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RESUMO

A infeccdo causada pelo fungo Candida albicans é um problema crescente nos
ultimos anos devido ao aumento da resisténcia desse patégeno aos antifungicos
utilizados na pratica clinica. Uma alternativa nesse tratamento séo extratos e dleos
essenciais de plantas do género Piper spp. que sao utilizadas pela medicina popular
para tratar diversos tipos de infecgdes. O objetivo deste estudo foi avaliar a
composicao quimica e a atividade anti-Candida do 6leo essencial das folhas de
Piper aduncum (pimenta-matico), Piper arboreum (fruto-de-morcego) e Piper
crassinervium frente a Candida albicans (ATCC MYA-2876). A analise quimica dos
Oleos essenciais foi realizada a partir de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, sua atividade anti-Candida foi avaliada in vitro pelo teste
de microdiluigdo seriada e in vivo no modelo alternativo de infecgdo em larvas de
Galleria mellonella, a partir da avaliacdo da mortalidade, indice de saude,
melanizagdo, numero de hemdcitos e de unidades formadoras de colénia. Como
controle de tratamento foi utilizado o fluconazol. O composto majoritario do 6leo
essencial de P. aduncum foi o dilapiol (81%), enquanto em P. arboreum foi o
germacreno D (18,6%) e o a-pineno (14%) em P. crassinervium. O valor da
Concentragao Inibitéria Minima foi de 64 ug/mL para todos os 6leos essenciais e da
Concentragao Fungicida Minima de 128 pg/mL. Nos experimentos in vivo, o inéculo
fungico capaz de matar a maior quantidade de larvas de Galleria mellonella em 5
dias foi 9 x 10° UFC por larva, os 6leos foram capazes de manter a sobrevivéncia
das larvas em 100% apos a infecgédo por C. albicans na concentragéo de 64 ug por
larva. A melanizagdo da hemolinfa e a contagem das unidades formadoras de
colénia das larvas tratadas com os 6leos essenciais e fluconazol foram menores do
que as larvas apenas infectadas. A densidade de hemdcitos foi maior nos grupos
tratados e menor no grupo nao tratado. A partir dos resultados obtidos € possivel
concluir que os Oleos essenciais de P. aduncum, P. arboreum e P. crassinervium

apresentam atividade anti-Candida.

Palavras-chave: produtos naturais; 6leos essenciais; Candida albicans; Galleria

mellonella.



ABSTRACT

Infection caused by the fungus Candida albicans is a growing problem in recent
years, as resistance of this pathogen to antifungal drugs used in clinical practice is
increasing. An alternative in this treatment are extracts and essential oils from plants
of the genus Piper spp. which are used in folk medicine to treat various types of
infections. The aim of this study was to evaluate the chemical composition and
anticandidal activity of essential oil from the leaves of Piper aduncum
(pimenta-matico), Piper arboreum (fruto-de-morcego) and Piper crassinervium
against Candida albicans (ATCC MYA-2876). The chemical analysis of the essential
oils was carried out using gas chromatography—mass spectrometry, their anticandida
activity was evaluated in vitro by the serial microdilution test and in vivo in the
alternative infection model of Galleria mellonella, based on the evaluation of mortality,
health index, melanization, number of hemocytes and colony forming units.
Fluconazole was used as treatment control. The major compound in the essential oll
of P. aduncum was dillapiole (81%), in P. arboreum germacrene D (18.6%) and
a-pinene (14%) in P. crassinervium. The Minimum Inhibitory Concentration value was
64 pg/mL for all essential oils and the Minimum Fungicide Concentration was 128
pMg/mL. The fungal inoculum capable of killing the highest amount of Galleria
mellonella larvae in 5 days was 9 x 10° CFU per larvae, the essential oils were able
to maintain larval survival at 100% after infection by C. albicans at a concentration of
64 pg per larva. Hemolymph melanization and colony-forming unit counts of larvae
treated with essential oils and fluconazole were lower than those of larvae that were
just infected. Hemocyte density was higher in the treated groups and lower in the
untreated group. From the obtained results it is possible to conclude that the
essential oils of P. aduncum, P. arboreum and P. crassinervium presents anticandidal

activity.

