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RESUMO

As doencas infecciosas e parasitarias (DIP) constituem um grupo de enfermidades
causadas por bactérias, virus, parasitos e fungos. Destacam-se nesse grupo, as doengas
ocasionadas por protozoarios e fungos, como a leishmaniose, doenca de Chagas, tricomoniase
e candidiase. Essas patologias apresentam-se como um grave problema de saude publica, além
de estarem diretamente associadas a populacdes de baixa renda, especialmente em paises
subdesenvolvidos. Tal fato, atrelado & problemética do tratamento dessas doengas, como a
resisténcia aos farmacos, ineficacia terapéutica e toxicidade elevada, ressaltam a necessidade
de buscar novas alternativas terapéuticas. Nesse contexto, a busca por produtos naturais com
maior eficacia terapéutica é impulsionada, partindo do conhecimento e aplicabilidade empirica
empregada ha séculos principalmente por comunidades localizadas na Caatinga nordestina.
Desta forma, Psidium myrsinites DC. destacou-se como objeto deste estudo por ser
praticamente inexplorada quimica e farmacologicamente. Foi avaliada a constituicdo quimica
de dleo essencial extraido das folhas de P. myrsinites (OEPM) através da Cromatografia
gasososa acoplada a espectrdmetro de massas CG/EM; sua atividade antiparasitéaria frente
Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis, Leishmania infantum, e Trichomonas vaginalis;
antifangica frente Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei;
citotdxica frente fibroblastos murino NCTC-929, VERO, MRC-5 e HMVII e hemolitica frente
eritrocitos humanos. Apoés as analises, 0 6leo apresentou espatulenol (17.65%), B-cariofileno
(16.12%) e viridiflorol (6.74%) como componentes majoritarios. Quanto ao potencial
antiparasitario, demonstrou relevante atividade frente L. braziliensis (ICso = 52.2 pg/mL) e T.
vaginalis (ICso = 179 pg/mL). Além disso, 0 OEPM apresentou atividade antifingica, com
valores de CIM que variaram de 16 a 256 pug/mL, bem como 75% de interacfes sinérgicas com
o0 antimicotico anfotericina B. Em relagdo ao mecanismo de acdo o0 OEPM demonstrou que sua
propriedade antifungica ndo esta relacionada as vias de biossintese da parede celular. Quanto
aos parametros relacionados a citotoxicidade o OEPM apresentou-se citotoxico frente as células
de mamiferos, ressaltando a importancia de testes in vivo para seguranga de uso do mesmo.
Deste modo o o6leo essencial de P. myrsinites demonstrou-se um potencial agente terapéutico
frente as especies dos géneros Candida, Leishmania e T. vaginalis, ressaltando a importancia
da realizacdo de estudos com este viés analitico utilizando espécies do género Psidium, as quais
sdo amplamente utilizadas de forma empirica no tratamento de diversas enfermidades.

Palavras-chave: Produtos biolégicos. Agente Antimicrobiano. Candidiase. Psidium myrsinites
DC.



ABSTRACT

Infectious and parasitic diseases (IPD) constitute a group of diseases caused by bacteria,
viruses, parasites and fungi. Stand out in this group, the diseases caused by protozoa and fungi,
such as leishmaniasis, Chagas disease, trichomoniasis, and candidiasis. These pathologies
present themselves as a serious public health problem, besides being directly associated with
low-income populations, especially in underdeveloped countries. This fact combined to the
problem of treating these diseases, such as drug resistance, therapeutic inefficiency and high
toxicity, highlight the need to seek for new therapeutic alternatives. In this context, the search
for natural products with greater therapeutic efficacy is driven based on the knowledge and
empirical applicability used for centuries mainly by communities located in the northeastern
Caatinga. In this way, Psidium myrsinites DC. stood out as the object of this study for being
practically unexplored chemically and pharmacologically. It was evaluated its chemical
composition by GC/MS; its antiparasitic activity against Trypanosoma cruzi, Leishmania
braziliensis, Leishmania infantum, and Trichomonas vaginalis; antifungal against Candida
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, and C. krusei; cytotoxic against fibroblasts
murine NCTC-929, VERO, MRC-5 and HMVII and hemolytic against human erythrocytes.
After the analysis, the essential oil obtained from the leaves of Psidium myrsinites (PMEO)
presented spathulenol (17.65%), B-caryophyllene (16.12%), and viridiflorol (6.74%) as major
components. In regards to antiparasitic potential, it showed relevant activity against L.
braziliensis (ICso = 52.2 pg/mL) and T. vaginalis (ICso = 179 pg/mL). In addition, the PMEO
showed excellent antifungal activity, with MIC values ranging from 16 to 256 pg/mL, as well
as 75% of synergistic interactions with the antimycotic amphotericin B. Regarding the
mechanism of action, the PMEO demonstrated that its antifungal property is not related to the
cell wall biosynthesis pathways. Regarding the parameters related to cytotoxicity, the PMEO
was cytotoxic to mammalian cells, pointing the importance of in vivo tests for its safe use. Thus,
the essential oil of P. myrsinites proved to be a potential therapeutic agent against species of
the genera Candida, Leishmania and T. vaginalis, highlighting the importance of carrying out
studies with this analytical bias using species of the genus Psidium, which are widely used

empirically in the treatment of various diseases.

Keywords: Biological Products. Antimicrobical Agents. Candidiasis. Psidium myrsinites DC.
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1 INTRODUCAO

As doencas infecciosas e parasitarias (DIP), sdo um grupo de patologias ocasionadas
por bacterias, virus, parasitos e fungos. As DIP tém grande importancia para a sadde publica
por estarem diretamente associadas a pobreza e a condi¢des de vida inadequadas, uma vez que
0 padrdo de distribuicdo espacial de sua ocorréncia estd diretamente relacionando aos
indicadores epidemioldgicos de baixa qualidade de vida das popula¢gdes (WALDMAN, 2016;
BORGES, 2017; WHO, 2017).

Dentro desse contexto, destacam-se as infec¢gdes provocadas por protozoarios, as quais
sdo consideradas um problema mundial de salde publica, especialmente em paises
subdesenvolvidos (KONDRASHIN et al., 2011; WALDRON et al., 2011). Como exemplos,
podem ser citadas a Doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e a
Leishmaniose, ocasionada por protozoarios do género Leishmania. Ambas sdo classificadas
como Doengas Tropicais Negligenciadas (DTN) constituindo um problema de satde publica
em mais de 88 paises, apresentando registro anual de 1,5 a 2 milhdes de casos, com cerca de
30.000 mortes por ano, cujos tratamentos convencionais sdo limitados, inseguros e tém uma
série de efeitos colaterais, além de contribuirem para a resisténcia do parasito ao tratamento
(ALIZADEH et al., 2008; FERREIRA, 2012; MITROPOULOS et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2009).

Nesse mesmo sentido, a tricomoniase, causada pelo protozoario Trichomonas vaginalis,
é a infeccdo sexualmente transmissivel (IST) de origem ndo viral mais comum no mundo, com
estimativas de incidéncia de cerca de 156 milhdes de novos casos por ano (ROWLEY et al.,
2019). A aparicdo de isolados resistentes ao metronidazol e as complicagdes associadas a
tricomoniase, como a aquisicao e transmissao do HIV, distirbios na gestacao e associacdo com
cancer cervical e de préstata, também a tornam um grave problema de salde publica
(MENEZES et al., 2016; SCHWEBKE; BARRIENTES, 2006; VAN DER POL et al., 2008).

As infeccOes fangicas como a candidiase invasiva (Cl), ocasionada por fungos do
género Candida demonstram elevadas taxas de mortalidade que permanecem inalteradas e
elevadas ha anos. A Cl é uma das principais causas de mortalidade em todo o mundo, tornando-
se, portanto, um problema de salde publica persistente. Essa problematica esta ligada a fatores
como: internagbes prolongadas, uso de antibidticos de largo espectro, emprego de cateteres
centrais, além do desenvolvimento de resisténcia aos antimicéticos indicados para o tratamento
da candidiase (HOUSSAINI et al., 2019; MELO et al., 2019).



14

Nesses contextos, 6leos essenciais ou substancias isoladas de plantas medicinais sao
importantes alternativas terapéuticas para o controle de patégenos causadores de infeccdes
como candidiase, tricomoniase, leishmaniose e doenca de Chagas. Em regides que abrangem a
Caatinga nordestina, espécies vegetais sdo amplamente utilizadas pelas comunidades no
tratamento de suas enfermidades, com 90% da populacdo economicamente carente utilizando a
medicina tradicional como Unica ou principal forma de cura de seus problemas de salde.
Devido as espécies vegetais conterem metabolitos e dleos essenciais (OE) reconhecidos
empiricamente como terapéuticos durante séculos (LORENZI; MATOS, 2002; DUARTE,
2006; GOMES et al., 2008; MARINHO et al., 2019).

A familia Myrtaceae destaca-se e € reconhecida por sua ampla diversidade e importancia
econbmica, com notaveis géneros com perfil madeireiro e 6leos essenciais, destacando-se:
Eucalyptus, Corymbia, Psidium e Eugenia. As espécies do género Psidium, em particular, séo
popularmente conhecidas como aracgas e apresentam aplicacdo na medicina popular para o
tratamento de enfermidades como diarreias, dores de barriga e afec¢des da garganta (COSTA,
2009; EMBRAPA, 2006; GIARETTA et al., 2016). Devido a presenca de estudos com
comprovada atividade antifingica, antibacteriana e antiparasitaria em diferentes espécies do
género Psidium, a espécie Psidium myrsinites DC. foi selecionada como objeto desta pesquisa
(DURAES et al., 2017; PASTOR et al., 2015).

Psidium myrsinites DC. destaca-se como objeto de estudo por ser praticamente
inexplorada do ponto de vista quimico e farmacoldgico . Conhecida popularmente como “araga-
de-veado” ou “goiabinha” ¢ uma frutifera que apresenta-se como arvore, sendo
geograficamente bem distribuida pelo Nordeste brasileiro e nativa da regido de Caatinga
(FRANZON et al., 2009). Do ponto de vista medicinal é vastamente utilizada por comunidades
do sertdo no tratamento de desordens intestinais como dores de barriga, diarreia e infeccdes,
além de atuar no combate a inflamacGes e ajudar na cicatrizacdo de ferimentos. Tais usos
indicam que os compostos bioativos presentes na planta demonstram potencial para prospecgéo
de novas moléculas para o tratamento da saude humana (RIBEIRO et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antifungico e antiparasitario do 6leo essencial obtido a partir das

folhas de Psidium myrsinites DC.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Extrair e determinar a composic¢do quimica do 6leo essencial das folhas da espécie
Psidium myrsinites DC.;

e Avaliar a acdo antifungica do 6leo frente as espécies C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei;

e Verificar o efeito modulador da atividade antifingica da Anfotericina B e Fluconazol
exercido pelo 6leo. frente as espécies C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e
C. krusei;

e Auvaliar o efeito do 6leo essencial de Psidium myrsinites DC. frente ao ergosterol
presente na membrana fingica;

e Auvaliar a atividade tripanocida do 6leo contra a forma epimastigota de Trypanosoma
cruzi;

e Avaliar a atividade leishmanicida do &leo contra promastigotas/amastigotas de
Leishmania braziliensis e Leishmania infantum;

e Avaliar a atividade anti-Trichomonas vaginalis do 6leo

e Determinar a citotoxicidade do 6leo essencial de Psidium myrsinites através de ensaios
de citotoxicidade frente fibroblastos murinos NCTC-929, VERO, MRC-5 e HMVII,

e Avaliar a atividade hemolitica do 6leo frente eritrocitos humanos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 LEISHMANIOSE

A Leishmaniose é uma doenga parasitaria crénica das regides tropicais e subtropicais
causada por mais de 20 espécies de protozodrios do género Leishmania, sendo transmitida para
os mamiferos, incluindo seres humanos, por meio da picada de flebotomineos (CDC, 2013; AL-
KAMEL, 2017; WHO, 2018). E classificada como uma DTN constituindo um problema de
salde publica em mais de 88 paises de cinco continentes, apresentando registro anual de 1,5 a
2 milhdes de casos, com cerca de 30.000 mortes por ano e 350 milhdes de pessoas residindo
em zonas de risco para a infeccdo (DASSONI et al., 2013; KAMHAWI, 2017).

Até onde se tem conhecimento, os vetores naturais de Leishmania s&o insetos
hematofagos pertencentes & familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, onde se
encontram os dois géneros principais, Lutzomyia e Phlebotomus (SACKS; KAMHAWI, 2001).
Os ciclos de transmissdo podem ser do tipo silvestre, onde nédo ha interferéncia humana, ou
domeéstico, onde homens e cées sdo 0s principais reservatorios. Outra forma sdo as transmissoes
ndo vetoriais, a exemplos de acidentes em laborat6rio, contaminacdo por 6rgdos ou sangue
infectado e por via transplacentéria, sdo raras (HERWALDT, 2001; MURRAY et al., 2005;
FEASEY et al., 2009).

A Leishmania é um protozoario flagelado (Euglenozoa: Kinetoplastida:
Trypanosomatidae) que possui ciclo de vida heteroxénico, circulando entre um hospedeiro
vertebrado (mamiferos) e um hospedeiro invertebrado flebotomineo (Diptera: Psychodidae). O
inseto vetor, popularmente conhecido como “mosquito-palha” ou “birigui”, ingere células
infectadas com as formas amastigotas durante o repasto sanguineo. Estas serdo langadas no
trato intestinal do inseto, diferenciando-se em formas promastigotas prociclicas que iniciam
processo de multiplicacdo intenso e permanecem aderidas as células epiteliais (SARAIVA et
al., 2005).

A proxima etapa consiste na diferenciagdo das formas prociclicas em promastigotas
metaciclicas infectantes e subsequente deslocamento em direcdo & proboscide do inseto para
que possam ser inoculadas no mamifero hospedeiro. As formas promastigotas serdo agora
fagocitadas pelas células do sistema mononuclear fagocitario (SMF) e irdo diferenciar-se nas
formas amastigotas intracelulares. Estas se multiplicam por sucessivas divisdes binarias até que,

por sua quantidade e pela destrui¢ao citoplasmatica produzida na célula hospedeira, rompe-se
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a membrana desta e os parasitos sao liberados no meio intercelular para serem fagocitados por
outros macrofagos. O ciclo € reiniciado quando células infectadas sdo novamente ingeridas pelo
flebotomineos durante o repasto sanguineo (REY, 2008; CDC, 2013).

Com o objetivo de manter a infec¢do em um estado cronico, os protozoarios do género
Leishmania desenvolveram diversos artificios para subverter os mecanismos de ativagdo da
resposta imune do organismo. Entre estas estratégias cabem-se citar o remodelamento dos
fagossomos das células hospedeiras, alteracbes nas vias de receptores toll-like (TLR),
modulacéo de citocinas e quimiocinas, modificacdo na resposta das células T e prevencdo da
geracdo de agentes antimicrobianos, como o éxido nitrico e radicais livres de oxigénio
(OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005).Dessa forma, a batalha entre o estabelecimento da
doenca e a erradicacao dos parasitas sera decidida pela capacidade da Leishmania de evadir as
defesas do organismo e da acdo coordenada dos diversos elementos da imunidade inata e
adaptativa do hospedeiro (GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013).

Dependendo da espécie de Leishmania, as infec¢des humanas podem se apresentar
desde quadros cutaneos localizados e destruicdo de membranas mucosas, tais como a
leishmaniose cutanea (LC) e cutaneomucosa (LCM), até doencas sistémicas generalizadas com
progressao fatal, como é o caso da leishmaniose visceral (LV) ou calazar (SACKS;
KAMHAWI, 2001).

As manifestacdes clinicas da LC apresentam-se sob a forma de placas ou papulas
encrustadas e lesdes ulcerativas pontuais, localizadas principalmente em regiées onde a pele
estd mais exposta, como bracos e pernas. A LCM é considerada uma varia¢ao imunopatogénica
da forma cutanea decorrente da infecgdo persistente por L. braziliensis e se caracteriza por
destruicdo do septo nasal e palato, trazendo como consequéncias casos de desfiguracao facial e
morte por comprometimento das vias aéreas. A forma visceral da doenca é causada
predominantemente por L. donovani ou L. infantum/L. chagasi e se manifesta com quadros de
febre, fraqueza, perda de peso, hepatoesplenomegalia, pancitopenia e hipergamaglobulinemia
(FEASEY 2009; WEISS et al., 2009).

O padrdo ouro para o diagndstico da leishmaniose é dado pela demonstracdo dos
parasitos em esfregacos de biopsias e aspirados tissulares devido sua alta especificidade. A
analise microscopica é a mais utilizada pela falta de técnicas mais sofisticadas nos niveis de
atencdo primaria, secundaria e terciaria em regides endémicas. A utilizacao de cultura celular e
PCR (Polymerase Chain Reaction- Reacéo em cadeia da Polimerase) conseguem identificar o
organismo infectante em nivel de espécie, entretanto, por serem dispendiosas, sdo metodologias

restritas aos grandes laboratorios e centros de pesquisa (REITHINGER et al., 2007). Além
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disso, a atencdo quanto ao exame clinico e investigar se o paciente reside ou viajou para areas
endémicas sdo medidas que auxiliam no diagnéstico (MEIRELES et al., 2017).

