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RESUMO

A literatura comprova que as espécies do género Eugenia, pertencentes a familia Myrtaceae,
tem utilizacdo na medicina popular como: antidiabético, antimicrobiano, antiparasitario,
fotoprotetor, analgesico, antipirético, antiartritico, cicatrizante, anti- inflamatorio,
hepatoprotetor, anti-oxidante, ulceroprotetor, entre outros. As plantas medicinais vém se
tornando uma alternativa na terapéutica de doencas tropicais negligenciadas, como as
parasitoses, pois alguns antiparasitarios sao toxicos, dispendiosos e apresentam muitos efeitos
colaterais e de doencas causas por fungos, que tém se tornado cada vez mais resistentes a terapia
disponivel. Diante desse contexto, objetivou-se avaliar o potencial antiflngico e antiparasitario
de Oleos essenciais extraidos de espécies do género Eugenia. Para avaliar a composicdo quimica
e a atividade antiparasitaria, os 6leos essenciais (OEs) foram extraidos por hidrodestilacdo e a
andlise fitoquimica foi realizada por cromatografia gasosa, sendo testado contra as formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi e formas promastigotas de Leishmania braziliensis e de
Leishmania infantum. A atividade citotoxica foi realizada em fibroblastos através de um método
de microdiluicio em placa e posteriormente revelado com resazurina. O Oleo Essencial de
Eugenia gracillima (OEEG) apresentou germacreno D, muuroleno, biciclogermacreno,
germacreno B, A-cadieno e A-elemeno como componentes majoritarios e exibiu valores de
LC50 de (74,64 pg/ml) para Leishmania braziliensis e (76,99 pg/ml) para Leishmania infantum,
obtendo resultados maiores que 1000 pg/ml para as formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi nas mesmas concentracdes. Apresentou ainda alta seletividade contra as formas
promastigotas de L. braziliensis (73,66) e L. infantum (71,41), mas ndo apresentou efeito
antiparasitario relevante frente as formas epimastigotas de T. cruzi. O Oleo Essencial de
Eugenia stipitata (OEES) obteve valores de LC50 de (37,65 pg/ml) para Leishmania
braziliensis e (54,71 pg/ml) para Leishmania infantum, exibindo resultados maiores que 1000
pg/ml para as formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi nas mesmas concentragdes. Também
apresentou alta seletividade contra as formas promastigotas de L. braziliensis (13,58) e L.
infantum (9,35), sendo seus constituintes quimicos mais abundantes: 3-eudesmol, y-eudesmol,
elemol, 6xido de cariofileno, cloveno e espatulenol. A atividade antifingica foi realizada com
0 OEES. A propriedade anti-Candida foi determinada através da Concentragdo Inibitdria
Minima (CIM) e da Concentracao Fungicida Minima (CFM), o mecanismo de ac¢éo na presenca
de sorbitol e ergosterol exdgeno e a propriedade moduladora pela determinagéo do indice de
Concentracdo Inibitoria Fracionada (ICIF) com os antifingicos fluconazol e anfotericina B. Na

analise antifungica, obteve-se valores de CIM que variaram de 64 a 512 pug/mL e de CFM que



estédo entre 512 a > 1024 pg/ml. Na presencga ou na auséncia do sorbitol, os valores de CIM
permaneceram inalterados. Ja com o aumento da concentragao exdgena de ergosterol, os valores
de CIM ndo mudaram. Os valores de ICIF para as interacbes com fluconazol, demonstraram
que as mesmas foram sinérgicas para 87,5% (7/8) das cepas testadas e indiferentes as demais.
Os resultados revelam que os OEEG e OEES representam compostos com potencial capacidade
bioldgica a serem exploradas, possuindo notavel atividade leishmanicida, tornando-se favoravel
para a realizacdo de novos testes de carater antiparasitario que poderdo ser promissores na
terapéutica alternativa contra doencas tropicais negligenciadas. Além disso, o OEES
demonstrou propriedade antifungica contra as cepas de Candida testadas, com provavel
mecanismo de acdo atraves da inibicdo da biossintese de ergosterol. Ademais, foi obtido efeito
sinérgico entre o 0Oleo essencial e a fluconazol para a maioria das espécies, exceto para uma

cepa de C. tropicalis.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Atividades bioldgicas. Eugenia.



ABSTRACT

The literature shows that species of the genus Eugenia, belonging to the Myrtaceae family,
are used in popular medicine such as: antidiabetic, antimicrobial, antiparasitic,
photoprotective,  analgesic, antipyretic, antiarthritic, healing, anti-inflammatory,
hepatoprotective, anti-oxidant, ulceroprotective, among others. Medicinal plants are becoming
an alternative in the treatment of neglected tropical diseases, such as parasites, as some
antiparasitic drugs are toxic, expensive and have many side effects and diseases caused by
fungi, which have become increasingly resistant to available therapy. In this context, the
objective was to evaluate the antifungal and antiparasitic potential of essential oils extracted
from species of the genus Eugenia. To evaluate the chemical composition and antiparasitic
activity, essential oils (EOs) were extracted by hydrodistillation and the phytochemical analysis
was performed by gas chromatography, being tested against the epimastigotes forms of
Trypanosoma cruzi and promastigotes forms of Leishmania braziliensis and Leishmania
infantum. Cytotoxic activity was performed on fibroblasts using a microdilution plate method
and later revealed with resazurin. The Essential Oil of Eugenia gracillima (EOEG) presented
germacrene D, muurolene, bicyclogermacrene, germacrene B, A-cadiene and A-elemene as
major components and exhibited LC50 values of (74.64 pg / ml) for Leishmania braziliensis e
(76, 99 ug / ml) for Leishmania infantum, obtaining results greater than 1000 g / ml for the
epimastigote forms of Trypanosoma cruzi in the same concentrations. It also showed high
selectivity against the promastigote forms of L. braziliensis (73.66) and L. infantum (71.41),
but it did not have a relevant antiparasitic effect compared to the epimastigote forms of T. cruzi.
The Essential Oil of Eugenia stipitata (EOES) obtained LC50 values of (37.65 pg / ml) for
Leishmania braziliensis and (54.71 pg / ml) for Leishmania infantum, showing results greater
than 1000 pg / ml for epimastigotes forms Trypanosoma cruzi in the same concentrations. It
also showed high selectivity against the promastigote forms of L. braziliensis (13.58) and L.
infantum (9.35), with its most abundant chemical constituents: -eudesmol, y-eudesmol,
elemol, karyophylline oxide, clovene and spatulenol. The antifungal activity was performed
with the EOES. The anti-Candida property was determined through the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and the Minimum Fungicidal Concentration (CFM), the mechanism of
action in the presence of exogenous sorbitol and ergosterol and the modulating property by
determining the Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) with the antifungals

fluconazole and amphotericin B. In the antifungal analysis, MIC values ranging from 64 to 512



pg / ml and MFC values between 512 to> 1024 pg / ml were obtained. In the presence or
absence of sorbitol, MIC values remained unchanged. With the increase in the exogenous
concentration of ergosterol, MIC values did not change. The FICI values for interactions with
fluconazole, showed that they were synergistic for 87.5% (7/8) of the strains tested and
indifferent to the others. The results reveal that the EOEG and EOES represent compounds with
potential biological capacity to be explored, possessing remarkable leishmanicidal activity,
making it favorable for the performance of new tests of antiparasitic character that could be
promising in the alternative therapy against neglected tropical diseases. In addition, the EOES
demonstrated antifungal properties against the tested Candida strains, with a probable
mechanism of action through the inhibition of ergosterol biosynthesis. In addition, a synergistic
effect was obtained between essential oil and fluconazole for most species, except for a strain

of C. tropicalis.

Keywords: Medicinal plants. Biological activities. Eugenia.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo das plantas como medicamento € uma das mais antigas armas empregadas
para o tratamento das enfermidades humanas e muito j& se conhece a respeito de seu uso por
parte da sabedoria popular. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) comenta que, na busca
incessante do homem por bem-estar e qualidade de vida, a fitoterapia tornou-se uma alternativa
devido a credibilidade terapéutica e ao baixo custo, o que favorece sua utilizacdo por uma
grande parcela da populagdo mundial (LUCHESSI et al., 2005).

Nos paises em que a populacdo ndo tem acesso amplo a medicamentos, a medicina
popular exerce um importante papel, sobretudo na atencdo primaria a satde. E estimado pela
OMS que em paises considerados em menor desenvolvimento, mesmo diante dos avancos
alcancados nos ultimos 30 anos no tocante as politicas publicas, uma grande parcela da
populacdo ainda ndo tem acesso regular a servicos de salde convencionais e medicamentos
essenciais (OMS, 2018). Assim, 0 uso de plantas medicinais e seus derivados tem se tornado
uma alternativa a terapéutica convencional, pratica que os érgdos internacionais tém
concentrado esforcos no sentido de garantir que seja segura e eficaz (OMS, 2012).

O Brasil é detentor de arcabouco legal para plantas medicinais e fitoterapicos e
programas de incentivo a pesquisa desses; contudo, apenas em 2006 foram publicadas politicas
governamentais voltadas a area: a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Sadde, que trazem em suas diretrizes pautas regulatorias e incentivo a pesquisa em
plantas medicinais e fitoterapicos, priorizando a biodiversidade do Pais (CARVALHO, 2011).
Dentre 0s agentes terapéuticos vegetais destacam-se 0s Oleos essenciais (Oes), produzidos
nas folhas de plantas aromaticas, em estruturas chamadas tricomas glandulares,
provenientes do metabolismo secundéario das plantas, que atuam nos mecanismos de defesa
contra as condicBes adversas (MICHELIN, 2018). Algumas plantas aromaticas detém
significativa importancia para a industria farmacéutica por apresentar potencial inibidor
antimicrobiano. O problema emergente da resisténcia a antibioticoterapia impulsiona maltiplos
estudos sobre a potencial atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (ZAMORA; TORRES;
NUNES, 2018).

A obtencdo de uma droga vegetal de qualidade tem correlacdo direta com o
conhecimento prévio das classes de componentes quimicos encontrados nesses vegetais.
Quando confirmada a presenca de determinados grupos quimicos, o estudo fitoquimico e

biolégico é direcionado atraves de ensaios que avaliam substancias oriundas de plantas, em
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extratos ou substancias isoladas (LOBO et al., 2010).

A familia Myrtaceae, no Brasil, é representada por 27 géneros e cerca de 1102 espécies
(FLORA DO BRASIL, 2020). Estudos apontam que as plantas pertencentes a essa familia séo
fontes de Oleos essenciais responsaveis por importantes beneficios associados a saude
(D’ANGELIS; NEGRELLE, 2014). Do ponto de vista quimico, varias substancias com
atividade farmacologica foram isoladas a partir de espécies dessa familia, tais como o
cariofileno, biciclogermacreno, espatulenol, carotenoides, acido ascorbico e compostos
fenolicos (MORENDO et al., 2014; MIRANDA et al., 2017; PEREIRA et al., 2017).

O género Eugenia encontra-se representado por 438 espécies nos diversos dominios
fitogeograficos do Brasil, sendo as espécies desse género alvos constantes de pesquisas, uma
vez que sdo detentoras de 6leos essenciais e diversos metabdlitos secundarios que apresentam
importantes acBes bioldgicas, tais como antimicrobiana, antifungica e antiparasitaria
(VICTORIA et al., 2012; QUEIROZ et al., 2015; FLORA DO BRASIL, 2020).

Sobretudo em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, as infecgdes por
protozoarios sao tidas como um problema mundial de saude publica, onde aproximadamente
14% da populacdo esta sob risco de infeccdo (KONDRASHIN et al., 2011; WALDRON et
al.,, 2011). Assim sendo, salienta-se: a doenca de Chagas, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, cujo tratamento quimioterapico apresenta varios efeitos colaterais e efeito
limitado para diferentes isolados de parasitas e fases da doencga; a leishmaniose, causada pelo
protozoario Leishmania, considerada pela OMS como uma das seis principais doencas
infecciosas apresentando alta incidéncia e capacidade de produzir deformidades, no qual o
tratamento utilizado atualmente é baseado na quimioterapia com farmacos caros, toxicos e
ineficientes, que ndo atendem a variedade de agentes etioldgicos da doenca, além de ndo haver
acOes eficazes no controle do vetor (ALIZADEH et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008;
MITROPOULOS et al., 2010; FERREIRA, 2012; REBOLLO; OLIVERO-VERBEL;
REYES, 2013).

Com o mesmo vies, as candidiases s&o um grupo de doencas ocasionadas por algumas
espécies do género fungico Candida, dentre elas: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. krusei, podendo ainda ser causada por outras espécies (SIDRIM; ROCHA,
2014).

Infeccbes por Candida manifestam-se costumeiramente em pele e mucosas, porém, ha
uma complicagdo desta enfermidade, passando a ser uma infeccdo fungica invasiva. A
Candidiase Invasiva (Cl) é comumente observada no meio hospitalar em pacientes

imunologicamente debilitados, internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), geralmente
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com comorbidades crénicas (CORCIONE et al., 2018; JAHANSHIRI et al., 2018; MIRANDA-
CADENA et al., 2018, SANGARE et al., 2018). Outra problemética ¢ o precario arsenal
terapéutico disponivel para o tratamento, uma vez que os farmacos sao restritos a classe dos
azois, poliénicos e equinocandinas, sdo altamente toxicos para o hospedeiro e possuem eficacia
reduzida devido os mecanismos de resisténcia fungica (CHAMORRO-DE-VEJA; GIL-
NAVARRO; CORZO-LEON et al., 2018; SHARIFZADEH; SHOKRI; ABBASZADEH,
2019).

Dessa forma, o isolamento, a caracterizacdo e a aplicacdo biologica de compostos
naturais, possuem um elevado grau de significancia na producdo de novas drogas com perfil
farmacoldgico. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial antifingico e

antiparasitario de 6leos essenciais extraidos de espécies do género Eugenia.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antifungico e antiparasitario de 6leos essenciais extraidos de

espécies do género Eugenia.

1.1.2 Objetivos especificos

e Obter, caracterizar e quantificar os Oleos essenciais das folhas de Eugenia
gracillima Kiaersk (OEEG) e Eugenia stipitata McVaugh (OEES), através da técnica de
hidrodestilacdo e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS);

e Auvaliar as atividades citotoxica e tripanocida do OEEG e do OEES, contra a forma
epimastigota de Trypanosoma cruzi e leishmanicida, contra as formas promastigotas de
Leishmania braziliensis e Leishmania infantum;

e Auvaliar a acdo antifangica do OEES a partir da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) frente as espécies de Candida;

e Verificar o efeito modulador da atividade antifungica da Anfotericina B e
Fluconazol exercido pelo OEES frente as espécies de Candida;

e Verificar os possiveis mecanismos de acdo do OEES frente as espécies de
Candida.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas sdo bem conhecidas como fonte de muitos compostos biologicamenteativos
e utilizadas pelos homens como um aporte terapéutico para tratar e curar doencas, além de
garantir uma sensacdo de bem-estar (ANDRADE et al., 2017). Esse poder curativo foi notado
no inicio das primeiras civilizagdes, na qual se tinha nogdo que algumas plantas possuiam
principios ativos que, quando experimentados frente algumas doengas, revelavam seu potencial
terapéutico. Por conseguinte, as plantas medicinais foram usadas por muitos anos como 0
primordial mecanismo para tratar as pessoas (BADKE et al., 2011).

Historicamente, nas tribos primitivas, quem detinha o poder de curar era o feiticeiro,
sendo assim, o qual tinha o dever de estudar sobre as plantas medicinais e assumia uma posi¢éo
hierarquica elevada devido ao seu conhecimento e medo que impunha aos demais. Nessa época,
muitas moléstias eram atribuidas a seres malignos e deménios. Os feiticeiros, portanto, deviam
expulsa-los do corpo. Para isso, plantas com potencial purgante, emético e alucinégeno eram
as mais usadas nesse processo. Dentre elas, muitas tinham odor e aspecto nauseante para
expulsar o demoénio e, no caso dos alucinégenos, o feiticeiro se conectava com forgas
sobrenaturais para diagnosticar e tratar o mal que acometia o molestado (IUSC, 2011).

