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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biolégicas e suas Interfaces 2” € uma
obra cujo foco principal est4 na interrelacao das diferentes areas das Ciéncias Biologicas
e em suas interfaces com outras areas na produgéo de conhecimento. O presente volume
abordara em seus vinte capitulos o conhecimento interdisciplinar que compde a grande
area de Ciéncias Biologicas através de artigos cientificos originais, pesquisas, relatos de
casos e/ou revisoes.

Cada um dos estudos selecionados foi desenvolvido em reconhecidas instituicdes
de ensino e pesquisa do pais, e aborda as diferentes areas da Biologia e areas correlatas,
que possuem interface com ela - Parasitologia, Microbiologia, Farmacologia, Zoologia,
Boténica, Medicina, Educacdo em Saude, Biologia Celular e Molecular, Genética entre
outras. E necessario destacar que mais que nunca, bidlogos tém estado presentes cada
vez mais em areas de pesquisa antes consideradas especificas de outras profissbes. Esta
interdisciplinaridade é extremamente importante, pois pesquisas com olhares de diferentes
profissionais tendem a ter mais éxito e gerar melhores frutos. Por isto, trabalhos diversos
sdo aqui discutidos com a proposta de ampliar o conhecimento cientifico e académico,
assim como abordar temas atuais e de interesse direto também da comunidade em geral.

Acreditamos que esta obra sera importante para a difusdo do conhecimento e da
ciéncia e, assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também passara por
julgamento de um corpo editorial formado por mestres e doutores. Esperemos que que
vocé faca bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: Os 6leos essenciais de espécies
vegetais podem apresentar diversas atividades
bioloégicas, considerando sua variedade de
componentes quimicos. A busca por alternativas
naturais para tratamento de infecgbes fungicas
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 combinagcdo com o
farmaco fluconazol. Os dados foram analisados
através do programa Graphpad Prism, v. 7.0.
A Concentragdo Fungicida Minima (CFM) foi
determinada por subcultivo em placas de Petri.
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Efeitos na transicdo morfologica fangica foram analisados por microcultivo das cepas em
camara umida. Os testes antifungicos do produto isolado ndo apresentaram acgéo clinicamente
relevante. Porém a associagdo com o farmaco demonstrou sinergismo frente a C. tropicalis.
O o6leo apresentou efeito fungicida na concentragdo de 2.048 ug/mL frente a CA e efeito
fungistatico contra CT. A acdo do Oleo essencial sobre o fator de viruléncia, a transicao
morfologica, demonstrou inibicdo total do surgimento de estruturas filamentosas invasivas
nas linhagens padréao e isolado clinico de C. albicans. Frente a C. tropicalis provocou inibigao
total para a linhagem padréo e porcentagens de inibicdo nas concentracbes 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 os
mecanismos especificos desta acao.

PALAVRAS-CHAVE: Astaraceae; sinergismo; anti-pleomorfismo; anti-Candida.

Baccharis milleflora (LESS.) D.C.: EFFECTS AGAINST OPPORTUNISTIC FUNGI
AND VIRULENCE FACTOR

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 g / 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: Astaraceae; synergism; anti-pleomorphism; anti-Candida.

11 INTRODUGAO

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 agéo antimicrobiana (SWAMY;
AKHTAR; SINNIAH, 2016). As plantas obtém substancias que sdo essenciais para sua
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sobrevivéncia por meio da fotossintese, e 0 processo que envolve a sintese destes
compostos € o metabolismo primario dos vegetais. A partir da sintese deste processo,
advém uma ampla variedade de derivados, que sdo denominados metabdlitos secundarios,
que inclui uma ampla variedade de componentes (ESQUINCA; MORENO, 2017).

Os dleos essenciais sdo uma mistura complexa de diversos compostos organicos
volateis e hidrofobicos, advindos do metabolismo secundério dos vegetais e sdo uma
mistura complexa de varias classes de compostos quimicos, que podem ser encontrados
em diversas partes dos vegetais, normalmente a constituicdo quimica pode variar em
plantas da mesma espécie, a depender da regido da planta a ser realizada a extragéo do
produto natural. As classes de compostos quimicos encontrada com mais frequéncia nos
oleos essenciais, incluem fenilpropanoides, monoterpenos e sesquiterpenos (DEL QUIQUI
et al., 2019; WAN!I et al., 2020).