No presente momento, ndo existe nenhuma medicacdo perfeitamente segura e eficaz
para o tratamento das leishmanioses. Desde sua introducdo em 1940, os farmacos de primeira
escolha para o tratamento da doenca s&o 0s antimoniais pentavalentes, tais como o antimoniato
de meglumine (Glucantime®) e estibogluconato de sédio (Pentostam®). Entretanto, as diversas
formas clinicas da doenca, o surgimento de espécies resistentes, os longos periodos de
administracdo (acima de 30 dias) e a alta toxicidade tém limitado seus beneficios (SUNDAR,;
GOYAL, 2007; IGBINEWEKA et al., 2012; SILVA et al., 2018).

A segunda linha de escolha para o tratamento das leishmanioses é composta pela
anfotericina B, suas formulagtes lipossomais, pentamidinas e paramomicina, utilizadas pelos
pacientes que nao responderam bem a terapéutica antimonial, ou que possuem restri¢des quanto
seu uso. Todavia, as mesmas apresentam diversos efeitos adversos, a exemplos da supressédo da
medula 6ssea, toxicidade renal, distdrbios no metabolismo da glicose, dor no local da injecéo,
elevacdo das transaminases renais e ototoxicidade (LINDOSO et al.,, 2012; AKBARI,;
ORYAN; HATAM, 2017; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

O carater insatisfatorio das drogas atualmente em uso e o fato de algumas estirpes serem
resistentes a esses produtos tem levado as pesquisas com novos agentes terapéuticos, tais como
a miltefosina, edelfosina e ilmofosina. Estes analogos lisofosfolipidicos, desenvolvidos
inicialmente para o tratamento de cancer, tém demonstrado boa eficacia e tolerabilidade para a
terapia oral das leishmanioses. Contudo, seus efeitos teratogénicos e longos periodos de meia-
vida sdo limitagcdes que podem promover resisténcia nas espécies de Leishmania (DORLO et
al., 2014).

Desta forma a busca por uma vacina € sustentada pelo alto custo e toxicidade dos
farmacos convencionais, e pela evidéncia de que a maioria das pessoas que tiveram
leishmaniose, ou foram assintomaticos para a doenca, sdo resistentes as infeccGes clinicas
subsequentes. Apesar disso, 0s substanciais esfor¢os na producdo de uma vacina permanecem
infrutiferos (REITHINGER et al., 2007; DIDWANIA et al., 2017; GHORBANI; FARHOUDI,
2018).

3.2 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas é uma enfermidade ocasionada pelo protozoario Trypanosoma

cruzi, cuja descoberta foi feita em 1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chaga. E uma
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infeccdo sistémica cronica que atinge cerca de 18 milhdes de pessoas na América Latina e
configura-se como uma das dezoito doengas tropicais negligenciadas. Atualmente os paises
Argentina, Brasil e México sao os trés paises Latinos com maior nimero de pessoas infectadas.
Apesar de ser uma infeccdo endémica na América Latina, e prevalente em paises
subdesenvolvidos os padrdes de migracdo a tornaram globalizada. Dados epidemioldgicos
recentes atribuem o deslocamento de pessoas da Ameérica Latina para outras regiées do mundo
como sendo um dos fatores disseminadores da doenca em regiées ndo endémicas e sem vetores
naturais, como 0s paises da Europa, Estados Unidos, Japdo e Austrdlia (ECHEVERRIA;
MORILLO, 2019; PINHEIRO et al., 2017).

Os principais meios de infeccdo por T.cruzi sdo o vetorial, por ingestdo oral, transfusao
sanguinea, por transplantes de 6rgaos e acidentes laboratoriais. No entanto a principal forma de
transmissdo nos mamiferos se da por um vetor invertebrado, os triatomineos, conhecidos no
Brasil como barbeiros, onde a principal espécie é o Triatoma infestans. O Trypanosoma cruzi
possui ciclo de vida complexo, pois requer passagem obrigatéria por um hospedeiro
invertebrado, o inseto vetor triatomineo, e um hospedeiro vertebrado. Durante seu ciclo de vida,
0 parasito apresenta basicamente trés formas evolutivas: 1- epimastigota, forma replicativa ndo
infectante, presente no intestino superior do inseto; 2- tripomastigota, forma ndo replicativa
infectante, presente na porgdo posterior do intestino do inseto; 3- amastigota, forma replicativa
intracelular. As formas séo classificadas e diferenciadas a partir da posi¢éo do cinetoplasto em
relacdo ao nucleo, flagelo e morfologia (DE ARAUJO-JORGE; DE CASTRO, 2000; ABE et
al., 2002; FERRAZ et al., 2007; ROMERO; MORILLA, 2010; BONNEY; ENGMAN, 2010;
ANGHEBEN et al., 2015).

O ciclo de vida no inseto tem inicio quando durante o repasto sanguineo no vertebrado
infectado, 0 vetor ingere os tripomastigotas sanguineos que, no intestino do vetor, serdo
transfomados na forma epimastigota (exclusiva do hospedeiro invertebrado) onde se prolifera
e, novamente, transforma-se na forma tripomastigota metaciclica que sera eliminado com as
fezes durante o repasto sanguineo, podendo penetrar no organismo do hospedeiro vertebrado
por meio da picada ou mucosas. Estas formas evolutivas ao penetrarem no hospedeiro invadem
os fagocitos sendo capazes de escapar de seus mecanismos de destruicdo e se transformarem
em amastigotas. Apds a multiplicacdo os amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas.
Posteriormente, estes sdo liberados por ruptura celular e alcangcam o sistema circulatorio,
passando entdo a ser denominados tripomastigotas sanguineos potencialmente infectantes para
qualquer célula nucleada ou novamente serem ingeridas por outro inseto vetor reiniciando o
ciclo (DUTRA et al., 2006; LANA; MACHADO, 2010).
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Outras formas de transmisséo vém se destacando cada vez mais como por via oral e/ou
sexual, sendo a via oral uma forma ja bem estabelecida devido a contaminagdo de alimentos
com as fezes dos triatomineos, ou por trituracdo do inseto infectado durante a preparacao de
alimentos, o que facilitaria a penetracdo através das mucosas e levaria a infeccdo. Ja a
transmisséo sexual em seres humanos foi recentemente elucidada, por grupos de pesquisadores
(ALMEIDA et al., 2019; GOMES et al., 2019), que destacaram a possibilidade deste tipo de
transmissdo, apos aplicacdo de sémen humano de doadores infectados em roedores por via
intraperitoneal. A partir da necropsia destes animais, a descoberta de ninhos de amastigotas no
tecido cardiaco, muscular e da regido geniturinaria dos camundongos confirmaram a
possibilidade de contrair a doenca por via sexual. (BRASIL, 2015; ALEXANDRE et al.,2014;
ALMEIDA et al., 2019; GOMES et al., 2019).

Apds a contaminacao, a doenca de Chagas pode ser classificada em duas fases: aguda e
cronica, as quais levaram em conta aspectos como, o tempo da infeccdo e caracteristicas do
soro do vertebrado infectado. A fase aguda pode ser observada por cerca de 30 a 90 dias, tendo
como caracteristica marcante desta fase o grande nimero de parasitas presentes na circulagéo,
enguanto a fase cronica é caracterizada por uma baixa parasitemia e por um elevado nimero de
imunoglobulinas circulantes. Quanto a sintomatologia, a infeccao aguda tende a ser uma doenca
febril leve, onde aproximadamente apenas 30% dos acometidos irdo evoluir para a doenga
cronica. A doenca de Chagas cronica afeta principalmente o coragéo (causando cardiomiopatia
e disritmias) ou o intestino (causando mega-es6fago ou megacélon), podendo ocasionar graves
problemas cardiacos e sequelas neurolégicas (TEIXEIRA et al., 2006; FERRAZ et al., 2007).

Os aspectos de saude associadas a esta doenca, como a reducdo da produtividade e
mortalidade, tém um fardo socioecondmico significativo e um custo médio anual de 7,2 bilhdes
de ddlares por ano. Além da terapéutica apresentar-se restrita aos medicamentos, Nifurtimox e
benznidazol, junto ao fato da alta toxicidade e efeito limitado dos mesmos, a producéo de novos
farmacos é urgentemente necessaria (DUSCHAK; COUTO, 2007; MCKERROW et al., 2009;
URBINA, 2009; SOEIRO et al., 2009; CONNERS et al, 2016).

3.3 TRICOMONIASE

A tricomoniase é uma infecgdo sexualmente transmissivel (IST), causada pelo parasito
Trichomonas vaginalis. T. vaginalis, € um protozodrio pertencente ao filo Sarcomastigophora,

a classe Zoomastigophorea da ordem Trichomonadida e familia Trichomonadidae. Trata-se de
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um parasito monoxénico, flagelado, unicelular, o qual foi inicialmente descrito em 1836 pelo
médico europeu Alfred Donné. Atualmente sabe-se que trés espécies de Trichomonas podem
ser encontradas parasitando humanos: T. vaginalis, T. tenax e T. hominis. No entanto, apenas a
espeécie T. vaginalis é considerada patogénica e infectante para seres humanos (BARRQOS, 2002;
SCHWEBKE, 2002; JESUS; ZORATI; MELLO, 2009; COLEMAN et al., 2013).

Quanto aos aspectos morfologicos, T. vaginalis possui um comprimento de 10-20 um e
2-14 um de largura, ¢ uma célula tipicamente elipséide, piriforme ou oval em preparagdes
fixadas e coradas, com quatro flagelos anteriores desiguais em tamanho e uma membrana
ondulante que se adere ao corpo pela parte posterior. No entanto sua forma e presenca de
flagelos podem variar de acordo com sua localizacdo e condiges ambientais, por exemplo,
guando encontrado aderido ao epitélio vaginal a sua aparéncia assume uma forma mais
amebiana, ou quando sob condicdes de crescimento ndo favoraveis, o parasito pode arredondar-
se e interiorizar seus flagelos. E valido ressaltar que tal parasita ndo possui a forma cistica,
somente a trofozoitica (MALLA et al., 2001; NEVES, 2004; FEITOSA; CONSULARO, 2005).

O protozoario T. vaginalis, é capaz de fagocitar bactérias, células epiteliais vaginais e
eritrocitos. Utiliza carboidratos como sua principal fonte energética, entretanto, sob condictes
em que tais compostos sdo limitados, a utilizagdo de amino&cidos torna-se vital. Diferentemente
de grande parte dos eucariotos, estes ndo possuem mitocondrias, mas sim hidrogenossomos,
estruturas em forma de granulos densos importantes para 0 metabolismo de carboidratos e
geracdo de energia em forma de ATP. O parasita é capaz de manter o glicogénio como reserva
energética, sendo um importante mecanismo de sobrevivéncia, uma vez que o ambiente vaginal
é constantemente modificado por variacbes de pH, hormdnios e menstruacdao (DE CARLLI,
2000; BRAVO et al., 2010; KISSINGER, 2015).

Este parasita € altamente especifico quanto a sua localizacdo no hospedeiro, sendo capaz
de produzir infeccdo somente no sistema urogenital humano tanto de homens como de
mulheres. No entanto, existe uma significante discrepancia entre os sexos acometidos, uma vez
que 92% dos casos relatados sdo do sexo feminino. Quanto a sua forma de transmisséo,
geralmente ocorre através de relagdes sexuais, apesar de outros mecanismos de proliferacéo
também estarem envolvidos, como propagacéo através de fomites e transmissdo vertical através
do parto normal, os quais explicam a existéncia da infeccdo em recém-nascidos e individuos
com auséncia de atividade sexual (NEVES, 2004; MACIEL et al., 2004; ALMEIDA et al.,
2010; COLEMAN et al., 2013).

A Tricomoniase € considerada a IST ndo viral mais comum. Estudos demonstraram que,

embora em diferentes graus de incidéncia, a patologia esta presente em todas as regides do
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mundo. Apresentando estimativas de incidéncia de cerca de 170 milhdes de novos casos por
ano, tal patologia caracteriza um sério problema de salde, sendo importante salientar que a
tricomoniase ndo € uma doenca de notificacdo compulsoria, demonstrando que os dados
coletados sdo subestimados. Deste modo é preocupante o crescente nimero de casos anuais,
que ultrapassam a soma dos casos de outras ISTs ndo virais, como sifilis, gonorréia e infeccdo
por Chlamydia (WHO, 2012; POOLE; MCCLELLAND, 2013).

A alta taxa de incidéncia junto a grande variabilidade de manifestacdes clinicas, desde
a apresentacdo assintomatica até um estado de severa inflamacdo, traz a tona um grave
problema de salde publica. Aproximadamente 50% das mulheres infectadas, s&o
assintomaticas, tém pH e microbiota vaginal normais, entretanto um terco dessas pacientes
assintomaticas tornam-se sintomatica em um periodo de seis meses. A tricomoniase trata-se de
uma doenca da idade reprodutiva e raramente as manifestacdes clinicas da infeccdo séo
observadas antes da menarca ou apés a menopausa (PETRIN et al., 1998; LEHKER,;
ALDERETE, 2000; BARRIO et al., 2002).

As complicacdes decorrentes da tricomoniase geram um alto custo para o sistema
publico, ressaltando que esta patologia afeta especialmente populacdes de baixa renda, baixa
escolaridade, geralmente desinformadas sobre ISTs. S&o exemplos de consequéncias da
tricomoniase, a predisposicdo ao cancer cervical e ao cancer de prostata, assim como as
consequéncias para a saude reprodutiva como infertilidade e, principalmente, a influéncia
exercida sobre a circulacdo do virus HIV na populacdo (VAN DER POL et al., 2008;
SUTCLIFFE et al., 2012; SILVER et al., 2014).

O tratamento padrdo para tricomoniase é constituido por farmacos da classe dos
nitroimidazois: metronidazol e tinidazol, sendo o primeiro o farmaco de escolha para esta
parasitose. No entanto, estudos recentes detectaram uma crescente gama de cepas resistentes ao
metronidazol, aumentando o nimero de casos refratarios. Além disto os efeitos colaterais dessa
classe de farmacos séo diversos incluindo, nausea, diarreia e manifestacdes alérgicas. Ainda
foram relatados efeitos teratogénicos e carcinogénicos destes farmacos, mas nao ha ainda
evidéncias clinicas de que isto ocorra de fato de forma significativa. Assim sendo, a descoberta
de um agente antiprotozoario eficaz em cepas de T. vaginalis resistentes ou ndo ao metronidazol
pode minimizar a problematica desta patologia. Com este viés a utilizacdo de medicamentos
fitoterapicos tem aumentado nos ultimos anos, atualmente, muitas plantas sdo usadas para
tratamentos de diversas doencas. Estudos apontam que as mesmas podem ser tdo ou mais

eficazes que as drogas sintéticas, no tratamento de variadas patologias (SNIPES et al., 2000;
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SCHWEBKE; BARRIENTES, 2006; KIRKCALDY et al., 2012; OZCELIK et al., 2018;
OZPINAR; OZPINAR; ERUYGUR, 2019).

3.4 CANDIDIASE

As candidiases sdo um grupo de doencgas ocasionadas por algumas espécies do género
fangico Candida, constituido por microrganismos oportunistas encontrados na forma de
leveduras com células globosas, ovaladas, alongadas ou micélio com suas células em forma de
pseudohifas, podendo também formar hifas verdadeiras, a depender das variacdes de
temperatura e pH do ambiente em que se encontra. Os fungos desse género sdo comumente
encontrados como parte da microbiota normal humana no trato gastrointestinal, respiratorio,
reprodutor e na pele (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

Apesar deste género fangico fazer parte da microbiota normal, em algumas situacdes de
alteracdo no ambiente hospedeiro, como sistema imune debilitado, algumas espécies de
Candida transitam de uma fase comensal para uma fase patogénica, causando as candidiases.
Essas podem ser classificadas em superficiais, cutaneas, subcutaneas e sistémicas de acordo
com os tecidos e 6rgaos atingidos, sendo essas infeccbes mais comum em pacientes com
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), neonatos imunocompetentes, pessoas do
sexo feminino, pacientes neoplasicos ou em individuos transplantados fazendo uso de
imunossupressores (PFALLER; DIEKEMA, 2007; PAPON et al., 2013; PUIG-ASENSIO et
al., 2015; KONATE et al., 2017; CHEN et al., 2019).

A espécie que causa mais frequentemente essa enfermidade é a Candida albicans,
entretanto, existem outras espécies ndo-albicans que também causam candidiase e sdo de
interesse clinico, como C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (FERNANDEZ-
RUIZ et al., 2015; MIRANDA-CADENA et al., 2018; SADEGHI et al., 2018; RYAN et al.,
2019). Segundo Siqueira Jr e Sen (2007), as espécies de Candida possuem 0s seguintes
mecanismos de patogenicidade: (1) adaptabilidade a uma variedade de condi¢des ambientais,
(2) adesd@o a uma variedade de superficies, (3) producao de enzimas hidroliticas, (4) transi¢do
morfolégica, (5) formacdo de biofilme, e (6) evasdo e imunomodulacdo da defesa do
hospedeiro.

Ocasionalmente, a candidiase pode progredir para uma infec¢do mais grave denominada
de candidemia, candidiase hematogénica ou Candidiase Invasiva (Cl) e que, geralmente, leva

0s pacientes a Obito, em vista da taxa de mortalidade alta. Essa complica¢do possui alguns
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fatores que predispfem a sua ocorréncia, entre eles estdo as internagdes prolongadas, uso de
antibioticos de largo espectro, emprego de cateteres centrais e cirurgias envolvendo visceras
ocas, além do desenvolvimento de resisténcia aos antimicoticos usados no tratamento de
candidiase (PAPPAS, 2006; QUINDOS, 2014; MOTTA et al., 2017; LAZO; HERNANDEZ;
MENDEZ, 2018; DE MELO et al., 2019).