Cré-se que o registro mais antigo sobre o uso de plantas medicinais no processo de cura
e tratamento das enfermidades data de 2800 a. C., quando o herborista chinés Shen Numg
descreve 0 uso terapéutico de centenas de plantas medicinais na sua obra Pen Ts’ao. Outro
registro muito importante no processo histérico do desenvolvimento do uso de plantas com
potencial terapéutico € um papiro datado de aproximadamente 1500 a. C., que foi acessado pelo
egiptélogo aleméo Yorg Ebers no final do século XIX e, apds a traducéo, ficou conhecido como
“Papiro de Ebers”, sendo esse um dos mais relevantes registros da cultura médica (ALMEIDA,
2011).

A papoula (Papaver somnniferum), a maconha (Cannabis sativa), a babosa (Aloe vera),
entre outras, sao exemplos de plantas que foram usadas ao longo da histdria, tendo registros de
uso ha milhares de anos antes de Cristo. Entretanto, a pesquisa por principios ativos nas plantas
medicinais so ocorreu ao longo do século X1X, dando origem aos primeiros medicamentos que,
até hoje, sdo usados na medicina moderna, como o alcal6ide morfina originario da papoula.

Exemplos importantes de medicamento isolado de planta é a atropina, um antagonista

muscarinico, isolado de Atropa beladona; a cafeina, isolada de Coffea arabica; a digoxina,
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obtida a partir de Digitalis lanata e do curare, obtido de Chondrodendron tomentosun
(CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

No Brasil, no periodo colonial, remédios oriundos da natureza eram vastamente
utilizados na cura das doencas que atacavam 0s seus habitantes e, desde o século XVIII, os
conhecimentos sobre 0s usos e propriedades das plantas medicinais foram sendo pesquisados e
divulgados no meio cientifico, nos centros de botanica e na historia natural na Europa
(SANTOS, 2008).

De acordo com Monteiro e Brandelli (2017), a fitoterapia brasileira sofreu grande
influéncia africana, indigena e europeia, uma vez que os escravos africanos trouxeram consigo
plantas que eram utilizadas em seus rituais religiosos e possuiam propriedades terapéuticas
empiricamente descobertas. Ja os indios, contribuiram com o conhecimento acerca da
biodiversidade utilizada por eles, em que o pajé transmitia o conhecimento para as futuras
geragdes, e 0s europeus cooperaram ao absorver o conhecimento e pratica-los de acordo coma
necessidade diaria como habitante brasileiro.

Ao decorrer dos anos, houve um expressivo aumento de estudos no Brasil com plantas
medicinais, como pode ser verificado na andlise retrospectiva de Carneiro e colaboradores
(2014), realizada entre os anos de 1995 e 2011, em que os estudos estdo direcionados
principalmente para a farmacologia, com amplas aplica¢des no ambito da saude. E possivel
também identificar nesse estudo um aumento consideravel a partir do ano de 2006,
provavelmente ligado ao decreto 5.813/2006, que institui a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF). A PNPMF estabelece diretrizes e linhas prioritarias com
a pretensdo de garantir o acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos no
pais, além de incentivar a ampliacdo das alternativas terapéuticas e servigos em fitoterapia no
Sistema Unico de Satde (SUS), procurando a melhoria da atencdo a satide da populacdo e a
incluséo social (BRASIL, 2006).

Um fator decisivo para a consolidacdo da fitoterapia no SUS foi a inser¢do de oito
medicamentos fitoterapicos e homeopaticos como alternativa terapéutica recomendada pelo
Ministério da Salde para as doengas passiveis de tratamento na atencdo bésica a saude, sendo
custeados pelo poder publico, dado pela aprovacéo da Portaria n°® 2.982 de 26 de novembro de
2009 (BRASIL, 2009?).

No decorrer dos anos, outros fatores favoreceram a implementacéo da fitoterapia no
Brasil como, por exemplo, a lista de 71 plantas medicinais indicadas para uso terapéutico da
populacdo publicada pelo Ministério da Sadde em 2009 na Relagdo Nacional de Plantas

Medicinais de Interesse ao SUS (BRASIL, 2009b), além do projeto Farmacia Viva ter sido
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oficialmente instituido no &mbito do SUS atraves da Portaria n° 886, de 20 de Abril de 2010,
considerando a necessidade de ampliacdo da oferta de fitoterapicos e de plantas medicinais que
atenda a demanda e as necessidades locais (BRASIL, 2010).

Entretanto, apesar de tanta evolucdo no ambito da implementacdo da fitoterapia no
Brasil, pouco se investe em pesquisa com plantas medicinais, uma realidade preocupante
quando se sabe que pelo menos metade de todas as plantas possuem principios ativos
desconhecidos, os quais podem ter atividades terapéuticas para diversas moléstias (LORENZI;
MATQOS, 2002; SANTOS; TRINDADE, 2017).

2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos Essenciais (Oes) sdo substancias volateis e lipofilicas sintetizadas a partir do
metabolismo secundario de plantas aromaticas em situacfes de estresse fisioldgico,
desencadeado por fatores climéaticos ou bioldgicos. Esses desempenham fungdes importantes
na protecdo da planta, atuando como agentes alelopaticos, antivirais, antifungicos,
antibacterianos, inseticidas, sendo também capazes de reduzir o apetite de animais herbivoros.
Os Oes possuem também funcdo de grande relevancia na polinizagdo das plantas, atraindo
insetos para favorecer a dispersdao de polens e sementes e repelindo aqueles indesejaveis
(SANTURIO et al., 2007; BAKKALI et al., 2008; XAVIER et al., 2016).

As plantas aromaéticas sdo utilizadas desde a Antiguidade por suas atividades
conservantes, aromaticas e medicinais. Uma prova disso é que Hipdcrates, considerado pai da
Medicina, prescrevia perfumes derivados de Oes para combater infec¢cdes. Ao decorrer dos
anos, a utilizacdo dos Oes foi reduzida a produzir perfumes, cosméticos e aromas alimentares,
em consequéncia disso as preparagdes farmacéuticas desapareceram. Entretanto, atualmente ha
um ressurgimento da busca pela medicina popular, especialmente por remédios de origem
vegetal. Essa busca estimula a procura por substancias biologicamente ativas como os Oes
(EDRIS, 2007; FIGUEIREDO et al., 2008).

Todo OE possui caracteristicas especificas que os diferenciam, devido a mistura
complexa de compostos quimicos, em que cada constituinte possui suas propriedades fisico-
quimicas e encontram-se em concentracdes distintas. Os principais componentes normalmente
encontrados nos OE’s sdo mono e sesquiterpenos, além de fenilpropanoides, metabdlitos
responsaveis por conferir suas propriedades organolépticas (FIGUEIREDO et al., 2008;
BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Os Oes possuem algumas propriedades ja bem estabelecidas na literatura, como
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sedativa, antibacteriana, anti-inflamatoria, antiviral e antifingica (NIETO, 2017). Nesse
sentido, Freire e colaboradores (2014) acreditam que hd uma possibilidade de futura aplicagdo

clinica embasada na literatura, tendo em vista o facil acesso da populacédo a esses produtos.

2.3 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA MYRTACEAE

No Brasil, a familia Myrtaceae é representada por 27 géneros e cerca de 1102
espéecies. Segundo o extenso levantamento da flora brasileira, responsavel por catalogar
espécies de plantas e fungos, 795 destas sdo endémicas do Brasil, ou seja, ocorrem apenas no
territdrio do Pais (FLORA DO BRASIL, 2020).

As plantas da familia sdo caracterizadas como arvores ou arbustos de caule cilindrico e
casca aspera ou lisa, geralmente com o ritidoma desprendendo-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 calice caliptriforme; sépalas
geralmente persistentes; 4-5 pétalas, reduzidas ou ausentes, alvas, estames numerosos, livres;
ovario infero, numero varidvel 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
transltcidos ou imersas nos tecidos (GIARETTA et al., 2016).

A familia é reconhecida ndo apenas por sua diversidade, mas também pela grande
importancia econdmica. Varios géneros sdo notaveis fontes de madeira e 6leos essenciais, como
Eucalyptus e Corymbia; especiarias como 0 género Syzygium (cravo-da-india); pecas
ornamentais como Callistemon, Melaleuca, Myrrhinium e Eugenia. Dentre as frutiferas
comercializadas e apreciadas na alimentacdo, destacam-se espécies dos géneros Psidium
(goiabas), Eugenia (pitangas), Myrciaria (jabuticabas) e Syzygium (jambo e jamelao). Além
disso, as plantas desta familia sdo empregadas na medicina popular para o tratamento de
diversas enfermidades (GRATTAPAGLIA et al.,, 2012; GIARETTA et al., 2016).

Além da importancia econdmica, as espécies da familia Myrtaceae apresentam grande
potencial ecoldgico, tendo em vista que seus frutos carnosos e suculentos atuam como fonte de
alimento para a fauna silvestre. Muitas aves e macacos auxiliam na dispersdo das sementes
destas plantas, contribuindo assim para a sobrevivéncia e permanéncia dessas espécies no meio
ambiente (BEZERRA et al., 2006).

As espécies dessa familia sdo bastante utilizadas na medicina popular por possuirem

propriedades antidiarréica, antimicrobiana, antioxidante, anti-reumatica, anti-inflamatoria,
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além diminuir a taxa de colesterol sanguinea (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Esté incluido nessa familia, o grupo de espécies nativas chamadas de araca, composto
por pelo menos trés tipos diferentes, sendo eles o araca comum (Psidium sp.), araca-boi
(Eugenia stipitata McVaugh) e araca-péra (Psidium acutangulum DC). Esse grupo tem
ganhado destaque na realizagdo de estudos, 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 também apresentam
propriedades medicinais, ajudando a erradicar os radicais livres e fortalecendo o organismo
contra gripes e infec¢bes (FRANCO, 2001; GIACOBBO et al., 2008).

2.4 O GENERO Eugenia

O género Eugenia compreende mais de mil espécies registradas, sendo considerado o
maior da familia Myrtaceae. Essas plantas encontram-se distribuidas a partir do Sul do México,
Cuba, Brasil, Antilhas, Uruguai e Argentina, com raras espécies na Africa (GOVAERTS et al.,
2008).

No Brasil, o género Eugenia encontra-se bem representado nos diversos dominios
fitogeograficos destacando-se pelo vasto potencial medicinal, econémico, alimenticio, bem
como para exploracdo comercial de madeiras e 6leos essenciais, além de seu uso como plantas
ornamentais (ROMAGNOLO; SOUZA, 2006; ALVES; TRESMONDI; LONGUI, 2008;
LAGO etal., 2011).

Este género possui representantes na forma de arbustos, subarbustos e arvores, nas quais
o caule pode atingir de trés a doze metros de altura. As flores exibem-se em racemos, dicéasios
ou isoladas, com antopddio presente e profilos livres, persistentes ou caducos. Os botdes florais
abertos apresentam quatro sépalas que frequentemente sdo desiguais, e as pétalas tetrameras
semelhantes. Os estames sdo numerosos; ovario bilocular podendo apresentar de quatro a vinte
ovulos por ldéculo. Os frutos apresentam coloracdo heterogénea podendo ser amarelos,
alaranjados, vermelhos, vinaceos e até pretos quando maduros, sendo as bagas globosas a
elipséides, com calice persistente. O numero de sementes pode variar de uma a trés, o
embrido é do tipo eugenioide. Entre os cotilédones existe uma linha de separagdo e o0 eixo
hipocdtilo- radicula apresenta-se pouco desenvolvido (QUEIROZ et al., 2015).

As espécies pertencentes ao género Eugenia estdo sendo constantemente pesquisadas,

pois sdo detentoras de 6leos essenciais e diversos metabolitos que apresentam importantes acoes
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biologicas (VICTORIA et al., 2012). No entanto, a maior parte das espéecies nativas no Brasil
pertencentes a este género ainda ndo foram estudadas, assim a composi¢do quimica e as
atividades bioldgicas sdo desconhecidas (LAZARINI et al., 2018).

2.4.1 Atividades bioldgicas de plantas do género Eugenia

Estudos realizados com a espécie Eugenia uniflora L. mostraram importantes
propriedades terapéuticas, tais como: antiparasitaria, antibacteriana, antioxidante,
antidepressiva, antinociceptiva e hipotérmicas. Os marcadores quimicos acido galico, acido
elagico e miricitrina sdo os principais metabdlitos de sua composi¢do quimica. Porém, podem
ser encontrados nesta planta outros metabdlitos, tais como as antacioninas e sesquiterpenos
(OGUNWANDE et al., 2005; AMORIM et al., 2009; BEZERRA et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2017; SOUZA et al., 2017%).

O OE das flores frescas de Eugenia klotzschiana, cujos componentes majoritarios séo
os sesquiterpenos B-cariofileno (21,1%), espatulenol (20,9%) e biciclogermacreno (10,2%),
apresentou atividade frente as formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, obtendo
satisfatoria atividade tripanocida (CARNEIRO et al., 2017). Os OE de folhas das espécies
Eugenia jambolana e Eugenia uniflora demonstraram uma ampla variedade de compostos
flavonodides associados & atividade antiparasitaria contra promastigotas de Leishmania sp. e
epimastigotas de Trypanosoma cruzi (SOUZA et al., 2017?).

As atividades bioldgicas de OE obtidos a partir de folhas da espécie Eugenia jambolana
L. incluem: antibacteriana, antidiarreica, antiparasitaria, antidiabética, antinociceptiva e anti-
inflamatéria (MUKHERJEE et al., 1988; SAHA et al., 2013; LI et al., 2017; PEREIRA et al.,
2017; SOUZA et al., 2017%). Um rastreio quimico e quimiopreventivo realizado com extrato
aquoso e fracBes de folhas e frutos de E. jambolana L. levaram a purificacdo de flavonoides
(tricetina-4’-O-0J-l-rhamnopirandsido e miricitrina) e antacioninas (malvidina-3-O-
gentibiosideo), sugerindo que esta espécie pode agir como um agente preventivo contra danos
ao DNA (DAMETTO et al., 2017).

De acordo com Aranha et al. (2019), os Oes de folhas de Eugenia tapacumensis e de
Eugenia cuspidifolia apresentaram resultados antitumorais promissores, com potencial efeito
na linhagem celular HCT116 (linhagem celular de cancer de coélon humano). Os o6leos

essenciais reduziram a viabilidade das células tumorais com valores de IC 50 entre 12,37—

26,17 ug/mL e foram identificados um total de 24 compostos diferentes nos 6leos essenciais;

oxido de cariofileno (57,46%; 55,95%) e a-copaeno (3,75%; 13,67%) foram os principais
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compostos detectados nos 6leos de E. cuspidifolia e E. tapacumensis, respectivamente.

O extrato aquoso de Eugenia dysenterica, no estudo de Fidelis-de-Oliveira et al. (2020),
apresentou atividades cardiovasculares. O efeito hipotensivo induzido pelo extrato pareceu
envolver bloqueio do canal de calcio do tipo L, bem como sinalizacdo da juncdo GAP
mioendotelial. Além disso, outros estudos foram realizados com a espécie E. dysenterica, na
qual as atividades bioldgicas descritas incluem: citotoxica, antioxidante, fotoprotetora,
cicatrizante, antidiabética, entre outros (VITEK et al., 2017; VIEIRA et al., 2012; LIMA etal.,
2010; ZORZIN, 2014; DONADO-PESTANA et al., 2018; THOMAZ et al., 2018; SILVA et
al., 2019).

Segundo Neves e colaboradores (2017), Eugenia candolleana D.C. apresentou OE de
folhas rico em sesquiterpenos, prevalecendo o p-elemeno (35,87 + 0,13%) como
componente majoritario. O OE apresentou atividade larvicida, na qual obteve-se 100% de
mortalidade das larvas do A. aegypti em 24 horas ap6s o tratamento com o 6leo na
concentragéo de 0,50 ng/uL ! sendo a CL50 estimada em 0,30 pg/pL™.