Os constituintes quimicos de 6leos essenciais apresentam uma ampla variedade
biolégica, incluindo atividade antimicrobiana, podendo interferir no crescimento fungico,
com uma variedade de alvos de acao 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 ja 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 0os possiveis
compostos com eficacia contra os micro-organismos resistentes e que tenham baixa
toxicidade para o hospedeiro (BONI et al., 2017). Os fungos sé@o patégenos associados
a infeccdes de dificil tratamento no organismo humano, fungos da espécie Candida séo
descritos como micro-organismos oportunistas, pois estdo presentes no organismo humano
de forma comensal, porém mediante condicdes de queda da imunidade apresentam
aumento da patogenicidade e potencial invasor dos tecidos do hospedeiro (SEYOUM et al.,
2020; SHAHABUDIN; AZMlI, 2020).

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

Espécies do género Baccharis sao utilizadas na medicina popular para tratamento
de varias doencas, e estdo sendo estudadas, devido apresentar diversos metabdlitos
secundarios, sendo consideradas importantes fontes de novos compostos ativos (MORAIS;
CASTANHA, 2011). O referido género apresenta-se como o 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
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em torno de 179 espécies (HEIDEN, 2015).

A espécie Baccharis milleflora (Less.) D.C. & popularmente conhecida como
carqueja-do-lajeado e ocorre nas regides sul e sudeste do Brasil, crescendo como arbustos
eretos e glabros, que formam populagcbes densas especialmente em solos rasos e Umidos,
sendo eventualmente utilizada na medicina popular como antidiurético e anti-inflamatério
(HEIDEN, 2015).

Este estudo objetivou avaliar o efeito antifungico do 6leo essencial das folhas de
Bacharis milleflora, intrinseco e combinado a farmaco, na inibicdo do crescimento e da
viruléncia de leveduras patogénicas oportunistas de Candida albicans e Candida tropicalis.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta do Material Vegetal

Acoleta do material vegetal para extracéo 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 apés foram transportadas para
o Herbario do Museu Botéanico 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).

Figura 1. Partes aéreas da espécie Baccharis milleflora.

Fonte: Wanderlei do Amaral.
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2.2 Extracdo do Oleo Essencial

A extracdo do Oleo 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 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 determinacéo do teor de umidade
das folhas frescas no momento da extracao foram coletadas amostras de 20g em triplicatas,
submetidas a secagem em secador elétrico modelo FANEM - Mod. 320 SE com circulagéo
de ar a 65°C até atingir peso constante. Apos a extracdo, as amostras foram coletadas com
pipeta de precisdao e armazenadas em freezer para posterior analise.

2.3 Cepas Fungicas

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

2.4 Preparo dos In6culos

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 in6culos 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 solucédo salina a 0,9 % estéril,
tendo sua turbidez comparada segundo escala de McFarland (NCCLS, 2002).

2.5 Drogas de Referéncia

Foi utilizado o antifungico Fluconazol, sendo diluido em &gua estéril e destilada, na
concentracgéo inicial de 4.096 pg/mL.

2.6 Determinacao da Curva de Viabilidade Celular e Concentracao Inibitdria
de 50 % - Cl,,

Foram preparados em eppendorfs 1.500 pL de solugdo, sendo 1.350 yL do meio de
cultura e 150 pL do inéculo. Em seguida foi realizada a técnica de microdiluicdo em uma
placa com 96 pocos, sendo adicionado 100 pL da solugéo inicial em cada pogo, logo apds
foi realizada a microdiluigéo do 6leo essencial com concentragdo no primeiro pogo de 2.048
ug/mL e 2 ug/mL no pendltimo, 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
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dados obtidos foram trabalhados estatisticamente para gerar a curva de viabilidade celular
e a Cl,, Foram preparados controle de dilui¢éo e de esterilidade do meio (MORAIS-BRAGA
et al., 2016).

