibiotico por
hidrélise ou modificagdo enzimatica de grupos funcionais ativos da molécula (Figura 1)
(POOLE, 2002; KUMAR; MUKHERJEE; VARELA, 2013; BLAIR et al., 2015).

Apropriando-se destes mecanismos isolados ou em conjunto, cepas patogénicas
vém conseguindo superar antibidticos promissores das mais diversas classes quimicas
(SILVEIRA et al., 2006). Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Enterobacter spp.,
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. sdo apenas alguns exemplos de bactérias
que sdo resistentes a maltiplas drogas (MAGIORAKOS et al., 2012; SAHA; SARKAR,
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2021). O Centro de Controle e Prevencéo de Doencas declarara o rapido crescimento da
resisténcia aos antibioticos como uma das principais preocupacdes globais e calcula que
mais de 700.000 pessoas morrem mundialmente por doencas causadas por cepas
resistentes (KHAN; MILLER; ARIAS, 2018; KADRI et al., 2020).

Figura 1: Mecanismos bacterianos de resisténcia aos antibioticos.
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Fonte: Adaptado de Saha e Sakar (2021)

O numero de infeccGes e mortes associadas a fungos patogénicos também sdo
alarmantes. Estima-se que até 150 milhdes de pessoas sdo infectadas anualmente por
fungos invasivos, com 1,5 milhdo de mortes decorrentes dessas infeccdes (BEN-AMI;
KONTOYIANNIS, 2021). Entre os patdégenos fangicos mais virulentos estdo Candida
spp., Cryptococcus neoformans e Aspergillus spp. (BONGOMIN et al., 2017). Sendo as
espécies de Candida, os patdgenos fungicos invasivos mais prevalente em humanos,
causando infeccBes sistémicas graves em pacientes imunocomprometidos com taxas de
mortalidade que se aproximam de 40% (PFALLER; DIEKEMA, 2010; SHAPIRO;
ROBBINS; COWEN, 2011).

Atualmente, o arsenal de antifangicos disponiveis para uso clinico de tais
infeccOes, consiste em trés classes principais: 0s polienos, azdis e equinocandinas, 0s
quais atuam por diferentes mecanismos de acdo (BEN-AMI; KONTOYIANNIS, 2021).
Os polienos atuam pela formacgéo de complexos que extraem ergosterol dos fosfolipidos

das membranas celulares, alem disso, em altas concentra¢des, podem inibem a sintese
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de quitina na parede celular fungica (ANDERSON, 2014). Os azdis inibem enzimas que
participam da biossintese do ergosterol, formando uma membrana celular modificada
que ndo desempenha as funcdes essenciais para desenvolvimento dos fungos (BERTO
et al., 2018). Ja as equinocandinas inibem a enzima B-1,3-glucano sintase, cuja funcéo é
catalisar a polimerizacdo da glucose-uridina-difosfato (UDP glucose) em B-1,3-glucano.
Esse mecanismo leva o extravasamento de componentes importantes na célula fungica,
como resultado da alta pressdo osmotica exercida sobre a membrana enfraquecida
(ZAAS, 2008).

A resisténcia a azodis entre as espécies de Candida e Aspergillus é um dos
maiores desafios para o tratamento clinico, seguido pela multirresisténcia de Candida
glabrata e outras espécies do género Candida as equinocandinas. Os mecanismos de
resisténcia contra essas drogas incluem: modificacbes nas interacGes droga-alvo,
concentracdes celulares das drogas reduzidas por meio de canais de bombas de efluxo e
barreiras de permeabilidade associadas a biofilmes (figura 2) (PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017; REVIE et al.; 2018).

Figura 2: Mecanismos fungicos de resisténcia.
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Apesar das opcdes de tratamento atualmente disponiveis, como os fungos séo

eucariotos assim como seus hospedeiros humanos, ha uma limitacdo de alvos que
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podem ser explorados para inibir seletivamente o patdgeno com toxicidade minima para
0 hospedeiro. A maioria dos antifungicos utilizados tém como alvo o esterol ergosterol
da membrana celular, assim como sua biossintese, ou a molécula ligante da parede
celular 1,3-y-d-glucano. A resisténcia as classes disponiveis de antifingicos emergiu
como um problema grave, com infecc¢des fangicas tornando-se cada vez mais dificeis de
tratar (XIE et al., 2014).

3.2 Bacteérias Patogénicas

As infeccBes bacterianas nosocomiais sdo frequentes nos servigos de saude,
sendo responsaveis por altos numeros de mortalidade e morbidade entre pacientes
internados no mundo todo (UPRETI et al., 2018). Dentre os patdgenos causadores de
infeccdes em ambientes hospitalares, destacam-se as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, espécies que além de grande capacidade de adaptacdo apresentam
também resisténcia contra agentes antimicrobianos (POOLMAN; ANDERSON, 2018).

A espécie Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva de grande
interesse clinico, sendo responsavel por ocasionar graves infeccBes superficiais ou
invasivas em humanos, como carbunculos, foliculites, bacteremia, endocardite,
pneunomia, osteomelite, além de promover formacdo de biofilme em instrumentos
cirargicos implantados (CAVALCANTI et al., 2005; FOSTER et al., 2014; TONG et
al., 2015). Em pessoas saudaveis S. aureus pode ser encontrada em diversos sitios
anatdmicos, principalmente na pele, orofaringe, fossas nasais e microbiota intestinal
(BENITO et al., 2013).

A versatilidade de S. aureus deve-se principalmente pelos diversos fatores de
viruléncia, muitos dos quais sdo codificados geneticamente e transferidos entre a
espécie facilitando a aderéncia, colonizacéo, interacdes celulares, evasdo dos sistemas
de defesa do hospedeiro e lesdes teciduais (HOLDEN et al., 2004; OTTO, 2014). Os
fatores de viruléncia podem ser agrupados em trés tipos: a) Fatores relacionados a
adesdo celular ou matriz extracelular, por sintese de moléculas de fibrinogénio,
fibronectina, coldgeno ou da enzima coagulase; b) fatores relacionados com a evasédo
imunologica, pela producdo de importantes enterotoxinas, inclusive que pode causar
choque tdxico e producdo de biomoléculas como proteina A, lipases e polissacarideos

encapsulados; e c) fatores relacionados com a invasdo na célula do hospedeiro e a
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penetracdo nos tecidos ou adesdo em instrumentos cirargicos implantados, os quais
incluem as proteinas (toxinas) a, B, 3, y € 8 — hemolisinas (JARRAUD, 2001).

A espécie pode apresentar resisténcia intrinseca ou adquirida, onde a aquisi¢do
do gene mecA apresenta grande importancia clinica por conferir resisténcia contra
meticilina e beta-lactamicos (BENITO et al., 2015). O surgimento e disseminacdo de
cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) aumentaram os numeros de infeccdes
nosocomiais, causando grande preocupac¢do na comunidade hospitalar (WITTE et al.,
2007). MRSA ¢ a maior causa de infecces de peles e tecidos moles na América do
Norte, sendo o clone USA 300 é responsavel por 98% dessas infeccbes (THURLOW;
JOSHI; RICHARDSON, 2012).

Dentro das bactérias Gram-negativas, a espéecie Escherichia coli apresenta
importancia médica pelo potencial de viruléncia e patogenicidade, sendo agente
etioldgico de diversas doencas, como: diarreias, colite hemorragica e sindrome urémica.
Se encontra de forma comensal no trato gastrintestinal de animais e humanos,
especificamente no intestino grosso, sendo expelida do organismo atraves das fezes. Sua
disseminacdo e sobrevivéncia dependem das condicGes ideais de temperatura,
disponibilidade de &gua e nutrientes, competicdo com outros micro-organismos e
formacéo de biofilmes (JANG et al., 2017).

Cepas patogénicas de E. coli sdo classificadas em diferentes pato6tipos, onde cada
patétipo causa um tipo de doenca especifica: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), e E. coli difusdo aderente (DAEC) (KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004; SILVEIRA; MARQUES; MACHADO, 2013). Os
patétipos intestinais de E. coli sdo responsaveis por distdrbios intestinais que variam de
diarreia leve a colite grave, enquanto os pat6tipos extra-intestinais da espécie sdo
assintomaticas no trato intestinal, mas podem causar infeccbes apds migrarem para
outras partes do corpo, como por exemplo ao atingir o sistema circulatorio e o trato
urinario (KOHLER; DOBRINDT, 2011).