Keywords: natural products; essential oils; Candida albicans; Galleria mellonella.
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1 INTRODUGCAO

Os fungos sao seres vivos eucariontes que apresentam uma grande
variedade no seu ciclo de vida, eles podem ser saprofagos, predadores ou parasitas.
Dentre os géneros com espécies patogénicas, o género Candida € um de grande
importancia médica pois representa o equivalente a 65,3% dos isolados de infecgoes
fungicas no mundo (ROCHA et al., 2021). Nele, se sobressai Candida albicans, um
microrganismo que reside de maneira comensal nas mucosas humanas, porém, em
condigbes adversas se torna um perigoso patdégeno humano. Tais perturbacgdes
podem ser causadas por antibidticos, mudangas na microbiota, anormalidades no
sistema imune e alteragbes na integridade da barreira muco-cutdnea dos locais
habitados por esse microrganismo (LOPES et al., 2022).

As infecgbes fungicas causadas por Candida spp. sao as doengas micoticas
invasivas mais comuns entre pessoas imunocomprometidas, pacientes que
passaram por procedimentos médicos invasivos ou que precisaram ser internados
em Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs). Candida albicans € uma espécie que
se destaca pois representa aproximadamente 51,8% dos isolados de infeccbes
associadas ao ambiente hospitalar na América Latina (ROCHA et al., 2021). Nos
Estados Unidos, esse patdgeno causa uma mortalidade bruta de aproximadamente
40%, apesar da intervengcao medicamentosa (LEE et al., 2021).

Devido ao uso indiscriminado de antifungicos e a plasticidade génica de C.
albicans é crescente o numero de isolados fungicos resistentes a farmacos utilizados
na pratica clinica. Assim, € urgente a descoberta de novos farmacos antifungicos,
sendo as substancias de origem vegetal uma opgéao de partida viavel (BEYDA et al.,
2012).

O género Piper € um dos maiores pertencentes a Familia Piperaceae, com
2264 espécies distribuidas de maneira pantropical (WFO, 2022). Grande parte das
espécies de Piper apresenta compostos volateis, sendo por isso classificadas como
plantas aromaticas. Devido a essas caracteristicas, sdo bastante utilizadas na
culinaria e principalmente na medicina popular como analgésico, antitérmico,
antiinflamatorio e tratar diversas doencas, incluindo infecgbes gastrointestinais (DA
SILVA et al., 2017).

Dentre as espécies desse género, a que mais se destaca é a Piper aduncum
L., pois é a mais utilizada pela medicina popular e ja foram comprovadas diversas

atividades biolégicas como bactericida, fungicida, antiparasitaria, moluscicida,
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inseticida, repelente, acaricida, antioxidante, antiviral, gastroprotetora, e contra o
cancer (DURANT-ARCHIBOLD et al, 2018). Outras espécies utilizadas
tradicionalmente sao Piper arboreum Aubl. e Piper crassinervium Kunth que
apresentam também atividade antifungica contra C. cladosporioides e C.
sphaerospermum (LAGO et al., 2004; VASQUES DA SILVA et al., 2002). Diante
disso, os Oleos essenciais dessas plantas podem representar uma possivel opgao

no tratamento de infecgdes causadas por Candida albicans.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar a agdo anti-candida dos O6leos essenciais das folhas de Piper

aduncum, Piper arboreum e Piper crassinervium.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais das folhas de P.
aduncum, P.arboreum e P. crassinervium.

e Determinar as concentragdes inibitérias e fungicidas minimas dos 6leos
essenciais frente a Candida albicans;

e Padronizar a infeccao por Candida albicans em larvas de Galleria mellonella;

e Avaliar a atividade antifungica in vivo dos 6leos essenciais de P. aduncum, P.
arboreum e P. crassinervium utilizando as larvas de G. mellonella como
hospedeiro;

e Determinar o efeito dos tratamentos com os 6leos essenciais nas alteragdes

fisiologicas e fenotipicas ocasionadas pela infec¢do larvas de G. mellonella.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Infecgbes fungicas

Os fungos s&o seres vivos eucariontes e quimio-heterotroficos, ou seja, usam
compostos orgénicos como fonte de energia e carbono (TORTORA et al., 2017).
Estima-se que existam mais de 6 milhdes de espécies de fungos no mundo, destas,
menos de 1% pode causar infecgdes em humanos, algumas de maneira superficial,
enquanto outras podem levar até a morte (NAGLIK, 2011).