Nos Ultimos anos, a incidéncia de candidemia tem aumentado em taxas significativas
em hospitais terciarios (MARRA et al. 2011; DA COSTA et al., 2014; DE MELO et al., 2019).
Segundo o estudo de Caggiano e colaboradores (2015) em um hospital universitario italiano,
na qual os casos de candidemia apresentam incidéncia de 3,06/10000 admiss@es, 0s casos foram
causados 44.2% por C. albicans e 55.8% por espécies ndo-albicans.

Apesar de C. albicans ser a de maior frequéncia como causa de candidemia, as espécies
ndo-albicans, nos Gltimos anos, se apresentam emergentes. Além disso, as mesmas apresentam
ampla distribuicdo geografica, sendo C. parapsilosis a mais frequente causa de candidemia na
Australia, América Latina e paises mediterraneos da Africa, Asia e Europa; enquanto C.
glabrata é mais comum nos EUA, na Europa Central e do Norte (QUINDOS, 2014).

No estudo de Canela e colaboradores (2018) no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, os casos de candidemia representam 1,52 episodios a cada 1000
admissoes, sendo causado predominantemente por C. albicans (44%), seguido de C. glabrata
(19%), C. tropicalis (19%), C. parapsilosis (14%) e C. orthopsilosis (4%), demonstrando que
aincidéncia de candidemia permanece alta no Brasil. Neste mesmo estudo, ainda é cabivel citar
a alta taxa de mortalidade bruta de 52%, em que a taxa de mortalidade foi maior em pacientes
infectados por C. glabrata.

Um fato preocupante sdo as taxas de mortalidade dessa complicacdo que permanecem
inalteradas e elevadas ha anos. Assim sendo, a Cl é uma das principais causas de mortalidade
em todo o mundo, tornando-se, portanto, um problema de sadde publica persistente. Somando-
se a isso, alguns estudos vém demonstrando que as espécies de Candida tem uma grande
capacidade de desenvolver resisténcia aos farmacos atualmente indicados e utilizados na clinica
médica para o tratamento dessa enfermidade (PFALLER; DIEKEMA, 2007; MORACE;
PERDONI; BORGHI, 2014; QUINDOS, 2014; NEVES-JUNIOR et al., 2015; SADEGHI et
al., 2018; CHEW et al., 2019; EL-HOUSSAINI et al., 2019).

Para o tratamento dessa moléstia, os antifingicos utilizados incluem as classes dos
poliénicos, triazolicos e equinocandinas. Os poliénicos sdo farmacos fungicidas, representados
pela anfotericina B, capazes de interagir com o ergosterol na membrana celular e gerar poros,

causando a perda de contetdo citoplasmatico. Ja os azdis possuem o0 mecanismo de acao de
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inibir a biossintese do ergosterol, tornando-se assim uma droga fungicida e fungistatica, em que
os principais farmacos utilizados s&o o fluconazol e itraconazol. Os farmacos pertencentes a
classe das equinocandinas tem como mecanismo de a¢éo a inibicdo ndo competitiva da enzima
B-1,3-glicano sintase, que catalisa a polimeralizacdo da glicose-uridina-difosfato em B-1,3-
glicano, causando o extravasamento do material celular, sendo portanto farmacos fungicidas
(SILVA et al., 2012; MATTHAIOU; CHRISTODOULOPOULOU; DIMOLOPOULOS,
2015).

A farmacoterapia das infecgdes fungicas € bastante limitada devido a dificuldade de se
encontrar um farmaco que seja eficaz apenas para as células flngicas eucariéticas sem causar
toxicidade para as celulas do hospedeiro. Além disso, h4 o desenvolvimento de resisténcia aos
mesmos, na qual o mecanismo de resisténcia pode ser inerente ou adquirido, ou seja, presente

sem exposic¢ao ou apos exposicao prévia ao antifingico, respectivamente (SILVA et al., 2012).

3.5 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais (OE) sdo substancias lipofilicas, volateis, produzidos a partir do
metabolismo secundéario das plantas aromaticas, sendo responsaveis pela sua fragrancia. Os
6leos essenciais séo limpidos, raramente coloridos, solGveis em solventes organicos e possuem
densidade menor que a da dgua. Podem ser obtidos de diversos 6rgdos vegetais, tais como
flores, caules, folhas, galhos, frutas, sementes, raizes, madeira ou casca, e sao armazenados em
células secretorias, canais, cavidades, células epidérmicas ou tricomas glandulares. Além de 0s
OEs possuirem algumas propriedades ja bem estabelecidas na literatura, como antiparasitario,
sedativa, anti-inflamatoria, bactericida, antiviral, conservante de alimentos e antifingica
(NIETO, 2017).

Esses 6leos em grande parte sdo extraidos de plantas encontradas em paises tropicais,
como os do Mediterraneo, e representam parte importante da farmacopeia tradicional por
possuirem diversos principios ativos nas suas composi¢des quimicas (MACHADO, 2011). No
entanto deve-se ressaltar que as espécies produtoras de Oleos essenciais na verdade ndo
pertencem a nenhum grupo taxondmico especifico. A producdo de 6leos essenciais ocorre
amplamente em todo o reino vegetal (SANGWAN, 2001).

Do ponto de vista quimico, os 6leos essenciais sao constituidos por misturas de 20 — 60
compostos organicos em concentragdes diferentes que podem pertencer a diversas classes

guimicas, tais como alcoois, éteres ou 0xidos, aldeidos, cetonas, ésteres, aminas, amidas, fendis,
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heterociclos e principalmente os terpenos. Ja as caracteristicas organolépticas dos 6leos sdo
conferidas pelos mono e sesquiterpenos e pelos fenilpropanoides, podendo assim apresentarem-
se de forma complexa e quimicamente diversa (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; DHIFI
etal., 2016).

A producdo e constituicdo quimica do 6leo apresentam um importante papel ecolégico
na protecdo das plantas contra microrganismos e herbivoros, também atraem insetos
polinizadores e dispersores de sementes. Pode-se dizer que, na natureza, os 6leos essenciais sao
produzidos quando as espécies vegetais encontram-se sob estresse fisiologico, seja este
desencadeado por fatores climéaticos ou bioldgicos. O mesmo pode ser obtido a partir de
algumas partes das plantas produtoras como folhas, caule, sementes e raizes, onde na grande
maioria das vezes sdo extraidos artificialmente através da técnica de arraste a vapor, para 0 0
desenvolvimento de pesquisas que visem o entendimento da sua quimica, atividades bioldgicas
e compostos isolados (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; DHIFI et al., 2016;
KONOSHIMA, 2002).

A composicao quimica dos 6leos essenciais e as atividades farmacoldgicas das espécies
tem sido um assunto abordado em diversos estudos. Devido a necessidade de desenvolvimento
de novos farmacos, pois as classes de medicamentos disponiveis apresentam limitagdes, ao
passo em que sdo crescentes as descobertas de compostos vegetais com acgdes antibacteriana,
antifungica, inseticida e antioxidante, além da extensiva aplicacdo industrial em cosméticos
(ABDELLLI, et al, 2016; AYVAZ, et al, 2010; POPOVIC-DJORDJEVIC, 2018).

O fato destes Oleos serem biodegradaveis, aliado a baixa toxicidade em mamiferos,
podendo atuar sobre varias moléculas-alvo simultaneamente, torna essas substancias pecas-
chave na pesquisa de novos medicamentos. Assim, os 6leos podem ser explorados como
alternativa ou complemento aos compostos sintéticos utilizados pela inddstria farmacéutica,

diminuindo ou sem induzir os efeitos secundarios indesejaveis (FIGUEIREDO et al., 2008).

3.5.1 Oleos Essenciais com Atividade Leishmanicida

Vaérias pesquisas tém evidenciado como foco de estudo a atividade leishmanicida de
Oleos essenciais através de ensaios in vitro e in vivo sobre formas promastigotas e/ou
amastigotas de Leishmania spp.

Em um estudo realizado com 0leos essenciais extraidos das folhas de Ocotea dispersa
(OD-EO) e Ocotea odorifera (OO-EQ) sobre promastigotas de Leishmania amazonensis

verificou-se atividade antiparasitaria com valores de IC50 de 4.67 +0.95¢ 11.67 £2.16 pg/mL,
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respectivamente. Os principais constituintes foram a-eudesmol (20.9%), valencene (10.2%), -
elemene (9.3%) e isospathulenol (7.3%) para OD-EQO; enquanto safrole (36.3%), y-cadinene
(6.6%), camphor (6.5%) e a-copaene (6.0%) foram os principais compostos de OO-EO
(ALCOBA et al., 2017).

Garcia et al. (2017) também conduziram estudos in vitro e in vivo frente L. amazonensis.
Estes investigaram o potencial de inibigéo das formas promastigotas (IC50 =24.7 + 7.1 ug/mL)
e amastigotas do parasita (IC50 = 6.2 = 0.1 ug/mL), utilizando o 6leo essencial da espécie
Pluchea carolinensis (Asteraceae). No modelo experimental de leishmaniose cutanea, as 5
doses do OE a 30mg/kg por via intralesional diminuiram o tamanho das lesGes e a carga
parasitaria em comparagdo aos animais tratados com Glucantime e aos néo tratados.

Em um trabalho realizado com o 6leo essencial da espécie Haplophyllum tuberculatum
(Rutaceae), planta usada tradicionalmente para o tratamento de malaria e outras infec¢oes
parasitarias, foi obtida IC50 variando entre 6.48 ¢ 50.28 pg/ml frente espécies de Leishmania
mexicana mexicana, demonstrando um potencial leishmanicida moderado. Os constituintes
majoritarios verificados no 6leo da espécie foram a-pineno, limoneno, cis-p-menth-2-en-1-ol,
trans-pmenth-2-en-1-ol, cis-piperitol, 1-octyl acetate, piperitona e isobornyl acetate.,
demonstrando que algum destes pode ser responsavel pelas atividades terapéuticas do 6leo
(HAMDI et al., 2018).

Bosquiroli et al. (2017), em estudo, utilizaram-se das folhas e cascas de espécies de
Nectandra (Lauraceae) para extracdo de 6leos essenciais. Os 6leos apresentaram quantidades
elevadas de sesquiterpenos, como o intermediol, biciclogermacreno e p-cariofileno. O dleo de
N. hihua foi o mais efetivo contra formas amastigotas intracelulares de L. infantum (IC50 de
0.2 +1.1 mg/mL), sendo mais potente que a droga de referéncia utilizada no ensaio a
Anfotericina B.

Em trabalho recente, Pereira et al. (2018) demonstraram a atividade antiparasitaria do
6leo essencial de Alpinia speciosa (Zingiberaceae). O 6leo, rico em 1,8-cineole (28.46%),
camphor (17.10%) e sabinense (9.95%) como constituintes majoritarios, apresentou valores
inibitérios promissores frente Trypanosoma cruzi (LC50 = 67.18 ug/mL) e Leishmania
brasiliensis Vianna (LC50 = 92.01 pg/mL), uma vez que verificou-se a¢éo abaixo de 500
pg/mL. Foi observado que os compostos quimicos relatados possuem consideravel atividade
antiparasitaria e baixa toxicidade.

Varios estudos tém demonstrado experimentalmente que os 6leos essenciais de plantas
medicinais e aromaticas possuem potencial antiparasitario. Destacam-se 0s 6leos essenciais

obtidos de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, Ocimum gratissimum L., Thymus capitatus (L.)
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Hoffmans & Link, Annona foetida Mart., Croton cajucara Benth., Syzygium cumini (L.) Skeels,
Myrtus communis L. e Kelussia odoratissim Mozaff., ressaltando o vasto potencial terapéutico
dos oleos essenciais (SILVA; OLIVEIRA, 2016; ULLAH et al., 2016; SOOSARAEI et al.,
2017).

3.5.2 Oleos Essenciais com Atividade Tripanocida

Vaérios estudos tém evidenciado a atividade tripanocida de 6leos essenciais através de
ensaios in vitro e in vivo sobre formas epimastigostas, promastigotas e/ou amastigotas de T.
cruzi. Os OEs de Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgaris (tomilho), Syzygium
aromaticum (cravo-da-India) e Ocimum basilicum (manjericdo) demonstraram excelente
atividade sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas sanguineas de T. cruzi (SANTORO
et al., 2007a, 2007b). Especificando as formas epimastigotas, os OEs de orégano e tomilho
foram os mais efetivos com CI50 = 175 pg/ml e 77 pg/ml, respectivamente. O Timol, principal
constituinte do OE de T. vulgaris, foi testado isoladamente e apresentou maior efetividade
guando comparado OE total (CI150 = 62 pug/ml em epimastigotas, 53 pg/ml em tripomastigotas).
O Eugenol principal metabolito do OE de S. aromaticum, e Linalol componente majoritario do
OE de O. basilicum foram eficazes frente a forma epimastigotas (CI50 = 246 e 162,5 pg/ml,
respectivamente) e tripomastigotas sanguineos (CI50 = 76 e 264 pg/ml, respectivamente)
(SANTORO et al., 2007b).

Escobar e colaboradores (2010) investigaram a atividade tripanocida de OEs extraidos
de diferentes espécies de Lippia. O OE de Lippia alba exibiu maior atividade sobre T. cruzi
(CI50 = 5,5 pg/ml em epimastigotas; CI50 = 12,2 pg/ml em amastigotas intracelulares; 1S =
2,5 em relacdo aos fibroblastos). O OE de L. origanoides ndo apresentou significancia clinica,
uma vez que exibiu alta toxicidade sobre células de mamiferos. Timol e S-carvona, dois dos
componentes majoritarios destes OEs, foram eficazes frente as formas amastigotas
intracelulares de T. cruzi.

Segundo Rojas, Palacios e Ronceros (2012), o OE de Aloysia triphylla (cedrina) € um
promissor agente antiparasitario, pois constataram uma reducdo significativa (85,4%) da
parasitemia em camundongos infectados com T. cruzi apds 0s mesmos serem tratados com uma
dose de 250 mg/kg do OE de A triphylla. Também em experimentos in vivo realizados com
camundongos Swiss infectados com cepa de T. cruzi, Zanusso Junior e colaboradores (2017),

verificaram a eficidcia do OEs de Syzygium aromaticum, Cymbopogon citratus e Zingiber
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officinale. O 6leo essencial extraido da espécie Syzygium aromaticum, testado na dose de 100
mg/kg/dia, ocasionou a cura parasitoldgica de 44% dos camundongos; ja o 6leo essencial de
Cymbopogon citratus, em mesma dosagem, foi mais promissor ao curar 50% dos animais
infectados. Por outro lado, o OE de Zingiber officinale, apresentou baixa eficacia quando
comparado aos demais, uma vez que foi responsavel pela cura de apenas 22,2%, dos animais
infectados.

Devido as frequentes variacbes dos metabolitos ativos dos OEs, destacam-se na
literatura estudos com compostos isolados de espécies vegetais. Garcia-Huertas e colaboradores
(2018), isolaram a lignana principal constituinte do OE de Piper jericoense. Tal metabolito
apresentou excelente atividade tripanocida in vitro, frente todas as formas evolutivas do T. cruzi
(amastigota, tripomastigota e epimastigota). Ja em testes in vivo, 0 mesmo foi responsavel por
diminuir a carga parasitaria quando comparado ao grupo tratado com Benznidazol em trés doses
distintas, 5, 15 e 30 mg/kg e ao grupo néo tratado.

Puente e colaboradores (2019), isolaram quatro lactonas sesquiterpénicas das partes
aéreas de duas espécies Mikania variifolia e M. micrantha, entretanto dentre as substancias
isoladas destacou-se a Deoximicanolida, devido seu alto indice de seletividade para as formas
amastigotas e tripomastigotas do T.cruzi, bem como por ter apresentado baixas IC50 frente as
formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. Por outro lado, poucos séo os dados sobre
o efeito de 6leos, ou de seus metabolitos, sobre as alteragdes celulares em Trypanosoma cruzi.
Com foco no processo de metaciclogénese foi encontrado apenas um estudo publicado, no qual
0s autores Cardoso; Soares, (2010) demostraram que o Citral, principal constituinte de
Cymbopogon citratus foi capaz de inibir a diferenciacdo in vitro de T. cruzi das formas

epimastigotas para tripomastigotas metaciclicas em 50% (CI150), a uma concentracdo de 30,8

pg/ml.

3.5.3 Oleos Essenciais com Atividade Anti-Trichomonas

Como visto anteriormente, os OEs possuem algumas propriedades ja bem estabelecidas
na literatura, como antiparasitario. Ja se tratando do potencial anti-Trichomonas, revisando a
literatura foi possivel identificar poucos estudos que evidenciam o mesmo. Em estudo realizado
com Oleos essenciais derivados de Lavandula angustifolia e Lavandula x intermedia foram

investigadas a atividade antiparasitaria contra o protozoario humano T. vaginalis. Esse estudo
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demonstrou que baixas concentracdes (<1%) dos respectivos OEs foram capazes de eliminar
completamente as cepas de T. vaginalis, em testes in vitro (MOON, et al., 2006).

Martinez-Diaz e colaboradores (2015), realizaram um estudo com o OE de Artemisia
absinthium, planta aromatica e medicinal de interesse etnofarmacologico. O estudo evidenciou
o0 potencial antiparasitario da espécie frente T. vaginalis, os pesquisadores foram além e também
analisaram o carater anti-trichomonas das fracfes obtidas. Onde seus resultados sugerem que a
atividade antiparasitaria esteja relacionada a presenca de trans-cariofileno e di-
hidrochamazuleno, componentes majoritarios das fracdes. Além disso, a citotoxicidade do OE
e fracdes foram testadas em diferentes linhagens de células humanas, demonstrando que 0s
compostos analisados ndo apresentaram um perfil citotdxico.