2.7 Determinacao da Concentracao Fungicida Minima - CFM

Este teste foi utilizado para analisar a viabilidade fungica ap6s contato com o éleo na
microdiluicdo. Seguiu-se a metodologia proposta por Ernest et al (1999), com modificacoes.
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

supressao de colbnias fungicas.

2.8 Verificacdo do Efeito Combinado do Oleo Essencial com Farmacos

Para este teste foi trabalhada a concentracdo subinibitoria do éleo essencial com
CFM/16 conforme proposto por Coutinho et al. (2008), com modificagcbes. A solu¢do contida
nos tubos eppendorfs (produto natural + meio de cultura + inéculo) foi adicionada a cada
poco de uma placa com 96 pocos, sendo 100 pL em cada um deles, em seguida foi feita
a microdiluicdo com 100 yL 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 obtencéo de uma curva de
viabilidade celular e IC,,. Foram preparados controle de crescimento, de diluigéo do dleo e
de esterilidade do meio (MORAIS-BRAGA et al., 2016).

2.9 Avaliacao do Efeito Sobre a Viruléncia Fungica

Para verificar a agéo do produto natural sobre um dos fatores de viruléncia fungica, a
formacéo de hifas/pseudohifas, foram montadas camaras Umidas estéreis para observacéao
das leveduras. Dentro de camaras Umidas, sobre uma I&mina de microscopia (estéril) foram
vertidos 3 mL de solug@o contendo meio de cultura e 6leo essencial, nas concentracbes
CFM/2, CFM/4 e CFM/8. Apds solidificacdo do meio foram tracadas duas estrias paralelas
captadas do in6culo previamente preparado, logo apés foi coberta com laminula estéril. As
camaras em seguida foram levadas aincubadora e ap6s 24 h (37 °C) onde ap0s esse periodo
ocorreu a visualizagéo do cultivo em microscopia 6ptica (AXIO IMAGER M2 — 3525001980
—ZEISS - Germany) utilizando objetiva de 40 vezes. Foi contornada toda a estria verificando
se houve emissao ou inibicdo de hifas. Uma camera fotografica foi acoplada ao microscépio
para captura de imagens. As imagens capturadas foram analisadas mediante a medicéo
de hifas utilizando-se de Software The Zen 2.0 (CARNEIRO et al., 2019). Foi realizado
controle para crescimento de leveduras.
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2.10 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, usando o software Graphpad Prism, v. 7.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

A atividade antifungica do 6leo essencial foi estabelecida a partir da curva de
viabilidade celular para a agéo intrinseca do 6leo essencial e mediante associacdo com
fluconazol. Aacéo do 6leo essencial demonstrou inibicdo de crescimento nas concentragcbes
de 1024ug/mL para CA INCQS 40006 e de 128 pg/mL para CA URM 4127. Para cepas
de Candida tropicalis a inibigdo de crescimento ocorreu na concentracdo de 2.048 pg/mL
(Figura 2).

A associac¢do do produto natural com o fluconazol, resultou em curva de inibi¢cdo 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 associagao resultou em
possivel sinergismo, com efeito de inibicdo de crescimento em menores concentragdes
quando comparadas a acao do farmaco sozinho.

A CA INCQS 40006 C CTINCQS 40042
150 ; - . 150 =
— -+ FLUCONAZOL (FCZ) = +- FLUCONAZOL (FCZ)
-« OEFBM + FCZ -=- OEFBM + FCZ
-e- OEFBM -~ OEFBM

Comportamento da
curva

cura
o ez B ] \---- R
2o B hs, 3 N\ o i -m-=
LN
0 s

Comportamento da

N

50

% Crescimento
% Crescimento

0

DR I K ) 6,5»@,‘»,&,@ CEE T SRR S 'fﬁﬁﬂ,p"bwnﬁ
Concentracao (pg/mL) Concentracéo (pg/mL)
B CA URM 4127 D CT URM 4262
150 150
+ FLUCONAZOL (FCZ) —+ FLUCONAZOL (FCZ)
° - gégsm +FCz 5 = OEFBM +FCZ
£ -
S 100 € 400 ~ —e— OEFBM
£ e s s
2 Comportamento da § \ s Comportamento da
& 50 curva [ - 1 (R — )-\r SRR, R - curva
N . e = \ i \ R
3 \, o imtns -, o i o e,
R = S b =\
S 9w ”\“”9%’&@“*"»&'\?,&” MR G R AR
Concentracao (ng/mL) Concentracao (pg/mL)