Os fungos patogénicos s&o extremamente adaptados ao seu alvo de
infeccao, seja ele um animal vertebrado, invertebrado, planta, ou até microrganismo
unicelular, como uma ameba (KOHLER, 2015). Porém, devido a evolugcdo da
homeotermia e endotermia, os mamiferos sdo altamente resistentes a fungos
(CASADEVAL, 2012).

Existem diversas maneiras da infec¢cao ser causada, a depender da maneira
de transmissao e mecanismos de viruléncia, porém, para que ele possa parasitar os
humanos ele precisa cumprir alguns requisitos, como crescer na temperatura
corporal (37°C), alcangar o tecido que ira se hospedar e ser capaz de absorver 0s
nutrientes, e por fim, resistir ao sistema imune do hospedeiro. Os mecanismos de
viruléncia sao formas fisiolégicas que permitem aos fungos cumprir os requisitos
ditos anteriormente. Na febre, resposta imune do hospedeiro em que ha o aumento
da temperatura, patdégenos pouco resistentes ao calor como Fusarium spp. migram
para a pele, érgdo mais frio do corpo, enquanto fungos adaptados como Candida
spp. migram em sua fase leveduriforme pela corrente sanguinea para colonizar
outros 6rgdos (KOHLER, 2015).

Outra caracteristica importante para a patogenicidade € a sua morfologia, a
maioria dos fungos infectam tecidos humanos por meio de hifas, porém a habilidade
de assumir varias formas € relevante e torna o patégeno mais virulento, além da
secrecdo de enzimas digestivas especificas do tecido onde esta hospedado e a
eficiéncia na absorgcdo. Apesar disso, existem fungos que apresentam todas essas
caracteristicas citadas, e ainda assim ndo suportam a atuagao do sistema imune de
um hospedeiro imunocompetente (KOHLER, 2015). Porém, esses mesmos fungos
podem causar infecgdes graves em pessoas imunossuprimidas, como por exemplo

pacientes que fazem quimioterapia e pessoas com HIV (PEYCLIT et al., 2021).
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3.1.1 Epidemiologia

Todos os anos, os fungos infectam milhées de pessoas e causam a morte de
aproximadamente 1,5 milhdo de individuos, numero que pode ser comparado a taxa
de mortalidade de outras doencas mais evidentes, como tuberculose e malaria
(FISHER et al., 2018). Apenas nos Estados Unidos, estima-se que mais de 7,2
bilhbes de ddlares sao gastos anualmente no tratamento de infecgdes fungicas
(BENEDICT et al., 2019). Apesar desse grande impacto na saude humana mundial,
eles continuam sendo relativamente negligenciados. Nas ultimas décadas houve um
crescimento na prevaléncia de infecgbes sérias causadas por fungos devido ao
aumento no numero pessoas imunossuprimidas, como pacientes com cancer,
pessoas infectadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), receptores de
orgaos transplantados e a populagéo idosa (ENOCH et al., 2017).

Os principais patégenos de infec¢gdes fungicas graves sdo espécies dos
géneros Candida spp., Aspergillus spp., Cryptococcus spp. € Fusarium spp. (SILVA
et al., 2020). Dentre eles, as espécies de Candida sao as principais causas de
infecgdes micodticas invasivas em pacientes imunocomprometidos que passaram por
procedimentos médicos invasivos ou que precisaram ser internados em UTls
(PFALLER et al., 2019). Na América Latina, C. albicans representa 51,8% dos
isolados, seguido por C. tropicalis com 13,2% e C. glabrata com 7,2% (ROCHA et
al., 2021).