Dai e colaboradores (2015), realizaram um estudo pioneiro com o 6leo essencial de
Amomum tsao-ko e seu componente majoritario geraniol. O artigo descreve o primeiro relato
sobre a atividade anti-Trichomonas e alteraces morfoldgicas ocasionadas pelo OE A. tsao-ko
e pelo geraniol. Através de Microscopia Eletrénica de Transmissdo, mudancas morfoldgicas
nas células de T. vaginalis foram constatadas: a membrana nuclear foi danificada, os ndcleos
foram dissolvidos e a cromatina foi acumulada; no citoplasma, surgiram numerosos vacuolos,
reticulo endoplasmatico rugoso dilatado, namero de ribossomos foi reduzido, organelas
desintegradas, a membrana celular foi parcialmente danificada, com vazamento citoplasmético
e desintegracdo celular. Tais alteragcdes foram semelhantes tanto para o OE, como para o
composto isolado.

Em trabalho recente, o OE de Nectandra megapotamica rico em (+)-a-Bisabolol
(93.7%) como componente majoritario, apresentou atividade frente T. vaginalis (ICso de 98.7
pg/mL). Na concentracao de 250 pg/mL do OE, a viabilidade dos trofozoitos era de 1.10% +
0.69, enquanto em 500 pg/mL ndo havia parasitos vivos (FARIAS et al., 2019). Em outro estudo
0 OE de Ocimum basilicum, uma planta medicinal pertencente a familia Lamiaceae, teve sua
atividade anti-T. vaginalis investigada e apresentou concentracdo inibitéria minima (CIM) de
30, 20 e 10 pg/mL apds 24, 48 e 96 horas de incubacao, respectivamente. A inibi¢do de 100%
do crescimento dos parasitos na concentracdo de 30 pg/mL foi comparavel ao controle de
metronidazol a 40 pug/mL (ELDIN; BADAWY, 2015).

3.5.4 Oleos Essenciais com Atividade Antifingica
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Se tratando do potencial antifngico, revisando a literatura é possivel identificar
inimeros estudos que evidenciam o mesmo. Em uma pesquisa realizada com o OE das folhas
de Cardiopetalum calophyllum Schltdl., coletado durante variados meses do ano, observou-se
inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum em 87,63% na dosagem de 300
pL, mostrando promissora atividade antifingica. Os compostos majoritarios identificados no
OE analisado foram espatulenol, viridiflorol e germacreno-D presentes em todo o periodo
analisado, porém as suas proporc¢oes relativas variaram (XAVIER et al., 2016).

Em outro estudo, Houicher e colaboradores (2018) investigaram o potencial antifungico
do OE das partes aéreas de Anacyclus valentinus frente a 7 fungos toxigénicos, no qual as cepas
fangicas mais sensiveis foram Fusarium graminearum, Aspergillus parasiticus e Penicillium
expansum com menor concentracdo fungicida minima (CFM) de 1,25 pl/ml (v/v). O dleo
também teve um forte efeito fungicida contra A. flavus e F. moniliforme a um valor MFC de
2,5 wl/ml, enquanto a concentragdo de 6leo de 10 pl/ml foi necessdria para mostrar uma
atividade fungicida contra A. ochraceus e P. citrinum. Na analise da composi¢do quimica do
OE os principais compostos foram 6-3-careno (31%), espatulenol (14,2%), acido decandico
(5,5%), 6-cadineno (4,4%), anetol (3,4%) e aromadendeno (3,3 %).

El Ouadi et al. (2017) utilizaram folhas de Melissa officinalis para extragdo do OE. O
mesmo apresentou P-mentha-1,2,3-triol (13,1%), o P-ment-3-en-8-ol (8,8%), o pulegone
(8,8%), 0 oxido de piperitinona (8,4%) e 2 6xido de piperitona (7,3%) como componentes
principais. O OE de M. officinalis foi testado frente aos fungos Botrytis cinerea, Penicillium
expansum e Rhizopus stolonifer. Os resultados foram os seguintes: P. expansum e R. stolonifer
apresentaram alta sensibilidade ao 6leo essencial de M. officinalis na concentracdo de 2 pL/mL.
A taxa de inibicdo micelial foi de 73,2% para P. expansum a 0,25 pL/mL e 100% para 1 pL/mL,
enquanto a inibicdo foi de 16,27% para R. stolonifer a 0,25 pL/mL e 100% a 2 pL/mL,
indicando que estas Ultimas concentracGes foram as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM).
Frente a B. cinerea, a inibigdo percentual aumenta moderadamente com a concentracdo e atinge
seu valor maximo de 76,81% a 2 pL/mL, demonstrando que sua CIM é maior de 2 pL/mL.

Como observado anteriormente varios estudos mostram, experimentalmente, que 0s
OEs de plantas medicinais e aromaticas possuem potencial antifungico, entretanto a literatura
traz mais concisa essa propriedade frente ao género Candida spp., na qual pode-se citar o estudo
de Brito e colaboradores (2015) que utilizou o OE de Lippia sidoides Cham. contra C. albicans,
C. tropicalis e C. krusei, mostrando potente atividade contra essas leveduras, exibindo CIM

entre 64 e 256 pg/mL, tendo o timol como composto majoritario.



32

Outro estudo analisou a atividade antifingica dos OE’s de Citrus limon e Melaleuca
alternifolia frente as espécies de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata isoladas de pacientes
com estomatite protética. Nesse estudo avaliou-se a CIM e CFM para todas as 3 espécies de
Candida spp., em queo OE de Citrus limon apresentou CIM entre 0,2 - 0,5 pg/mL e CFM entre
0,6-1,1 pg/mL, enquanto o OE de Melaleuca alternifolia apresentou CIM 1,6 a 2,8 pg/mL e
CFM entre 3,5 a 6,0 pg/mL, que corresponde a suas maiores concentragdes (PERIC et al.,
2019).

Santos et al. (2018) também conduziram um estudo para demonstrar a propriedade
antifungica contra Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis com OE das folhas
de Eugenia uniflora. Na andlise quimica, alguns compostos se destacam, séo eles: selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona (36,37%) e epdxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (27,32%). Nos
ensaios com C. albicans e C. tropicalis o OE foi apenas capaz de reduzir o nimero de células
fangicas em altas concentracGes (maiores que 4096 pg/mL e 4096 pg/mL, respectivamente)
conseguindo reduzir em 50% a quantidade de células viaveis de C. tropicalis. J& nos ensaios
com C. krusei, o OE apresentou valores elevados de inibicdo demonstrando que
aproximadamente 50% de reducdo do crescimento fungico foi observado em concentracdes de
8192 pg/mL. Os resultados dessa pesquisa ndo mostraram efeitos de atividade antiflngica
promissora.

Ainda no estudo de Santos e colaboradores (2018), outros ensaios foram realizados para
verificar o efeito do OE de E. uniflora sobre a morfologia das células. Foi provocado um
estresse fangico para que houvesse a formacao de hifas e pseudohifas que atuam na busca de
nutrientes. Nos testes, foi possivel observar que o OE inibiu o crescimento das estruturas
filamentosas de C. albicans em todas as concentragdes. Em C. tropicalis, este mesmo efeito foi
indicado apenas na concentra¢do mais alta. Porém, o mesmo foi ineficiente contra C. krusei,
onde néo foi observada acéo inibitoria(NAKAMURA et al., 2010; DA SILVA et al., 2018; DE
ARAUJO et al., 2019).

3.6 AFAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae engloba de 130 a 150 géneros de importancia econdmica e
ecoldgica com mais de 5.000 espécies de arvores e arbustos distribuidos em diversas regides
tropicais e subtropicais, tais como Australia, sudeste Asiatico, América do Sul, india, Nova
Caled6nia e muitas ilhas do Pacifico (GOVAERTS et al., 2008; WILSON, 2011; THORNHILL
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et al., 2015). De acordo com suas caracteristicas e atributos, as espécies da familia Myrtaceae
encontram-se divididas em duas subfamilias: Psiloxyloideae com duas tribos e Myrtoideae com
quinze tribos (WILSON et al., 2001, 2005).

No Brasil, a familia Myrtaceae encontra-se distribuida em todos os dominios
fitogeograficos, ocorrendo quase 1000 espécies subordinadas a 23 géneros (FORZZA et al.,
2010). Destas, 795 sdo endémicas do Brasil, ou seja, ocorrem apenas no territorio do pais. Dessa
forma séo levantadas questbes que visem o0 maior conhecimento e auxiliem na efetiva
conservacao das espécies desse grande e diverso grupo de plantas (SOBRAL et al., 2015).

As plantas da familia s&o caracterizadas como arvores ou arbustos de caule cilindrico e
casca aspera ou lisa e geralmente o ritidoma desprende-se em placas ou laminas. As espécies
apresentam folhas simples, opostas e inteiras. As inflorescéncias podem ser terminais ou
axilares, racemiformes, fasciculiformes, glomeruliformes ou paniculiformes, podendo ocorrer
flores solitarias e axilares. As flores sdo bissexuais, com cdlice caliptriforme; sépalas
geralmente persistentes; 4-5 pétalas, reduzidas ou ausentes, alvas, estames numerosos, livres;
ovario infero, nimero variavel de I6culos e 6vulos; frutos tipo baga, com o embrido envolvido
por polpa carnosa. Além disso, as plantas apresentam glandulas oleiferas sob a forma de pontos
translucidos ou imersas nos tecidos (GIARETTA et al., 2016).

As plantas da familia Myrtaceae sdo bem reconhecidas pela sua diversidade,
importancia econdmica, por serem fontes de madeira e OEs, sendo utilizadas para
ornamentacdo e alimentacao, e por possuirem grande potencial ecoldgico. Além disso, essas
plantas sdo empregadas na medicina popular para o tratamento de algumas enfermidades,
ressaltando-se o género Psidium utilizado contra diarreias, dores de barriga e afeccfes da
garganta (BEZERRA et al., 2006; GRATTAPAGLIA et al., 2012).

Incluido nessa familia, o grupo de espécies nativas conhecidos como aracd é composto
de pelo menos trés tipos diferentes, sendo eles o araca comum (Psidium sp.), araca-boi (Eugenia
stipitata McVaugh) e araca-péra (Psidium acutangulum DC), tem ganhado destaque na
realizacéo de estudos devido suas propriedades, uma vez que possuem muitos minerais, como
calcio, fosforo e ferro, além de conter fibras e taninos em sua casca, todos de grande importancia
para o funcionamento normal do organismo humano. Os aracas, além disso, apresentam
propriedades medicinais, ajudando a erradicar os radicais livres, fortalecendo, assim, o
organismo contra gripes e infecgdes (FRANCO, 2001; GIACOBBO et al., 2008).

3.6.1 O género Psidium
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O género Psidium é um dos mais importantes e exploradas dentro da familia Myrtaceae.
E composto por aproximadamente 100 espécies frutiferas originarias das Américas tropical e
subtropical sendo que destas, aproximadamente 60 ocorrem no Brasil (SOBRAL et al., 2015).
O género engloba inimeras espécies de teor comestivel, madeireiro, ornamental, apresentando
grande potencial para a exploracdo comercial (BEZERRA et al., 2006).

As espécies do género caracterizam-se por habitos que variam de subarbustivo a
arboreo, com ramos ndo dicotdmicos e casca lisa e cinza. As flores apresentam-se solitarias ou
agrupadas em dicéasios axilares (de 1-3 flores). O célice exibe-se fechado e € rompido em quatro
a cinco lobos irregulares durante a antese; pétalas presentes. Hipanto presente e elevado sobre
0 ovario, que apresenta de 3 a 10 loculos com muitos dvulos. Suas espécies apresentam
numerosos estames com deiscéncia rimosa (longitudinal), portando cavidades secretoras. Seus
frutos sdo bacdides, com sépalas persistentes ou raramente deciduas; as sementes possuem testa
6ssea e embrido mirtdide (MCVAUGH, 1969; LANDRUM; SHARP, 1989).

Por estarem amplamente distribuidas por toda regido neotropical e nos mais diversos
dominios fitogeograficos (Caatinga, Cerrado, Campos Rupestres, Floresta Amazénica, Mata
Atlantica, restingas, entre outras), as plantas do género Psidium experimentam grandes pressdes
ambientais, ocasionando grande plasticidade fenotipica, o que dificulta sua identificacdo e
delimitacdo (COSTA, 2009b).

Por serem amplamente utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de
enfermidades do homem, as espécies deste género sdo alvos constantes de pesquisas, uma vez
que sdo produtoras de 6leos essenciais e diversos metabolitos que apresentam importantes acées
biolégicas (DO NASCIMENTO et al., 2018).

Estudos fitoquimicos conduzidos com o género Psidium demonstram a ocorréncia de
muitas classes de constituintes, incluindo alcaloides, flavonoides, terpenos, taninos e esterdis
(BEGUM et al., 2004; HO et al., 2012; SHU et al., 2012; KAUR et al., 2016). Do ponto de vista
farmacologico, estudos utilizando extratos, fragdes ou 0leos essenciais evidenciam atividades
antiparasitaria, antibacteriana, antifungica, antioxidante, antimutagénica e anti-inflamatéria,
atuando também na reducdo da contamina¢do ambiental por metais pesados (ANDRADE-
VIEIRA etal., 2017; MORAIS-BRAGA et al., 2016a; MORAIS-BRAGA etal., 2016b; LEITE
etal., 2017; SOUZA etal., 2017; DO NASCIMENTO et al., 2018).

3.6.1.1 Psidium myrsinites DC.
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Psidium myrsinites DC., conhecida popularmente como ‘“araga-bravo”, “araga-de-
veado” ou “goiabinha” ¢ uma frutifera pertencente a familia Myrtaceae. Podem ser encontradas
nos estados do Ceard, Bahia, Tocantins, Goiés, Mato Grosso, Maranhdo, Piaui e Distrito Federal
(LEITE et al., 2016).

Apresenta-se na forma de arvore, sem exsudacdo ao se destacar a folha; copas com
ramos e gemas terminais glabras. Seu tronco pode medir até 21 cm de didmetro, com ritidoma
acinzentado ou castanho, liso, e depress@es de placas irregulares que se desprendem deste. Suas
folhas s&o simples, opostas, cruzadas ou elipticas, de 6 cm a 16 cm de comprimento e 3cm a 8
cm de largura, com nervacao broquidédroma. Alguns individuos apresentam glandulas visiveis
que exalam odor agradavel quando as folhas sdo amassadas. As flores podem ter até 2 cm de
diametro, com 5 pétalas livres de cor branca. Seus frutos chegam até 2 cm de comprimento,
piriformes, coroados com as sépalas remanescentes. As sementes sdo esferoides, com testa
6ssea de cor creme (SILVA-JUNIOR, 2005).

Seus frutos sdo muito utilizados pelo homem para 0 consumo in natura e na fabricacao
de iguarias regionais como doces e geleias. A espécie possui potencial para o paisagismo, tendo
em vista a linda folhagem, sendo Util também para a recuperacédo de areas degradadas por atrair
animais que ajudam na dispersdo de sementes de outras espécies e da sua propria espécie
(FRANZON et al., 2009).

Na medicina popular local, o araca-de-veado é utilizado no tratamento de desordens
intestinais, como dores de barriga e diarreia, além de também atuar no combate a inflamacdes
e ajudar na cicatrizacdo de ferimentos, o que indica que 0s compostos bioativos presentes na
planta podem ter potenciais beneficios para a satde humana (RIBEIRO et al., 2014).

Em 2009, pesquisadores extrairam de P. myrsinites uma substancia utilizada para a
fabricacdo de perfumes, o monoterpeno linalol. Esse composto esta presente no 6leo essencial
da planta e é responsavel por fixar a fragrancia dos cosmeticos e perfumes na pele. A principal
fonte de linalol é o pau rosa (Aniba roseadora), especie abatida durante o processo de obtengéo
da substéncia a partir de suas partes lenhosas, indicando que a extra¢do da substancia a partir
do aragazeiro é uma alternativa sustentdvel (CASTELO; MENEZZI; RESCK, 2010).

Pereira (2010) realizou estudos com trés quimiotipos de P. myrsinites. A analise
demonstrou que os Oleos essenciais obtidos a partir das espécies apresentaram significativa
atividade antimicrobiana frente linhagens de bactérias gram-positivas e fungos. A atividade
antimicrobiana dos extratos bruto e acetbnico foi avaliada por Durdes et al. (2017), com

resultados promissores contra as bactérias utilizadas nos ensaios, indicando mais uma vez que
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a espécie pode conter compostos auspiciosos e ainda ndo isolados para o tratamento de
enfermidades microbianas.

Em um estudo realizado por Dias et al. (2015) o 6leo essencial de P. myrsinites
apresentou atividade larvicida contra larvas do mosquito Aedes aegypti L., sinalizando que a
planta é uma ferramenta promissora no combate a arboviroses. Estudos mais recentes
evidenciam a atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos produzidos a partir das folhas
da espécie (LEITE et al., 2016).

No que diz respeito a composicao quimica, os extratos de P. myrsinites contém taninos,
saponinas, flavonoides, antraquinonas, glicosideos, coumarinas, terpenos e/ou esteroides
(LEITE et al., 2016; DURAES et al., 2017). O 6leo essencial viscoso e translicido apresenta
principalmente compostos oxigenados e sesquiterpenos como o 6xido de cariofileno (26,1%),
epoxido de humuleno 11 (8,8%), B-cariofileno (7,4%) e a-cariofileno (5,4%) (CASTELDO;
MENEZZI; RESCK, 2010; MEDEIROS et al., 2015).