Figura 2: A e B A¢éo antifungica do fluconazol (FCZ) associado ao OEBM (6leo essencial das
folhas de Bacharis milleflora) contra estirpes de C. albicans (CA). INCQS: Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude; URM: University Recife Mycology. Universidade Federal de
Pernambuco. C e D Agéo antifungica do fluconazol (FCZ), associado ao OEBM (6leo essencial
de Baccharis milleflora) contra 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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Em relagdo a concentragdo necessaria para inibir 50 % das células fungicas, a
Tabela 1 demonstra melhor resultado para associacao do 6leo essencial e fluconazol em
relagédo a agéo isolada do farmaco, frente a todas as cepas testadas.

CAINCQS CA URM CTINCQS CT URM
40006 4127 40042 4262

OEBM 275.08 59.05 1322.4 1241.02
FLUCONAZOL 90.71 12.10 1421.6 131.58
OEBM + 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 Saude; URM:
University Recife Mycology. Universidade Federal de Pernambuco.

Tabela 1. Concentragéo capaz de inibir 50% da populagéo fungica (IC50) (ug/mL) do éleo
essencial de Baccharis milleflora frente a diferentes estirpes de Candida

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

Os graficos abaixo (Figura 3 A, B, C, D) evidenciam a acéo do 6leo essencial sobre
um dos mecanismos de viruléncia de espécies de Candida, que se refere a transicao
morfolégica para formagao de hifas e pseudohifas. E possivel observar que a acéo do 6leo
essencial inibiu completamente a formacgéo 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 antifingico 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 Saude; URM: University Recife Mycology. Universidade
Federal de Pernambuco. C e D Efeito inibitorio do antifingico fluconazol e do 6leo essencial
de Bacharis milleflora (OEBM) sobre o crescimento micelial de estirpes de C. tropicalis (CT).
INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satude; URM: University Recife
Mycology. Universidade Federal de Pernambuco.

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 comparacao de seus espectros de massas com aqueles
das espectrotecas (Wiley, 1994) e por seus indices de retencéo linear, calculados a partir
da inje¢éo de uma série homologa de hidrocarbonetos (C,-C,,) e comparados com dados
da literatura (ADAMS, 2007).

Estudos acerca da composi¢éo 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 o 6leo
essencial de folhas da referida espécie Agostini et al., (2005) encontraram diferencas na
composicdo quimica de trés amostras coletadas na mesma hora e local, obtendo como
composto majoritario espatulenol em duas amostras e B — pineno na terceira amostra,

tal ocorréncia pode ser atribuida a presenca de diferentes quimiotipos na espécie. Os
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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 extracéo
ocorreu a partir de cladédios e néao de folhas, as diferengcas quimicas podem ser justificadas,
tendo em vista que fatores como local, clima e partes de extracdo do produto natural,
podem interferir na sua composi¢éo quimica (REHMAN et al., 2016).

Viridiflorol € um composto da classe dos sesquiterpenos oxigenados, espécies do
género Baccharis apresentam grande quantidade de constituintes quimicos que estéo
incluidos nesta classe de compostos e atividades biologicas de plantas desta espécie,
incluindo agé@o antimicrobiana podem ser atribuidas a presenca desta classe de componentes
quimicos (ABAD; BERMEJO, 2007; TROMBIM -SOUZA et al., 2017). O viridiflorol também
foi evidenciado como principal componente do 6leo essencial de B. milleflora, por Trombim-
Souza et al., (2017) ao analisarem a quantidade do composto extraido de cladédios 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 variagdo de constituintes quimicos provavelmente
devido ao estado de desenvolvimento morfoldégico que estd relacionado a sintese de
metabolitos secundarios (BESTEN et al., 2014).