E. coli é o patogeno causador de mais de 80% dos casos de infec¢Bes urinarias.
Geralmente as mulheres sdo as mais afetadas devido caracteristicas anatémicas
(proximidade da wuretra e anus) e fisiologicas (auséncia de um mecanismo
antimicrobiano, como o liquido prostatico no homem). Além disso, diversos fatores de
viruléncia e antigenos que facilitam a disseminacdo e aderéncia dessa bactéria no

epitélio urinério, contribuem para a efetivacdo da infeccdo (LOPES et al., 2015).
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Intrinsecamente, E. coli é suscetivel a quase todos os antimicrobianos
clinicamente relevantes, mas essa espécie apresenta grande capacidade de acumular
genes de resisténcia, especialmente por meio da transferéncia horizontal de genes. Os
mecanismos mais evidentes em E. coli correspondem a aquisicdo de genes que
codificam PB-lactamases de espectro estendido (conferindo resisténcia a cefalosporinas),
carbapenemases (resisténcia a carbapenémicos), 16S rRNA metilases (pan-resisténcia a
aminoglicosideos), genes de plasmideo PMQR (resisténcia a quinolonas e
fluoroquinolonas) e genes mcr (resisténcia a polimixinas). Além da mediacdo por
plasmideos de multirresisténcia, outros elementos genéticos moveis, como transposons
e cassetes de genes em integrons de classe 1 e 2, também desempenham papel
importante na disseminacao de genes de resisténcia em E. coli (POIREL et al., 2018).

3.3 Fungos Patogénicos

Entre os fungos de importancia médica, representantes do género Candida estéo
associados as infeccbes fungicas mais comuns entre o0s seres humanos
(KOLACZKOWSKA; KOLACZKOWSKI, 2016). Tais leveduras fazem parte da
microbiota humana desde o parto, sem ocasionar quadro clinico em hospedeiros
saudaveis. Porém, o comprometimento da resposta imune do hospedeiro, entre outros
fatores, pode levar ao surgimento de infecgbes oportunistas superficiais como
candidiase vulvovaginal, candiddria, onicomicose e candidiase orofaringea, e em casos
mais graves candidiase sistémica invasiva, como candidemia e infeccdo de Orgaos,
especialmente cérebro, rins e olhos (TONG; TANG, 2017; KHAN et al., 2020).

Candida spp. apresentam varios tracos de viruléncia que facilitam a aderéncia,
infiltracdo e disseminacdo nos tecidos do hospedeiro, sendo os principais fatores:
transicdo morfogénica, capacidade de formacdo de biofilme em dispositivos médicos
implantados, producdo e secrecdo de enzimas hidroliticas, expressdao de complexos
proteicos de adesina e a invasdo de células da epiderme e mucosas (KHAN et al., 2020).

Desses fatores de viruléncia, a morfogénese apresentada em algumas espécies de
Candida é definida como uma alteracdo da forma de levedura unicelular com a proje¢éo
de estruturas filamentosas (hifas e pseudohifas). Essas transicbes morfoldgicas sé@o
reversiveis e ocorrem durante o crescimento como reacdo as condi¢fes de temperatura,
PH, soro, auséncia de nutrientes e oxigénio. As formas filamentosas sdo bastante

adaptadas para penetracdo e danos aos tecidos, sendo um fator importante para a
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patogenicidade e eficiéncia da infeccdo (BRAUN; KADOSH; JOHNSON, 2001; VILA
et al., 2017). Em casos de candidemia, a formacéo de hifas e pseudohifas permite que o
fungo invada a corrente sanguinea para se disseminar e atingir os 6rgaos internos do
hospedeiro (KORNITZER, 2019).

Dentre das infec¢Oes causadas por representantes do género Candida, a espécie
C. albicans é o patégeno fangico mais comum em isolados clinicos. Porém a
emergéncia de espécies de Candida ndo albicans, como C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. krusei e C. glabrata variam de acordo com o sitio anatémico afetado e a localizagéo
geografica (PFALLER; PAPPAS; WINGARD, 2006). Dentro do limitado arsenal
antifungico, compostos azolicos como o fluconazol, sdo frequentemente utilizados para
tratamento de infecgdes por Candida, pois apresentam baixo custo, possuem toxicidade
moderada e podem ser administrados de forma oral (WHALEY et al., 2017). No
entanto, por causa do seu efeito apenas fungistatico, ha relatos de desenvolvimento de
resisténcia adquirida das leveduras contra esse antifingico por pressdo seletiva, e no
caso de C. krusei resisténcia intrinseca (BERKOW; LOCKHART, 2017).

Nesse sentido, identificar moléculas que tenham potencial bioativo é de extrema
necessidade, podendo contribuir para formulacdo de novos agentes antifingicos ou
auxiliando no uso de combinagdes entre o farmaco e moléculas bioativas para restaurar
a efichcia desses medicamentos contra cepas resistentes (BRAGA et al., 2021,
RODRIGUES et al., 2022).

3.4 Bioprospeccdo e Uso Sustentavel da Biodiversidade

A Biodiversidade € entendia como a variabilidade de organismos vivos de todas
as origens, compreendendo os ecossistemas terrestres, marinhos e outros ecossistemas
aquaticos, e os complexos ecoldgicos de que fazem parte; abrangendo ainda, a
diversidade dentro de espécies, entre espécies e de ecossistemas (BRASIL, 2000). O
territorio brasileiro abriga entre 15% e 20% de toda a biodiversidade do mundo, além de
possuir o maior numero de espécies endémicas, a maior floresta tropical (floresta
Amazonica) e dois dos 19 hotspots globais (Mata Atlantica e Cerrado) (PRATES;
IRVING, 2015).

O Brasil também foi o primeiro pais a assinar a Convengdo sobre Diversidade
Bioldgica — CDB, durante a Conferéncia das Organizac¢Ges das Nag¢fes Unidas — ONU

sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento (Ri092), evento de impacto global no debate
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ambiental (PRATES; IRVING, 2015). A CDB foi o primeiro instrumento a abordar
obrigagdes a serem cumpridas pelos paises signatarios, sendo estes: a conservacdo da
diversidade bioldgica, o uso sustentdvel de seus componentes e a reparticdo justa e
equitativa dos beneficios derivados da utilizacdo dos recursos genéticos. Esse
documento € um lembrete de que 0s recursos naturais ndo sao infinitos e que €
importante pensar, agir e pesquisar em busca do uso sustentavel da biodiversidade
(BRASIL, 2000; PEIXOTO et al., 2016).

Diante desta problematica, véarias pesquisas cientificas buscam alternativas
promissoras para 0 manejo e conservacao da biodiversidade e dos recursos naturais do
Brasil. Peixoto et al. (2016) propdem um modelo conceitual simplificado de algumas
atividades de pesquisa ligadas diretamente com a biodiversidade, incluindo: estudos de
variabilidade genética, levantamentos biologicos, planejamento do uso da terra,
avaliacdes de processos ecossistémicos, colecbes bioldgicas e pbr fim a bioprospeccao.

A bioprospecgdo pode ser definida como a busca sistematica por organismos,
genes, enzimas, compostos, processos e partes provenientes de seres vivos em geral
(coletivamente chamados de recursos genéticos) que possam, eventualmente, levar ao
desenvolvimento de um produto (MATEO; NADER; TAMAYO, 2001). E relevante
para uma ampla gama de setores e atividades, incluindo a biotecnologia, agricultura,
nutri¢do, biorremediacdo, salde, indUstria farmacéutica e de cosméticos, dentre outros
(REED, 2005).