A literatura referente a validacdo de atividades farmacoldgicas de Psidium myrsinites
ainda é muito escassa, entretanto, os dados etnoboténicos revelam que a espécie ainda possui

muito a ser investigado, real¢cando o grande potencial farmacolégico do mesmo.
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4 RESULTADOS

4.1 ARTIGO 1: PROSPECCAO FITOQUIMICA E AVALIACAO DA PROPRIEDADE
ANTIFUNGICA, MODULADORA E MECANISMO DE ACAO DO OLEO ESSENCIAL DE

Psidium myrsinites DC.

PROSPECCAO FITOQUIMICA E AVALIACAO DA PROPRIEDADE ANTIFUNGICA,
MODULADORA E MECANISMO DE ACAO DO OLEO ESSENCIAL DE PSIDIUM
MYRSINITES DC.

Lilian Cortez Sombra VVandesmet!

RESUMO

A candidiase € uma infecgdo causada por microrganismos oportunistas do género fungico Candida na
qual aproximadamente 14 espécies sdo consideradas patogénicas. As complicagbes comuns no meio
hospitalar que levam a crescentes indices de morbimortalidade e a problemética envolvendo o atual
esquema de tratamento da candidiase indicam carater de urgéncia para as pesquisas por novas estratégias
e agentes terapéuticos. Assim, neste estudo avaliou-se a propriedade anti-Candida e moduladora do éleo
essencial das folhas de Psidium myrsinites DC. através da determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM), Concentragio Fungicida Minima (CFM) e indice de Concentragio Inibitoria Fracionada
(ICIF) com os antifungicos fluconazol e anfotericina B utilizando 08 cepas de Candida spp. (02 C.
albicans, 02 C. krusei, 02 C. parapsilosis stricto sensu e 02 C. tropicalis) para todos os testes. Os resultados
demonstraram valores de CIM que variaram de 16 a 256 ug/mL e de CFM que estéo entre 64 a 256 pg/ml.
Para as interacOes com anfotericina B, os valores de ICIF demonstraram que as mesmas foram sinérgicas
para 75% (6/8) das cepas testadas e indiferentes as demais. Ja as combinagBes com fluconazol resultaram
em interacOes indiferentes. Os resultados sugerem que Psidium myrsinites demonstra um potencial
antifingico contra as cepas de Candida testadas. Também foi obtido efeito sinérgico entre o 6leo essencial
e a anfotericina B para a maioria das espécies, exceto para uma cepa de C. albicans e C. tropicalis. O
estudo indica esta espécie como uma possivel fonte terapéutica alternativa, dada sua eficacia nos testes in
vitro realizados e abrindo ainda a possibilidade de novos estudos bioldgicos in vivo.

Palavras-chave: Candida. Myrtaceae. Anfotericina B.

ABSTRACT

Candidiasis is an infection caused by opportunistic microorganisms of the fungal genus
Candida in which approximately 14 species are pathogenic. Common hospital complications
that lead to increasing rates of morbidity and mortality, and the problems surrounding the
current candidiasis treatment plan, indicate an urgent need for research into new strategies and
therapeutic agents. Thus, this study evaluated the anti-Candida and modulator properties of the

IMestre, Docente do Curso de Biomedicina do Centro Universitario Catélica de Quixada — UNICATOLICA. E-
mail: lilianvandesmet@gmail.com



38

essential oil of Psidium myrsinites DC. leaves by determining Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), Minimum Fungicide Concentration (MFC) and Fractional Inhibitory
Concentration Index (FICI) with the fluconazole and amphotericin B antifungals using 08
strains of Candida spp. (02 C. albicans, 02 C. krusei, 02 C. parapsilosis stricto sensu and 02 C.
tropicalis) for all tests. The results demonstrated MIC values ranging from 16 to 256 pg / mL
and MFC values ranging from 64 to 256 pg / mL. For interactions with amphotericin B, the
FICI values showed that they were synergistic for 75% (6/8) of the strains tested and indifferent
to the others. As for the combinations with fluconazole resulted in indifferent interactions. The
results suggested that Psidium myrsinites demonstrate a potential antifungal against the
Candida strains tested. A synergistic effect between the essential oil and amphotericin B was
also used for most species, except for one isolate of C. albicans and C. tropicalis. The study
indicates this species as a possible alternative therapeutic source, given its efficacy in the in
vitro tests performed and also opening the possibility of further in vivo biological studies.

Keywords: Candida. Myrtaceae. Amphotericin B.

1. INTRODUCAO

O género fungico Candida € composto por mais de 150 espécies, entretanto apenas 14
sdo consideradas patogenas para o ser humano, sendo responsaveis por ocasionar um grupo de
enfermidades conhecidas como candidiase, em que 70% dos casos sdo causados pela espécie
C. albicans (WHO, 2010). Essas infec¢bes sdo mais frequentes em pele e mucosas, podendo
ainda progredir para uma infeccdo fungica invasiva (JAHANSHIRI et al., 2018; MIRANDA-
CADENA et al., 2018; SANGARE et al., 2018).

A Candidiase Invasiva (Cl) é comumente observada no meio hospitalar em pacientes
frageis, internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), com comorbidades crénicas e
ampla exposic¢do a antibioticoterapia (CORCIONE et al., 2018). De acordo com a World Health
Organization (2016), a Cl acomete cerca de 750.000 pessoas internadas em UTI, sendo um
problema provavelmente subestimado.

Segundo o estudo de Kato e colaboradores (2019), a mortalidade dessa complicacdo em
adultos chega a 27,7% em apenas 30 dias, ja em criancgas, de acordo com a pesquisa de Motta
etal. (2017), ataxa de mortalidade chega a 32% dos casos, sendo, portanto, fonte de altos custos
associados a essa infecgdo. Outra problematica é o precario arsenal terapéutico disponivel para
o0 tratamento, uma vez que encontra-se restrito a classe dos azois, poliénicos e equinocandinas.
Ademais, o tratamento com esses farmacos possuem inimeros efeitos colaterais, sdo altamente

toxicos para 0 hospedeiro e possuem eficacia diminuida devido os mecanismos de resisténcia
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fingica (CHAMORRO-DE-VEGA; GIL-NAVARRO; PEREZ-BLANCO, 2016; KAANICHE
etal., 2016; CORZO-LEON et al., 2018; SHARIFZADEH; SHOKRI; ABBASZADEH, 2018).

Em consequéncia de tais problematicas, ha uma necessidade emergente na busca de
novos agentes antifingicos para combater as infeccdes por Candida spp., na qual acredita-se
que os principios ativos dos produtos naturais serdo a solucdo para esses empecilhos. Nesse
sentido, plantas pertencentes a familia Myrtaceae sdo alvos constantes de pesquisas, uma vez
que possuem o6leos essenciais (OES) e outros metabolitos secundarios com comprovadas
propriedades bioldgicas, incluindo antifingica (ZIDA et al., 2017; FARAG et al., 2018; WELI
etal., 2018; FIGUEIREDO et al., 2019).

Membro desta familia, a espécie Psidium myrsinites DC., conhecida como “araga-de-
veado”, encontrada em regides de clima tropical e subtropical e utilizada pelas populagdes
tradicionais no tratamento de desordens de cunho intestinal ou inflamatdrio, € uma espécie
aromatica e seu 6leo essencial € promissor quanto as atividades larvicida e antimicrobiana
(PEREIRA, 2010; DIAS et al., 2015; HOUEL et al., 2015; SOUZA et al., 2017; PINA-
VAZQUEZ et al., 2017; MACHADO et al., 2018). Considerando o potencial farmacolégico
benéfico da espécie e o crescente interesse na descoberta de 6leos essenciais com atividade anti-
Candida, o objetivo deste estudo foi investigar a atividade antifungica e moduladora do 6leo
essencial das folhas de Psidium myrsinites DC., bem como elucidar os compostos quimicos

envolvidos nessa atividade.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE COLETA E MATERIAL BOTANICO

As folhas da espécie Psidium myrsinites DC. foram coletadas em area de vegetacdo
nativa, na propriedade rural AGRODOIAS, localizada na Serra dos Paus Doias - Chapada do
Araripe, municipio de Exu, PE (latitude 07°21"S, longitude 39°53"W e altitude 884m), no més
de junho de 2018. Do material coletado foi produzida uma exsicata que foi depositada no
Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) da Universidade Regional do Cariri
Campus Pimenta, sob o n° 14.204.

2.2 EXTRACAO E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL
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Para obtencdo do 6leo das folhas de Psidium myrsinites (OEPM), o material vegetal foi
triturado em pequenos pedagos e submetido ao método de destilacdo por arraste a vapor (4500,
3h). O OE obtido foi filtrado, pesado e, em seguida, o rendimento de 6leo foi calculado em %
(w/w). O OE foi entdo armazenado em um frasco escuro e refrigerados (at + 5 °C) até o uso.

O OE foi analisado através do modelo de Cromatografia Gasosa-Espectrometria de
Massa (GC-MS) Shimadzu GCMS-QP2010 SE utilizando capilar de coluna Rtx®-5MS (30 m
x 0,25 mm x 0,25 um). As condicdes de operacdo da MS foram otimizadas da seguinte forma:
70 eV, vazdo de gas de arraste (He) 13,6 mL.min-1 e pressdo de 53,5 KPa. Utilizou-se o
seguinte programa de temperatura: 100 °C (3 min) a 310 °C (3,5 ° C / min) (KARMELING,;
VERLUIS; SCHAUER, 1975).

2.2 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas 08 cepas de Candida spp. obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC) e da Netherlands Collection - Central Bureau voor Schimmelcultures (CBS)
- C. albicans ATCC 60193 e CBS 562; C. tropicalis ATCC 13803 e CBS 94; C. krusei ATCC
6258 e CBS 73; C. parapsilosis stricto sensu ATCC 22019e CBS 604. Antes de cada
experimentacdo, as cepas de Candida spp. foram cultivadas em &gar batata dextrose (PDA,
Himedia, India) e incubadas a 35 °C por 24 horas (CLSI, 2008).

2.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA

A Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) do OE de P. myrsinites foi determinada pela
técnica de microdiluicdo, conforme descrito anteriormente pelo Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008). Assim, foram utilizadas placas de microdilui¢do de 96 pocos
com fundo em U. Aliquotas do meio de cultura foram adicionadas aos pogos e em seguida o
OE foi adicionado em dilui¢bes seriadas. Logo apo6s, o inoculo fangico (0,5 - 2,5 X
10® UFC/mL) foi adicionado e as placas foram incubadas por 48 horas a 35 ° C. Os resultados
foram lidos por observacgdo visual de agregados celulares no fundo dos pogos. A CIM foi
definida como a menor concentracao de 6leo que inibiu o crescimento fungico visivel.

Anfotericina B e fluconazol (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, SP) foram utilizados como

controle positivo nos ensaios em concentragdoes variando de 0,4 a 16 pg/mL. Controles de
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viabilidade das cepas, esterilidade média, DMSO (dimetilsulfoxido) (Sigma-Aldrich, S&o
Paulo, Brasil) utilizados para a preparacéo de antifangicos foram realizados simultaneamente
com o ensaio.

A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi determinada subculturando, em placas
Agar Sabouraud Dextrose (HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, India), o contetdo de
todos os pogos com auséncia de crescimento fungico visual e incubando-as a 35 ° C por 48-72
horas. A CFM foi definida como a menor concentracdo do OE P. myrsinites que inibiu o
crescimento visivel no meio sélido (SCORZONI et al., 2016).

A razdo CFM/CIM foi calculada para determinar se o OE de P. myrsinites tinha
atividade fungistatica (CFM/CIM >4) ou fungicida (CFM/CIM <4) (SIDDIQUI et al., 2013).

2.4 EFEITO DO OEPM NA PAREDE CELULAR DE Candida spp.

A técnica de microdiluicdo foi realizada na presenca de sorbitol (D-sorbitol anidro)
(INLAB, Séo Paulo, Brasil), um protetor osmético, para determinar o0 mecanismo de agédo do
OEPM na parede celular das espécies de Candida. A técnica foi realizada seguindo 0s mesmos
procedimentos descritos para determinacdo CIM. Para este ensaio, o indculo foi preparado com
sorbitol a uma concentragdo final de 0,8 M. As placas foram incubadas a 35 ° C e as leituras
foram realizadas 24 h e 48 h apds a incubagdo. A caspofungina foi utilizada como controle
positivo neste ensaio em uma concentragao inicial de 5 pg/mL (diacetato de caspofungina -
Sigma-Aldrich, Sdo Paulo - SP), devido a sua atividade conhecida na parede celular das
leveduras. A CIM na presenga de sorbitol foi definida como a menor concentragéo da substancia
que inibe o crescimento microbiano visivel (ESCALANTE et al., 2008; FREIRES et al., 2014).

2.5 EFEITO DO OEPM NA BIOSSINTESE DE ERGOSTEROL EM Candida spp.

Os esterois totais foram extraidos como descrito por Moran et al. (2007) com
adaptacOes, para estimar o mecanismo de acdo de OEPM na biossintese de ergosterol em
Candida spp. A extragdo foi realizada apds exposicdo ao OEES, fluconazol (controle positivo)
e anfotericina B (controle negativo) em CIM/2, CIM/4 e CIM/8, por 48 horas. Apos a
exposicdo, os inoculos foram transferidos para os tubos Eppendorf e centrifugados a 12.000 x
g por 5 min e os sedimentos celulares foram suspensos em 500 pl de KOH alcoolico (60% /
20%) e incubados por 1 hora a 95 ° C em um banho d'agua. Apos esse periodo, foram

adicionados 600 pl de n-hexano para isolar os esterdis. Os tubos Eppendorf foram entdo
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centrifugados a 12.000 x g por 1 min, e toda a camada organica superior contendo 0s esterois
foi misturada com 500 pl de n-hexano. As leituras de absorbancia da fase organica de cada
amostra foram realizadas a 295 nm. A quantificacao do ergosterol foi realizada por comparacao

com a curva padréo obtida com ergosterol comercial (Sigma-Aldrich, Alemanha).

2.6 ENSAIO DE LIGACAO AO ERGOSTEROL

O ensaio foi realizado utilizando a técnica de microdiluicdo, como descrito
anteriormente, na presenca de ergosterol exdgeno (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) em
concentragdes crescentes de 100, 200 e 400 pg/mL para determinar o mecanismo de acdo do
OEPM frente Candida spp. por ligacdo ao esgorterol. As placas foram incubadas a 35° C e as
leituras foram realizadas apos 24-48 h (ESCALANTE et al., 2008; FREIRES et al., 2014). A
anfotericina B foi usada como controle positivo devido a sua atividade conhecida nas
membranas celulares de leveduras, ligando-se aos esterdis de membrana e alterando a
permeabilidade da membrana (PERLIN, 2011; PIERCE et al., 2013). Também foi incluido um
controle com etanol a 96% e Tween 80, que foram utilizados para a preparacéo de solucGes de
ergosterol. A CIM na presenga de ergosterol foi definida como a menor concentragdo da

substancia que inibe o crescimento fangico visivel.

2.7 AVALIACAO DA INTERACAO DO OE COM ANTIFUNGICOS

Para a avaliacdo da interacdo entre OE de P. myrsinites e os antifingicos, duas
concentracdes subinibitérias do OE (CIM/8 e CIM/16) foram utilizadas nas analises de cada
isolado (SANTOS et al., 2018). A andlise de suscetibilidade antifangica foi realizada, conforme
descrito anteriormente para a determinacdo da CIM, com a adi¢do de anfotericina B ou
fluconazol. Células planctdnicas e sésseis foram incubadas na presenca da combinagdo do OE
de P. myrsinites e antifangicos e incubadas por 48 horas a 35 ° C. Os resultados foram lidos por
observagdo do crescimento fungico visual nos pogos. A CIM foi definida como a menor
concentragdo das combinagdes capaz inibir o crescimento fungico visivel. Posteriormente,
calculou-se o Indice de Concentragdo Inibitoria Fracionada (ICIF) para cada combinagido OE
de P. myrsinites, a fim de avaliar a interagdo medicamentosa, considerada sinérgica quando
ICIF < 0,5, indiferente quando 0,5 < ICIF <4 e antagonista quando ICIF >4 (ODDS, 2003).

2.8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS
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Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Para os ensaios que
possuiam trés ou mais grupos e uma unica avaliacdo das amostras, as diferencas obtidas entre
os grupos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) de fator Unico, seguindo-se do
teste de Student-Newman-Keuls. Foram consideradas diferencas significativas valores de p <
0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os OEs sdo produtos derivados do metabolismo secundario das plantas aromaticas,
sendo utilizados ha anos como aporte terapéutico na farmacopeia tradicional. Desse modo, 0s
mesmos ja possuem algumas propriedades bioldgicas bem estabelecidas no meio cientifico,
dentre essas propriedades destaca-se o potencial antifungico, anti-inflamatério, antiviral,
antimicrobiano, entre outros (BAKKALI et al., 2008; NIETO, 2017).

O dleo essencial das folhas frescas de Psidium myrsinites (OEPM) apresentou um
rendimento de 0,4%. O cromatograma obtido demonstrou 129 picos, com 100% das substancias
tendo sido identificadas, as quais sdo constituidas por 58,13% de sesquiterpenos, 16,28% de
monoterpenos e 25,59% de outros elementos. A Tabela 1 apresenta os constituintes majoritarios
que fazem parte da composicdo quimica do 6leo essencial (OE) analisado por CG/EM. O
OEPM apresentou espatulenol (17.65%), B-cariofileno (16.12%) e viridiflorol (6.74%) em
maiores concentragdes, seguidos de outros compostos.

Na avaliacdo da sensibilidade flngica, o OE de P. myrsinites apresentou valores de CIM
que variaram de 16 a 256 pug/mL e de CFM que estdo entre 64 a 256 pg/ml. A razdo MFC/MIC
encontrada para OE de P. myrsinites demonstrou provavel efeito fungicida contra as espécies
de leveduras testadas (Tabela 2).