A candidiase é um termo generalista, que engloba desde infeccbes
superficiais, até infec¢des invasivas causadas por Candida spp. (HANI et al., 2015;
PAPPAS et al., 2018). As infecgbes superficiais, como por exemplo a oral, genital,
anal, e intrauterina representam 70% das infec¢ées que atingem humanos, e apesar
de geralmente ndo causarem mortalidade, elas configuram um nivel consideravel de
morbidade (LEMOS et al., 2021; MARTINS et al., 2014). Ja a candidemia ocorre
quando a infecgdo causada por esse patdégeno atinge a corrente sanguinea, ela
apresenta um indice mortalidade de 60% em 30 dias, quando causada por choque
séptico esse valor chega a 90%, porém essa taxa depende de diversos fatores,
como idade, presencga de cateter e a escolha do tratamento adequado (KLINGSPOR
et al., 2015).

3.1.2 Candida spp.
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Dentre os filos do Reino Fungi, o Ascomycota € o que apresenta a maior
quantidade de espécies e contém os patdégenos mais bem-sucedidos em infectar
humanos. O género Candida é responsavel pela maioria dos infecgdes fungicas em
humanos, nele destaca-se o causador de doencas oportunistas, Candida albicans,
as espécies emergentes C. krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis, e os fungos
multirresistentes a drogas, C. glabrata, e C. auris (LOPES e LIONAKIS, 2022).

C. albicans é um fungo pleomorfico, ou seja, apresenta a habilidade de mudar
sua morfologia de maneira reversivel entre a forma leveduriforme e filamentosa
(JUNG et al., 2017). A transicdo de hifa para levedura ocorre a fim de colonizar
outras areas do seu hospedeiro, enquanto o oposto, para penetrar as barreiras de
defesa e ganhar acesso a tecidos mais profundos (DESAI, 2018).

Ele € normalmente encontrado em superficies mucosas da cavidade oral e
trato gastrointestinal, urogenital e respiratério (DADAR et al., 2018). Ele esta
presente nesses locais de uma maneira comensal, porém apos perturbacées em sua
integridade ou acdo do sistema imunologico eles podem migrar pelo epitélio em
regides profundas e causar infecgdes graves (WHALEY et al.,2017). Além disso,
alteragdes no sistema imunolégico como prematuridade, envelhecimento e doengas
degenerativas sdo capazes de causar desequilibrio entre o organismo e esses
microrganismos, ocasionando uma infeccdo (PEREIRA et al., 2020).

A parede celular desse fungo é constituida por glicanas, quitina e proteinas, e
€ responsavel por proteger o patégeno em diversas condigbes, como por exemplo
mudanca na pressao osmotica e na temperatura, desidratacao e protecao contra o
sistema imune do hospedeiro, além de apresentar proteinas essenciais para a
adesao no tecido (TALAPKO et al.,, 2021). A membrana celular € uma estrutura
importante para a comunicagéo entre células e com o exterior, nela, estdo presentes
os esterdis que concedem rigidez, estabilidade e resisténcia contra estresses fisicos
(GARCIA-RUBIO et al., 2020). Dentre eles, o mais caracteristico presente na
membrana fungica é o ergosterol, e por isso € o principal alvo de alguns antifungicos
(JORDA e PUIG, 2020).

A infecgdo causada por esse fungo s6 é possivel devido a sua caracteristica
pleiomorfica, visto que a ocorréncia da candidiase estad atrelada a uma toxina
produzida apenas na fase hifal, a candidalisina (HANAOKA; DOMAE, 2021). Esse
peptideo contribui com a instalagdo de uma infeccéo sistémica e mortalidade, pois &

capaz de afetar a membrana epitelial do tecido por meio da intercalagao,
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permeabilizacdo e criacdo de poros nas células teciduais, levando a apoptose
(KONIG, 2020). Outro fator que contribui para a patogenicidade de C. albicans é a
expressao de proteinas importantes para a adesado, invasdo em tecidos e a
formacéao de biofilme.