O desenvolvimento de novos medicamentos obtidos diretamente ou
indiretamente a partir de produtos naturais € uma das maiores potencialidades da
bioprospec¢do. Estima-se que 40% dos medicamentos comercializados foram
desenvolvidos de fontes bioldgicas, sendo 25% de plantas, 13% de microrganismos e
3% de animais. O mercado mundial de vendas de drogas naturais atinge varios bilhdes
de dolares por ano. Porém, a extracdo desordenada de espécies de importancia bioldgica
visando apenas o0 aspecto econdémico, no caso de uma exploracdo ndo regulamentada e
ndo sustentavel, pode comprometer a existéncia futura dessas espécies (CALIXTO,
2003). Por isso é interessante propor através destas pesquisas, 0 uso mais ordenado e o

conhecimento mais aprofundado sobre estas espécies potenciais.

3.5 Plantas Medicinais da Chapada do Araripe
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A Chapada do Araripe é um enclave geografico que divide os estados do Ceara,
Pernambuco e Piaui. Localizada no semiarido brasileiro, apresenta uma variedade de
fitofisionomias, incluindo a Caatinga, Cerrado, Cerraddo e resquicios de Mata Atlantica.
Possui duas unidades de conservacdo que desempenham importante papel na
preservacdo de fontes naturais, da flora e fauna local: a Area de Preservacio da Chapada
do Araripe (APA-Araripe) e a Floresta Nacional do Araripe-Apodi (Flona Araripe-
Apodi) (MORO et al., 2015; JUNIOR et al., 2018).

A Flona Araripe-Apodi fornece importantes recursos naturais para as populagdes
que residem em seu entorno, onde podemos citar principalmente a utilizacdo de plantas
medicinais para o tratamento de enfermidades (CREPALDI et al., 2016; SOUSA-
JUNIOR et al., 2016; FERNANDES et al., 2021). As plantas medicinais s&o utilizadas
pelas populacbes desde o inicio das civilizagbes. A procura por alivio e cura de doencas
através da ingestdo de ervas e folhas possivelmente tenha sido uma das primeiras
formas de uso dos recursos vegetais para fins medicinais, sendo principalmente
utilizado pelas sociedades Gregas, Romanas e Chinesas (JUNIOR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

Mesmo com o avanco da medicina moderna, muitos fatores ainda contribuem
para 0 consumo de plantas medicinais como recursos terapéuticos pelas comunidades
rurais, tais como: o custo elevado dos medicamentos industrializados, distancia e
dificuldades de acesso aos servicos basicos de saude e por ser uma pratica culturalmente
aceita. Acredita-se que o tratamento através de plantas medicinais traga vantagens a
salde humana, desde que haja conhecimento prévio das suas finalidades, riscos e
beneficios (BADKE et al., 2012; BITU et al., 2015).

Nesse sentindo, é possivel encontrar na literatura diversos estudos etnobotanicos
que fornecem dados sobre o potencial terapéutico e utilizacdo de plantas medicinais
pelas comunidades da Chapada do Araripe (SOUZA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014;
JUNIOR et al., 2015; MACEDO et al., 2015; BITU et al., 2015; LEMOS et al., 2016;
MACEDO et al., 2018; FERNANDES et al., 2021).

Dentre as espécies com maiores versatilidades de uso terapéutico citadas em tais
pesquisas, podemos elencar: Astronium urundeuva (M. Alleméo) Engl. (aroeira),
Hancornia speciosa Gomes (mangaba), Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel
(Jjanaguba), Caryocar coriaceum Wittm. (pequi), Dimorphandra gardneriana Tul.
(faveira), Stryphnodendron rotundifolium Mart. (barbatimdo), Ximenia americana L.

(ameixa), Croton heliotropiifolius Kunth. (velame), Copaifera langsdorffii Desf.
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(copaiba), Bowdichia virgiloides Kunth (sucupira), Amburana cearenses (Allemédo) A.
C. Sm. (imburana de cheiro), Lippia gracillis Schauer (alecrim), Ocimum basilicum L.
(alfavaca), Eucalyptus globulus Labill (eucalipto), Anacardium occidentale L. (cajd) e

Hymenaea courbail L. (jatobd).

3.6 Oleos Essenciais

Denominamos de metabolismo as reagGes quimicas celulares que regem o
funcionamento dos organismos. O metabolismo primario é caracterizado pela acédo de
aminoacidos, proteinas, carboidratos e lipideos, presentes em todos 0s organismos e
com funcbes definidas. Entretanto, além do metabolismo primério, as plantas
apresentam também o metabolismo secundéario, responsavel pela sintese de uma
variedade de compostos quimicos que nao parecem ter ligacdo direta com 0s processos
fisiologicos vegetais, mais que podem funcionar como forma de defesa contra
predadores naturais e microrganismos fitopatogénicos (GARCIA; CARRIL, 2011;
PEREIRA; CARDOSO, 2012; CARMO; VIEIRA, 2016).

Esses metabdlitos vegetais sdo divididos em trés grandes grupos, oriundos
através de rotas biossintéticas diferentes e com funcdes de defesa contra fatores fisicos e
bioloégicos: os compostos fenolicos, os compostos nitrogenados (alcaloides) e os
terpenos. Estes Gltimos por sua vez, representam a maior classe quimica dentre os trés
grupos com uma estimativa de mais de 30.000 substancias registradas (RAVEN et al.,
2007; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Os terpenos sdo formados pela unido de unidades pentacarbonadas (Cs), e com
isso podemos classifica-los pela quantidade de unidades Cs que possuem em sua
estrutura. Logo, os terpenos que apresentam 10 carbonos apresentam duas unidades Cs e
sdo denominados monoterpenos, 0s que apresentam trés unidades Cs, com 15 carbonos,
sd0 0s sesquiterpenos, e os diterpenos apresentam quatro unidades de Cs, com 20
carbonos. Existem outros terpenos maiores com mais de 20 carbonos em sua estrutura,
dentre eles os triterpenos (30 carbonos), tetraterpenos (40 carbonos) e os politerpenoides
com mais de 40 carbonos (KERBAUY, 2004; VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010;
SIMOES et al., 2017).

Os terpenos sdo produzidos por duas rotas biossintéticas diferentes. A primeira
rota é a do acido mevaldnico, na qual trés moléculas de Acetil-CoA sdo ligadas em uma

sequéncia de reacdes formando o &cido mevaldnico. Este &cido € um intermediario-
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chave de seus carbonos que € posteriormente pirofosforilado, descarboxilado e,
finalmente, desidratado, tendo como produto o isopentenil difosfato (IPP). A segunda
rota biossintética é denominada de metileritritol fosfato (MEP) que atua nos
cloroplastos e outros plastideos, na qual o IPP é formado a partir de intermediarios da
glicose ou do ciclo de reducdo fotossintética. Na reacdo quimica o gliceraldeido 3-
fosfato e dois atomos de carbono derivados do piruvato condensam-se, formando o 1-
desoxi-D-xilulose 5-fosfato, o qual é rearranjado e reduzido a 2-C-metil-D-eritritol 4-
fosfato (MEP) que finalmente é convertido em IPP (DEGENHARDT et al., 2003;
KITAOKA et al., 2015; TAIZ; ZEIGER, 2017; SIMOES et al., 2017).

Por meio dessas rotas sdo produzidos os terpenos volateis denominados de 6leos
essenciais, estes sdo as misturas de mono e sesquiterpenos, 0S quais apresentam um
forte aroma caracteristico. Os 0leos essenciais sdo secretados normalmente pelos
tricomas glandulares, estruturas do limbo foliar, e armazenados em um espaco
extracelular modificado. Estdo presentes em diversos 6rgaos vegetais, como, folhas,
flores, frutos, caules, cascas e raizes, e sdo extraidos geralmente por técnicas de
destilacdo por arraste a vapor (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; BRITO et al.,
2010; EICHHORN et al., 2014).

Sdo liquidos geralmente incolores ou amarelados, com baixo peso molecular,
insollveis em solventes inorganicos (&dgua) e sollveis em solventes organicos (éter,
alcool, o6leos fixos), apresentam pouca estabilidade em contato com o ar, presenca de
luz, calor e umidade (MATOS; MATOS, 1989). A composi¢do quimica do Oleo
essencial pode variar em qualidade e quantidade de acordo com o clima, tipo de solo,
estacdo do ano, condi¢des geograficas, periodo de coleta, rgdo da planta, idade, fase do
ciclo e a técnica de destilacdo utilizada para extracdo (MACIEL et al., 2002; ANGIONI
et al., 2006).