Apbs a avaliacdo da atividade antiflngica, continuamos a investigar possiveis
mecanismos pelos quais a viabilidade das células fungicas foram afetadas. Os resultados
mostraram que a propriedade antifingica do OEPM n&o esta relacionada as vias de biossintese
da parede celular, devido os resultados dos testes antifingicos permaneceram inalterados na
presencga ou na auséncia de um protetor osmotico (sorbitol) (Tabela 3).

O conteudo de ergosterol nas células também néo foi alterado, indicando que OEPM
também néo esta envolvido na biossintese de ergosterol (Figura 1). Em vez disso, os valores de
MIC de OEPM aumentaram entre 4 e 32 vezes com o aumento da concentracdo exogena de

ergosterol, indicando que OEPM pode estar ligado ao ergosterol e tornar-se indisponivel para
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realizar sua atividade antifungica. Esse mesmo mecanismo de agdo é observado para a
anfotericina B, usada como controle negativo (Tabela 4).

As combinac¢des do OE de P. myrsinites com anfotericina B foram sinérgicas para 75%
(6/8) das cepas testadas e indiferentes as demais, ndo sendo observadas interacdes
antagodnicas. Nao houve diferenca na CIM das combinacdes de fluconazol para nenhuma das
cepas testadas (Tabela 5).

Nota-se que o rendimento do OEPM ndo foi alto, entretanto a quantidade obtida é
consistente com a producdo de outras espécies do género. Freitas, Morais e Silveira (2002)
estudaram o Oleo essencial de P. myrsinoides, espécie semelhante a P. myrsinites, e também
encontraram rendimento de 0,4%. Os dleos obtidos de doze espécies de Psidium guineense de
ocorréncia na Amazonia demonstraram rendimento variando entre 0,1 e 0,9% (FIGUEIREDO
et al., 2018). Estudos conduzidos por Macédo et al. (2018) com o 6leo essencial de Psidium
salutare em trés diferentes periodos sazonais apresentou rendimentos de 0,73, 0,29 e 0,15%,
destacando que os maiores indices correspondem aos periodos de precipitacéo.

Castelo, Menezzi e Resck (2012) realizaram a extracdo do 6leo essencial de P.
myrsinites e identificaram, por CG/EM, como compostos majoritarios o éxido de cariofileno, o
B-cariofileno, o a-humuleno e o viridiflorol, corroborando com os resultados obtidos no
presente estudo. Entretanto, a composi¢do do 6leo ndo foi completamente elucidada e os autores
nédo descreveram quantitativamente cada substancia.

De acordo com Durdes et al. (2017), as substancias vistas como majoritarias no 6leo
essencial de P. myrsinites utilizando CG/EM foram (E)-cariofileno (31.01%), a-humuleno
(12.32%) e 6xido de cariofileno (7.33%). Em outro estudo, (E) -p- cariofileno (26.05%), .-
humuleno (23.92%) e 6xido de cariofileno (10.09%) também foram identificados como
compostos majoritarios no OE das folhas de P. myrsinites obtidas no Parque Nacional da
Chapada das Mesas, Brasil (DIAS et al., 2015). Do mesmo modo, Medeiros et al. (2015)
identificaram B-cariofileno e 0xido de cariofileno como compostos majoritarios no 6leo de P.
myrsinites.

A grande parte dos estudos quimicos realizados com P. myrsinites até o presente
momento apresentam resultados bastante diversificados quanto a composi¢ado quimica, embora
substancias como o Oxido de cariofileno e B-cariofileno sempre aparecam entre os constituintes
majoritarios. Segundo Silva et al. (2018), mudancas na composi¢do quimica do OE de uma
mesma espécie de regides distintas podem ser atribuidas as diferen¢as em parametros como tipo

de solo, clima, estacdo do ano, idade da planta e outros fatores. Com relacdo ao espatulenol,
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este € o primeiro relato da sua presenga como composto majoritario no éleo essencial de
Psidium myrsinites.

Estudo conduzido por Freitas, Morais e Silveira (2002) no Cerrado com Psidium
myrsinoides demonstrou que a espécie possui um 6leo similar ao 6leo de P. myrsinites, sendo
o0 B-cariofileno e o 6xido de cariofileno os compostos majoritarios.

A goiabeira (Psidium guajava L.) sem davidas é a espécie mais conhecida e estudada
dentro do género Psidium. (E)-trans-cariofileno, a-humuleno, trans-nerolidol, B-bisaboleno, -
bisabolol e hinesol foram as principais substancias encontradas como majoritéarias nos 6leos
essenciais de 22 genotipos de P. guajava coletadas em dois diferentes ambientes no Espirito
Santo, Brasil, sendo o primeiro deles um possivel marcador quimico para a espécie (SOUZA et
al., 2018). Entretanto, compostos como [-pineno, f3-cariofileno, epiglobulol, 1.8-cineol e (E)-
cariofileno também se apresentam em quantidades significativas (SIANI et al., 2013; PINHO
et al., 2014). O fato de ser uma espécie cultivada e domesticada pode justificar a grande
variedade de compostos encontrados em seu 0leo, tendo em vista que estes fatores podem ter
alterado algumas de suas vias metabdlicas (MEDEIROS et al., 2015).

A andlise do OE de folhas de Psidium myrtoides O. Berg revelou que o trans-p-
cariofileno, o-humuleno, a-copaeno, 6xido de cariofileno e a-bisabolol estavam entre os
principais compostos presentes no 6leo (DIAS et al., 2018). O OE das folhas de Psidium
guajava L., coletadas na provincia de Cantdo, China, apresentou como constituintes
majoritarios B-cariofileno, y-gurjuneno, t-cadinol e calameneno (WANG et al., 2017). Scur et
al. (2016) verificaram a presencga de a-copaeno, eucalyptol, d-cadineno e a-selineno como
elementos majoritarios de OE de folhas da espécie Psidium cattleianum Sabine.

Os OEs sdo constituidos por uma mistura complexa de compostos quimicos, em que
cada constituinte possui sua propriedade fisico-quimica e encontram-se em concentracfes
distintas. Devido a este fato, nem sempre pode-se vincular essas propriedades a um Unico
composto, ja que as mesmas podem estar associadas ao sinergismo quimico encontrado no OE.
O sinergismo dos constituintes pode garantir uma maior bioatividade se comparada aos
compostos isolados. Tais efeitos sdo comuns em terpenos, que apresentam acao sinérgica
solubilizando outros compostos e facilitando sua passagem através de membranas (GELINSKI
etal., 2007; FIGUEIREDO, 2008; RATTAN, 2010).

O potencial antifingico observado nesse estudo esta, provavelmente, associado a
presenca de sesquiterpenos (58,13%), uma vez que ja existem relatos de atividade anti-Candida
para esses compostos descritas por Li et al. (2017) e Xie et al. (2015). O espatulenol, como

composto majoritario do OE de Croton rhamnifolioides (Euphorbiaceae), foi considerado como
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um dos responsaveis pela atividade anti-Candida frente as espécies C. albicans e C. tropicalis
(VIDAL et al., 2016).

Em outro estudo, o espatulenol, composto majoritario no OE de Cardiopetalum
calophyllum Schltdl. (Annonaceae), foi tido como um dos responsaveis pela promissora
atividade antifungica frente ao fungo Sclerotinia sclerotiorum (XAVIER et al., 2016). Além
disso, outras propriedades biologicas foram descritas ou associadas ao espatulenol como
constituinte majoritario de OEs, dentre elas estao as atividades: antioxidante, anti-inflamatéria,
antiproliferativa, micobactericida e anti-Leishmania (ESTEVAM et al., 2017; NASCIMENTO
etal., 2018).

O OE da casca de Pinus eldarica (Pinaceae), apresentando [3-cariofileno como um dos
constituintes majoritarios, foi capaz de inibir o crescimento da espécie C. albicans com CIM de
125 pg/mL (GHAFFARI et al., 2019) corroborando com o presente trabalho. Em outro estudo
0 OE de Eugenia dysenterica (Myrtaceae) apresentou o composto [-cariofileno como
majoritario, entretanto o OE ndo foi capaz de inibir o crescimento da espécie C. albicans em
concentragdes de até 1000 ug/mL (COSTA et al., 2000), esse contraste nos resultados pode ser
atribuido a possivel presenca de substancias antagbnicas ao B-cariofileno no OE de E.
dysenterica.

Embora ndo tenham sido encontrados relatos a respeito de atividade antifingica do
viridiflorol, Trevizan et al. (2016) observaram que esse composto possui moderadas atividades
antioxidantes e micobactericidas, além disso, também foi capaz de inibir de forma significativa
a pleurite induzida por carragenina em ratos, diminuindo a migracgéo total de leucdcitos por
71+5% (3mg/kg de viridiflorol) e 57+3% (30mg/kg de viridiflorol).

Como j4 visto anteriormente, o 6leo essencial de Psidium myrsinites foi efetivo contras
as espécies de Candida testadas com resultados de relevancia clinica, assim como também
apresentou potencial fungicida e sinergismo associado ao antifingico anfotericina B para a
maioria das cepas. A pesquisa de novos agentes antifingicos com produtos naturais vem
ganhando destaque no meio cientifico devido a problematica envolvida na farmacoterapia das
infeccOes fungicas, uma vez que a mesma é bastante limitada em consequéncia da dificuldade
de se encontrar um farmaco que seja eficaz apenas para as células fngicas eucaridticas sem
causar toxicidade para as células do hospedeiro, além da capacidade das células fungicas de
desenvolver resisténcia aos farmacos atualmente utilizados na clinica médica (SILVA et al.,
2012).
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Além do mais, as substancias antifungicas naturais sdo menos dispendiosas, possuem
menos efeitos colaterais e podem representar terapias alternativas para a candidiase (ASDADI
et al., 2015). Assim, por serem naturais, biodegradaveis e possuirem diversos componentes
interagindo em sua composicao, 0s OEs sdo pecas-chave na pesquisa por novos medicamentos
(FIGUEIREDO et al., 2008).

O presente estudo é de carater inédito para avaliacdo da atividade anti-Candida e
moduladora do OE de P. myrsinites. Além disso, poucos estudos foram realizados com o OE
de plantas do género Psidium para essa atividade. Destarte, a comparacdo dos dados tornou-se
dificultosa.

No estudo de Castro e colaboradores (2015), o OE das folhas Psidium cattleianum,
coletadas em Pelotas, no Rio Grande do Sul, apresentou valores de CIM variando de 41,67 +
18,04 a 166,70 + 72,17 pg/mL para as espéecies de C. albicans, C. parapsilosis, C.
guilhermondii e C. lipolytica. O principal composto encontrado foi isocariofileno (59,62%).
Ademais, o OE ndo apresentou toxicidade in vivo nas concentragdes testadas.

Macédo et al. (2018) realizaram um estudo com o 06leo essencial das folhas de Psidium
salutare coletadas na Chapada do Araripe, Ceara, em periodos sazonais diferentes. A avaliacdo
da atividade antifingica revelou acdo contra ascepas de C. albicans, C. kruseie C.
tropicalis com um IC 5o variando de 345,5 a 2.754,2 pg/mL e um CFM superior a 1.024
pg/mL. Quando combinado o OE em concentracGes subinibitérias (MIC/16) com o antifungico
fluconazol foi observado um efeito sinérgico contra todas as cepas de Candida testadas. O OE
de P. salutare apresentou linalol, p-cimeno, terpinoleno, y-terpineno e t-cadinol como
compostos majoritarios.

O odleo essencial das folhas de Psidium myrtoides, coletadas na Chapada do Araripe,
Ceard, em periodos sazonais diferentes, mostrou CFM variando de 1.024 a > 16.384 pug/mL
para as cepas de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis com valores de IC 5o variando de 103,3 a
3564,5 ug/mL. Na analise quimica, o 1,8-cineol foi o principal composto presente em todas as
amostras, seguido pelo a-eudesmol, elemol e a-pineno. O OE de Psidium myrtoides combinado
com fluconazol obtiveram concentrac@es inibitorias mais baixas em comparacdo as obtidas
apenas com fluconazol, indicando um efeito modulador sinérgico (MACEDO et al., 2019).

Estes resultados diferem do presente estudo quanto as combinag¢bes com fluconazol,
pois resultaram em interacbes sinérgicas. Tal fato pode ser associado as diferencas na
composi¢do quimica dos OEs. Provavelmente o presente estudo € um dos pioneiros na analise
da modulagdo antifungica utilizando 6leo essencial de uma espécie do género Psidium e

anfotericina B. No entanto, j& existem relatos da atividade sinérgica da anfotericina B associada
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a OEs de outras espécies, como no estudo de Mahboubi e Bidgoli (2010), Silva et al. (2011),
Soulaimani et al. (2019) e Jafri e Ahmad (2019).

A atividade antifingica, em particular anti-Candida, de diversas espécies da familia
Myrtaceae vem sendo relatas (ARMIJOS et al., 2018; BAZZAZ et al., 2018; PERIC et al.,
2019). Embora o género Psidium tenha sido menos explorado do ponto de vista de seus 6leos
essenciais, a atividade anti-Candida dos extratos de P. brownianum, P. cattleianum, P.
sartorianum e, principalmente, P. guajva vem sendo descritas (CAMACHO-HERNANDEZ et
al., 2004; ALVES et al., 2006; MORAIS-BRAGA et al., 2016a; MORAIS-BRAGA et al.,
2016b; BEZERRA et al., 2018; SANGALLI et al., 2018).

Em relacdo ao mecanismo de agdo dos OEs com atividade anti-Candida, sabe-se que o
mesmo ainda ndo é completamente compreendido, pois este € descrito por diversas vias na
literatura cientifica, tais como: 1) inibicdo da biossintese da membrana celular (ergosterol) e
alteracéo da estrutura (glucano, quitina e manano) e integridade da membrana; 2) alteragéo do
ciclo do &cido citrico e inibi¢do da sintese de ATP nas mitoc6ndrias; e 3) inibicdo das bombas
de efluxo (AHMAD; KHAN; MANZOOR, 2013; CHEN et al., 2013; FREIRES et al., 2014;
ISCAN; ISCAN; DEMIRCI, 2016; OLIVEIRA et al., 2016; NAZZARO et al., 2017).

N&o foram encontradas na literatura, relatos sobre 0 mecanismo de acéo antiflngica de
espécies do género Psidium. Ressaltando mais uma vez o carater de idetismo do presente
estudo, tal fato tornou a comparacdo dos resultados encontrados dificultosa. Entretanto ao
buscar uma analogia do ponto de vista quimico, um estudo com o OE de Eugenia caryophyllus
para investigar seu mecanismo de acdo, na presenca de sorbitol e utilizando cepas de C. albicans
e C. glabrata, os valores de CIM para o 6leo essencial diminuiram significativamente. No
entanto ao adicionar o ergosterol exdgeno observou-se que os valores de CIM aumentaram, em
analise fitoquimica os compostos majoritarios identificados foram o eugenol, cariofileno e
humuleno (GUCWA et al., 2018). Esses resultados vdo de encontro com o presente estudo,
pois, como Visto anteriormente, os resultados sugerem que o0 mecanismo da propriedade anti-
Candida do OEPM ocorre por ligacéo ao ergosterol e ndo impedindo a biossintese do mesmo.
Outro ponto em comum € a presenca do componente cariofileno como majoritério, levando a
crer que tal composto possa estar diretamente associado a este mecanismo de acao.

Deste modo acredita-se que o mecanismo de acdo apresentado pelo OEPM va de
encontro com o mecanismo antifungico da classe dos polienos (Anfotericina B), uma vez que
ambos apresentaram comportamento semelhante na presenca de ergosterol exdgeno. A classe
dos polienos apresentam-se como fungicidas, e atuam na degradacdo da membrana dos fungos.

Devido possuirem a capacidade de se ligar a uma porcéo esterol abrindo canais na membrana,
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em consequéncia, hd permeabilidade da membrana e extravasamento de moléculas essenciais,
culminando na morte celular (BERGOLD et al., 2004).

4 CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou a relevante atividade antifungica do OE de Psidium
myrsinites DC. frente as espécies de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis. Além
disso, 0 Oleo essencial agiu sinergicamente com o antimicotico anfotericina B para a maioria
das cepas, exceto para um dos isolados de C. abicans e C. tropicalis. As combinagdes com
fluconazol, no entanto, resultaram em interagdes indiferentes para todas as cepas.
Possivelmente os compostos majoritarios do OE foram responsaveis pela propriedade
observada, como o metabdlito espatulenol previamente relatado na literatura como antifingico.
Acredita-se ainda que o mecanismo de acdo apresentado pelo OEPM va de encontro com o
mecanismo antifingico da Anfotericina B, uma vez que ambos apresentaram comportamento
semelhante na presenca de ergosterol exdgeno, demonstrando um potencial fungicida. Deste
modo o OE de P. myrsinites demonstrou-se um potencial agente terapéutico frente as espécies
do género Candida, ressaltando a importancia da realizacdo de estudos com este viés analitico
utilizando espécies do género Psidium, as quais sao amplamente utilizadas de forma empirica

no tratamento de diversas enfermidades.



TABELA 1 — Constituintes majoritarios do 6leo essencial de Psidium myrsinites DC.