Alguns estudos ja foram realizados para pesquisar a atividade citotoxica, utilizando
fibroblastos murinos, de espécies do género Eugenia, destacando-se as espécias: E. aurata, E.
punicifolia, E. brejoensis, E. flavescens e E. uniflora (GALENO et al., 2014; LEITE et al.,
2014; COSTA et al., 2016; SILVA et al., 2017; SOUZA et al., 2017b; FIGUEIREDO et al.,
2019).

2.4.2 Consideracdes gerais sobre a espécie Eugenia stipitata

O aracazeiro-boi (Eugenia stipitata McVaugh) € uma frutifera da Amazonia pertencente
a familia Myrtaceae. E originaria da Amazénia Ocidental, comumente cultivada em pequena
escala no Peru, Bolivia, Equador, Coldmbia e Brasil (MCVAUGH, 1956).

O arbusto do araca-boi alcanca de trés a cinco metros de altura, com abundante
ramificagdo e folhagem, se adaptando muito bem ao clima tropical umido. Suas folhas séo
elipticas, verde-escuras e as pequenas inflorescéncias possuem de trés a dez flores
hermafroditas, com pétalas brancas e 75 a 100 estames (CHAVES-FLORES; CLEMENT,
1984; EMBRAPA, 1996).

Seu fruto é uma baga globosa, de formato redondo ou achatado, com casca delgada e
coloracdo amarelo-canério quando madura. Sua polpa é suculenta, pouco fibrosa, e bastante
acida, de coloracdo amarelo-clara, possuindo de 4 a 10 sementes oblongas de 0,5 a 1,0 cm de
comprimento (SACRAMENTO; BARRETTO; FARIA, 2008).
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Devido a intensa acidez, a polpa do ara¢a-boi ndo é adequada para o consumo in natura.
Porém, esta possui aroma e sabor agradaveis, podendo ser consumida em forma de sucos,
sorvetes, geleias, néctar, licores e outros (EMBRAPA, 1996; SOARES, 2009; ANDRADE et
al., 1997).

Na medicina popular local, o araca-boi é utilizado no tratamento de desordens intestinais
e urinarias, além de também aliviar os sintomas do resfriado, indicando que os compostos
bioativos presentes na planta podem ter potenciais beneficios para a salde humana
(FERNANDEZ-TRUJILLO et al., 2011).

A espécie E. stipitata é considerada uma boa fonte de compostos volateis e, em relagdo
a composicdo fitoquimica e as propriedades benéficas a saude, € uma potencial produtora de
constituintes polifendis, carotendides, vitamina C, acucares soltveis e fibras (ARAUJO et al.,
2019).

Entre as propriedades bioldgicas investigadas da espécie E. stipitata, pode-se destacar
0 potencial antimicrobiano do dleo essencial obtido a partir de suas folhas contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Listeria monocytogenes sendo 0s
principais componentes o alfa-pineno (14,1%), o beta-cariofileno (22,7%) e o Oxido de
cariofileno (15,4%) (MEDEIROS et al., 2003).

No estudo de Costa e colaboradores (2020), o OE de E. stipitata é indicado como uma
fonte promissora de constituintes com efeitos antinociceptivo, anti-inflamatorio e antipirético
natural. Os compostos majoritarios identificados foram guaiol (13,77%), trans-cariofileno
(11,36%) e B-eudesmol (8,13%) e y-eudesmol (6,55%).

2.4.3 Consideracdes gerais sobre a espécie Eugenia gracillima

A murta (Eugenia gracillima Kiaersk.) é uma frutifera nativa da Chapada do Araripe,
Pernambuco. Trata-se de um arbusto que varia em altura de 1,5 a 5,0 metros, propagado por
sementes na qual cada fruta contém até duas delas com o embrido do tipo eugendide. O seu
fruto pode ser consumido in natura ou processado como polpa, sendo de grande valor
socioeconémico para a regido, porém a falta de conhecimento técnico impede a domesticagéo
da espécie. O processamento da murta podera contribuir com o desenvolvimento da cadeia
produtiva local (LUCENA et al., 2015; ARAUJO et al., 2016).

O fruto de E. gracillima é caracterizado uma pseudobaga carnuda, elipséide, de
coloragdo vinho ou vermelho arroxeada ou negra, contendo véarias sementes, com longo

historico de aplicagdo na perfumaria, nas indistrias de cosmeticos e alimentos e na indudstria
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farmacéutica. Apresenta acdes anti-hiperglicémica, antissépticas e atividade anti-inflamatéria
na medicina. A semente contém acidos graxos insaturados devido ao seu teor elevado de acido
linoleico (78,7%), o que melhora seu potencial como 6leo comestivel, que também é um
importante constituinte do fruto e das folhas da murta, sendo um nutriente essencial na sintese
de prostaglandinas e nos mecanismos de defesa e regeneragdo de tecidos. Por isso, laboratérios
chilenos desenvolveram cosméticos com sucesso, com VAarios produtos de extratos essenciais
obtidos das folhas de murta. A E. gracillima ainda possui uso ornamental pelas caracteristicas
de suas flores (VALDEBENITO et al., 2003).

Sabe-se que a E. gracillima apresenta potencial antioxidante por conter fendlicos totais,
antocianinas e flavonoides (ARAUJO et al., 2016). Suas folhas sdo conhecidas pela presenca
de oleos essenciais e sao utilizadas para diversas finalidades na culinaria; seus 0leos frescos
e/ou folhas secas sdo usadas em cosméticos, molhos, confeitaria e bebidas (OZEK et al., 2000).
Sampaio et al. (2019) estudaram o 6leo essencial extraido das folhas de Eugenia gracillima,
coletada no estado de Pernambuco, cujos componentes majoritarios identificados foram
germacreno D (16,10%), y-muuroleno (15,60%), biciclogermacreno (8,53%), germacreno B
(7,43%) e A elemeno (6,06%), o qual inibiu as formas promastigotas de Leishmania
braziliensis e Leishmania infantum. E possivel observar na literatura que a espécie é pouco
explorada quanto a suas propriedades farmacolodgicas, tornando-se necessario o incentivo na

realizacéo de estudos com a mesma.

2.5 CANDIDA

O género fangico Candida sdo microrganismos inseridos no dominio Eukarya, fazendo
parte do reino Fungi e do sub-reino Dikarya, pertencendo ao filo Ascomycota, a classe
Saccharomycetes e a ordem Saccharomycetales (DIEZMANN et al., 2004). As leveduras desse
género sdo consideradas o principal grupo de patdégenos oportunistas, apresentando como
fatores de patogenicidade e viruléncia a capacidade de se aderir a diferentes mucosas e epitélios,
o dimorfismo produzindo estruturas filamentosa, a termotoleréncia significativa e a producao
de enzimas como proteinases e fosfolipases (SIQUEIRA JR; SEM, 2004; TRABULSI,
ALTERTHUM, 2015).

Até 1963, eram conhecidas apenas cinco espécies de Candida como causadoras de
doengas em humanos, incluindo C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. stellatoidea eC.
guilliermondii. Contudo, estéo incluidas nesse género mais de 350 espécies, sendo pouco mais

de 20 associadas com o desenvolvimento de infecgdes em seres humanos, as chamadas
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candidiases (WILLIAMS et al., 2011).

Dessa maneira, apesar de espécies de Candida fazerem parte da microbiota normal, as
doencas causadas por esse género tém sido tratadas como um problema de saude publica, uma
vez que em algumas situagdes de ruptura no balanco normal da microbiota ou quando o sistema
imune do hospedeiro encontra-se comprometido, as espécies do género Candida tendem a se
manifestar de formas agressivas, tornando-se patogénicas (PFALLER; DIEKEMA, 2007,
PAPON et al., 2013; PUIG-ASENSIO et al., 2015; KONATE et al., 2017; CHEN et al., 2019).
Estudos comprovam que a candidiase acomente mais pacientes imunocomprometidos, visto
que a baixa na imunidade, mesmo apds tratamento, podera apresentar recidivas (SHIOZAWA
et al., 2018). Os pacientes imunocomprometidos possuem uma maior probabilidade de serem
acometidos por infeccBes fangicas, assim como os individuos portadores de leucemia, linfoma,
diabetes mellitus e sindrome da imunodeficiéncia adquirida (LIMA et al., 2006).

As manifestacdes clinicas causadas pelo género Candida sdo variadas, podendo gerar
uma infeccdo localizada de mucosas até uma doenca disseminada potencialmente fatal. O
principal fator que determina o tipo e extensdo de infeccdo causada por Candida spp. é a
resposta imunoldgica do paciente. Dessa forma, pacientes imunossuprimidos, principalmente
0S que apresentam neutropenia, a disseminacao visceral da infeccdo é comum. As formas de
manifestacdo da candidiase sdo basicamente de trés tipos: mucocutanea, cutanea e sistémica
(BARBEDO; SGARBI, 2010).

Definir corretamente o diagnostico de candidiase € um dos pontos de maior importancia
para 0 sucesso terapéutico. Ao exame clinico, na maioria das vezes, é possivel fazer o
diagnostico da candidiase mucocutanea. A necessidade de cultura é pouco comum. Por meio
da escarificacdo das lesbes e aplicacdo de uma preparacdo hidroxido de potassio (KOH) ou
coloracdo de Gram, pode-se confirmar o diagndstico identificando-se leveduras em brotamento
ou pseudo-hifas. Se a patologia for recorrente ou resistente ao tratamento prévio, deve-se pedir
a cultura para identificar se o agente € uma espécie mais resistente, como C. glabrata ou C.
krusei (BOATTO etal., 2007; ZIMMERMMANN et al., 2009).

As peculiaridades apresentadas por diferentes espécies de Candida, do ponto de vista
epidemioldgico e terapéutico, justificam a necessidade de identificar-se as leveduras ao nivel
de espécie quando tais microrganismos estdo associados a doencas sistémicas. Este
procedimento é fundamental para permitir a escolha da melhor abordagem terapéutica a ser
instituida no paciente infectado. Em relacdo aos aspectos epidemiologicos, a identificacdo de
leveduras ao nivel de espécie é etapa fundamental para monitorizacdo das taxas de infec¢éo

hospitalar, bem como para a identificacdo precoce de surtos de infecges por Candida spp.
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(PFALLER et al., 2001; MELO et al., 2019).

Nos ultimos anos, a incidéncia de candidemia tem aumentado em taxas significativas
em hospitais terciarios (MARRA et al. 2011; COSTA et al., 2014; MELO et al., 2019). Segundo
0 estudo de Caggiano e colaboradores (2015) em um hospital universitario italiano, os casos de
candidemia apresentam incidéncia de 3.06/10000 admissdes, sendo 44.2% causados por C.
albicans e 55.8% causados por espécies nao-albicans.

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 conteldo citoplasmético. J& os azOis possuem 0
mecanismo de acdo de inibir a biossintese do ergosterol, tornando-se assim uma droga
fungicida e fungistatica, tendo como principais representantes o fluconazol e o itraconazol. Os
farmacos pertencentes a classe das equinocandinas tém como mecanismo de acao 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; MATTHAIOQOU;
CHRISTODOULOPOULOU; DIMOLOPOQULOS, 2015).

Entretanto, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos nos tratamentos de
doencas infecciosas, houve um crescimento das resisténcias das leveduras do género Candida
frente aos antifungicos disponiveis no mercado. Isto faz com que haja necessidade de pesquisas
em plantas e em outras substancias na busca de atividades antifingicas para diminuicdo de
recidiva (ABILIO et al., 2014).

2.5.1 Oleos essenciais com potencial antiflingico

Em relacéo a atividade antifungica dos Oes, o de Neolitsea parvigemma fpo ativo frente
as especies Aspergillus clavatus, Aspergillus niger, Chaetomium globosum, Cladosporium
cladosporioides, Myrothecium verrucaria, Penicillium citrinum e Trichoderma viride, sendo o
B-eudesmol um dos compostos majoritarios identificados considerado um dos responsaveis pela
atividade observada (HO et al., 2011).

Em uma pesquisa realizada com o 6leo essencial de Eugenia caryophyllata, 0 mesmo
foi testado frente a espécie de Candida albicans e apresentou CIM de 0,50 pg/mL, tendo como
constituintes majoritarios o eugenol, -cariofileno e acetato de eugenil (RAHIMIFARD et al.,

2015). Em outros estudos, o OE de E. caryophyllata foi capaz de inibir o crescimento de C.



28

albicans, C. guilliermondii, C. glabrata, C. tropicalis, C. utilis, C. valida, C. parapsilosis, C.
dubliniensis e C. sake (KOUIDHI; ZMANTAR; BAKHROUF, 2010). No estudo de Bazzaz et
al. (2018) com nanoparticulas lipidicas solidas contendo o OE de E. caryophyllata a CIM frente
a cepas de C. albicans foi de 0,25 pg/mL.

O OE de folhas Psidium cattleianum, coletadas em Pelotas, no Rio Grande do Sul,
apresentou valores de CIM variando de 41,67 a 166,70 pg/mL para as espécies de C.
albicans, C. parapsilosis, C. guilhermondii e C. lipolytica. O principal composto encontrado
foi isocariofileno (59,62%) (CASTRO et al., 2015).

No estudo de Macédo et al. (2018), o OE das folhas de Psidium salutare coletadas na
Chapada do Araripe, Ceara, em diferentes periodos sazonais, apresentou linalol, p-cimeno,
terpinoleno, y-terpineno e t-cadinol como compostos majoritarios. A avaliacdo da atividade
antifngica revelou acdo contra as cepas de C. albicans, C. krusei e C. tropicalis com um
IC 50 variando de 345,5 a 2.754,2 pg/mL e um CFM superior a 1.024 pg/mL.

Waikedre e colaboradores (2012) avaliaram a atividade antifungica e fitoquimica do OE
de Callitris neocaledonica. O mesmo teve o y-eudesmol como um dos seus constituintes
majoritarios e exibiu atividade antifungica frente as espécies de Trichophytonmentagrophytes,
T. rubrum, Microsporum canis, M. gypseum, C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
krusei, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

Lago e colaboradores (2011) realizaram uma pesquisa com o OE de E.uniflora que
apresentou como compostos majoritarios o a-cadinol (19,15%), apiole (11,15%) e cubenol
(5,43 %). A avaliacdo da atividade antifungica revelou valores de CIM que variaram de 0,22 a
3,75 ng/mL contra as espécies C. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. glabrata C.
parapsilosis, C. grubii e C. gattii. Outro estudo realizado com o OE de E. uniflorademonstrou
promissora atividade antiflngica, apresentando valores de CIM variando de 93,7 a312,5 ug/mL
frente as espécies de C. albicans, C. globosa, C. guilhermondi, C. parapsilosis, C. lipolytica e
C. laurenthi, em que os principais constituintes identificados foram os germacrenos A, B e D e o 6xido
de selina-1,3,7- (11) —trien-8-ona (VICTORIA et al., 2012).

Kim e colaboradores (2016) realizaram um estudo que evidenciou 0 mecanismo
antifangico do elemol e eudesmol, componentes do 6leo essencial de Cryptomeria japonica,
contra espécies de dermatdfitos de Trichophyton rubrum. De acordo com este estudo, oelemol
e 0 eudesmol aumentaram a permeabilidade e destruiram a parede celular. Devido esses fatores,
os fungos ndo foram capazes de crescer adequadamente.

O OE de Cardiopetalum calophyllum Schltdl. (Annonaceae), apresentou o espatulenol

como composto majoritario, considerado como um dos responsaveis pela promissoraatividade
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antifungica frente ao fungo Sclerotinia sclerotiorum (XAVIER et al., 2016).

Santos et al. (2018) conduziram um estudo para demonstrar a propriedade antifungica
do OE das folhas de Eugenia uniflora contra C. albicans, C. krusei e C. tropicalis. Na analise
quimica, alguns compostos se destacam, sdo eles: selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (36,37%) e
epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (27,32%). Nos ensaios, 0 OE foi apenas capaz de
reduzir o nimero de células fungicas. Os resultados dessa pesquisa ndo mostraram efeitos de
atividade antifingica promissora. Entretanto, outros ensaios foram realizados para verificar o
efeito do OE de E. uniflora sobre a morfologia das células. Nos testes, foi possivel observar
que o OE inibiu o crescimento das estruturas filamentosas de C. albicans em todas as
concentracdes e somente inibiu C. tropicalis na concentragdo mais alta. A combinacdo do OE

com fluconazol resultou em interacdes de indiferenca e antagonismo.