Na natureza os 0Oleos essenciais desempenham um importante papel ecoldgico.
Através da liberacdo de sinais quimicos a planta controla e regula seu ambiente,
podendo atrair insetos para a dispersao de pélens e sementes, repelir animais herbivoros
indesejaveis e inibir a germinacdo de sementes de outras espécies. Além disso, é
comprovada a presenca de propriedades inseticidas, antibacterianas e antiflngicas
(BAKKALLI et al., 2008; HANIF et al., 2019). Esses compostos volateis sdo produzidos
por mais de 17.500 espécies de plantas aromaticas. Quase todas as espécies das familias

Lamiaceae, Rutaceae, Asteraceae, Zingiberaceae e Myrtaceae produzem o6leos
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essenciais, porém apenas cerca de 300 destas sdo comercializadas (MERILLON;
RIVIERE, 2018; WI’NSKA et al., 2019).

Em relagdo a sua utilizacdo comercial, os 6leos essenciais sdo aplicados como
componentes funcionais de diversos produtos com importancia econdémica para a
industria de fragrancias, cosmeticos e medicamentos. Sdo empregados na formulacéo de
perfumes, cremes, sabonetes, maquiagens, produtos de limpeza e remédios naturais. Na
indUstria alimenticia, sdo utilizados para adicionar sabores e aromas, mascarar odores
desagradaveis e prolongar a conservacdo dos alimentos (BAKKALI et al.,, 2008;
WI’NSKA et al., 2019). Atualmente os 6leos essenciais também sdo muitos apreciados
como recursos terapéuticos na aromaterapia, onde sdo usados para relaxamento na
forma in natura para a prética de inalagbes, massagens e banhos perfumados (HANIF et
al., 2019).

Os Oleos essenciais sdo conhecidos por apresentarem propriedades
antimicrobianas associadas a grande complexidade de misturas e presenga de varios
constituintes quimicos. A grande diversidade estrutural dos compostos quimicos que séo
encontrados nos Oleos essenciais, fornece uma importante fonte para a descoberta e
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, uma alternativa promissora para
auxiliar no controle de microrganismos resistentes contra drogas sintéticas (LORENZI,
2008; SAKLANI; KUTTY, 2008).

3.7 Familia Asteraceae

Asteraceae € considerada a familia de angiospermas com maior abundancia em
diversidade vegetal, com mais de 1.700 géneros e aproximadamente 27.000 espécies de
arvores, arbustos e herbaceas. Sdo cosmopolitas, com predominéncia especialmente em
habitats temperados, tropicais, secos e abertos, pois sdo dependentes de condicOes
sazonais e geograficas. No Brasil, a familia esta distribuida em 287 géneros e 2.086
espécies, que ocorrem em todos os dominios fitogeograficos com maior frequéncia em
areas do cerrado, campos rupestres, campos sulinos, caatinga e restinga (PANERO et
al., 2014; BFG, 2015; FLORA DO BRASIL, 2020; EKIERT et al., 2020; NGUYEN et
al., 2021).

E uma familia popularmente conhecida devido aos seus representantes
ornamentais, tais como Helianthus annuus L. (girassol), Leucanthemum vulgare Lam.

(margarida), Dahlia pinnata Cav. (dalia), dentre outros. Assim como também
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apresentam uma série de plantas de importancia medicinal como Matricaria
chamomilla L. (camomila) e Taraxacum officinale F.H. Wigg. (dente-de-ledo)
(ERUYGUR et al., 2019). Devido as caracteristicas de sua estrutura floral e composi¢do
fitoquimica, pesquisadores consideram esta familia como uma das mais evoluidas em
todas as dicotiledoneas (PANERO et al., 2014; EKIERT et al., 2020).

Um crescente interesse na busca de compostos ativos tem se destacado nos
ultimos tempos, dentre as espécies de interesse, incluem diversos representantes da
familia Asteraceae (SATYAL et al., 2017; LAWSON et al., 2020). Isso porque a
maioria dos membros desta familia tem aplicacGes terapéuticas, e seu uso medicinal
datam de 3000 anos atrds, uma longa histéria na medicina tradicional, onde alguns
relatos literarios descrevem que foram cultivadas antigamente para fins comestiveis e
etnobotanicos (ROLNIK; OLAS, 2021).

Em relacdo ao seu metabolismo, a triagem fitoquimica em relacdo a este grupo
de vegetais destacam uma grande variedade de lactanas e sesquiterpenos como
principais metabolitos quimicos com potencial promissor contra diversas patologias
(NINO et al., 2006; LAWSON et al., 2020). Membros desta familia apresentam efeitos
positivos na salide humana, relatos cientificos descrevem uma ampla gama de atividades
farmacoldgicas e bioldgicas, como: anti-inflamatérias, antimicrobiano, antioxidante,

hepatoprotetor, antipiréticos, diuréticos, etc, (ERUYGUR et al., 2019).

3.8 Acritopappus confertus

Dentre o0s representantes da familia Asteraceae, Acritopappus confertus
(Gardner) R.M.King & H.Rob (Figura 3) apresenta-se como uma espécie promissora na
busca de moléculas bioativas. Morfologicamente a espécie A. confertus apresenta
habitos arbustivos a arbdreo, folhas em forma de lamina, glabra, lustrosa, venagdo
broquiddédroma, receptaculo plano e papus aristado (SOUSA et al., 2020). Em relagdo
ao seu metabolismo fitoquimico, destaca-se a predominancia de monoterpenos como
compostos bioativos majoritarios (SOUSA et al., 2020; LIMA et al., 2005).
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Figura 3: Aspectos morfolégicos da espécie Acritopappus confertus

Fonte: Autor (2022)

A. confertus apresenta maior distribuicdo dentre as espécies do género
Acritopappus (Compositae, Eupatorieae), sendo encontrada no Nordeste Brasileiro
principalmente nos estados da Bahia, Pernambuco, Sergipe e Ceard (BAUTISTA;
ORTIZ; RODRIGUEZ-OUBINA, 2011). No Ceara, especificamente na Chapada do
Araripe, € comumente encontrada em areas de carrasco (CRUZ et al., 2022). Na
medicina popular é conhecida como “cura-facada”, sendo amplamente utilizada na cura
de dermatites e feridas por meio da maceracdo das folhas (FUNCH et al., 2004), no
entanto, poucos trabalhos cientificos sdo relatados quanto aos seus efeitos terapéuticos.

No estudo de Fernandes (2012) efeitos promissores do Gleo essencial de A.
confertus contra bactérias patogénicas sdo descritos, e em outros trabalhos, efeitos
citotoxicos com linhagens de células cancerigenas tiveram resultados significativos
(PINHO et al., 2014; ERUYGUR et al., 2019; STOJANOVIC-RADIC et al., 2020;
SILVA et al., 2021). Pinho et al. (2014) ressaltam em seu estudo que A. confertus nédo
apresentou citotoxicidade contra células saudaveis, fator crucial para um bom
fitoterapico, pois substdncias com toxicidades seletivas é o recomendavel para

utilizacdo medicinal.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do Material Botanico

Folhas (frescas) livres de danos fisicos ou doencas infecciosas de Acritopappus
confertus foram coletadas na Chapada do Araripe, Crato — Cearad (Brasil), sob as
coordenadas -7°28'91.81" S e -39°54'50.33" W. Além das folhas, ramos férteis foram
coletados, prensados, desidratados e depositados no Herbario Caririense Dardaro de
Andrade Lima - HCDAL da Universidade Regional do Cariri — URCA com numero de
voucher 15.148. O projeto foi submetido aos 6rgdos competentes a fim de obtencgdo e
licenca de coletas, tendo sido aprovado e registrado no Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBio) sob autorizacdo 82789-1 e Sistema Nacional
de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)
sob nimero A0OB4402.

4.2 Extracéo do Oleo Essencial

A extracdo do Oleo essencial foi conforme metodologia de Matos (1997) com
algumas modificacdes. As folhas frescas foram inicialmente acondicionadas (250 g) em
um baldo de vidro com capacidade de 5 L, contendo 2 L de &gua destilada.
Posteriormente o baldo contendo as folhas foi submetido a ebulicdo constante por duas
horas. O 6leo essencial extraido por meio do sistema de hidrodestilacéo foi coletado em
aparelho Clevenger, e separado da solugdo aquosa com o auxilio da adi¢éo de sulfato de
sodio (Na:SO4) (BEZERRA et al., 2017). Por fim, foi calculado o seu rendimento.