A maioria das infeccdes causadas por C. albicans estao relacionadas com a
criacdo de biofilme em superficies abidticas, como implantes e cateteres, ou
teciduais que levam a uma alta morbimortalidade (TSUI et al., 2016). O biofiime é
uma estrutura complexa caracterizada como o aglomerado de microrganismos numa
superficie que produzem uma substéncia polimérica extracelular (EPS), essa matriz
extracelular funciona como uma barreira fisica, dificultando a acédo do sistema imune
do hospedeiro e de drogas, além de facilitar o suprimento de agua, ar e nutrientes
(MCCALL et al., 2019). Apesar disso, mesmo que as infecgdes sejam associadas a
biofilme, ainda sédo tratadas de forma convencional na clinica, onde se faz o uso de

antifungicos padroes.

3.1.3 Terapéutica

Os polienos sdo os farmacos mais antigos utilizados no tratamento de
infecgbes fungicas sistémicas, dentre eles destaca-se a anfotericina B, que atua em
um amplo espectro de fungos, inclusive espécies de Candida, Aspergillus e
Cryptococcus (ROBBINS et al., 2016). Ela forma agregados extramembranares que
extraem o ergosterol, um constituinte chave das membranas celulares fungicas.
Apesar disso, atualmente ela ndao é muito utilizada, visto que apresenta baixa
biodisponibilidade oral e efeito toxico de uma maneira dose dependente devido a
similaridade entre ergosterol e colesterol (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2010).

Na década de 1980 foram introduzidos os azéis, classe fungistatica mais
popular nas praticas clinicas no tratamento de infecgbes fungicas causadas por
Candida spp. Eles sao compostos sintéticos que atuam inibindo a esterol
14-a-demetilase, bloqueando a sintese de ergosterol, por consequéncia causando
instabilidade na membrana celular e alterando sua permeabilidade e a funcdo de
algumas enzimas (PERFECT, 2017; NOCUA-BAEZ et al., 2020).

Em contraste as outras classes de antifungicos, a maioria dos azéis podem
ser administrados via intravenosa ou oral. No entanto, eles possuem alto potencial
de interacdo com outros farmacos e podem inibir as citocromo P450, enzimas

responsaveis pelo metabolismo de farmacos (ROEMER e KRYSAN, 2014). Apesar
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disso, ja estdo sendo desenvolvidos novos antifungicos dessa classe com maior
especificidade por enzimas fungicas (WIEDERHOL et al., 2018).

Além disso, elas apresentam atividade fungistatica, ou seja, apenas inibem o
crescimento desses patdogenos sem mata-los, promovendo a resisténcia a esses
farmacos (LEE et al, 2021). O antifungico que se destaca nesse grupo é o
fluconazol, que geralmente é capaz de tratar infecgdes causadas por C. albicans,
porém, devido a sua caracteristica fungistatica ele tende a permanecer no
organismo por longos periodos em concentragbes subterapéuticas, levando a um
aumento na resisténcia dessa espécie a esse farmaco (SOBEL et al., 2018; LU et
al., 2021).Devido ao uso desnecessario em combinagdes de medicamentos e sua
utilizagcao por longos periodos de tempo, ha um aumento nas taxas de Candida
albicans resistentes ao fluconazol e outros triazéis, como voriconazol e itraconazol.

Nos ultimos anos, uma classe de antifungicos que passou a fazer parte da
pratica clinica foram as equinocandinas, farmacos que atuam de maneira
fungicida contra C. albicans (BARANTSEVICH; BARANTSEVICH, 2022). Elas
inibem a B-1,3-d-glucana sintase, enzima importante na construgdo da parede da
celular fungica, causando um desbalanceamento na pressdo osmotica
(LETSCHER-BRU e HERBRECHT, 2003).

Elas sdo farmacos seguros, com atividade seletiva contra fungos e
apresentam um baixo potencial de interagdo com outros medicamentos (PATIL;
MAJUMMDAR, 2017). Entretanto, sua administragdo € restrita a via intravenosa,
visto que sua absorgao pela via oral € muito baixa (DENNING, 2003). Além disso, C.
albicans vem demonstrando um alto nivel de resisténcia cruzada a essa classe de
farmacos devido a plasticidade gendmica dessa espécie de fungo (PRISTOV et al.,
2019). Portanto, € essencial a descoberta de novos compostos capazes de tratar a
infeccao causada por C. albicans.