2.6 LEISHMANIA

A Leishmaniose é uma doenca infecciosa causada pelo protozoario do género
Leishmania e transmitida pelo flebotomineo Lutzomyia longipalpis, também conhecido por
mosquito palha ou birigui (VIANNA, 2016). Segundo a World Health Organization (2010), a
Leishmaniose é uma das seis doencas infecciosas mais importantes do mundo.

As infecgbes humanas por Leishmania podem apresentar-se, a depender da espécie,
como quadros cutaneos localizados e destruicdo de membranas mucosas, tais como a
leishmaniose cutdnea e mucocutanea; ou doencas sistémicas generalizadas com progressdo
fatal, como o caso da leishmaniose visceral ou calazar (SACKS; KAMHAWI, 2011).

Esta doenca € classificada como uma Doenca Tropical Negligenciada, constituindo um
problema de salde publica em mais de 90 paises de 5 continentes. Os registros contabilizam
cerca de 1.5 a 2 milhdes de casos anuais, 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; WHO, 2015;
KAMHAWI, 2017).

Grandes quantidades de casos sdo registrados nas Américas, fato responsavel pela
criacdo do Plano de Agdo de Leishmanioses nas Américas 2017-2022, desenvolvido pelos
orgdos administrativos dos paises endémicos. O plano visa, por meio do fortalecimento das
acOes de controle, vigilancia, diagnostico, tratamento e reabilitacdo, alcancar até 2022 a redugéo
da letalidade de ambos os tipos de leishmanioses, a diminuicdo dos casos de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) em criancas e a reducéo da incidéncia da LV (ORGANIZACAO
PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2018).
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No Brasil, nas Gltimas trés décadas, a LV passou por um processo de urbaniza¢do em
diversas regides, sendo considerada endémica nos grandes centros urbanos das macrorregides
do pais. Inclusive presente em diversos estados da regiao Nordeste, principalmente Pernambuco
e Bahia, que desde a década de 1990 sofrem mudancas no perfil epidemiologico da doenga com
disseminacdo dos casos em todas as microrregides (GONTIJO; MELO, 2004; MAIA-
ELKHOURY et al., 2008; DINIZ et al., 2018).

Uma problematica das infeccGes por Leishmania é a auséncia de drogas totalmente
seguras e eficazes para o tratamento. A terapia ainda é baseada no uso de drogas
pentavalentes antimoniais desenvolvidas no século passado, que sdo toxicas e propensas a
resisténcia, enquanto outros medicamentos, como a anfotericina B e a pentamidina, também
apresentam efeitos colaterais. A aprovacdo da miltefosina, pioneira no tratamento oral de
leishmaniose, trouxe muitas expectativas, mas ainda faz-se necessario novas pesquisas que
possibilitem uma terapéutica mais eficaz. Devido as diversas formas clinicas da doenca, ao
surgimento de espécies resistentes, aos longos periodos de administracdo e a alta toxicidade,
os beneficios do tratamento sdo bastante limitados (SUNDAR; RAI, 2002; SINGH;
SIVAKUMAR, 2004; SUNDAR; GOYAL, 2007; IGBINEWEKA et al., 2012; SILVA et al.,
2018).

O fato do arsenal terapéutico ser insatisfatdrio e o desenvolvimento de algumas espécies
resistentes a esses produtos, tém levado as pesquisas com novos agentes terapéuticos (DORLO
etal., 2014). Assim, com o alto custo e a problematica da farmacoterapia convencional, ha uma
busca incessante para o desenvolvimento de uma vacina (REITHINGER et al., 2007
DIDWANIA et al., 2017; GHORBANI; FARHOUDI, 2018).

2.6.1 Oleos essenciais com potencial leishmanicida

No estudo de Sampaio e colaboradores (2019), o OE das folhas de Eugenia gracilima
apresentou atividade leishmanicida promissora frente as formas promastigotas de Leishmania
braziliensis e Leishmania infantum. Na andlise quimica, foram identificados como
componentes majoritarios o germacreno D (16,10%), vy- muuroleno (15,60%),
biciclogermacreno (8,53%), germacreno B (7,43%) e A elemeno (6,06%).

O OE das folhas de Psidium salutare Cambess., coletadas em Alegrete, no Rio Grande
do Sul, verificou-se uma moderada acdo na viabilidade de formas promastigotas de L.
amazonensis, com CI50 de 69.71 £ 2.30 [ig/mL (KAUFFMANN et al., 2016). Em outro

estudo, o OE de folhas de Cymbopogon citratus e o seu constituinte majoritario, citral,
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apresentaram promissora atividade frente as formas promastigotas de L. amazonenses. A
concentracdo inibitdria capaz de reduzir 50% das células viaveis foi de 1,7 e 8,0 pg/ml para o
OE e o citral, respectivamente (SANTIN et al., 2009).

Kauffmann et al. (2017) estudaram a espécie Eugenia pitanga, os mesmos verificaram
atividade frente as formas promastigotas de Leishmania amazonenses. No estudo, o OE das
folhas da planta apresentou alta concentracéo de sesquiterpenos oxigenados, cujos constituintes
majoritarios identificados foram o espatulenol, globulol e (2E,6E) farnesoato de metila.

O OE de Chenopodium ambrosioides foi testado frente as espécies de Leishmania
amazonenses, observando-se uma acdo inibitoria potente contra as formas promastigota e
amastigota, com valores de dose efetivos de 50% de 3,7 e 4,6 pg/ml, respectivamente
(MONZOTE et al., 2006).

2.7 TRYPANOSOMA CRUZI

A doenca de Chagas (DC) é uma enfermidade negligenciada e endémica em
aproximadamente 21 paises causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. A infecc¢do por T.
cruzi pode ser transmitida por um vetor invertebrado, os triatomineos, conhecidos no Brasil
como barbeiros, cuja principal espécie é o Triatoma infestans. A transmissdo também pode
ocorrer via oral, por ingestdo de alimentos contaminados, tais como os frutos do agai e da
bacaba, e carnes de animais silvestres. Essa doenca afeta de 6 a 7 milhdes de pessoas, enquanto
aproximadamente 90 milhdes continuam expostas ao risco de serem infectadas (ARAUJO-
JORGE; CASTRO, 2000; SILVEIRA, 2000; WHO, 2008; PEREIRA et al., 2009; NOBREGA
et al., 2009; ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

O Trypanosoma cruzi possui ciclo de vida complexo que requer passagem obrigatoria
por um hospedeiro invertebrado, o inseto vetor triatomineo, e um hospedeiro vertebrado
(BONNEY; ENGMAN, 2010). Durante seu ciclo de vida, o parasita 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 porgao
posterior do intestino do inseto; 3- amastigota, forma replicativa intracelular. As formas sdo
classificadas e diferenciadas a partir da posi¢do do cinetoplasto em relacdo ao nucleo, flagelo e
morfologia (FERRAZ et al., 2007; ABE et al., 2012; ROMERO; MORILLA, 2010).

A DC pode-se apresentar de duas formas clinicas: aguda e crénica. Na fase aguda, ndo
ha sintomas clinicos especificos o que, por sua vez, retarda o diagnéstico e, consequentemente,

0 tratamento, tornando-se, assim, um problema de saude publica. A auséncia de sintomas, em
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alguns casos, pode levar a uma progressao para a forma crénica indeterminada da doenca ou
posteriormente progredir para a forma digestiva, cardiaca ou mista. (RASSI JR; RASSI;
MARIN-NETO, 2010; PINTO et al., 2013; SOUZA-LIMA et al., 2013; ANDRADE;
GOLLOB; DUTRA, 2014).

O Nifurtimox (Nf) e benznidazol (Bz) sdo os medicamentos disponiveis para o
tratamento de pacientes infectados com T. cruzi. Entretanto, devido & sua conhecida toxicidade
e efeito limitado para diferentes isolados de parasitas e fases da doenca, a producdo de novos
farmacos é urgentemente necessaria (DUSCHAK; COUTO, 2007; MCKERROW et al., 2009;
URBINA, 2019; SOEIRO et al., 2019).

2.7.1 Oleos essenciais com potencial tripanosida

Carneiro et al. (2017) em seus estudos com o OE das flores frescas de E. klotzschiana
verificaram a atividade frente as formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, apresentando
boa atividade tripanocida em comparagdo com o controle positivo, o benzonidazol. Na analise
qguimica o OE apresentou 0s seguintes componentes como majoritarios: sesquiterpenos: [-
cariofileno (21,1%), espatulenol (20,9%) e biciclogermacreno (10,2%).

O OE de folhas de Alpinia speciosa (Zingiberaceae), cujo componentes majoritarios sao
1,8-cineole (28.46%), camphor (17.10%) e sabinense (9.95%), apresentou atividade
antiparasitaria clinicamente relevante frente as espécies de Trypanosoma cruzi (LC50 = 67.18
pg/mL), uma vez que verificou-se agdo abaixo de 500 pg/mL (PEREIRA et al., 2018). Em outro
estudo, Escobar e colaboradores (2010) verificaram a atividade tripanocida de Oes de
diferentes espécies do género Lippia. O OE de folhas de Lippia alba exibiu maior atividade
sobre T. cruzi (CI5S0 = 5,5 pg/ml em epimastigotas; CI50 = 12,2 pg/ml em amastigotas
intracelulares; IS = 2,5). O Timol e S-carvona, dois dos componentes majoritarios destes Oes,
tiveram eficacia clinicamente relevante frente as formas amastigotas intracelulares de T. cruzi.

No estudo realizado com o OE obtido de folhas de Eugenia brejoensis, foi observado
gue 0o mesmo é constituido majoritariamente por sesquiterpenos (94,51%), na qual os
componentes majoritarios sdo &-cadineno (15,88%), trans-cariofileno (9,77%) e a-muurolol
(9,42%). Nessa mesma pesquisa estudaram o potencial tripanocida e os resultados obtidos
indicam que OE de E. brejoensis € capaz de inibir as formas epimastigotas, tripomastigotas e
amastigotas de Trypanosoma cruzi (SOUZA et al., 2017).

De acordo com Rojas, Palacios e Ronceros (2012), o OE de Aloysia triphylla (cedrina)

pode ser um promissor agente tripanocida, pois foi constatado nesse estudo que o OE causa
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uma reducédo de 85,4% da parasitemia em camundongos infectados com T. cruzi apos serem

tratados com uma dose de 250 mg/kg do OE de A triphylla.
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3 RESULTADOS

Os resultados dessa pesquisa sdo apresentados em formato de artigos.
3.1 ARTIGO 1 — CHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDANT, ANTIBACTERIAL,
ANTIPROTOZOAL AND CYTOTOXIC ACTIVITIES OF Eugenia stipitata MCVAUGH

LEAVES ESSENTIAL OIL.
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ABSTRACT

The essential o1ls (EOs) of plants used in traditional medicine are known as a rich source
of chemically different compounds with different biological activities. In this study, the
volatile composition, cytotoxic, antibactenial, antioxidant and antiprotozoal activities of
the essential oil obtained from leaves of Eugenta stipirata Mevaugh (Myrtaceae) (ESEO)
grown m Brazilian Northeast area (Araripe, Brazil) were investigated. The volatile
compounds of ESEO were analyzed by gas chromatography and its chemical composition
1s mainly composed of oxygenated sesquiterpenes (56.77%), sesquiterpene hydrocarbons
(34.33%), oxygenated monoterpenes(8.13%) and monoterpenes hydrocarbons(0.41%).
The most abundant volatile constituents of the ESEO were f-endesmol (15.28%),
eudesmol (10.85%). elemol ( 10.21%). caryophyllene oxide (6.65%), clovene (6.94%) and
spathulenol (6.14%). ESEO was highly selective to Leishmania braziliensis and
Leishmania infantum promastigotes with selective indexes of 13.58 and 935,
respectively, ESEO did not inlubit Tnpanosoma cruzi. The ESEO exhibited good
antibactenal activity with MIC value ranged from 128 pg/mL to >1024 pg/ml. and MBC
value ranged from 256 pg/mL to >1024 pg/mL. ESEO showed low activity of free-radical
scavenging for DPPH and ABTS assays. These data suggest that the £. stipitara essential
ol is a relevant source of lead compounds for development of antibacterial and

antiprotozoal drugs.

Keywords. volafile oil, brazilian plant; antiprotozoal, Myntaceae. Eugenia stipitata;
Leishmama spp.
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1.INTRODUCTION

Tradinional plant medicme always occupies an important place i health
treatments for the general population, primarily mn developing countries like Brazil
(Nikohic et al., 2013). Inrecent years, there has also been a revival of traditional natural
products in medicme and the preservation of food and cosmetics. Despite the
development of antibiotics, mfections caused by bacteria, fungi and protozoa are still a
major public health problem, and the presence of countless drug-resistant strains or the
toxicity of drugs represents a new challenge. According to the World Health Organization
(WHO), Chagas disease (American trypanosomiasis) and leishmaniasis are illnesses that
have been included m the hst of neglected tropical diseases and they are associated with
high morbidity and mortality. These mfections to the vector-bome diseases affecting 20
million people and killing more than 50,000 every vear and are caused by parasites of the

kinetoplastida family ( Trypanosoma cruzi and Leishmania spp.) (Nocentini et al.. 2019).

Recently, there has been a growmg interest in natural products, like essential oils,
due to their availability, less side effects or toxicity. in addition to better biodegradability,
compared to available antibiotics and preservatives. Essential oils (EO) are composed
mainly of monoterpenes, sesquiterpenes, isothiocyanates and phenylpropanoids. They are
a complex mixture of compounds ansing from plants secondary metabolism. which serve
as a protective mechanism, acting as antimicrobial. antiviral and antifungal agents
(Bakall et al, 2008; Shanfi-Rad et al., 2017). Furthermore, their use has been shown to
be safe, with few side effects and low toxicity to mammalian cells (Bakkali et al_, 2008;

Dubey et al., 2010; Santoro et al., 2007).

The genus Eugenia 1s well represented in the vanous phytogeographic domains in
world wide and is considered the fourth most important genus of the fanuly Myrtaceae

for the production of essenntial oils after the Evcahprus, Melaleuca, and Psidium genera
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(De souza et al., 2018). Essential o1ls from Eugenia species comprise approximately 300
compounds that have been previously identified, with cyclic sesquterpenes
predominating and monoterpenes found m smaller quantities (De souza et al., 2018).
Eugenia stipitata McVaugh, popularly known as araga-boi, 1s used i folk medicine m
the treatment of intestinal and uninary disorders, i addition to relieving the symptoms of
cold, which indicates that the bioactive compounds present n the plant may have potential

benefits for human health (Yahia, 2011).