4.3 Analise da Composicio Quimica do Oleo Essencial por CG-MS

O 6leo essencial de A. confertus foi analisado quimicamente por Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) realizada em um aparelho
Agilent Technologies AutoSystem XL GC-MS operando no modo El a 70 eV, equipado
com um injetor split/splitless (220 °C). Com temperatura inicial de 280 °C. Foram
utilizadas colunas com as especificagdes: HP 5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) e HP
Innowax (30 m x 0,32 mm, 0,50 um). Como gas de fase movel foi utilizado o Hélio em
uma taxa de transporte de (1,0 mL/min). O programador térmico consistiu de uma

temperatura inicial de 50 °C até atingir uma temperatura de 300 °C a uma taxa de
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5°C/min. Um total de 1 uL do dleo foi injetado na coluna, estando diluido em
cloroférmio (1:10 v/v).

Ap0s a andlise cromatogréfica, foi realizada a identificagdo dos fitoconstituintes
do 6leo essencial de A. confertus, para tanto, foi realizada com base em indices de
retencdo (IR), determinados com referéncias de series homologas de n-alcanos, C7-Cso,
sob condicOes experimentais idénticas, comparando com biblioteca de espectros de
massa (NIST e Wiley) e com literatura de espectros de acordo com Adams (2001). As
quantidades relativas de componentes individuais foram calculadas com base nas areas
de pico de CG.

4.4 Atividade Antifungica
4.4.1 Cepas Fungicas

Para avaliar a atividade antifangica do oOleo essencial de A. confertus foram
utilizadas cepas padrdes de Candida spp., obtidas da Colecdo de Culturas Oswaldo Cruz
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS): Candida albicans -
CA INCQS 90028, Candida krusei — CK INCQS 40095 e Candida tropicalis — CT
INCQS 40042.

4.4.2 Cultura fangica

Todas as cepas fungicas foram inicialmente cultivas no meio de cultura Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) (37°C, 24 h) e no meio Caldo Sabouraud Dextrose (CSD)
duplamente concentrado durante os experimentos. O meio Agar Potato Dextrose
empobrecido, foi utilizado para induzir a emissao de hifas e pseudohifas no teste de
andlise de alteragBes morfoldgicas. Para preparacdo dos indculos, pequenas aliquotas
das cepas foram transferidas para tubos contendo solucdo salina (0,9% NaCl) e
comparados a escala de McFarland resultando em uma concentragdo de 1 x 10° cel/mL.
O oleo essencial e o fluconazol (150 mg, Gn-Germed) foram mensurados (150 mg) em
balanca analitica e diluidos em 1 mL de Dimetilsulféxido (DMSO-Vetec) e agua
destilada esteéril respectivamente, até obter a concentragdo matriz de 2.048 pg/mL.

4.4.3 Determinacao da I1Cso e Curva de Viabilidade Celular

Para realizar este experimento foi utilizado o método de microdiluigdo em caldo
de acordo com Javadpour et al. (1996) com algumas modificacGes. Inicialmente, placas
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de 96 pocos foram preenchidas com 90 puL de CSD e entdo microdiluidas até a
penultima cavidade com 100 uL do 6leo essencial, obtendo concentracBes variadas de
1024 a 1 pg/mL. Apos esse processo, foram adicionados 10 pL de indculo fangico. O
ultimo po¢o nao foi microdiluido sendo destinado para o controle de crescimento.
Controles de esterilidade do meio de cultura e controles de diluicdo das substancias
também foram realizados. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e
subsequentemente a leitura foi realizada em um aparelho espectrofotometro ELISA
modelo DR.-200BS-NM-BI no comprimento de onda de 630 nm. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicatas e os resultados obtidos foram utilizados para construir a
curva de viabilidade celular e calcular a ICso do 6leo essencial e do fluconazol. A
Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) foi considerada a menor concentragdo capaz de
reduzir a curva de crescimento fangico (MORAIS-BRAGA et al., 2016).

4.4.4 Avaliagéo da Atividade Modificadora do Fluconazol

Apds a definicdo da CIM, o 6leo essencial foi testado em concentracdes sub-
inibitdrias (CIM/8) de acordo com o método proposto por Coutinho et al. (2008). As
placas foram preenchidas com uma solucdo contendo meio CSD e 6leo essencial em
concentracdo sub-inibitéria, entdo 100 pL de fluconazol foram adicionados no primeiro
poco, seguindo da microdiluicdo seriada na proporcao de 1:1 até o penultimo poco. Por
fim, 10 pL do inéculo fangico foi adicionado em cada cavidade. O controle da
esterilidade do meio de cultura e o controle da diluicdo do fluconazol também foram
realizados. Posteriormente as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro ELISA em um comprimento de onda de 630 nm
(Rodrigues et al., 2022).

4.4.5 Avaliacdo da Inibicdo da Viruléncia Fungica

Para verificar se 0 6leo essencial de A. confertus causa alguma mudanca na
morfologia fungica por inibicdo da emisséo de hifas, foram montadas camaras estéreis
micromorfologicas. Na camara umida, 3 mL de meio PDA empobrecido, contendo o
6leo essencial em concentragdes sub-inibitdrias (CIM/2 e CIM/4) foram vertidos em
lamina estéril. Aliquotas do in6culo fungico foram utilizadas para fazer duas estrias
paralelas nas laminas e depois estas foram cobertas por uma laminula estéril. A camara

foi levada para a incubadora e apds 24 h (37 °C) a cultura foi observada sob
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microscopia optica usando um aumento de 400 X. Um controle para o crescimento das
leveduras (com emissdo de hifas estimulada pelo empobrecimento do meio) foi
realizado, bem como, um controle com o fluconazol para fins comparativos (SIDRIM;
ROCHA, 2010).

4.5 Atividade Antibacteriana
4.5.1 Cepas Bacterianas

Para os testes antibacterianos, foram utilizadas as cepas padrdes: Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922, e os isolados clinicos

multirresistentes: S. aureus 10 (swab reto) e E. coli 06 (urina).

4.5.2 Cultura Bacteriana

Todas as cepas bacterianas foram mantidas em meio Heart Infusion Agar (HIA)
(37°C, 24 h) e cultivadas em Brain Heart Infusion (BHI) 10% durante os experimentos.
As suspensdes celulares foram preparadas em tubos de ensaio contendo solucgéo salina e
sua turbidez foi comparada e ajustada com a escala MacFarland 0,5. Para a analise da
atividade antibacteriana, o 6leo essencial foi mensurado em balanca analitica (10 mg) e
posteriormente diluido em 1 mL de DMSO até uma concentragéo final de 1.024 pg/mL.
Os antibidticos gentamicina, eritromicina e norfoxacino foram diluidos em 1 mL de

agua destilada estéril e preparados na mesma concentracdo do 6leo.

4.5.3 Determinacéo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi verificada pelo método de microdiluicdo em caldo. Uma placa de
microdiluicdo foi preenchida com 100 uL de solugdo contendo 900 uL de BHI 10% e
100 puL de suspensdo bacteriana. Em seguida, foi procedida a microdiluicdo seriada
(1:1) com 100 pL do oleo essencial de A. confertus até o penultimo poco da placa, com
as concentragdes finais variando de 512 a 8 pg/mL. Foram realizados controles de
crescimento microbiano e esterilidade do meio de cultura. As placas foram entéo
incubadas em estufa por 24 h a 37 °C. Para leitura dos ensaios, a resazurina sodica
(Sigma-Aldrich) foi utilizada como indicador colorimétrico de crecimento bacteriano
por reducdo de oxidagdo. Para tanto, 20 pL de resazurina foi adicionada a cada pogo e,

apos 1 h as placas foram analisadas visualmente (JAVADPOUR et al., 1996).
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4.5.4 Teste de Efeito Modificador de Antibi6ticos

Para avaliar o potencial modificador de antibioticos, o 6leo essencial foi testado
em concentracdo sub-inibitéria (COUTINHO et al., 2008). Inicialmente foram
preparadas em tubos eppendorfs solugbes contendo meio BHI 10%, o 6leo em
concentracdo sub-inibitdria (CIM/8) e 150 uL do in6culo bacteriano. Posteriormente, as
placas foram preenchidas com 100 upL da solugdo em cada poco, seguido por
microdiluicdo seriada (propor¢do de 1:1) com 100 pL da droga de referéncia
(gentamica, eritromicana e norfloxacino), as concentragdes dos antibioticos variaram de
512 pg/mL a 1 pg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e em seguida a

leitura do teste foi realizada com a adicéo de rezasurina.