Pico RT (min) Composto Area (%)
1 3.015 (3-Methyl-oxiran-2-yl)-methanol 1.55
9 7.644 o-Pinene 2.76
12 8.959 B-Pinene 4.52
18 10.738 1,8-Cineole 2.72
22 13.179 Linalol 0.97
33 23.302 B-Bourbonene 1.32
34 23.554 B-Elemene 1.69
38 24.585 B-Caryophyllene 16.12
43 25.596 Humulene 1.80
46 26.342 y-Cadinene 4.12
47 26.492 Germacrene D 1.44
48 26.661 B-Selinene 1.33
56 27.830 0-Cadinene 2.46
67 29.780 Spathulenol 17.65
69 29.868 Viridiflorol 6.74
70 30.032 Epiglobulol 1.04
72 30.374 Ledol 2.40
73 30.528 Caryophyllene oxide 2.07
77 31.068 Murolan 1.77
79 31.553 Tetracyclo[6.3.2.0(2,5).0(1,8)]trideca- 1.74
80 31.488 T-Muurolol 2.27
81 31.611 1-Naphthalenol, 1,2,3,4,4a,7,8,8a-octah- 1.14
83 31.862 .alpha.-Cadinol 1.85

Fonte: autor, 2020. RT: tempo de retencdo (minutos); Area (%): porcentagem do composto na amostra.
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TABELA 2 — Atividade antifingica do OE de Psidium myrsinites (Araca de veado) frente espécies de Candida
spp.

L N AMB FLC OE de P. myrsinites
Espécies Colegoes

CIM CIM CIM CFM CFM/CIM

Candida albicans ATCC 60193 1 2 128 256 2

CBS 562 0,125 1 64 128 2

Candida krusei ATCC 6258 2 4 128 256 2

CBS 573 1 8 256 256 1

Candida parapsilosis | ATCC 22019 1 2 128 256 2

stricto sensu CBS 6045 0,5 4 64 128 2

Candida tropicalis ATCC 13803 0,06 0,5 32 64 2

CBS 94 0,25 1 128 128 1

AMB: Anfotericina B. FLC: Fluconazol. CIM: Concentr¢do Inibitéria Minima (ug/mL). CFM: Concentragdo
Fungicida Minima (pg/mL). ATCC: American Type Collection Culture. CBS: Centraalbureau voor
Schimmelcultures.
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TABELA 3 — Efeito do 6leo essencial de Psidium myrsinites (Araca de veado) em Candida spp. na biossintese da

parede celular (sorbitol).

Concentracao do OE de P. myrtisines (pug/ml)

Espécies Condigdes

2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 4
C. albicans Com sorbitol - - - — -+ o+ + + +
ATCC 60193 Sem sorbitol - — - - R T T T
C. albicans Com sorbitol - - - — - - + + + +
CBS 562 Sem sorbitol - - — - — -+ o+ o+ o+
C. krusei Com sorbitol - — - — + O+ + o+ + o+
ATCC 6258 Sem sorbitol — — - - + + + o+ o+ 4+
C. krusei Com sorbitol - — — — -+ + + + +
CBS 573 Sem sorbitol — — — - R T . S
C. parapsilosis str.s.  Com sorbitol - - — — + o+ o+ o+ o+ o+
ATCC 22019 Sem sorbitol — — — - + + + o+ o+ +
C. parapsilosis str.s.  Com sorbitol - — — — -+ + + + +
CBS 6045 Sem sorbitol - — - - -+ o+ o+ o+ +
C. tropicalis Com sorbitol - - - — - - -+ + +
ATCC 13803 Sem sorbitol — - — - - - -+ + +
C. tropicalis Com sorbitol - - — — + o+ + + + +
CBS 94 Sem sorbitol - - - -+ o+ 4+ o+ o+ o+

Fonte: Autor, 2020. +, Crescimento fingico. —, Sem crescimento fungico. ATCC: American Type Collection

Culture. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures.
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TABELA 4 — Efeito de diferentes concentracBes de ergosterol exégeno na CIM do dleo essencial de Psidium
myrsinites (Araga de veado) e anfotericina B contra Candida spp.

CIM do |CIM do OEPM CIM do AMB na
CIM do
OEPM |na presenca de presenca de
AMB na
na ergosterol ~ . |ergosterol
A auséncia
Cepas auséncia de
de 100 | 200 | 400 eraoster 100 | 200 | 400
ergoster | Hg/m |pg/m | pg/m g | Hg/m | pg/m | pg/m
ol | | | 0 | | |
ATCC 64 1
Candida albicans 60193 64 | 256 | 2048 8 32 32
CBS 562 32 32 | 128 | 1024 | 0.125 1 2 4
Aé-IZ-g&g: 128 128 | 256 | 1024 2 4 16 64
Candida krusei
CBS 573 64 64 | 256 | 2048 1 2 4 16
Candida ATCC 128 1
parapsilosis 22019 128 | 512 | 2048 8 16 64
stricto sensu CBS 6045 64 64 | 256 | 2048 0.5 4 16 32
ATCC
16 0.06
Candida tropicalis 13803 16 64 | 512 1 2 4
CBS %4 128 128 | 512 | 2048 0.25 4 16 16

Fonte: Autor, 2020. OEPM: Oleo essencial de Psidium myrsinitess. AMB: Amfotericina B. CIM:
Concentragdo Inibitétia Minima (pg/ml). ATCC: American Type Collection Culture. CBS:
Centraalbureau voor Schimmelcultures.
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TABELA 5 - Interacdo farmacoldgica entre o 6leo essencial de Psidium myrsinites e drogas antifingicas
frente células planctonicas de Candida spp.

CIM (ug/mL)

ICIF

Espécies Drogas isoladas Drogas combinadas
OE |AMB|FLC|OE/AMB|OE/FLC|OE+AMB|OE +FLC

C. albicans
ATCC 60193 128 1 2 | 16/0,25 32/1 0,385 0,75'
CBS 562 64 0,125| 1 8/0,06 | 16/0,5 0,75! 0,75!
C. krusei
ATCC 6258 128 2 4 32/0,5 32/2 0,55 0,75!
CBS 573 256 1 8 81/0,25 64 /4 0,285 0,75'
C. parapsilosis
str. s.
ATCC 22019 128 1 2 [16/0125| 32/2 0,25° 1,25'
CBS 6045 64 05 | 4 8/0,06 16/2 0,255 0,75'
C. tropicalis
ATCC 13803 32 0,06 | 05| 8/0,03 8/1 0,75' 2,25/
CBS 94 128 025| 1 | 32/0,03 32/2 0,375° 2,25

OE: Oleo essencial de P. myrsinites. AMB: Amfotericina B. FLC: Fluconazol. CIM: Concentrgéo
Inibitoria Minima (ug/mL). ICIF: Indice de Concentragdo Inibitoria Fracionada. ATCC: American Type
Collection Culture. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures. S: Sinérgica. I: Indiferente.
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Figura 1 - Quantificagdo do contetdo de ergosterol celular de Candida spp. ap6s exposi¢éo a diferentes
concentracdes do OEPM. A leitura foi realizada a 295 nm para detectar a concentracdo de ergosterol,
usando AMB como controle negativo e FLC como controle positivo para o conteldo alterado de
ergosterol. Resultados foram expressos em média + desvio padrao.

161

141

124

Ergosterol (uM)
<

Control MIC/8 MIC/4 MIC/2

= AMB -+ FLC -® P. myrsinites EO

Fonte: Autor, 2020.
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4.2 Artigo 2: LEISHMANICIDAL AND TRYPANOCIDAL POTENTIAL OF THE
ESSENTIAL OIL OF Psidium myrsinites DC.

LEISHMANICIDAL AND TRYPANOCIDAL POTENTIAL OF THE ESSENTIAL OIL OF
Psidium myrsinites DC.

Lilian Cortez Sombra VVandesmet?

ABSTRACT

Neglected tropical diseases (NTDs) are a group of pathologies caused by infectious agents or
parasites, including the protozoa Leishmania sp. and Trypanosoma cruzi, which cause
leishmaniasis and Chagas disease, respectively. The complications of the treatment regimen
indicate the urgent need to search for new strategies and therapeutic agents. Among these is the
essential oil of Psidium myrsinites DC. The essential oil of the leaves (PMEOQO) was evaluated
in vitro and cytotoxic activity was analyzed against promastigotes of Leishmania braziliensis
and Leishmania infantum and epimastigotes of Trypanosoma cruzi, as well as mammalian cells.
The results showed that the PMEO had relevant activity against L. braziliensis, low cytotoxicity
and a high selectivity index SI = 6.6. These results suggest that PMEO has antiparasitic potential
against L. braziliensis, making this species is a possible alternative therapeutic source, given its
effectiveness in the in vitro tests performed, opening the possibility of new biological studies
in vivo.

Keywords: Natural products. Essential oil. Leishmaniasis. Psidium myrsinites DC. Myrtaceae.

1. Introduction

Chagas disease and leishmaniasis annually cause the death of thousands of people
worldwide, but they remain classified as neglected tropical diseases (NTD). Thus, they are
prone to late diagnosis and lack of efficient therapeutic strategies. Furthermore, the drugs used
are associated with serious side effects and are losing effectiveness due to the emergence of
resistant strains. In this context, active extracts and isolated plant molecules used in traditional

folk medicine have been gaining attention, especially essential oils, in view of the numerous
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biological properties reported, including leishmanicidal and trypanocidal activity (Hamdi et al.,
2018; Pereira et al., 2018; Tiwari et al., 2018; Echeverria; Morillo, 2019).

Plants belonging to the genus Psidium are frequent targets of research, since they have
essential oils and other secondary metabolites with proven biological properties, including
antiparasitic activity (Souza et al., 2017; Pifia-Vazquez et al., 2017; Machado et al., 2018).
Thus, we evaluated the cytotoxicity and the leishmanicidal and trypanocidal activities of the
essential oil of the leaves of Psidium myrsinites DC. (PMEQ) grown in Northeastern Brazil

(Araripe, Pernambuco, Brazil).

2. Results and Discussion

The essential oil from fresh leaves of Psidium myrsinites (PMEQO) was previously
characterized by GC-MS. The analysis of the PMEO chemical composition showed to contain
mainly sesquiterpenes, having spathulenol, B-caryophyllene and viridiflorol as major
compounds (data not shown).

The PMEO demonstrated excellent antiparasitic activity against the promastigote form
of L. braziliensis (Icso = 52.2 pg/mL), in addition to excellent selectivity index (SI = 6.6),
showing greater selectivity for L. braziliensis. However, no relevant antiparasitic activities were
observed against the promastigote form of L. infantum (lcso = 429.7 ug/mL) and epimastigote
form of T. cruzi (Icso= 1519 pg/mL). As for cytotoxicity against NCTC-929 murine fibroblasts,
the PMEO showed ICsp = 346.1 pg/mL (Table 1). The drug used as a positive control for
miltefosine behaved differently in relation to the two species of Leishmania (Table 2).
Benzonidazole, the positive control against epimastigote cells of the species Trypanosoma
cruzi, presented low toxicity against fibroblasts (Table 3).

The activity verified in the EO investigated here is probably due to the presence of
sesquiterpenes (58.13%), given there are already reports of leishmanicidal activity of these
compounds (Garcia et al., 2018). Some of the major components found in the PMEO can be
associated with the effects observed in this study. Spathulenol, present as a major constituent
in different EOs, was considered to be responsible for the effect against promastigotes of
Leishmania amazonensis and Leishmania donovani (Estevam et al., 2017).

The present study is a pioneer in the analysis of antiparasitic activity using essential oil
of a species of the genus Psidium. Therefore, the comparison of data with others found in the
literature was difficult. In the study of Souza et al. (2017), the ethanolic extract of the leaves of
Psidium guajava L. and Psidium brownianum Mart. ex DC presented low cytotoxicity and

promising antiparasitic activity compared to promastigote forms of Leishmania braziliensis and
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Leishmania infantum, respectively inhibiting 56.37, 74.26, 44.87 and 76.70% of the parasites
at the highest concentration tested (1000 pg/mL).

3. Conclusion

This study showed that the EO of Psidium myrsinites DC. has promising antiparasitic
action against promastigote forms of L. braziliensis. In the case of cytotoxicity, the levels
presented were moderate. Probably the major compounds of the analyzed EO are responsible
for the observed effect, since the literature presents data on the antiparasitic property of
spathulenol, the major component of this oil. Thus, detailed studies with species belonging to
the Myrtaceae family, especially the species of the genus Psidium, are necessary to elucidate
the biotechnological potential of plant species in Caatinga regions.
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Experimental section

1.1. Plant material

The leaves of Psidium myrsinites DC. were collected in an area of native vegetation in
AGRODOIA community located in Serra dos Paus Ddias in Chapada do Araripe (Exu, Pernambuco;
latitude 7° 21"S, longitude 39° 53" W and altitude 884 m), in July 2018, under authorization of the Chico
Mendes Institute for Conservation of Biodiversity (ICMBIio) under license SISBIO 59070-1. The plant
material was identified by Dr. Maria Arlene Pessoa da Silva of the Laboratory of Microbiology and
Molecular Biology of the Regional University of Cariri (URCA). A voucher specimen (registration
number 14.204) was deposited in the URCA Herbarium.

1.2. Extraction of essential oil

To obtain oil from the leaves of Psidium myrsinites (PMEO), the plant material was crushed
into small pieces and subjected to steam distillation (4,500g, 3 h). The EO was filtered, weighed and the
oil yield was calculated in% (w/w). The EO was then stored in a dark bottle and refrigerated (at + 5 °C)

until use.

1.3. Cell cultures

Tests with T. cruzi were performed using clone CL-B5 (Buckner et al., 1996) carrying the
Escherichia coli B-galactosidase (lacZ) gene, kindly supplied by Dr. F. Buckner of the Gorgas Memorial
Institute (Panama). The epimastigote forms were cultured at 28 °C in liver infusion tryptose broth
(Difco, Detroit, MI) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Carlsbad, CA), penicillin
(Ern, SA, Barcelona, Spain) and streptomycin. Cells were collected for testing in the exponential growth
phase.

Cultures of Leishmania braziliensis (MHOM/CO/88/UA301) and L. infantum
(MHOMY/ES/92/BCN83) were obtained from the Institute of Health Sciences Research (Paraguay). The
strains were grown at 22 °C in Schneider's Drosophila medium supplemented with 20% FBS.

The cytotoxicity assays were performed using NCTC-929 murine fibroblasts obtained from the
National Collection of Culture Types. The cells were cultured in minimum essential medium
supplemented with FBS (10%), penicillin G (100 U/ml) and streptomycin (100 mg/ml). The cultures

were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO..

1.4. Anti-T. cruzi assay

Aliquots of epimastigote forms of T. cruzi suspension (200 pL at 1 x 10° per milliliter) were
treated with different concentrations of PMEO (15.75 pg/mL to 1000 pg/mL) at 28 °C. After 72 h, 200
uM of red-p-D-galactopyranoside chlorophenol (CPRG; dissolved in a solution of 0.9% Triton X-100)
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was used to evaluate parasite viability. The plates were incubated at 37 °C for 6 h and then the

absorbance was determined at 595 nm. Benznidazole was the reference drug.

1.5. Leishmanicidal activity
Promastigote forms (2.5 x 105 parasites/well) were treated with PMEO (15.75 pg/mL to 1000
pg/mL). After incubation for 48 h at 26 °C, a resazurin solution (20 pl) was added and the absorbance

was determined at 595 nm. Miltefosine was used as positive control.

1.6. Cytotoxicity evaluation

NCTC-929 cells were seeded (100 uL; 3 x 10* cells/well) in 96-well plates with 100 pL of RPMI
1640 culture medium per well. Cells were grown overnight at 37 °C with 5% CO,. The medium was
removed, and new medium was added containing 15.75 ug/mL to 1000 ug/mL of PMEQ. Cell viability
was evaluated using resazurin as described above. The toxicity to the fibroblast cells and the activity
against the protozoa were compared by using the selectivity index (SI) (ICso for NCTC-929 cells/ICso
for protozoa).

1.7. Statistical analysis

The experiments were performed in triplicate with at least two independent repetitions. Data are
presented as means * standard deviations (SD) or percentages. Statistical analyses were performed using
the software GraphPad Prism version 5.0. Data were submitted to one-way analysis of variance
(ANOVA) and the Tukey test. A p-value of <0.05 was considered statistically significant. IC values

were determined by linear regression.
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TABLE 1 - Leishmanicidal and trypanocidal activity of essential oil of Psidium myrsinites.

Natural Concentration %AP %AP %AE %C
Product (ng/mL) L. braziliensis L. infantum T. cruzi
1Cso(ug/mL) 52,2 ug/mL 429,7 pg/mL 1519 pg/mL 346,1 ug/mL
Sl 6,6 0,8 0,2 1
1000 81.34 £0.35 46.48 £0.79 26,02 £0.21 76,98 * -
500 80.08 £0.66 43.88 +0.64 24,27 £0.50 47,52 £0.75
250 77.78 £0.14 43.05 +0.18 24,12 £0.21 47,08 £0.80
PMEO 125 77.35 £0.13 42574096 2348113 42,00 +2.69
62,5 76.35 £0.54 39.92 £0.22 23,27 £0.45 0.00 £0.25
31,25 41.78 £0.93 0.00 1.2 14,15 £0.35 0.00 £1.12
15,62 2,51 +0.71 0.00 £0.04 6,30 £1.50 0.00 £0.95

70

PMEO - essential oil of Psidium myrsinites DC.; ug/mL - micrograms per milliliter; % AP — anti-promastigote percentage; %
AE — anti-epimastigote percentage; %C —cytotoxicity percentage.



TABLE 2 - Positive control miltefosine against L. braziliensis and L. infantum (uM).