This study amned to mvestigate the antibacterial, antiprotozoal and antioxidant
activities and in virro cytotoxicity, as well as to identify the cheniical volatile components

present in the essential o1l obtained from the leaves of E. stipitata.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Plant material

The leaves of E. stipitata were collected in the area of native vegetation, located
Serra dos Paus Doias i Chapada do Aranpe (Exu, Pemambuco; latitude 7° 21"S,
longitude 39° 53" W and altitude 884m), between July and August 2017, under
authonzation of the responsible authonty Instituto Chico Mendes de Conserva¢io da
Biodiversidade (ICMBio) using the hicense SISBIO 59070, The plant matenal was
identified by Dr. Mana Arlene Pessoa da Silva from the Laboratory of Microbiology and
Molecular Biology of the Regional Umversity of Canni (URCA). The voucher
(registration number: 13.054) was deposited i the URCA Herbarmun (Herbano

Caririense Dardano de Andrade Lima; HCDAL).
2.2 Sample preparation and chemical characterization of E. stipirata essential oil

The essential oil from the fresh leaves of E stipitata (ESEO) was obtained by

hydrodistillation method in a Clevenger-iype apparatus. Afterwards, the water/oil mixture

URL: nttpe//mc manuscripteentral.com/gtec Email: toxenchemauni-bayreuth.de

38

Page 4 of 22



Page 5 of 22

OO NV B WN -

SERUENLUR LS ERRRSROR2BYBUEREURLBUBYBRRRURNES

39

Toxicological & Environmental Chemistry

obtained was separated, and ESEO was treated with anhydrous sodium sulfate, filtered,
and kept under refrigeration untif the time of analysis. The ESEO was filtered, weighed
and stored m a dark at 4° C until use. The ESEO was analysed by gas chromatography
coupled to Shumadzu GCMS-QP2010 mass spectrometry (CG-MS) using Rix®-5MS
capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). The electron 1onization mode was used at
70 eV, and helum (99.999%) was employed as the carrier gas (1 mL/min). The tollowing
temperature program was used; 100 °C (3 min) at 310 °C (3.5 °C/min). The identification
of the individual volatile components was carried ont by companson with values of
retention indices, obtained by co-imjection of oil samples and a set of Co—Csq linear
hydrocarbons, and the MS data acquired for each volatile component were matched with
the data available in the mass spectral library - MassFinder 4 (Dr. Hochmuth scientific
consulting, Hamburg, Gemmany), NISTO8 Mass Spectral Library (ChemSW Inc.
Fairfield, CA, USA); Wiley Registry™ of Mass Spectral Data 9th Edition (Wiley,

Hoboken, NJ, USA) and with other published mass spectral data (Adams, 2007).

For the quantitative analysis, a Shimadzu GC2010 Plus gas chromatograph
equipped with a FID detector, with the same column and operating conditions above
described were used. The percentage volatile composition was performed by the
normalization method from the GC peak areas, in relation to the combined area of all

peaks. All analyses were carried out i triplicate.

2.3 Antiprotozeal activity
2.3.1 Cell culture

Tests with T eruzi were performed using clone CL-BS (Buckner et al., 1996)

canving Eschericlia coh [J-galactosidase (JacZ) gene, Kindly supplied by Dr. F. Buckner
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throngh the Gorgas Memorial Institute (Panama). The épimastigote forms were cultured
at 28 °C i tryptose broth for liver infusion (Difco, Detroit, MI) supplemented with 10%
Fetal Bovine Senum (FBS) (Gibeo, Carlsbad, CA), penicillin (Em, SA, Barcelona, Spain)
and streptomycin. Cells were collected for testing in the exponennal growth phase.
Cultures of Leishmania braziliensis (MHOM/CO/88/UA30L) and L infantum
(MHOM/ES/92/BCN83) were obtained from the Institute of Health Sciences Research
(Paraguay). The strains were grown at 22 °C' 1 Schneider's Drosophila medium
supplemented with 20% FBS. The cytotoxieity assays were performed using NCTC-929
murine fibroblasts obtained from the National Collection of Culture Types. The cells were
cultured in Mimimum Essential Medium supplemented with FBS (10%), pemicillin G (100
U/ml) and streptomycin (100 mg/ml). The cultures were maintained at 37 °C mn a

humidified atmosphere with 5% CO,.
2.3.2 Reagents

Resazurm sodium was obtamed from Sigma-Aldrich (St Lows, MO) and stored at
4°C away from hight. Resazurin solution was prepared with 1% phosphate buffer, pH 7
and sterilized by filtration before use. Chlorophenol red-f-D galactopyranoside (CPRG;
Roche, Indianapolis, IN) was dissolved in a 0.9% Trton X-100 (pH 7.4) solution.
Penicillin G (Em, S.A,, Barcelona, Spain), streptomycin (Reig Jofré S.A., Barcelona,
Spain) and dimethyl sulfoxide (DMSO) were also used. The red-f-D-galactopyranoside
chlorophenol (CPRG, Roche, Indianapolis, IN) was dissolved m a solution of Tnton X-
100 0.9% (pH 7.4). Penicilln G (Em, SA, Barcelona, Spain), streptomycin (Reig Jofré

SA, Barcelona, Spain) and Dimethyl sulfoxide (DMSO) were also used.

2.3.3 Trypanacidal activiry
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The screening assay was performed i 96-well microplates with cultures that had
not reached the stationary phase (Vega et al., 2005). Briefly, epunastigotes were seeded
at 10—5 mL i 200 mL of hiver tryptose broth medium. The plates were then mcubated
with the drugs (0.1-50 mg/mL) at 28 °C for 72 h, and 50 mL of CPRG solution was added
to give a final concentration of 200 mM. The plates were mcubated at 37 °C for an
additional 6 h and were then read at 595 nm. Each experiment was performed three-tunes
and mdependently, each concentration was tested i triplicate m each experiment. The
efficacy of each compound was estunated by calenlating the anti-epunastigotes and the

result was expressed i percent mhibition,
2.3.4 Leishmanicidal activity

Promastigote forms (2.5 » 107 parasites/well) were treated with ESEO (15.75
pg/mL to 1000 pg/mL). ESEO was dissolved in Dunethyl sulfoxide (DMSO) used m
atoxic concentration. After incubation of 48h at 26 °C, resazurin solution (20 pl) was
added and the absorbance was determined at 595nm. Miltefosine that was used as a

positive control.
2.4 Antibacterial activity

Six bactenal strains including three Gram-positive (Staphvlococcus aurens ATCC
29312, Staphvlococcus epidermidis UFPEDAIL83 and Bacillus subtilis UFPEDAOR6) and
three Gram-negative bactena (Kiebsiella pneumoniae UFPEDA396, Pseudomonas
aeruginosa UFPEDAA416 and Escherichia coli UFPADA224) were provided by
Microbial Culture Collection of Departament of Antibiotics from Umversidade Federal
de Pernambuco (UFPEDA). Fresh culure of each bactenal strain tested was prepared

through 16 h mcubation at 37°C on nutrient agar and adjusted to approximately 10°
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CFU/mL with sterile saline (0.9%), The ESEO were dissolved separately m methanol as

co-solvent and added i Mueller-Hinton broth (MHB).

Serial dilutions of MHB add ESEO were made in 96-well cell culture microplates
1o obtain concentrations ranging from 1024 to 16 pg/mL. Followmg that, m each well
20 pL of bacterial suspension was inoculated (10° CFU/mL), For negative control, MHB
(without ESEQ) was used to prove the sterility of culture media and tested bacterial stram
were mnoculated separately in the culture media as positive control of bacterial growth.
Commercially available antibjotics (ampicillin and oxacillin) were used as positive

control for bactena. All samples were repeated three times to confinn the obtained results.

The microplates were incubated at 37°C for 24 h for bactena. The bactenal growth
was assessed with colorimetric method mdicator of cell viability by adding 15 pL of
resazwrin (0.01% w/v) and subsequent incubation at 37°C for 3h. The minimum
inhibitory concentration (MIC) was considered as lowest concentration of ESEO that
whibited bactenal growth (change m color of resazurin from blue to pink indicates the
growth of bactenia). The minimum bactericidal concentration (MBC') was considered the
lowest concentration that totally prevented bacterial growth further assessed by re-
culturing the contents of wells without color change into Mueller-Hinton agar plates at

37°C for 24 v

2.5 Cwvtotoxicity test

NCTC929 fibroblasts were placed m 96-well flat-bottom microdilution plates at a
final concentration of 3x10" cells/well. The cells were grown at 37 °C in an atmosphere
of 3% CO,. After that, the culture medium was removed and the compounds were added

to 200 pL, and performed a new culture for 24 h. After this incubation, 20 pL of a 2 mM
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sohition of resazunn was added to each well. The plates were incubated for 3 h and the
reduction of resazurin was measured at 490 and 595 nm agamst blank control. The
toxicity to the fibroblast cell and the activity against the protozoan were compared by

using the selectivity index (SI) ratio (L.CS0 for NCTC-929 cells’1.C50 for protozoan).
2.6 Amtioxtdant activity

The antioxidant activity of ESEO was measured usmg the DPPH and ABTS assays.
The DPPH radical scavenging activity was measured using the procedure described by
Brand-Williams (1995). Briefly. an aliquot of 40 pL of different sample concentrations
(or BHT/ascorbic acid solutions) was mixed with 250 uL of DPPH solution (0.05 mg/mL
— adjusted to 0.7 absorbance at 517 nm) m 96-well microplate and homogenized. The
mixture was allowed to react in the dark for 30 min at roomn temperature (37°C), Then the
absorbance at 517 nm was measured using a microplate reader. BHT and ascorbic acid
were used as the standard reference compounds. The results were expressed as 1Cs, value
(the amount of sample necessary to decrease the absorbance of DPPH by 50%) calculated

by lmear regression analvsis,

The ABTS scavenging assay was measured according procedure described by Re
(1999). Briefly, an aliquot of SmL of stock ABTS solution (7 mM) was reacted with 88
pL of potassium persulfate solution (140 mM) and kept in dark at room temperature for
16 N before use, The ABTS solution was diluted in phosphate buffer saline (PBS) and
adjusted 0.70 absorbance at 734 mmn. Then, 150 pl of ABTS solution and 50 pL of
different sample concentrations (or BHT/ascorbic acid solutions) were added in 96-well
microplate and mcubated at room temperature for 2 h. The absorbance was measured at
734 nm. The results were expressed as 1Cq; value (the amount of sample necessary to
decrease the absorbance of ABTS by 50%) calculated by linear regression analysis. All

expernments were repeated at least three times.
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2.7 Statistical analysis

All assays were carnied out in three biological and technical replicates. The results
were expressed as mean values + standard deviation. The median lethal concentrations
(LC<) values of ESEO were calculated by lmear regression analysis. The data were

analyzed by GraphPad Pnsm 7.0 program (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
3. RESULTS

The fresh leaves of £. sipitara provided oil yield of 0.13%. Table 1 presents the
chemical composition of the ESEQ analyzed by GCMS and 39 compounds were
identified, corresponding to 100% of the total oil, which is composed oxygenated
sesquiterpenes  (56.77%). sesquiterpene  hydrocarbons  (34.33%),  oxygenated
monoterpenes(8.13%) and monoterpenes hydrocarbons(0.41%). The most abundant
volatile constituents of the ESEO were f-endesmol (15.28%), y-eudesmol (10.85%),
elemol (10.21%), caryophyllene oxide (6.65%), clovene (6.94%) and spathulenol

(6.14%).

The in vitro antiprotozoal activity of the ESEO 18 summarized in Table 2, ESEQ
were able to mhbit L braziliensis and L. infantum promastigote forms growth (ICs,
37.65=1.25 and 54.71£2.26, respectively). The LCsp on NCTC929 fibroblast was
511.5424.32 pg/ml., showing that E. stipitata essential oil was more toxic to the parasites
than the fibroblast cells (Table 2), In this sense, ESEO was highly selective to L
braziliensis and L infantum promastigotes with ST values of 13.58 and 9.35, respectively.
However, ESEOQ was not active aganst 7. cruzi epunasgote.

The MIC and MBC values of antibacterial activity of ESEO are shown i Table.
The ESEO exhibited good antibacterial activity with MIC value ranged from 128 pg/mL

t0 >1024 pg/mL and MBC valie ranged from 256 pg/mL to >1024 pg/mL, The ESEQ
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possessed a best anhibactenal activity against Stapiviococcus aureus ATCC 29312 and
Staphvlococcus epidermidis UFPEDA1S3 evidenced by the low MIC value. MBC/MIC
ratio of 2 was detected in most of the solates mcluding Staplnviococens aurens ATCC
29312, Staphylococcus epidermidis UFPEDAL83 and Bacillus subtilis UFPEDAOS6.
Therefore, ESEO is considered bactencidal agent (Hossain et al., 2017).

Free radical scavenging activity of ESEO in both DPPH and ABTS assays was
concentraton-dependent, with tested maxiumum antioxidant potential (at 100 mg/mL) of
59.01% and 61.53% and IC value of 79.31 mg/mL and 69.86 mg/mL, respectively.
This value of ICs; was considered statistically different from the value found

for the antioxidant BHT and ascorbic acid (Table ).

4. DISCUSSION

To explore a new natural source of bioactive essential oils, this study focuses on
the evaluation of chemical composition, antiprotozoa, antibacterial and antioxidant
activities of E. stipirata essential oil. Previous study has shown the analysis of chemical
composition performed by GC/MS of essential oil of E. stipirara leaves, collected in Sio
Miguel Island, in Portugal, with major components of the oil were monoterpenes and
sesquiterpenes; as a-pinene (14.1%), fS-caryophyllene (22.7%), caryophyllene oxide
(15.4%) (Medeiros et al.. 2003). In another study. the analysis of the essential oil from £.
stipitata leaves of the city of Macas, i Ecuador, revealed the presence of 30 compounds,
of which y-murolene, E-caryophyllene and d-cadinene were the majontanan (Ronquillo,

Cnstina and Chicaiza Galarza. 2016).

The mentioned EOs chemical analysis showed distinet chemical elements or the
same element i different concentrations of those observed n the present study.

According to Douglas et al. (2004), vanations m the EO chemical composition of the
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same species from distinet regions can be attributed to differences in the climatic and

geographical parameters, such as temperature, altitude, wind direction, ramfall, soil type.

The chemical analysis of volatile compounds from the fruit of £ stipitata
collected in the city of Manaus, was charactenized by the presence of complex
sesquiterpenes and the main majoritarian elements were germacrene D (37.65%), f-

pinene (12.2%) and a-pinene (10.4%) (Franco and Shibamoto, 2000).

The synergism of the main chemical EO constituents or the presence of other
constituents which may also be active at even lower concentrations is an inportant factor
that can lead 1o good performance of biological activity as antiparasitic action (Melo et
al., 2011). The biological activity of ESEO m this study 1s probably due to the presence
of sesquiterpenes, whose biological activities are already well known (Sauteretal,, 2011).
The f-caryophyllene (sesquiterpenic hydrocarbon) and the nerolidol (oxygenated
sesquiterpene) are examples of terpenic substances with well charactenzed anti-
Lesshmama activity, possibly related to the mhibition of the biosynthesis of 1soprenoid

cells (Arruda et al., 2005; Santos et al., 2008).

p-eudesmol and ;-eudesmol were the majoritarian EO elements of Guatreria
JSriesiana, plant with antiprotozoal activity agamst Plasmodium falciparum (1Cs, 0.53
pe/ml) and different forms of I° cruzi (ICs, 10.7 to 11.9 pg/mL) (Meira et al., 2016).
The EO of Alpinia zerumbet had antiparasitic activity and presents caryophyllene oxide
and f-eudesmol (Mendiola et al., 2015). Caryophyllene oxide was also 1solated in
different species of Lippia spp, known by the relevant antiparasitic activity (Escobar et
al., 2010). It has been demonstrated that the EO hipophilic components can affect layers
of polysacchandes, fatty acids and phospholipids in plasma membranes of promastigotes
forms of Leishmania spp., mduemg cell lysis and the release of macromolecules (D

Pasqua et al,, 2007). In the cvtoplasm, these substances can break down specific
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metabolic pathways of lipids and protems or stimulate the mitochondnal membrane
depolanzanon, leading to cell necrosis or apoptosis (Armstrong. 2006; Tanku et al.,

2010).

Leishimaniasis 1s classified in cutaneous, subcutaneous and visceral forms,
affecting 12 million people in 98 countries (Hamzavi et al, 2018; WHO, 2018b). The
treatment occurs through the admimstration of antimonial mmtipurpose drugs, liposomal
amphotericin B and pentamidine, paromomycim, miltefosine, among others; all with high
cost and a lot of side effects. Therefore, drugs ongmating from natural products have been
studied (Cameiro et al., 2015; Dias and Dassoy, 2013). About Chagas disease. the current
treatiment is based on the use of nifurtimox and benzmdazole, very toxic drugs to patients
with various side effects (Marin-Neto et al., 2009; Urbina, 2002). Thus, the development

of new safer and more effective therapeutic agents is necessary.