4.6 Analises Estatisticas

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, sendo calculadas suas médias
com seus respectivos desvios padrdes. Para as atividades biolégicas as médias foram
submetidas a andlise de variancia de uma via seguidas pelo teste de Tukey, sendo
considerado significativos quando p < 0,0001. Os valores de ICso foram obtidos por
regressdo nao linear e os resultados foram calculados a partir de uma curva padrao.

Todas as analises foram realizadas no software Graphpad Prism®, versao 6.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados dados do artigo cientifico original oriundo da
dissertagdo, intitulado “Chemical Composition and Antimicrobial Potential of Essential
Oil of Acritopappus confertus (Gardner) R.M.King & H.Rob. (Asteraceae)”. Tal artigo
foi publicado no periddico internacional Pharmaceuticals (ISSN: 1424-8247), no dia 17
de outubro de 2022, com Doi: https://doi.org/10.3390/ph15101275 (Anexo A). O

periddico Pharmaceuticals apresenta fator de impacto 5.215, percentil de 56% na

Scopus e Qualis Al na area de Biodiversidade referente ao quadriénio vigente (2017-
2020) da Plataforma Sucupira (Anexo B).

5.1 Resultados
5.1.1 Composi¢do Quimica

O oleo essencial em estudo apresentou um rendimento de 0.361%. De acordo
com a anélise cromatogréfica do 6leo essencial de A. confertus, foi possivel identificar
10 constituintes quimicos correspondendo a 96.33% da composicdo total. Os compostos
identificados pertencem as classes dos monoterpenos e sesquiterpenos. Mirceno
(54.71%), um monoterpeno de importancia farmacoldgica, se destacou por ser o
constituinte majoritario da amostra analisada. Os constituintes B-pineno (18.2%),
limoneno (6.52%) e B-eudesmol (5.72%) também apresentaram uma concentracdo
razoavel no 6leo essencial de A. confertus. Em relacdo aos fitoquimicos com menores
tracos de concentragdo (<1%), foram identificados a-humuleno (0.80%), a-eudesmol
(0.21%) e sabineno (0.19%) (Tabela 1).

Tabela 1: Constituintes do 6leo essencial de Acritopappus confertus (Gardner) R. M. King & H. Rob.

Compostos IR2 IRP (%0)
a-Pineno 937 935 3.24
Sabineno 978 978 0.19
B-Pineno 983 981 18.2
Mirceno 987 989 54.71
Limoneno 1029 1031 6.52
-Cubebeno 1390 1391 4.81
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[-cariofileno 1418 1418 1.93

a-Humuleno 1454 1459 0.80
a-Eudesmol 1631 1630 0.21
B-Eudesmol 1652 1652 5.72
Identificacéo Total (%0) 96.33

Legenda: 2indice de retengio experimental (baseado na série de n-alcanos C7-Czo homdlogos). Pindice de

retencdo da literatura (Adams, 1995).

5.1.2 Atividade Antiflingica e Modificadora do Fluconazol

O oleo essencial de A. confertus apresentou atividade antifingica contra C.
albicans (ICsp = 22.19 pg/mL) em concentracdo semelhante ao controle positivo
fluconazol (ICso = 12.33 pg/mL), medicamento padrdo amplamente utilizado em
infeccOes fungicas (Tabela 2) (Figura 4). No entanto, contra as cepas de C. krusei e C.
tropicalis, o 6leo essencial apresentou baixo efeito antifingico com valores de 1Csg
592.6 pg/mL e 615.4 pg/mL, respectivamente (Tabela 2) (Figuras 5 e 6). Quando
associado ao fluconazol, o 6leo essencial de A. confertus potencializou o efeito do
antifungico contra C. albicans e C. tropicalis, apresentando valores de ICso de 6.53
pg/mL e 2.25 pg/mL, respectivamente.

Com base no comportamento da curva por meio de regressdo nao linear, 0s
valores de 1Cso do 0Oleo essencial da espécie vegetal estudada foi clinicamente relevante
quando avaliado isoladamente para C. albicans. Em relagdo a cepa de C. krusei, ndo
foram observados resultados positivos do referido éleo testado isoladamente ou
associado ao fluconazol. Além disso, o produto natural apresentou uma CIM de 256
pg/mL  para C. albicans (Figura 4), tornando-se um Otimo candidato ao

desenvolvimento de novos farmacos.

Tabela 2: 1Cs, do Oleo Essencial de Acritopappus confertus frente Candida albicans, Candida krusei e

Candida tropicalis.

Produtos Candida albicans Candida krusei Candida tropicalis
FCZ 12.33 ug/mL 131.6 pg/mL 362.9 ug/mL
OEAC 22.19 pg/mL 592.6 pg/mL 615.4 pg/mL

FCZ + OEAC 6.53 pg/mL 295.8 ug/mL 2.25 pg/mL
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Figura 4: Curva de viabilidade celular de Candida albicans INCQS 90028 frente ao 6leo essencial de

Acritopappus confertus (OEAC) e Fluconazol (FCZ) em pg/mL.
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Legenda: Valor estatisticamente significativo com * p < 0,05.

Figura 5: Curva de viabilidade celular de Candida krusei INCQS 40095 frente ao 6leo essencial de
Acritopappus confertus (OEAC) e Fluconazol (FCZ) em pg/mL.
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Legenda: Valor estatisticamente significativo com **** p < 0,0001.

Figura 6: Curva de viabilidade celular de Candida tropicalis INCQS 40042 frente ao éleo essencial de
Acritopappus confertus (OEAC) e Fluconazol (FCZ) em pg/mL.
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Legenda: Valor estatisticamente significativo com * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p <

0,0001.
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5.1.3 Potencial Anti-viruléncia

A avaliacdo do efeito do 6leo essencial de A. confertus na morfologia das
leveduras de C. albicans foi realizado por meio do empobrecimento do meio de cultura,
estimulando as leveduras a projetarem hifas e pseudohifas em busca de nutrientes. Para
o controle de crescimento de C. albicans (Figura 7, Foto 1), é possivel observar a
formacdo de varias hifas, enquanto ao serem tratadas com o Oleo essencial de A.
confertus, ha uma diminuicdo significativa na projecdo das hifas, principalmente na

concentracdo de 128 pug/mL (F2), a qual inibiu totalmente a formacéo de filamentos.

Figura 7: Efeitos do 6leo essencial de Acritopappus confertus nos aspectos morfoldgicos de
Candida albicans.
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Legenda: Foto (F1-CA): Controle de crescimento; (F2-CA): Efeito do dleo essencial na concentragdo de
128 pg/mL; (F3-CA): Efeito do dleo essencial na concentragdo de 64 pg/mL; (F4-CA): Efeito do
fluconazol na concentracéo de 1024 pg/mL; (F5-CA): Efeito do fluconazol na concentragdo de 512

pg/mL. Exibigdo 400x aumentada.
Para a cepa de C. krusei, o fluconazol diminuiu a viruléncia nas duas

concentracdes avaliadas (512 pg/mL e 256 pg/mL) (Figura 8, F4 e F5). Na
concentragdo de 512 pg/mL, o Oleo essencial de A. confertus também inibiu o
crescimento das hifas de C. krusei (F2) semelhante ao controle positivo fluconazol, no
entanto, quando avaliado na concentracdo de 256 pg/mL, o 6leo ndo apresentou efeito
sob a viruléncia da referida cepa fungica (F3), apresentando projecdes citoplasmaticas

semelhantes ao controle de crescimento.
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Figura 8: Efeitos do 6leo essencial de Acritopappus confertus nos aspectos morfolégicos de Candida

krusei.
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Legenda: Foto (F1-CK): Controle de crescimento; (F2-CK): Efeito do 6leo essencial na concentragdo de
512 pg/mL; (F3-CK): Efeito do 6leo essencial na concentracdo de 256 pg/mL; (F4-CK): Efeito do
fluconazol na concentracéo de 512 pg/mL; (F5-CK): Efeito do fluconazol na concentracdo de 256 pg/mL.