Devido ao potencial de interagcdo com as membranas fungicas e a grande
diversidade quimica, as plantas medicinais, representam uma fonte de substancias
que podem ser utilizadas no tratamento dessas infecgbes (KHAN et al., 2017). Os
Oleos essenciais apresentam diversas qualidades, como por exemplo, baixa
toxicidade, facilidade de biodegradacgao, e sdo mais ecologicos quando comparados
a farmacos utilizados na pratica clinica, além disso ja apresentaram diversas

atividades biolégicas como anti-inflamatéria, antioxidante e antimicrobiana, o que os
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torna uma opgao viavel no tratamento de diversos patdgenos, incluindo C. albicans
(SHALA et al., 2022).

3.2 Género Piper L.

Piper L. € um género importante de angiospermas basais que pertence a
familia Piperaceae (SOLTIS et al., 1999). Ele apresenta 2264 espécies aceitas, cuja
a mais conhecida é a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) (COSTA et al., 2021). Elas
podem ser subarbustos, arbustos ou arvoretas, variando entre 1 e 10 metros de
altura, apresenta folhas alternas com morfologia e tamanhos variaveis e
inflorescéncias em espigas, racemo ou umbela (GUIMARAES et al., 2012).

Esse grupo é amplamente distribuido na regido neotropical e tem apresentam
um elevado valor de riqueza nas encostas da Cordilheira dos Andes, nas planicies
da América Central e na Amazénia Central (MARTINEZ et al., 2015). As plantas que
fazem parte desse género sdo classificadas como plantas aromaticas devido a
presenca de compostos volateis em suas folhas, substadncias que evaporam
facilmente em condigbes normais de pressédo e temperatura (GUTIERREZ et al.,
2013). Tais compostos estado presentes na maioria das espécies de Piper spp. em
células especializadas que armazenam oleo em seus tecidos (GREIG, 2004).

Devido a essa caracteristica, sdo utilizadas como condimento, além de
estarem presente em rituais misticos e culturais e fazer parte da medicina tradicional
de diversos grupos (DA SILVA et al., 2017). Seu vasto uso na medicina popular
da-se a presengca de diversos metabdlitos identificados nesse género, como
alcaloides, flavonoides, terpenos, acidos benzoicos e outros (PEREIRA et al., 2020).

A partir de estudos farmacoldgicos, diversas atividades biolégicas de extratos
provenientes de plantas desse género ja foram comprovadas cientificamente, como
por exemplo atividade antibacteriana e antifungica de P. nigrum L., P. wallichii (Miq.)
Hand. -Mazz., P. sancti-felicis Trel., P. reticulatum L., P. casapiense (Miq.) C. DC.
(ZAHIN et al., 2021; NONGMAI et al., 2022; RUIZ-VASQUEZ, et al., 2022),
antiprotozoarios de P. angustifolium Ruiz & Pav., P. lucaeanum Kunth., P.
claussenianum (Miq.) (BOSQUIROLI et al., 2015; MARQUES et al.,, 2015) e
anti-inflamatéria de P. gaudichaudianum Kunth., P. mikanianum Kunth. e P. crocatum
Ruiz & Pav. (SOARES et al., 2022; GONG et al. 2021).

3.2.1 Piper aduncum
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Conhecida popularmente como aperta-rudo, erva-de-jaboti, erva-de-soldado,
jaborandi-do-mato, matico, matico-falso, pimenta-de-folha-larga, pimenta de
fruto-ganchoso, pimenta-matico e tapa-buraco, Piper aduncum L. é uma planta
nativa do Brasil (PECKOLT; PECKOLT, 2016). Ela apresenta forma de vida de
arbusto ou arvoreta e tem entre 1,5 e 8 metros de altura, suas folhas tém
morfologias diversas e sua nervacao € do tipo eucamptédroma, a espiga apresenta
curvatura, suas flores tem 4 estames e ovario com estilete diminuto ou ausente, o
fruto € obovoide, tri ou tetragonal e ndo é achatado lateraimente (GUIMARAES et
al., 2012).