Drug Conc. (ug/mL) %AP %AP %C
L. braziliensis L. infantum

256 97.07 +0.41 80.45 +0.27 5.32 +10.3
128 98.75 +0.28 81.64 +0.19 2.42 +2.03
64 98.65 10.21 83.69 +0.32 0.00 £2.15

Miltefosine 36 95.43 +0.79 83.22 #0.22 122 +255
16 50.49 +0.70 73.69 +0.03 0.00 +1.77
8 1.57 +0.80 46.45 014 -

PMEO - essential oil of Psidium myrsinites DC.; ug/mL - micrograms per milliliter; % AP — anti-promastigote percentage; %

AE — anti-epimastigote percentage; %C —cytotoxicity percentage.
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TABLE 3 - Positive control benzonidazole against T. cruzi (uM).

Drug Conc. (ug/mL) %AE T. cruzi %C
100 96.59 +2.13 1.43 +1.81
. 50 81.84 +2.74 1.59 +2.13
Benzonidazole
10 50.61 +5.83 1.91 +1.16
1 10.53 +5.87 -

uM- micromoles; % AE - anti-epimastigote percentage; Conc. - concentration; pg/mL- micrograms per milliliter; and % C —
cytotoxicity percentage.
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4.3 Artigo 3: POTENCIAL TRICOMONICIDA E CITOTOXICO DO OLEO ESSENCIAL
DE Psidium myrsinites DC.

POTENCIAL TRICOMONICIDA E CITOTOXICO DO OLEO ESSENCIAL DE Psidium myrsinites
DC.

Lilian Cortez Sombra VVandesmet®

RESUMO

A tricomoniase, ocasionada pelo protozoario Trichomonas vaginalis, € a infec¢cdo sexualmente
transmissivel (IST) ndo viral mais comum do mundo, com 156 milhdes de casos estimados.
Atualmente, o tratamento é baseado em medicamentos como o metronidazol. No entanto, o
surgimento de isolados resistentes e efeitos adversos impulsina a busca de novas alternativas
terapéuticas. Nesse contexto, a investigacdo de espécies vegetais e seus 6leos essenciais sdo
abordagens interessantes, uma vez que 0 uso de tais susbatncias € realizado de forma empirica,
ao passo em que propriedades dos mesmos vem sendo descristas cientificamente ao longo dos
anos. No presente estudo, foram avaliadas as atividades Anti — T. vaginalis e citotdxica do 6leo
essencial de Psidium myrsinites (OEPM). Quanto a atividade antiparasitaria o OEPM
apresentou significante atividade frente o parasito T. vaginalis (Icso = 179 pg/mL), os
parametros relacionados a citotoxicidade demonstraram que OEPM apresentou-se citotdxico
frente as células de mamiferos, entretanto estudos in vivo devem ser considerados. De maneira
geral, 0 OEPM apresenta grande potencial para exploracédo biotecnolégica como novo agente
contra Trichomonas vaginalis, salientando, a necessidade de mais estudos para determinar a
seguranca de sua utilizacao.

Palavras-chave: Tricomoniase. Trichomonas vaginalis. Citotoxicidade.

1. Introducéo
A tricomoniase € uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST), causada pelo

protozoario parasito Trichomonas vaginalis. Este parasito € altamente especifico quanto a sua
localizagcdo no hospedeiro, sendo capaz de produzir infec¢cdo somente no sistema urogenital
humano tanto de homens como de mulheres, apesar de existir uma significante discrepancia

entre 0s sexos acometidos, uma vez que 92% dos casos relatados sdo do sexo feminino. A
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Organizagdo Mundial de Saide (OMS) estimou uma incidéncia anual de cerca de 156 milhdes
de novos casos de tricomoniase, correspondendo a quase metade da incidéncia global de I1STs
por ano (Almeida et al., 2010; Rowley et al., 2019).

Deste modo, a tricomoniase apresenta-se como um grave problema de saude publica,
onde a terapéutica padrédo (metronidazol) apresenta diversos efeitos colaterais e ndo se mostra
plenamente eficiente. As complicacBes decorrentes da tricomoniase geram um alto custo para
o0 sistema publico, além de afetar especialmente populacdes de baixa renda e escolaridade,
geralmente desinformadas sobre ISTs. S8o exemplos de consequéncias da tricomoniase, a
predisposicdo ao cancer cervical, cancer de préstata, infertilidade, e a influéncia exercida sobre
a propagacao do virus HIV (Van Der Pol et al., 2008; Sutcliffe et al., 2012; Silver et al., 2014;
Van Gerwen; Muzny, 2019).

Tendo em vista tais problemas, a busca por novas alternativas terapéuticas fomenta as
pesquisas com plantas e 6leos essenciais (OE) em especial as espécies pertencentes ao género
Psidium, uma vez que estas possuem Oleos essenciais e outros metabdlitos secundarios com
comprovadas propriedades biologicas, incluindo atividade antiparasitaria (Van-Vuuren e
Naidoo, 2010; Souza et al., 2017; Pifia-Vazquez et al., 2017; Machado et al., 2018). Indo ao
encontro do relato da comunidade AGRODOIA de utilizagdo do espécime para tratamento de
enfermidades geniturinarias, como: corrimento, assim, avaliamos a citotoxicidade e o potencial
tricomonicida do 6leo essencial das folhas de Psidium myrsinites DC. (OEPM) cultivada na

regidao nordeste do Brasil (Araripe, Pernambuco, Brasil).

2. Resultados e Discusséo

Na avaliagdo da atividade antiparasitaria, 0 OEPM demonstrou excelente atividade
frente o protozoario T. vaginalis ATCC 30236 (ICso = 179 pg/mL), além de inibir 100% das
células parasitarias na concentragdo de 500 pg/mL (Tabela 1). Até onde sabemos, esta é a
primeira demonstragdo do potencial anti-T. vaginalis de OEs oriundos de plantas pertencentes
ao género Psidium, ndo existindo dados para comparagdo com nossos resultados. Entretanto o
efeito do extrato metandlico e aquoso das folhas de P. guajava frente Trichomonas vaginalis
foi avaliado e obteve resultados antiparasitarios contra os protozoarios nas concentracdes de 1
e 4 mg / mL, respectivamente (Van-Vuuren e Naidoo, 2010).

Apesar de escassos, estudos para avaliar o potencial anti-T. vaginalis de OEs vem sendo
realizados e tais ativos naturais demonstram-se promissores no desenvolvimento de novos
farmacos. Como nos estudos com os OEs de Lavandula angustifélia, Artemisia absinthium,

Nectandra megapotamica e Ocimum basilicum, onde todas as espécies apresentaram relevante
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atividade anti-T. vaginalis dos OEs (Moon, et al., 2006; Martinez-Diaz, et al., 2015; Eldin;
Badawy, 2015; Farias et al., 2019).

A grande parte dos estudos quimicos realizados com P. myrsinites até o presente
momento apresentam resultados bastante diversificados quanto a composic¢do quimica, embora
substancias como o p-cariofileno sempre aparecam entre os constituintes majoritarios (Dias et
al., 2015; Durdes et al., 2017). A presenca do componente p-cariofileno entre os constituintes
majoritarios do OEPM (data not shown), vem a justificar sua expressiva atividade frente o
parasito T. vaginalis, uma vez que tal constituinte ja foi relatado como um dos responsaveis
pela atividade tricomicida do OE do Prépolis vermelho (Sena-Lopes et al., 2018).

Estudos etnobotanicos apontam a importancia de avaliar o perfil toxico de espécies
utilizadas por comunidades tradicionais, uma vez que em seus estudos 0s mesmos demonstram
total desconhecimento dos perigos relacionados ao uso indiscriminado de espécies vegetais,
que apesar de serem indicadas para uso medicinal podem conter substancias toxicas com
potencial de trazer prejuizos a saude (Mengue et al., 2001; Vandesmet., 2015). Deste modo,
investigar a citotoxicidade de produtos naturais é essencial na aquisicdo de novos agentes
antiprotozoarios, afim de garantir a seguranca dos mesmos (Brenzan et al., 2007).

Quanto a avaliagdo da citotoxicidade do OEPM contra as linhagens celulares VERO,
MRC-5 e HMVII, bem como o efeito hemolitico em eritrocitos humanos, os dados
demonstraram que 0 OEPM apresentou um maior IS para HMVII (0.83), linhagem tumoral de
células do epitélio vaginal humano (Tabela 1). Tal resultado podia ser esperado, uma vez que
alguns estudos demonstraram que OEs de espécies pertencentes a familia Myrtaceae exibem
atividade antitumoral in vitro (Ashour, 2008; Figueiredo et al., 2019; Harassi et al., 2019).

E vélido ressaltar, as diferencas entre testes in vitro e in vivo. Os ensaios de
citotoxicidade em culturas de células, sdo testes in vitro os quais fazem parte de um screening
inicial afim de estabelecer uma dose eficaz e segura. O segundo passo sdo 0s testes in vivo, pois
estes trardo resultados mais aproximados as condicdes fisiol6gicas humanas, podendo vir a
corroborar ou refutar a citotoxicidade anteriormente identificada, uma vez que a interagédo da
substancia estudada dentro de um organismo podera se comportar de forma distinta, diante de
influéncias hormonais, da complexidade de interacfes entre os tecidos e demais fatores (Basu;
Nath, 2010).

3. Concluséo
Assim, o estudo evidenciou que o OE de Psidium myrsinites DC. demonstrou-se como

promissor antiparasitario contra protozoario Trichomonas vaginalis, se tratando de
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citotoxicidade os niveis apresentados foram moderados. Os dados sugerem que apesar do
OEPM ter apresentado bom efeito anti-T. vaginalis, 0 mesmo demonstra baixa
biocompatibilidade com células de mamiferos. Assim, experimentos adicionais devem ser
conduzidos a fim de determinar a seguranca desses produtos naturais, demonstrando a
importancia de estudos detalhados com espécies pertencentes a familia Myrtaceae em especial
as espécies do género Psidium, elucidando o vasto potencial biotecnolégico de espécies

vegetais de regides de caatinga.
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1. Secao de experimentos

Area de coleta e material botanico

As folhas da espécie Psidium myrsinites DC. foram coletadas em area de vegetacao
nativa, na propriedade rural AGRODOIAS, localizada na Serra dos Paus Ddias - Chapada do
Araripe, municipio de Exu, PE (latitude 07°21"S, longitude 39°53"W e altitude 884m), no més
de junho de 2018. Do material coletado foi produzida uma exsicata que foi depositada no
Herbério Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) da Universidade Regional do Cariri
Campus Pimenta, sob o n° 14.204.

Extracéo do 6leo essencial

Para obtencao do 6leo das folhas de Psidium myrsinites (OEPM), o material vegetal foi
triturado em pequenos pedagos e submetido ao método de destilacdo por arraste a vapor (4500g,
3h). O OE obtido foi filtrado, pesado e, em seguida, o rendimento de 6leo foi calculado em %

(w/w). O OE foi entdo armazenado em um frasco escuro e refrigerados (at + 5 °C) até o uso.

Cultura dos tricomonas

Os ensaios foram feitos com o isolado de T. vaginalis ATCC 30236. Trofozoitos foram
mantidos em meio trypticase-yeast extract-maltose (TYM), pH 6.0, suplementado com soro
bovino adulto inativado pelo calor (10%, v/v) a 37 °C (DIAMOND et al., 1957). Os tricomonas
na fase de crescimento logaritmico exibindo mais de 95% de motilidade e morfologia normal

foram colhidos, centrifugados e ressuspendidos em novo meio TYM para 0s ensaios.
Screening da atividade anti-T. vaginalis e determinacéo da 1Cso

O ensaio da bioatividade dos OEPM contra T. vaginalis foi realizado em placas de
microtitulacdo de 96 pogos. O dimetilsulfoxido (DMSO) foi usado como veiculo de
solubilizacdo para o OEPM na concentracdo final de 0,6%. A suspensdo dos tricomonas na
densidade de 2,0 x 10° trofozoitos/mL foi incubada com os compostos a 500 pg/mL por 24 h a
37 °C em 5% de atmosfera CO2. A viabilidade dos parasitos foi avaliada através da contagem

na camara de Neubauer, utilizando o corante de exclusdo azul de tripano (0,2%). Foram
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utilizados dois controles: controles negativos com trofozoitos apenas em um meio de cultura
suplementado e controle de veiculo com DMSO a 0,6%. Os resultados foram expressos como
a porcentagem de trofozoitos viaveis em comparacdo com o0s parasitas ndo tratados. O OE
apresentou capacidade de reduzir em 100% a viabilidade de trofozoitos, entdo o mesmo foi
testado para determinar a metade da concentracao inibitoria maxima (ICso).

Para a determinacgdo dos valores de 1Csp do OEPM, os ensaios foram realizados em
condicdes similares aos experimentos de screening, com concentragdes do OE variando de 500
pg/mL a 15,65 pg/mL. Os valores de 1Cso foram avaliados usando o software GraphPad Prism6

através do modelo de regressdo ndo linear.
Citotoxicidade e determinacéo da CCso

VERO (linhagem de células epiteliais renais de macaco), MRC-5 (linhagem de
fibroblastos humanos) e HMVII (linhagem tumoral de células epiteliais vaginais humanas)
foram utilizadas. A diluicéo do ensaio foi realizada como mencionado acima, usando 0s meios
RPMI e DMEM suplementados com soro fetal bovino (20%, v/v). Ap6s 24 horas de incubacdo,
avaliou-se a viabilidade celular através da mensuracao de reducdo do MTT [3(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazélio brometo] a cristais de formazan produzidos por células viaveis,
utilizando espectrofotometria a 570 nm. Foram utilizados trés controles nos ensaios: controle
de células ndo-tratadas, controle de veiculo (DMSO 0.6%) e controle positivo (Triton X-100).
O indice de seletividade (IS) para cada célula de mamifero foi calculado com base na razéo
CCso/1Csp, usando os valores de 1Cso obtidos para o isolado de T. vaginalis ATCC 30236 (RIGO
etal., 2019).

Atividade hemolitica

O efeito hemolitico dos OEPM foi avaliado em eritrécitos humanos. O Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) aprovou os ensaios sob
autorizacdo 69979817.5.0000.5347. A suspensdo de eritrdcitos (5x107 células/mL) foi
incubada com 0 OEPM na faixa de concentracdo de 500 pg/mL a 15.65 pg/mL, por 24 h a 37°C
(KISS et al., 2010). A liberagdo de hemoglobina no sobrenadante foi quantificada por
espectrofotometricamente a 540 nm. A porcentagem de hemolise foi comparada a 100% para o
controle positive (Triton X-100, 0.2%). O indice de seletividade (IS) também foi calculado

como descrito anteriormente.

Analise estatistica
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Todas os ensaios foram realizados em triplicata com trés culturas independentes (n = 3).
A anélise estatistica usou o teste t de Student com o nivel de significancia de 5% sendo aplicado
aos dados. Os valores de 1Cso e CCsp foram calculados usando o software GraphPad Prism6

(San Diego, CA) por regressdo nao-linear.
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TABELA 1 - Atividade anti- T. vaginalis e citotdxica do 6leo essencial de P. myrsinites.

Produto Concentracéo T.vaginalis VERO% MRC-5% HMVII  Eritrocitos
Natural (ng/mL) % % %
ICsr CCso (pg/mL) 179 pg/mL 1195 79.2 1488 106.4 pg/mL
Si - 0.66 0.44 0.83 059
500 00.00 0.0 25.90 14.72 2444  96.32+571
250 31.98 +1.22 28.24 14.11 2208 9567 +4.94
125 71.72 +8.54 4277 12934255 5942  4574+7.19
OEPM 62,5 00.38+12.64  69.62  71.246.79 8148  17.69+1.10
31,25 103.36 49.28  82.62 100.0 9049  16.92+4.76
15,62 120,85+414.10  83.04 100.0 87.25  19.78.45.30

Dados representam a média + DP para trés experimentos realizados em triplicata. 1Cso: concentragdo inibitéria para 50%; CCso:
concentragdo citotoxica para 50%; IS: indice de seletividade (CCso das linhagens celulares/ICso frente T. vaginalis); %:

percentual de células vidveis/hemolisadas.
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5 CONCLUSAO

Deste modo, o estudo evidenciou que o OE de Psidium myrsinites DC. demonstrou-se
como promissor agente antifangico e antiparasitario. A relevante atividade antifungica do OE
de Psidium myrsinites DC. apresentou-se frente as espécies de C. albicans, C. tropicalis, C.
krusei e C. parapsilosis. Além disso, o 6leo essencial agiu sinergicamente com o antimicotico
anfotericina B, acredita-se ainda que o mecanismo de acdo apresentado pelo OEPM va de
encontro com o mecanismo antifingico da Anfotericina B, uma vez que ambos apresentaram
comportamento semelhante na presenca de ergosterol exdgeno, demonstrando um potencial
fungicida. J& a atividade antiparasitaria foi evidenciada contra o protozoario Trichomonas
vaginalis,e Leishmania brasiliensis, se tratando de citotoxicidade os niveis apresentados foram
moderados. Os dados sugerem gue apesar do OEPM ter apresentado bom efeito antiparasitario,
0 mesmo demonstra baixa biocompatibilidade com células de mamiferos, demonstrando que
experimentos adicionais devem ser conduzidos a fim de determinar a seguranga desses produtos
naturais. Possivelmente o0s compostos majoritdrios do OE foram responsaveis pelas
propriedades observadas, como os metabolitos majoritarios espatulenol e B-cariofileno
previamente relatados na literatura como antiflngico e antiparasitario respectivamente. Tais
dados demonstram a importancia de estudos detalhados com espécies pertencentes a familia
Myrtaceae em especial as espécies do género Psidium, elucidando o vasto potencial

biotecnoldgico de espécies vegetais de regides de caatinga.
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