Exibigdo 400x aumentada.

A cepa de C. tropicalis foi sensivel a todos os tratamentos analisados, ndo sendo
observado o crescimento de hifas nas concentracdes de 1024 pug/mL e 512 pg/mL do
6leo essencial de A. confertus (F2, F3), e do controle positivo fluconazol nas
concentrages de 1024 pg/mL e 512 pg/mL (F4, F5) (Figura 9). No controle de
crescimento (F1) utilizando apenas meio de cultura empobrecido de nutrientes, é

possivel observar as projec@es de hifas e pseudohifas de C. tropicalis.
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Figura 9: Efeitos do 6leo essencial de Acritopappus confertus nos aspectos morfolégicos de Candida

tropicalis.
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Legenda: Foto 1 (F1-CT): Controle de crescimento; (F2-CT): Efeito do 6leo essencial na concentracao
de 1024 pg/mL; (F3-CT): Efeito do dleo essencial na concentracdo de 512 pg/mL; (F4-CT): Efeito do
fluconazol na concentracéo de 1024 pg/mL; (F5-CT): Efeito do fluconazol na concentragdo de 512

pg/mL. Exibicdo 400x aumentada.

5.1.4 Atividade Antibacteriana e Modificadora de Antibiéticos

A atividade antibacterina do dleo essencial de A. confertus foi determinada pela
concentracdo inibitdria minina (CIM) conforme resultados descritos na tabela 3. Foi
verificado que o 6leo de A. confertus ndo apresentou atividade antibacteriana direta
contra a maioria das cepas padrbes e multiressistentes testadas, apresentando CIM
acima de 512 ug/mL. Porém foi observada contra a cepa padrdo S. aureus ATCC
25923, CIM de 256 pg/mL, sendo esta concentracdo indicativa de relevancia clinica e

atividade antibacteriana intrinseca.

Tabela 3: Concentragdo Inibitéria Minima do Oleo Essencial de Acritopappus confertus frente a cepas

bacterianas
Cepas OEAC

Staphylococcus aureus ATCC 25923 256 pg/mL
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Staphylococcus aureus 10 > 512 pg/mL
Escherichia coli ATCC 25922 > 512 pg/mL

Escherichia coli 06 > 512 pg/mL

Quando testado em concentracdes sub-inibitorias (CIM/8) em associacdo com
antibioticos padrdes, o o¢leo de A. confertus demonstrou efeito sinérgico,
potencializando a acéo das drogas contra as cepas multirresistentes testadas (Figura 10).
Frente E. coli 06, o 6leo diminiu a CIM da gentamicina (12,69 para 2,51 pg/mL),
eritromicina (8 para 0,5 pg/mL) e norfloxacino (256 para 128 ug/mL). Enquanto contra
S. aureus 10 reduziu a CIM da gentacimina (10,07 para 4 pug/mL) e norfloxacino
(203,18 para 54 pg/mL), ndo sendo verificado efeito modificador apenas para a
combinacdo do 6leo com eritromicina. Esses resultados promissores indicam que o 6leo
de A. confertus pode atuar aumentando a susceptibilidade de cepas resistentes contra

farmacos sintéticos.

Figura 10: Efeito modificador do dleo essencial de Acritopappus confertus (OEAC) contra as cepas
multirresistentes Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli 06 em associagdo com os antibidticos

gentamicina, eritromicina e norfloxacino em pg/mL.
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Legenda: Valor estatisticamente significativo com *** p > 0,001 e **** p < 0,0001.

5.2 Discussao

Assim como os resultados encontrados no presente trabalho sobre a composigéo

fitoquimica, Lima et al. (2005) relataram que o 6leo essencial das folhas de A. confertus
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apresenta predominéncia de monoterpenos, correspondendo a cerca de 81.0% dos
compostos totais. Além disso, os autores identificaram mirceno (52.0%), B-pineno
(16.8%) e limoneno (8.2%) como principais constituintes. Resultados semelhantes
também foram observados por Sousa et al. (2020), onde os principais fitoquimicos
identificados no 0Oleo essencial das folhas de A. confertus foram mirceno (49.16%), B-
pineno (17.09%) e limoneno (8.73%).

O monoterpeno mirceno se destaca por ser um dos compostos majoritarios do
oleo essencial de outras espécies da familia Asteraceae, incluindo Cladanthus arabicus
Cass. (HANBALI et al. 2005), Pteronia incana (Burm.) DC. (MAYEKISO; MAGWA;
COOPOOSAMY, 2006; HULLEY et al., 2010a), Pteronia onobromoides DC.
(HULLEY et al., 2010b), Glebionis coronaria (L.) Tzvelev (HAOUAS et al., 2016),
Vernonia polyanthes Less (MOREIRA et al.,, 2017), Coreopsis triloba SF Blake
(ESPINOSA et al., 2019) e Montanoa quadrangularis Schultz Bipontinus (ROJAS et
al., 2021).

O surgimento de cepas flngicas resistentes aos farmacos padrdes tem crescido
nas Ultimas décadas, principalmente as nosocomiais, como é o caso de Candida spp..
Um agravante para este problema, é que o desenvolvimento de novas drogas nao tem
acompanhado tal evolucdo, de forma que se torna uma “guerra” constante contra o
mundo microscopico. Neste estudo, demonstramos que o 6leo essencial de uma espécie
medicinal, A. confertus, apresenta efeito anti-Candida, além de ser capaz de intensificar
a acdo do fluconazol.

Em estudo realizado por Tavares et al. (2010), verificou-se que o composto
mirceno isolado apresentou atividade antifingica contra as cepas Candida albicans
ATCC 10231 (MIC: 5 pug/mL), Candida tropicalis ATCC 13803(MIC: 20 pg/mL) e
Candida krusei H9 (MIC: 10 pg/mL). Resultados negativos foram observados por
Taweechaisupapong et al. (2012), onde mirceno foi considerado inativo contra C.
albicans e C. krusei nas concentragdes testadas (0.06—32 uL/mL).

De acordo com Donati et al. (2014), mirceno foi avaliado contra Candida
parapsilosis e apresentou um diametro de zona de inibicdo de apenas 8.3 + 0.3 mm
guando comparado com o controle fluconazol (18.3 + 0.3 mm) pelo método de difusdo
em disco. Jain e Sharma (2020) relataram que mirceno apresentou um moderado efeito
contra C. albicans com o valor de MIC de < 2.1 uL/mL. Diante destes dados, sugere-se

gue mirceno, composto majoritario do 6leo essencial de A. confertus, pode estar
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relacionado com a atividade anti-Candida avaliada neste estudo, mas ndo pode ser
considerado como um composto que apresenta excelentes resultados antiflngicos.

Os compostos B-pineno e limoneno, identificados em concentracdo razoaveis no
oleo essencial de A. confertus, também foram avaliados por outros autores quanto ao
seu potencial anti-Candida (SILVA et al.,, 2012; RAJPUT; KARUPPAYIL, 2013;
ANDRADE et al., 2018; THAKRE et al., 2018; MUNOZ et al., 2020). De acordo com
Rajput e Karuppayil (2013), o monoterpeno B-pineno apresentou uma MIC de 1 mg/mL
contra C. albicans. Esse efeito foi considerado moderado pelos autores Prabajati et al.
(2017) relataram que o mecanismo de agdo de B-pineno pode estar envolvido com a
ruptura da membrana celular de C. albicans ou pela interferéncia no funcionamento das
mitocondrias.