The E. gracillima essential oil (EGEO) was highly selective to Leishmania
braziliensis and Leishmania infannon promastigotes with SI of 73.66 and 71.41,
respectively. However, EGEO did not inhibit 7" ¢yuzf similar to the present investigation
(Sampaio et al, 2019). The trypanocidal activity of ethanolic extract of Eugenia
Jambolana L. leaves, harvested m the city of Crato. Ceara, showed activity against the
CL-BS strain of T° eruzi, with 100% of mhibition at a concentration of 100 pg/ml.
However, it showed cytotoxicity of 37% in the same concentration (Santos et al.. 2012).
Of the six species of Caatinga Brazilian plants from different famulies analyzed by Souza
et al. (2017), essential oil of E. brejoensis leaves had the best dose-dependent inhibitory

effect on the epunastigotes, trypomastigote and amastigote forms of T. eruzi.

In last decade, the search for new antiprotozoal compounds from natural sources
has increased, and plants continue to be a major source of biologically active compounds

that may provide lead structures to develop new drugs (Montavam ¢t al., 2013). In this
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scenano, some essential oils can be a promising altemative of new trypanocidal and

leishmanicidal compounds (Da silva et al., 2018).

ESEO showed bacterial type-dependent antimicrobial activity. As can be
observed, the Gram-positive bacteria were more susceptible to the antibactenal action of
ESEO compared to the Gram-negative ones, mainly due to composition of the bacterial
cell membranes, single mucopeptide layer i gram-positive bactena that makes them to
be more sensitive to antimicrobial phytochemicals. In contrast, the presence of a more
complex lipopolysaccharide and phospholipid laver m the cell membranes of Gram-
negative bacteria implies a lower diffusion rate for lipophilic-based antimicrobial

compounds, such as essential oils (Alizadeh Behbaham et al., 2020).

ESEO showed low activity of free-radical scavenging with ICs, for DPPH and
ABTS assays, respectively. compared to BHT and ascorbic acid. However, essential oil
can play a promising strategy to improve the benefits of other components acting
additively to guarantee lugh quality and high value yield m formulations and processes

already used m the cosmetic, food and phanmaceutical industry.

5. CONCLUSION

Altogether, the results obtamed i this study shows that E. stipitata essential o1l 1s
a natural source of sesquiterpenes. The study revealed that ESEO showed no relevant
antiparasitic effect agamst the epimastigotes forms of T cruzi. In addition, the oil strongly
mhibited promastigote forms of L. braziliensis and L. infantum. E. stipitata was reported

for the first time to have promising antileishmanial potential.

Overall, the data suggest that ESEO could be further mvestigated for the isolation

and punification of the active antileishmanial, antioxidant and antibacterial constituents.
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Further studies about ESEO-based formulation should be subjected to further in vivo

studies in ammal models to develop its relevance in phytotherapy application.
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Table 1. Chemical composition of the essential o1l from Eugenia stipitata McVaugh

Compound Retention Index Percentage
compontion
Determumed Liternture (™)
S A-Pivene 8 930 041000
o oCymene o 1022 0122000
Eacalyptol 1033 1033 1612003
Laualool 1097 1094 0 242001
& Elemene. 18 139 053000
Paocriesl 1139 1139 049000
Terpusen--ot 173 177 1.51=0 04
_a-Tapuarol 1159 1189 262201
Mystenal 119 1194 04020 00
Myrtanal 11 1193 026001
(E} Prooearvyi scetate 129 1296 0 244000
-Cubey 1350 1351 0950 00
hicgene 1 s 0194000
S-Boutbonene 1384 1334 199010
fCubebene 13% 1390 419020
_ frEemens 1392 1361 109000
S Caryoplhyllene 1415 117 43840 10
B-Cedreze RES 1418 43015
Aromsdendrene 37 1439 L1010
Clovene 1454 1454 694060
_aChaumigrone —. | 1476 04000
a-Amorphene LS 1483 1445 0.860 00
Ledeoe 1455 1453 0 79001
a-Mmrolens 1497 1459 09220 01
f Buaboleoe _ 1500 1500 0.7040.00
Caditiens 1513 1513 40320 20
aCadinece 1542 1537 052000
o-Calaoorene L5H 1544 031000
_Blemol 1550° 1348 10211 50
Spathulenol 1578 1576 614205
Caryophyliene oxide 1571 REILE §.6540.35
Vindiflorol REL 1587 6001
Eprglotmlol 1588 1588 08120 00
e O 1621 1625 048000
Alloaramadendsene onde 1633 — 1.oe001
7-Endesmol 1 1630 10.85:050
8-Cedren-130l 1633 1688 1.20:0 01
tmaCachnol 1840 1610 154015
# Eudesmol 1649 1652 15284090
Total 100 00

Notes: Percentage composition {%o): percentage of compound on the samples
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Notes: MIC - Minimal Inhibitory Concentration; MBC —~ Mimmal Bactericidal
Concentration

Page 21 022 Toxicological & Environmental Chemistry

1

2

z Table 2. Antiprotozoal activity and cytotoxicity of Eugenia stipitata essential oil.

5 Compound Fibroblast 1L braziliensis L. infannim T eruzt

g LCe(pgml) [Copgml) SI  LCyo(ugml) SI  [Co(ugml) ST

8 ESEO SI1L5424.82 3765128 1358 84712226 935 >1000 ND

9

10 Bewznidazole >100 ND ND ND ND 10£0.58 ND

n

12 Miltefosine =236 160.70 ND 8+0.14 ND ND ND

13

:; Notes: ESEO - Eugenia stipitata essential oil; LCs; - median lethal concentration: SI - selectivity mdex:

16 ND - Not determined

7

18

19 Table 3. Antibacterial activity of Eugenia stipitara essential oil.

20

2 B Antibacterialactivity

2 Bacterial strain MIC (pg'mL) MBC (pg/mL) MBCMIC

2 ESEO  Oxacillin Ampicillin ESEO ESEO

24

25 Staphylococeus 128 0.125% 4 256 2

25 anrens ATCC

27 29312

28

29 Staphylococcus 128 0.125 4 256 2

30 epidermidis

3 UFPEDA1S3

32

33 Bacillus subtilis 256 25 2 512 2

34 UFPEDAOBG

33: Kiebsiella

37 preumoniae =1024 8 8 >1024 .
UFPEDA3%

38

e Psendomonas

b aeruginosa 512 4 2 512 1

o UFPEDA416

42

b Escherichia coli

4; UFPADA224 512 8 4 s12 1

4

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

S8

59

&0
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Table 4, Free radical scavenging activity of Eugenia stipitata essential oil
Compound Concentration DPPH ABTS
(mg/mL) Scavenging (%) 1C2y (mg/mL) Scavenging (%) ICs (mg/mL)
100 §9.01 £ 3,08 61542193
50 3880+ 446 v 4570313
ESEO 25 2204+ 743 79.32=5.34 3055 = 141 69.86+243
12.5 13654266 2058 £0.31
BHT 0.0024 = (0001 0.102 £0.028
Ascorbic acid 0.0087 + 0.0024 0.0036 £ 0.0002
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1. Introduction

Despite the expressive number of affected individuals, Leishmaniasis and Chagas'
disease remain with the status of neglected pathologies. Delayed diagnosis allied with
the absence of efficienmt therapeutic strategies lead to important host complications
(Momgcilovic et al. 2019). In addition, the drugs used in treatment of these diseases are
associated with serious side effects and emergence of drug-esistant strains (Bermudez
et al. 2016; Tiwari et al. 2018). This panorama denotes the urgent need to develop
new therapeutic resources against these clinical conditions.

Essential oils (EOQ) are complex mixtures of volatile compounds that represent a
source of lead molecules for drug discovery. EO from Eugenia plants (Myrtaceae) have
showed several pharmacological actions, induding antiprotozoal (against Leishmania
braziliensis, Leishmania infantum and Trypanosoma cruzi) and antioxidant activities
(Rodrigues et al. 2013; Siebert et al. 2015; Carneiro et al. 2017). Herein, we evaluated
the chemical composition, antioxidant and antiprotozoal activities of the essential oil
obtained from leaves of Eugenia gracillima Kiaersk. (EGEO), also known under the syno-
nym Eugenia kiappenbachiana Mattos & D. Legrand, grown in Brazilian Northeast area
(Araripe, Pernambuco, Brazil),

2. Results and discussion
2.1. Chemical composition of EGEO

In this work, the chemical composition of EGEO and some phamacological activity
was evaluated. EGEO was obtained from fresh leaves of E. graciilima with a yield of
about 0.136% (w/w). The employed technique of GC and GC-MS analyses allowed
them to observe majority volatile compounds. A total of 42 compounds were identi-
fied corresponding to more than 99% of the total wolatie components (Table S1).
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EGEO is mainly composed of sesquiterpene hydrocarbons (91.22%), oxygenated ses-
quiterpenes (7.45%) and monoterpene (1.01%). The most abundant constituents of the
EGEO were germacrene D (16.10%), y-muurolene (15.60%), bicycdlogermacrene (853%),
germacrene B (743%), and A-elemene (6.06%).

Although this chemical composition is similar to other Eugenia plants, these results
differ from a previous characterization of an essential oil extracted from E. gracillima
(=E. Kappenbachiana) grown in Parana state (South area of Brazil), whose major com-
ponents were derived from the aromadendrane skeleton, such as globulol (8.7%), vin-
diflorene (6.9%), epi-globulol (68%) and spathulenol (59%) (Apel et al. 2002). These
differences may result from the interaction of several factors, incdluding soil compos-
ition, solar radiation, collection season, biotic factor {microomganisms, insects or other
plants) (Moghaddam and Farhadi 2015; De Alencar Filho et al. 2017, Morelli
et al. 2017).

2.2. Antioxidant activity of Eugenia gracillima essential oil

Given the relevance of oxidative stress in the pathogenesis of diseases as cancer and
inflammatory disorders, we evaluated the antioxidant properties of the EGEO using dif-
ferent methods: DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS [2,2'-Azino-bis(3-ethyl-
benzothiazoline-6-suffonic add) diammonium salt] radicals scavenger assays and total
antioxidant fosfomolibdenium assays (Table S2). The oil weakly inhibited the DPPH
and ABTS radicak (ICs of 15.67 mg/mL and 15.16 mg/mL). However, it showed a high
total antioxidant potential when compared to ascorbic add (62.259%). Some other oils
from Eugenia plants have been demonstrated antioxidant activity (Cameiro et al. 2017;
Siebert et al 2015).

2.3. Antiprotozoal activity of Eugenia gradllima essential oil

Following, we analyzed whether EGED could inhibit Leshmania ssp. and 7. cruzi. As
shown in Table S3, the oil exhibited higher activity towards the promastigote forms of
L. braziliensis (ICso = 7464 ug/mL) and L. infantum (ICso = BO4 pg/mL), while it was
not active against T. cruzi (ICso = 1487 pg/ml). In order © determine the selective
indexes (SI) of EGEO, its cytotoxicity was evaluated against NCTC929 murine fibro-
blasts. EGEO showed low cytotoxidty with 1Co value of 5498 pg/mL

In this sense, EGEO was highly selective to L. brazilienss and L. infantum promasti-
gotes with Sl values of 73.66 and 7141, respectively. Similar results were observed to
the essential oil obtained from Eugenia unifiora {also mostly composed by sesquiter-
penes) which exhibited SI values around 20 against L. amazonensis (Rodrigues et al
2013). Furthermore, oils rich in sesquiterpenes have been pointed out as efficient
leishmanicidal agents (Rodrigues et al. 2013; Moxeira et al. 2017).

After infection by Leishmania, both superoxide anion (O, ) and nitric oxide (NO)
molecules produced after monocyte phagocytosis and they could participate in several
events, such as Leishmania killing, act as pro and/or anti-inflammatory (inducing neu-
trophil apoptosis) molecules, and also be involved in human immunopathology. The
use of topical formulations with antioxidant activity could be beneficial in the control
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of leishmanial cuaneous lesions, due it could attenuate inflammatory signs by reduc-
ing tissue damage (Neira, Mantilla, and Escobar 2019). The development of formulation
contain EGEO could be an appropriate candidate for use in leishmaniosis.

3. Conclusion

Altogether, the results obtained in this study shows that E gracillima essential oil is
a source of sesquiterpenes (such germacrene D and B, y-muurolene, bicycdogema-
crene) with relevance for pharmaceutical, cosmetic and food industries. In addition,
the oil strongly inhibited promastigote forms of L braziiensis and L infantum. E. gra-
cillima was reported for the first time to have promising antileishmanial potential
Overall, the data suggest that EGEQ could be further investigated for the isolation
and purification of the active antieishmanial constituents. Further studies about
EGEO-based formulation (long-stability, preclinical and dinical evaluation), in special
reference to dermatological gel and nanotechnology approach, should be subjected
to further in vivo studies in animal modek to develop its relevance in biomedical
applications.
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Chemical composition, antioxidant and antiprotozeal activity of Eugema gracillima
Kiaersk. leaves essential oil

This work evaluated the volatile composition, antioxidant and anfiprotozoal
activities of the essential oil obtammed from leaves of Eugenia gracillima
Kizersk. (EGEO) grown m Brazilian Northeast area (Araripe. Brazil). The
volatile compounds of EGEO were analyzed by GC and GC—MS and its
chemical composition 15 mainly composed of sesquiterpene hydrocarbons
(91.2279%). oxygenated sesquiterpenes (7.45%) and monoterpene (1.01%). The
most abundant volatile constituents of the EGEO were gemmacrene D
(16.10%), y-muurolene (15.60%), bicyclogermacrene (8.53%), germacrene B
(7.43%). and A-elemene (6.06%). The oil showed weak to moderate
antioxidant activity. EGEO was highly selective to Leishmania braziliensis
and Leishmania infantum promastgotes with selective indexes of 73.66 and
71.41, respectively. EGEO did not inhibit Trypanosoma cruzi. These data
suggest that the E. gracillima essential oil is a relevant source of lead
compounds for development of anti-Leishmania drugs.

Keyvwords: Eugenia gracillima. essential oil, antioxidant activity,
antiprotozoal activity
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1. Experimental section
1.1 Plant material

The leaves of E. gracillima were collected in the area of native vegetation, located mn
Serra dos Paus Dodias im Chapada do Araripe (Exu. Pemambuco: latitude 7° 21"S,
longitude 39° 53" W and altitude 884m). between July and August 2017. under
authorization of the responsible authority Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBio) using the license SISBIO 59070. The plant matenal was
1dentified by Dr. Mana Arlene Pessoa da Silva from the Laboratory of Microbiology and
Molecular Biology of the Regional Umiversity of Carini (URCA). The voucher (registration
mumber: 13.055) was deposited in the URCA Herbanum (Herbario Caririense Dardano de
Andrade Lima; HCDAL).

1.2. Sample preparation and chemical characterization of E. gracillima

essenfial o1l

The essential oill from the leaves of E. gracillima (EGEO) was obtained by
hydrodistillation method. The EO was filtered. weighed and stored in a dark at 4° C until
use. The EO was analysed by gas chromatography coupled to Shimadzu GCMS-QP2010
mass spectrometry (CG-MS) using Rtx®-5MS capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25
pm). The electron iomization mode was used at 70 eV. and helium (99.999%) was
employed as the camer gas (1 mL/min). The followmng temperature program was used: 100
°C (3 nun) at 310 °C (3.5 °C/min). The identification of the individual volatile components
was carmied out by companson with values of retention mdices. obtammed by co-injection of
oil samples and a set of Co—C3 linear hydrocarbons. and the MS data acquired for each
volatile component were matched with the data available in the mass spectral library -
MassFinder 4 (Dr. Hochmmth scientific consulting, Hamburg, Germany): NIST08 Mass
Spectral Library (ChemSW Inc. Fairfield. CA. USA). Wiley Registry™ of Mass Spectral
Data 9th Edition (Wiley, Hoboken. NJ. USA) and with other published mass spectral data
(Adams. 2007). For the quantitative analysis, a Shimadzu GC2010 Plus gas chromatograph
equipped with a FID detector. with the same column and operating conditions above
descnbed were used The percentage volafile composition was performed by the
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normalization method from the GC peak areas. in relation to the combined area of all
peaks. All analyses were camed out in triplicate.