Espécies do género Bacharis sao utilizadas na medicina tradicional para tratamento
de infecgOes fungicas, sendo um género de alto potencial para desenvolvimento de novos
medicamentos. Algumas espécies de Bacharis séo 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 medicacgbes ja utilizadas
e contribuir para tratamento de acometimentos a satde humana (MARDARE et al., 2019).

A atividade isolada do 6leo essencial contra C. albicans e C. tropicalis demostraram
baixa atividade antimicrobiana. Resultado semelhante foi descrito por Pereira et al., (2016),
que néo evidenciou uma Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), clinicamente relevante ao
analisar a acéo do 6leo essencial de B. milleflora contra C. albicans. Espécies do género
Baccharis sé@o utilizadas na medicina popular para tratamento de infec¢des 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 6leo
essencial de Baccharis dracunculifolia contra cepas de C. albicans e atividade antifingica
da espécie Baccharis pedunculata € descrita por Verdi et al. (2005).
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Espécies de Candida estéo entre os principais agentes causadores de infeccoes, tal
fato associa-se a problematica da alta taxa de resisténcia a antifingicos. O uso generalizado
e mecanismos celulares intrinsecos contribuem para a resisténcia flngica, 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 Oleos essenciais pode contribuir para descoberta de possiveis
moléculas com atividade antifungica (NAZZARO et al., 2017).

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

Os Oleos essenciais possuem uma variedade de alvos junto a micro-organismos
patogénicos, e podem alterar a morfologia das células, especialmente com acédo sobre a
membrana plasmatica e o citoplasma (KORNITZ et al., 2019). Foi possivel observar neste
estudo que o 6leo essencial inibiu completamente a emisséo de hifas das cepas de C.
albicans e da cepa padrdo de C. tropicalis, sendo, portanto, capaz de interferir reduzindo
um dos aspectos de viruléncia fingica. A resisténcia a antifingicos ja utilizados associados
a manifestag@o de fatores de viruléncia, tais como: adeséo celular, transicdo morfologica
e formacao de biofilmes, contribuem para o aumento da gravidade de infecgbes, refletindo
em elevada taxa de morbidade e mortalidade. A investigagdo 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 Oleo essencial de B. milleflora pode
ter acdo junto ao processo de transicdo morfolégica fungica das espécies de Candida,
considerando que os fungos pertencentes a esta espécie estdo entre os principais
causadores de infecg¢des fungicas (HAMMED et al., 2018; ZHANG et al., 2018; SEYOUM et
al., 2020), a reducé@o de um de seus fatores de viruléncia, contribui para o desenvolvimento
de terapéuticas inovadoras que possam reduzir os efeitos da invasdo por patbgenos
fungicos no organismo humano.

A transicdo morfologica de levedura para hifas aumenta o potencial invasor de
fungos e consequentemente sua capacidade de causar infec¢des no hospedeiro (KORNITZ
et al., 2019), dessa forma a inibicdo 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 morfologica de espécies de Candida
albicans advém de fatores externos e de sinais celulares internos que sdo capazes de
modular a expressao de genes especificos responsaveis por este mecanismo. A transi¢ao

de filamentos para hifas, requer a expresséo de muitos genes e de fatores de transcrigéo,
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ativados por vias de sinalizacao especificos. Sugere-se assim que a a¢ao do 6leo essencial
através de mecanismos moleculares nédo elucidados, pode ter inibido a expresséao e fatores
de transcricdo génica, com consequente inibicao total da emisséo de hifas, o que reflete na
reducdo de um dos mecanismos de viruléncia de espécies de Candida.

41 CONCLUSAO

A atividade antifungica do 6leo essencial isoladamente apresentou ac¢ao 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 morfoldgica das cepas fungicas, demonstrando potencial antimicrobiano,
pois foi capaz de inibir um dos fatores de viruléncia fungica, podendo essa atividade estar
relacionada a agcao dos compostos terpenos e a inibicdo da expresséo génica que induzem
formacdo de hifas. S&o necesséarios mais estudos para compreender 0s mecanismos

especificos desta atividade.
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