Em estudo realizado por Thakre et al. (2018), observou-se que limoneno se
destacou por ser um composto fungicida inibindo 99.9% do crescimento de 35 isolados
clinicos e duas cepas padrdo de C. albicans sob uma concentracdo de 20 mM. Estes
autores relataram ainda que o mecanismo de acdo do limoneno pode estar envolvido
com os danos causados na integridade da membrana das leveduras. Mufioz et al. (2020)
relataram que houve uma diminuicao significativa na viabilidade celular de C. albicans
quando as leveduras foram previamente tratadas com limoneno, nas concentracGes de
500 uM e 600 uM, por um periodo de 8 h.

Relatos sobre o potencial antifingico do 6leo essencial de A. confertus nédo
foram encontrados na literatura, no entanto, outras espécies de Asteraceae tem
apresentado resultados promissores como fungicidas (GAZIM et al., 2008; ZAPATA et
al., 2010; SILVERIO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2018). O 6leo essencial de
Calendula officinalis L., por exemplo, apresentou alta atividade anti-Candida pelo
método de difusdo em disco com zonas de inibicdo de 20-27 mm, contra C. albicans, C.
dubliniensis ATCC 777, C. parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis, C. guilliermondii e
C. glabrata (GAZIM et al., 2008).

De acordo com Silvério et al. (2013), 6leos essenciais extraidos de Eremanthus
erythropappus (DC) McLeisch foram eficazes contra C. albicans e C. tropicalis,
inibindo o crescimento fingico entre 15 e 125 pg/mL. Assim como no presente estudo,
Rodrigues et al. (2018) também relataram que quando associado ao antifungico
fluconazol, o 6leo essencial de Vanillosmopsis arborea Barker apresentou potencial
modulador e atividade sinérgica contra diferentes cepas de Candida em concentra¢des

sub-inibitérias menores que a droga comercial testada isoladamente.
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Oleos essenciais da familia Asteraceae também tém sido avaliados quanto ao seu
potencial relacionado a viruléncia fangica (STOJANOVIC-RADIC et al., 2020; SILVA
et al., 2021). Stojanovi¢-Radi¢ et al. (2020) relataram que além de seu efeito no
crescimento celular, o Oleo essencial de Inula helenium L. também diminui
significativamente fatores de viruléncia de Candida sp., incluindo a inibicdo da
producdo de biofilmes, tubos germinativos e fosfolipases. De acordo com Silva et al.
(2021), o 6leo essencial de Baccharis trimera (Less.) DC inibiu significativamente as
alteracdes morfologicas associadas ao aumento da viruléncia e patogenicidade das cepas
de C. albicans (CAINCQS 40006), C. tropicalis (CT INCQS 40042) e C. krusei (CK
INCQS 40095). Estes dados corroboram com os resultados encontrados no presente
estudo, onde o 0leo essencial de A. confertus inibiu o crescimento de hifas de C.
albicans, C. krusei e C. tropicalis, sendo o primeiro trabalho a evidenciar o efeito
antipleomérfico da referida espécie.

Essa combinacdo do fluconazol com o 6leo essencial de A. confertus pode ser
uma alternativa para contornar a resisténcia flangica. Visto que, algumas cepas
resistentes sao capazes de expulsar o farmaco do contetdo citoplasmatico por meio de
bombas de efluxo. Como o fluconazol atua na inibicdo da sintese do ergosterol por meio
da inibi¢do da enzima l14a-desmetilase que esta presente na membrana celular, a sua
acdo apenas ocorrera com sua presenca no meio intracelular. Para tanto, é necessario
que haja uma inibicdo dos genes da bomba de efluxo, podendo estes serem possiveis
alvos do 6leo essencial em estudo (KEEREEDACH et al., 2020).

Com relacdo as atividades antibacterianas, a espécie A. Confertus ainda é pouco
investigada. Fernandes et al. (2014) testaram o 6leo essencial das folhas de A. Confertus
contra as bactérias Escherichia coli e Bacillus subtilis em ensaios de difusdo em meio
solido e ensaios em meio liquido, com concentra¢c6es variando de 1000 a 4000 ppm. Foi
verificado que o 6leo de A. confertus apresentou apenas efeito bacteriostético contra B.
subtilis e ndo demonstrou efeito contra Escherichia coli por nenhum dos métodos
empregados.

Como esses dados sdo preliminares mais estudos sdo necessarios para verificar
se realmente a espécie ndo possui atividade antibacteriana direta. Porém, devemos
ressaltar que produtos sem atividade antibacteriana intrinseca sdo menos suscetiveis ao
desenvolvimento de resisténcia quando utilizados como modificadores da acdo de
antibidticos, consequentemente apresentam mais potencial para combater bactérias
resistentes pelo uso de combinag¢bes (BHARDWAJ; MOHANTY, 2012).
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O terpeno mirceno, composto majoritario do oleo essencial de A. confertus, em
estudo de Inoue et al., (2004) inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus e causou
danos as membranas celulares pelo vazamento de ions K"+, tanto isolado como em
combina¢do com o composto terpinen-4-ol. J& em associagdo com a penicilina em
estudo de Galluci et al. (2006), a interacdo do mirceno com o antibiotico demonstrou
efeito clinico insignificante contra S. aureus e antagonismo contra E. coli. No entanto,
quando combinado com antibiéticos frente a bactéria causadora da tuberculose
Mycobacterium tuberculosis, o mirceno conseguiu diminuir a CIM de 16 para 3,9
ug/mL (etambutol), de 32 para 0,95 ug/mL (isoniazida) e de 16 para 0,475 ug/mL
(rifampicina) (SIENIAWSKA et al., 2017), sugerindo entdo que o efeito sinérgico desse
composto varia de acordo com a classe de antibi6ticos e tipos de cepas testadas.

Outros terpenos presentes no 6leo essencial de A. confertus apresentam grande
potencial antibacteriano de acordo com a literatura. O composto B-pineno em estudo de
Leite et al., (2007) demonstrou atividade contra as bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pneumoniae e S. pyogenes. A
CIM do B-pineno variou de 20 a 40 pg/mL, inibindo significativamente o crescimento e
a viabilidade celular das cepas. J& 0 monoterpeno limoneno em testes de in vitro e in
silico diminiu a CIM do controle positivo brometo de etidio contra a estirpe 1119B de S.
aureus portadora do mecanismo de bomba de efluxo, também potencializou a acdo do
norfloxacino contra a cepa indicando potencial como possivel inibidor da bomba NorA
que expulsa fluroquinolonas hidrofilicas (ARAUJO et al., 2021).

Enquanto os mecanismos moleculares envolvidos na agdo dos 6leos essenciais
sobre as células bacterianas ndo sdo totalmente elucidados, sugere-se que devido a sua
lipofilicidade, os compostos terpenoides podem alterar a permeabilidade da membrana
interferindo no transporte de uma grande variedade de substancias, incluindo facilitando
a entrada de antibioticos no citoplasma (FREITAS et al., 2021). No entanto, a
sensibilidade de uma cepa a um 0leo essencial varia dependendo da sua complexidade
de constituintes e dos mecanismos de resisténcia dos microrganismos. O efeito
modificador de A. confertus observado nesse estudo, pode-se estar relacionado a
capacidade de Gleos essenciais interagir com a membrana plasmatica, desordenando
peptideos anfifilicos e ocasionando o rompimento do citoplasma e danificacdo de
lipideos e proteinas (AZEVEDO et al., 2016; BAKALLLI et al., 2008; MOLLICA et al.,
2018).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O oleo essencial obtido das folhas de A. confertus foi capaz de reduzir o
crescimento de Candida spp., conforme avaliado pela Concentracdo Inibitoria Minima.
Este resultado tem implicagdes importantes para o organismo humano, pois tais
microrganismos fazem parte de sua microbiota. Além disso, o 6leo essencial foi capaz
de inibir a formac&o de um importante fator de viruléncia fungica, a formacéo de hifas e
pseudohifas das leveduras em estudo, em concentragdes de relevancia clinica. Quando
testado em bactérias, esse 6leo rico em monoterpeno Mirceno foi capaz de modificar a
acdo de todos os antibidticos testados, tornando-os mais eficazes contra cepas
resistentes quando usado em combinagdo. Esses dados sdo promissores, porém sdo
necessarias mais pesquisas para elucidar os mecanismos de acéo e interacdo entre 0s

compostos do 6leo essencial de A. confertus e as drogas antimicrobianas.
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