1.3. Cell cultures

Tests with T cruzi were performed using clone CL-B5 (Buckner et al., 1996)
carrying Escherichia coli B-galactosidase (lacZ) gene. kindly supphed by Dr. F. Buckner
through the Gorgas Memonal Institute (Panama) The epimastigote forms were cultured at
28 °C mn tryptose broth for hiver infusion (Difco, Detroit. MI) supplemented with 10% Fetal
Bovine Serum (FBS) (Gibco, Carlsbad, CA), penicillin (Em. SA, Barcelona, Spam) and
streptomycin. Cells were collected for testing in the exponential growth phase.

Cultures of Leishmania braziliensis (MHOM/CO/88/UA301) and L infantum
(MHOM/ES/92/BCN83) were obtained from the Institute of Health Sciences Research
(Paraguay). The strains were grown at 22 °C m 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 m
Minmmum Essential Medium supplemented with SBF (10%), penicillin G {100 U/ml) and
streptomycin (100 mg/mi). The cultures were mamtamed at 37 °C m a bumdified
atmosphere with 5% CO,.

1.4 Ann-T. cruzl assay
Aliquot of epimastigote forms of T. cruzi suspension (200 pL at 1 x 10° per
milliliter) were treated with different concentrations of EGEO (13.75 ug/ml to 1000
pg/ml) at 28 © C. After 72h. 200 uM of red-f-D-galactopyranoside chlorophenol (CPRG:
dissolved in a solutton of 0.9% Tnton X-100) were used in order to evaluate parasite
wviability. 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. Leishmaniaidal activity
Promastigote forms (2.5 x 10° parasites/well) were treated with EOEG (15.75 pg/mL
to 1000 pg/ml). After incubation of 48h at 26 °C, resazurin solution (20 pl) was added and
the absorbance was determined at 595nm_Miltefosine that was used as a positive control.
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1.6. Cytotoxicity evaluation
NCTC-929 were seeded (100 uL; 3 x 10 cells/well) in 96-well plates with of RPMI
1640 culture medum per well. Cells were grown overmght at 37 °C and 5% CO,. The
medium was removed, and the new mednmm were added contaiming EGEO 15.75 pg/ml to
1000 pg/ml.. Cell viability was evaluated using resazurin as described above. The toxicity
to the fibroblast cell and the activity against the protozoan were compared by using the
selectivity index (SI) ratio (ICsp for NCTC-929 cells/ICy; for protozoan).

1.7. Anfioxidant potential

The antioxidant potential of EGEO were evaluated by the traditional methods of
DPPH and ABTS radicals mhibiion and phosphomolybdenum assay (referred as total
anfioxidant activity) (Blois 1958, Prieto et al. 1999, Re et al. 1999). Total antioxidant
activity (%) was expressed as ascorbic acid equivalent, relative to lmg/ml. ascorbic acid to
Img/ml. EGEO.

1.8. Statistical analysis
The experiments were performed in triplicate with at least two independent
repehition. data were presented as means = standard vanation (SD) or percentages.
Statistical analyses were performed using the software GraphPad Prism version 5.0. Data
were analyzed by one-way analysis of vanance (ANOVA) and Tukey test. A p-value of
=0.05 was considered as statistically sigmificant. ICy; values were determined by linear
Tegression.
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Table 51. Chemical composition of the essential cil of Eugenia gracillima Eiaersk.
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with other published mass spectral data (Adamms, 2007

Table S2: Antioxidant activity of Eugenia gracillima essential oil

DPPH ICs ABTS ICsp Total antioxidant
Sample
(mg/ml) (mg/mL) activity (%)
EGEO 15.67+131° 15.16=073" 6229556
BHT 0.0024 = 0.0001° 0.102 +0.028° ND*
Ascorbic acid 0.0087 £0.0044°  0.0036 = 0.0002“ 100

Notes: EGEO - Eugenia gracillima essential oil; ND* - Not Determined; BHT - Butylated
hydroxy toluene Values m the cohunn followed by a different letter supersempt (a-d) are
significantly different (p<0.05) and values hawving same superscript are not statistically
sigmificant



Table S3. Antiprotozoal activity and cytotoxicity of Eugenia gracillima essential oil.

Compound  Fibroblast L braziliensis L. infantum T. cruzi
ICo(ug/ml) ICso(pgml) SI IC;(ugml) SI  ICy SI
(ug/mL)
EGEO 5498+141.20 74642099 7366 76.99=041 7141 =1000 ND
Benznidazole =100 ND ND ND ND 10£058 ND
Miltefosine =256 16£0.70 ND 8+0.14 ND ND ND

Notes: EGEO - Eugenia gracillima Kiaersk. essenfial oil; IC,; - Concentration that mhibited 50%

cellular growth: SI - selectivity index: ND — Not determuned
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3.3 ARTIGO 3 — Avaliacdo da propriedade antiflngica, interagdo com antifungicos e
mecanismo de agdo do dleo essencial de Eugenia stipitata McVaugh.
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AVALIAQAO DA PROPRIEDADE ANTIFUNGICA, INTERACAO COM
ANTIFUNGICOS E MECANISMO DE AC}AO DO OLEO ESSENCIAL DE Eugenia
stipitata MCVAUGH.

Cicero Ramon Bezerra dos Santos!, Mariana Gomes Vidal Sampaio?, Lilian Cortez Sombra
Vandesmet?, Saulo Almeida de Menezes!, Maria Tereza dos Santos Correial, Marcia Vanusa

da Silval

! Biochemistry Departament, Biocience Center, Federal University of Pernambuco — UFPE,

Recife, Pernambuco, Brazil.

RESUMO

A Candidiase é uma infec¢do causada por microrganismos oportunistas do género flngico
Candida que ocorrem frequentemente em pele e mucosas, havendo, entretanto, complicacfes
comuns no meio hospitalar que levam a crescentes indices de mortalidade. Outra grande
problemética diz respeito ao precario arsenal terapéutico disponivel para o tratamento,
associado ainda a toxicidade e varia¢fes na eficacia. Logo, ha uma necessidade emergente na
busca de novos agentes antiflingicos para combater as infec¢es por Candida spp.. Assim, neste
estudo, foi avaliada a propriedade anti-Candida através da determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM), o mecanismo de acdo na
presenca de sorbitol e ergosterol exdgeno e a propriedade moduladora pela determinagéo do
indice de Concentracdo Inibitoria Fracionada (ICIF), com os antifingicos 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. Na analise antifungica, obteve-
se valores de CIM que variaram de 64 a 512 pg/mL e de CFM que estdo entre 512 a > 1024
pg/ml. Na presenca ou na auséncia do sorbitol, os valores de CIM permaneceram inalterados.
Ja com o0 aumento da concentracdo exogena de ergosterol, os valores de CIM ndo mudaram. Os
valores de ICIF para as interagbes com fluconazol, demonstraram que as mesmas foram
sinérgicas para 87,5% (7/8) das cepas testadas e indiferentes as demais. Todas as combinacdes
com anfotericina B resultaram em interacGes indiferentes. Os resultados sugerem que o0 OEES
demonstra uma propriedade antiflngica contra as cepas de Candida testadas com provavel
mecanismo de acdo através da inibicdo da biossintese de ergosterol. Além disso, foi obtido

efeito sinérgico entre o 0leo essencial e a fluconazol para a maioria das espécies, exceto para
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uma cepa de C. tropicalis. Portanto, a presente pesquisa sugere a espécie de planta como uma

possivel fonte terapéutica alternativa, dada sua eficicia nos testes in vitro realizados.

Palavras-chave: Candida. Myrtaceae. Fluconazol.

INTRODUCAO

As Candidiases s@o um grupo de doencas ocasionadas por algumas espécies do género
fangico Candida, dentre elas destacam-se as espécies de interesse para a clinica médica,
como: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, podendo ainda ser
causadas por outras espécies. Essas infeccbes acometem um grupo de pessoas que
frequentemente possuem uma debilidade imunoldgica permanente ou transitdria e por isso
tornam-se alvos deste microrganismo oportunista (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Infecgbes por Candida spp. manifestam-se costumeiramente em pele e mucosas,
entretanto ha uma complicacdo desta enfermidade na qual passa a ser uma infecgcdo fangica
invasiva. A Candidiase Invasiva (Cl) é comumente observada no meio hospitalar em pacientes
frageis, internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), com comorbidades cronicas e
ampla exposicdo a antibioticoterapia (CORCIONE et al., 2018; JAHANSHIRI et al., 2018;
MIRANDA-CADENA et al., 2018; SANGARE et al., 2018).

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 0 mundo, tornando-se, portanto, um problema de satde publica persistente. Somando-
se a isto, 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, além do mais a farmacoterapia é bastante limitada
devido a dificuldade de se encontrar um farmaco eficaz e de baixa ou nenhuma toxicidade as
células do hospedeiro (PFALLER; DIEKEMA, 2007; SILVA et al., 2012; MORACE;
PERDONI; BORGHI, 2014; QUINDOS, 2014; NEVES-JUNIOR et al., 2015; SADEGHI et
al., 2018; CHEW et al., 2019; EL-HOUSSAINI et al., 2019).

Devido as problematicas em questdo, a pesquisa por novos agentes terapéuticos
antimicaticos para tratar as infec¢des por Candida spp. emerge no meio cientifico. Os principios
ativos dos produtos naturais destacam-se neste viés analitico, pois acredita-se que estes serdoa
solucdo para a problematica em questdo. Observa-se que as plantas pertencentes a familia

Myrtaceae estdo sendo cada vez mais estudadas, pois caracterizam-se por possuirem 0leos
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essenciais (Oes) com bioatividades comprovadas, incluindo antifingica (ZIDA et al., 2017,
FARAG et al., 2018; WELI et al., 2018; FIGUEIREDO et al., 2019).

A espécie Eugenia stipitata McVaugh., conhecida popularmente como “araga-boi”, utilizada pelas
populagdes tradicionais no tratamento de desordens de cunho urinario e/ou respiratério, é uma espécie
aromatica e seu 6leo essencial é uma potencial fonte de moléculas com atividades bioldgicas
(CORREA et al., 2011; NERI-NUMA et al., 2013; KUMAR et al., 2016; DE ARAUJO et al., 2019).
Assim, 0 objetivo deste estudo foi investigar a atividade antifingica, o mecanismo de acdo e a

propriedade moduladora do dleo essencial das folhas de Eugenia stipitata McVaugh.

MATERIAL E METODOS

AREA DE COLETA

As folhas da espécie E. stipitata foram coletadas em area de vegetacédo nativa, localizada
na Serra dos Paus Doias — Chapada do Araripe, municipio de Exu, PE (latitude 7°21°S,
longitude 39°53“W e altitude 884m), no més de maio do ano de 2017.

MATERIAL BOTANICO

O material vegetal foi identificado pela Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva do
Laboratdrio de Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade Regional do Cariri —
URCA. Exsicatas da espécie foram produzidas e depositadas no Herbario Caririense Dardano

de Andrade Lima da Universidade acima, sob o nimero 13.054.

EXTRAGAO DO OLEO ESSENCIAL

Para obtencdo do 6leo das folhas de E. stipitata (OEES), o material vegetal foi triturado em
pequenos pedacgos 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.

MICRORGANISMOS

Foram utilizadas 08 cepas de Candida spp. obtidas da American Type Culture
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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 22019 e CBS 604. Antes
de cada experimentacéo, as cepas de Candida spp. foram cultivadas em agar batata dextrose
(PDA, Himedia, india) e incubadas a 35 °C por 24 horas (CLSI, 2008).

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E CONCENTRACAO
FUNGICIDA MINIMA

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do OE de E. stipitata foi determinada pela
técnica de microdiluicdo, conforme descrito anteriormente pelo Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008). Assim, foram utilizadas placas de microdiluicdo de 96 pocos
com fundo em U. Aliquotas do meio de cultura foram adicionadas aos po¢os e em seguida o
OE foi adicionado em dilui¢bes seriadas. Logo apds, 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 observagédo visual de agregados celulares no fundo dos pocos. A CIM foi
definida como a menor concentracao de éleo que inibiu o crescimento fangico visivel.

Anfotericina B e fluconazol (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP) foram utilizados como
controle positivo nos ensaios em concentragdes variando de 0,4 a 16 ug/mL. Controles de
viabilidade das cepas, esterilidade média, DMSO (dimetilsulfoxido) (Sigma-Aldrich, S&o
Paulo, Brasil) utilizados para a preparacdo 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 contetido de
todos 0s pocos com auséncia de crescimento fungico visual e incubando-as a 35 ° C por 48-72
horas. A CFM foi definida como a menor concentragdo do OE E. stipitata que inibiu o
crescimento visivel no meio solido (SCORZONI et al., 2016).

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

EFEITO DO OEES 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 osmotico, para determinar o mecanismo de agdo do
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OEES na parede celular das espécies de Candida. A técnica foi realizada seguindo os mesmos
procedimentos descritos para determinacao CIM. Para este ensaio, o indculo foi preparado com
sorbitol a uma concentracdo final de 0,8 M. As placas foram incubadas a 35 ° C e as leituras
foram realizadas 24 h e 48 h apds a incubacdo. A caspofungina foi utilizada como controle
positivo neste ensaio em uma concentragdo inicial de 5 pg/mL (diacetato de caspofungina —
Sigma-Aldrich, S&o Paulo — SP), devido a sua atividade conhecida na parede celular das
leveduras. A CIM na presenca de sorbitol foi definida como a menor concentracdo da substancia
que inibe o crescimento microbiano visivel (ESCALANTE et al., 2008; FREIRES et al., 2014).

EFEITO DO OEES NA BIOSSINTESE DE ERGOSTEROL EM Candida spp.

Os esterdis totais foram extraidos como descrito por Moran et al. (2007) com
adaptacOes, para estimar o mecanismo de acdo de OEES na biossintese de ergosterol em
Candida spp. A extracdo foi realizada ap6s exposi¢do ao OEES, fluconazol (controle positivo)
e anfotericina B (controle negativo) em CIM/2, CIM/4 e CIM/8, por 48 horas. Apls a
exposicdo, os indculos foram transferidos para os tubos Eppendorf e centrifugados a 12.000 x
g por 5 min e os sedimentos celulares foram suspensos em 500 pul de KOH alcodlico (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
centrifugados a 12.000 x g por 1 min, e toda a camada organica superior contendo os esterdis
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 comparacgéo
com a curva padréo obtida com ergosterol comercial (Sigma-Aldrich, Alemanha).

ENSAIO DE LIGACAO AO ERGOSTEROL

O ensaio foi realizado utilizando a tecnica de microdiluicdo, como descrito
anteriormente, na presenga de ergosterol exdgeno (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) em
concentragdes crescentes de 100, 200 e 400 pg/mL para determinar o mecanismo de agdo do
OEES frente Candida spp. por ligacdo ao esgorterol. As placas foram incubadas a 35° C e as
leituras foram realizadas ap0s 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 ester6is de membrana e alterando a
permeabilidade da membrana (PERLIN, 2011; PIERCE et al., 2013). Também foi incluidoum
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controle com etanol a 96% e Tween 80, que foram utilizados para a preparacéo de solucdes de
ergosterol. A CIM na presenga de ergosterol foi definida como a menor concentragdo da

substancia que inibe o crescimento fungico visivel.

AVALIACAO DA INTERACAO DO OE COM ANTIFUNGICOS

Para a avaliagdo da interacdo entre OE de E. stipitata e os antifungicos, duas
concentragOes subinibitérias do OE (CIM/8 e CIM/16) foram utilizadas nas analises de cada
isolado (SANTOS et al., 2018). A andlise de suscetibilidade antifungica foi realizada, conforme
descrito anteriormente para a determinacdo da CIM, com a adicdo de anfotericina B ou
fluconazol. Células planctonicas e sésseis foram incubadas na presenca da combinacéo do OE
de E. stipitata e antifingicos e incubadas por 48 horas a 35 ° C. Os resultados foram lidos por
observacdo do crescimento fungico visual nos pogos. A CIM foi definida como a menor
concentracdo das combinacdes capaz inibir o crescimento fungico visivel. Posteriormente,
calculou-se o Indice de Concentracdo Inibitoria Fracionada (ICIF) para cada combinagdo do
OE de E. stipitata , a fim de avaliar a interacdo medicamentosa, considerada sinérgica quando
ICIF < 0,5, indiferente quando 0,5 < ICIF < 4 ¢ antagonista quando ICIF > 4 (ODDS, 2003).

ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Para 0s ensaios que
possuiam trés ou mais grupos e uma Unica avaliagdo 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.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de CIM do OEES e dos antifingicos padrdes frente Candida spp. estdo
ilustrados na Tabela 1. Para o OEES, os valores de CIM variaram de 64 a 512 pg/ml, e os
valores de CFM variaram de 512 a maiores que 1024 pg/ml. A relagdo CFM/CIM encontrada
para 0 OEES demonstrou um provavel efeito fungistatico contra as espécies de leveduras

testadas.
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Tabela 1 — Atividade antifingica do dleo essencial de Eugenia stipitata frente espécies de
Candida.

AMB FLC OEES
Espécies Cepas
CIM CIM | CIM | CFM | MFC/MIC
Candida albicans ATCC 60193 1 2 128 512 4
CBS 562 0.125 1 256 | 1024 4
Candida krusei ATCC 6258 2 4 256 | >1024 -
CBS 573 1 8 512 | > 1024 -
Candida parapsilosis | ATCC 22019 1 2 64 | 1024 16
stricto sensu CBS 6045 0.5 4 256 | 1024 4
: - ATCC 13803 0.06 0.5 128 | 1024 8
Candida tropicalis
CBS 94 0.25 1 512 | >1024 -

Fonte: Autor, 2020. AMB: Anfotericina B. FLC: Fluconazol. CIM: Concentra¢do Inibitoria Minima (pg/ml).
CFM: Concentracdo fungicida Minima (ug/ml). ATCC: American Type Collection Culture. CBS:
Centraalbureau voor Schimmelcultures.

Apbs a avaliacdo da atividade antifingica, continuamos a investigar possiveis
mecanismos pelos quais a viabilidade das células fungicas foram afetadas. Os resultados
mostraram que a propriedade antifingica do OEES ndo est4 relacionada as vias de biossintese
da parede celular, porque os resultados dos testes antifungicos permaneceram inalterados na
presenca ou na auséncia de um protetor osmotico (sorbitol) (Tabela 2).

O conteudo de ergosterol celular foi reduzido tanto pelo tratamento com fluconazol
quanto apos a exposicdo com OEES (Figura 3). No entanto, os valores de CIM de OEES néao
mudaram com o aumento da concentracdo exdgena de ergosterol (Tabela 3), indicando que

OEES néo age por ligacdo ao ergosterol, mas por inibir a biossintese do mesmo (Figura 1).
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Tabela 2 — Efeito do 6leo essencial de Eugenia stipitata em Candida spp. na biossintese da
parede celular (sorbitol)

CBS 94 Sem sorbitol - - + + + o+ + O+ o+ +
. . Concentracoes do OEES (ua/ml)
Espécies Condicao
2048 | 1024 (512 | 256|128 |64 |32 | 16|8 4
C. albicans Com sorbitol — — — — | + |+ + | 4+ + |+
ATCC 60193 | Sem sorbitol - e T T i
C. albicans Com sorbitol — - - + + |+ + | 4+ + |+
CBS 562 Sem sorbitol — — =+ |+ +] ] 4]+
C. krusei Com sorbitol - — =+ + |+ o+ + ]+
ATCC 6258 Sem sorbitol — — — + | + |+ + | 4+ + |+
C. krusei Com sorbitol - T e T T D e
CBS 573 Sem sorbitol - — o+ o+ |+ ] ] 4]+
C. parapsilosis str. s.Com sorbitol _ _ _ N + + + 1+
ATCC 22019  |Sem sorbitol - I
C. parapsilosis str. s./Com sorbitol — T e T T D e e
CBS 6045 Sem sorbitol - e Y g
C. tropicalis Com sorbitol — e T e
ATCC 13803  |Sem sorbitol - — = =+ + ]+ ] 4]+
C. tropicalis Com sorbitol - T e T T D e

Fonte: Autor, 2020. +, Crescimento flngico . —, Sem crescimento fangico. ATCC: American Type Collection
Culture. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures.

Figura 1 — Quantificacdo do contetdo de ergosterol celular de Candida spp. apds exposicao a
diferentes concentracdes do OEES. A leitura foi realizada a 295 nm para detectar a
concentracgéo de ergosterol, usando AMB como controle negativo e FLC como controle positivo
para o conteudo alterado de ergosterol. Resultados foram expressos em média * desvio padrao.

16+
14
12+ f —*
= 104 x
%’ *
n: B o+
3' O+ e
0 *
q -
'
0 4 4 T T
Control MIC/8 MIC/4 MIC/2
-- AMDB —— FLC - /. stipitata EQO

Fonte: Autor, 2020.
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Tabela 3 — Efeito de diferentes concentragdes de ergosterol exdgeno na CIM do 6leo essencial

de Eugenia stipitata e anfotericina B contra Candida spp.

CIM do CIM da CIM da AMB na
OEES na CIM do OEES na AMB na presenca de
Cepas auséncia | Presencadeergosterol | 5 ,cancia ergosterol
de 100 200 400 de 100 200 | 400
ergosterol | pg/ml | pg/ml | pg/ml | ergosterol | pg/ml | pg/ml | pg/mi

Candida
albicans
ATCC 60193 128 128 256 128 1 8 32 64
CBS 562 256 256 256 256 0.125 1 2 16
Candida
krusei
ATCC 6258 256 256 256 512 2 4 32 64
CBS 573 512 256 512 512 1 2 4 64
Candida
parapsilosis
stricto sensu
ATCC 22019 64 128 64 64 1 4 16 64
CBS 6045 256 256 256 256 0.5 4 16 32
Candida
tropicalis
ATCC 13803 128 128 128 128 0.06 1 2 8
CBS 94 512 512 512 256 0.25 2 16 16

Fonte: Autor, 2020. OEES: Oleo essencial de E. stipitata. AMB: Amfotericina B. CIM: Concentracéo Inibitotia
Minima (pg/ml). ATCC: American Type Collection Culture. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures.

Foi avaliada também as interacbes entre OE de E. stipitata e antifungicos. As

combinagbes do OEES com anfotericina B foram indiferentes para todas as cepas. No entanto,

combinag6es com fluconazol foram sinérgicas em 87,5% (7/8) das cepas testadas, na qual foram

observadas reducdes na CIM em até 16 vezes. Nenhuma interacdo antagonica foi observada

(Tabela 4)
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Tabela 4 — Interagdo farmacoldgica entre o 6leo essencial de Eugenia stipitata e antifungicos
contra Candida spp.

CIM (pg/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 1256/2 8 /0,25 1,0 0,19°
CBS 562 256 | 0,125 1 | 128/0,25 | 32/0,125 2,5/ 0,253
C. krusei
ATCC 6258 256 2 4 12812 32/05 15" 0,253
CBS 573 512 1 8 512/2 128/1 30! 0,25%
C. parapsilosis
str. s.
ATCC 22019 64 1 2 128/0,5 | 8/0,125 25! 0,19°%
CBS 6045 256 0,5 4 256 /1 16/0,25 35! 0,135
C. tropicalis
ATCC 13803 128 | 0,06 05| 64/0,125 64/ 1 25! 25!
CBS 94 512 | 0,25 1 32/0,5 | 64/0.125 2,1 0,35

Fonte: Autor, 2020. OE: Oleo essencial de E. stipitata. AMB: Anfotericina B. FLC: Fluconazol. CIM: Concentrgdo
Inibitéria Minima (pg/mL). ICIF: Indice de Concentragdo Inibitéria Fracionada. ATCC: American Type
Collection Culture. CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures. S: Sinérgica. I: Indiferente.

Devido a problematica envolvida na farmacoterapia das infeccBes fungicas, a
pesquisa por novos ativos com produtos naturais vem ganhando destaque no meio cientifico.
Somando- se a isso, 0s agentes antifingicos naturais tém, em geral, menor custo, possuem
menos efeitos colaterais e podem representar terapias alternativas para a candidiase (SILVA
et al., 2012; ASDADI et al., 2015). Além do mais, os Oes sdo fundamentais na pesquisa por
novos medicamentos, uma vez que sdo biodegradaveis e possuem varios compostos bioativos
atuando sinergicamente (FIGUEIREDO et al., 2008).

O presente estudo é de carater inédito para avaliacdo da propriedade anti-Candida,
moduladora e mecanismo de acdo do OEES. Para mais, poucos estudos foram realizados
com o OE de plantas do género Eugenia para essas atividades. Assim, a comparacdo dos
dados tornou-se dificultosa.

Em uma pesquisa realizada com o 6leo essencial de Eugenia caryophyllata, testado
frente a espécie de Candida albicans, apresentou CIM de 0,50 ug/mL (RAHIMIFARD et al.,
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2015). Em outros estudos o OE de E. caryophyllata foi capaz de inibir o crescimento de C.
albicans, C. guilliermondii, C. glabrata, C. tropicalis, C. utilis, C. valida, C. parapsilosis, C.
dubliniensis e C. sake (KOUIDHI; ZMANTAR; BAKHROUF, 2010). No estudo de Bazzaz et
al. (2018) com nanoparticulas lipidicas solidas contendo o OE de E. caryophyllata, a CIM
frente as cepas de C. albicans foi de 0,25 pg/mL. Os estudos acima citados corroboram com os
resultados obtidos nessa pesquisa, pois 0 OEES, mesmo que em concentragfes mais altas,
também foi capaz de inibir o crescimento fungico de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis.

O OE das folhas de Eugenia dysenterica nao foi capaz de inibir o crescimento fungico
em concentragfes de até 1000 mg/mL contra qualquer uma das cepas de Candida testadas.
(COSTA et al., 2000).

Lago e colaboradores (2011) realizaram uma pesquisa com o OE de E.uniflora na qual
a avaliacdo da atividade antiflngica exibiu valores de CIM que variaram de 0,22 a 3,75 ug/mL
contra as espécies de C. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. glabrata C. parapsilosis, C.
grubii e C. gattii. Outro estudo realizado com o OE de E. uniflora demonstrou promissora
atividade antifangica, apresentando valores de CIM variando de 93,7 a 312,5 pg/mL frente as
espéecies de C. albicans, C. globosa, C. guilhermondi, C. parapsilosis, C. lipolytica e C.
laurenthi (VICTORIA et al., 2012).

Santos e colaboradores (2018) conduziram um estudo para demonstrar a propriedade
antifangica do OE das folhas de Eugenia uniflora contra Candida albicans, Candida krusei e
Candida tropicalis. Nos ensaios, 0 OE foi capaz de reduzir apenas o numero de células fungicas
em altas concentraces. Os resultados dessa pesquisa ndo mostraram efeitos de atividade
antifingica promissora. Entretanto, outros ensaios foram realizados para verificar o efeito do
OE de E. uniflora sobre a morfologia das células, assim foi provocado um estresse fungico para
gue houvesse a formacdo 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 concentragfes e somente inibiu C. tropicalis na concentracdo mais alta. A
combinagdo do OE com fluconazol resultou em interagdes de indiferenca e antagonismo.

O presente estudo resultou em intera¢fes, em sua maioria, sinérgicas com o fluconazol,
que se distingue do estudo acima citado. Estes resultados diferentes podem estar associados as
diferencas na composicdo quimica dos Oes. Possivelmente, essa pesquisa é umas das
precursoras na anélise de intera¢fes de Oes do género Eugenia com os antifungicos fluconazol
e anfotericina B. Apesar disso, outros estudos com Oes da familia Myrtaceae ja foram relatados
e resultaram em interagdes sinérgicas com o fluconazol, como o estudo de Macédo et al. (2018)
e Macédo et al. (2019).
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Em relacdo ao mecanismo de acdo dos Oes com atividade anti-Candida, sabe-se que
ainda ndo é completamente compreendido, pois este € descrito por diversas vias no meio
cientifico, podendo inibir a biossintese da membrana celular (ergosterol), alterar a estrutura
(glucano, quitina e manano) e integridade da membrana, alterar o ciclo do acido citrico, inibir
da sintese de ATP nas mitocéndrias e inibir as 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).

Em um estudo com o OE de E. caryophyllus para investigar seu mecanismo de acédo, na
presenca de sorbitol e utilizando cepas de C. albicans e C. glabrata, os valores de CIM para o
6leo essencial diminuiram significativamente. Ja ao adicionar o ergosterol exdgeno, observou-
se que os valores de CIM aumentaram m(GUCWA et al., 2018). Esses resultados diferem do
presente estudo, pois, como visto anteriormente, os resultados sugerem que o mecanismo da
propriedade anti-Candida do OEES se dar por inibicdo da biossintese de ergosterol. Poucos
estudos foram realizados com Oes do género Eugenia para pesquisa de mecanismo de agéo da
propriedade anti-Candida, entretanto, ja existem relatos de inibicdo da biossintese do ergosterol
associada a Oes de outras espécies, como no estudo de Khan e colaboradores (2010) e Cardoso
e colaboradores (2016).

CONCLUSAO

O OE de Eugenia stipitata McVaugh utilizado nesse estudo apresentou uma relevante
atividade antifingica frente as espécies de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis.
Esse potencial antifingico do OEES esta possivelmente ligado a inibicdo da biossintese do
ergosterol. Ademais, o 0leo essencial interagiu sinergicamente com o antifingico fluconazol
para a maioria das cepas, exceto para uma das cepas de C. tropicalis. Ja com o antimicotico
anfotericina B, as combinacGes resultaram em interacdes indiferentes para todas as cepas.
Portanto, o0 OE de E. stipitata apresentou-se como um agente terapéutico potencialmente
benéfico frente as espécies do género Candida, revelando a importancia de estudos como este
utilizando espécies do género Eugenia, uma vez que sdo muito utilizadas de forma empirica

para tratar uma variedade de enfermidades no territorio brasileiro.
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que:

e Os constituintes mais abundantes do OE de Eugenia stipitata (OEES) analisado foram
B-eudesmol (15,28%), y-eudesmol (10,85%), elemol (10,21%), oxido de cariofileno
(6,5%), cloveno (6,18%) e espatulenol (6,14%);

e O OEES apresentou uma relevante atividade antifungica frente as espécies de C.
albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis. Os valores de MIC variaram de
64 a 512 pg/ml, e os valores de CFM variaram de 512 a maiores que 1024 pg/ml. A
relacio CFM/CIM encontrada para o OEES demonstrou um provavel efeito
fungistatico contra as espécies de leveduras testadas;

e O potencial antifangico do OEES esta possivelmente ligado a inibi¢do da biossintese do
ergosterol;

e As combinacdes do OEES com anfotericina B foram indiferentes para todas as cepas.
No entanto, combinag¢fes com fluconazol foram sinérgicas em 87,5% (7/8) das cepas
testadas, na qual foram observadas reducGes na CIM em até 16 vezes;

e O OEES apresentou atividade Leishmanicida, porém ndo apresentou efeito
antiparasitario relevante frente as formas epimastigotas de T. cruzi;

e O OEES apresentou atividade antibacteriana dependente do tipo. As bactérias Gram-
positivas foram mais susceptiveis a acdo do 6leo;

e O OEES da pesquisa apresentou moderada citotoxicidade frente a fibroblastos;

e Foi o primeiro relato de atividade antiparasitaria do OE extraido das folhas de Eugenia
stipitata e a primeira caracterizacdo quimica do Oleo dessa espécie encontrada no
Brasil;

e  Os constituintes quimicos majoritarios do OE de Eugenia gracillima (OEEG) extraidos
do bioma Caatinga foram: germacreno D (16,10%), ymuuroleno (15,60%),
biciclogermacreno (8,53%), germacreno B (7,43%), A-cadieno (6,23%) e A-elemeno
(6,06%);

e O OEEG apresentou atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de
Leishmania braziliensis e Leishmania infantum;

e O OEEG néo possui potencial antiparasitario relevante frente as formas epimastigotas

de Trypanosoma cruzi;
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O OEEG ndo apresentou citotoxicidade em concentracGes abaixo de 62,5 pg/mL frente
a fibroblastos;

A atividade antioxidante do OEEG, através do método fosfomolibdénio, foi considerada
moderada (62,29%).
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