Ela esta distribuida em todos estados brasileiros, com excecao de Sergipe e
esta presente nos dominios fitogeograficos: Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pampa e Pantanal (GUIMARAES et al, 2020). Dentre as espécies do
género, P. aduncum é a mais usada com fins medicinais, estando presente na
medicina popular de diversos paises (DURANT-ARCHIBOLD at al., 2018).

Na Nova Guiné, seus extratos sao utilizados para tratar picadas de insetos,
cortes, dor de dente, diarreia, problemas respiratérios, dor de cabeca e infeccbes
fungicas (SIGES et al., 2005), enquanto na Indonésia, ela é usada no tratamento de
queimaduras (LOHEZIC-LE DEVEHAT et al., 2002). No Peru, é empregada como
antisséptico, adstringente e no tratamento de doengas reumaticas, febre e infecgdes
generalizadas (KLOUCEK et al., 2005), além de ser utilizada para disenteria na
Colémbia (DIAZ et al., 1984).

Seu uso na medicina popular brasileira € bastante vasto, suas folhas sao
utilizadas no tratamento de dores intestinais, estomacais, inflamagdes ginecoldgicas
e renais, erisipela, cistite e na cicatrizacdo de feridas (VIEIRA et al, 1991;
VANDERBERG et al., 1993; COIMBRA et al., 1994; DE ALMEIDA et al., 2009). Seu
fruto também é usado como hemostatico e antimicrobiano no Brasil (SCHULTES e
RAFFAUF et al., 1990), enquanto em Honduras como analgésico, no tratamento de
desordens ginecoldgicas, problemas digestivos e na limpeza de pele (LENTZ et al.,,
1998).

Estudos ja comprovaram diversas atividades de extratos, 6leos ou compostos
isolados de P. aduncum, como a agao gastroprotetora e antissecretéria de extratos
etandlicos da folha (ARROYO et al, 2013), antioxidante do oleo essencial
(RODRIGUEZ et al., 2013), citoprotetora de extratos metandlicos de suas folhas
(HERRERA-CALDERON et al., 2019), anti-inflamatéria do dilapiol, principal
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composto do 6leo essencial dessa planta, (PARISE-FILHO et al., 2011; THAO et al.,
2016). Além disso, ja foi desenvolvido um hidrogel carreador de dilapiol para a
transferéncia da substancia para a pele (CARNEIRO et al., 2022) e um método para
quantificar o dilapiol em amostras de pele (CARNEIRO et al., 2023).

A atividade dessa planta contra parasitas também é bastante evidente, o
extrato das suas folhas utilizando diclorometano apresentou atividade contra
Schistosoma mansoni (CARRARA et al., 2014). Acardamonina, uma chalcona
extraida de P. aduncum, foi eficaz na inibicdo da ATP difosfohidrolase, enzima
envolvidas na viruléncia deste trematodeo (DE CASTRO et al., 2015). O linalool, um
constituinte do o6leo essencial dessa planta, apresenta atividade contra a forma
tripomastigota do Trypanosoma cruzi (VILLAMIZAR et al., 2017), e os acidos
benzoicos prenilados derivados dela foram eficientes contra Leishmania braziliensis
e moderadamente eficientes contra T. cruzi e Plasmodium falciparum (FLORES et
al., 2009), seu Oleo essencial apresentou uma boa atividade contra uma cepa de
Plasmodium falciparum resistente a cloroquina (VALADEAU et al., 2009) e contra
ovos e larvas de Haemonchus contortus, nematoda que causa uma verminose que
afeta ovinos e caprinos, sensiveis e resistentes a benzimidazol e ivermectina
(GAINZA et al., 2016).

A 2'6'-dihidroxi-4'-metoxichalcona (DMC), substancia purificada do extrato
diclorometano de inflorescéncias de P. aduncum, apresentou toxicidade seletiva
contra as fases promastigota e amastigota de Leishmania amazonensis
(TORRES-SANTOS et al., 1999), esse efeito foi ainda maior apds a encapsulagéo
utilizando nanoparticulas poliméricas (TORRES-SANTO et al.,, 1999). O dilapiol e
dois derivados fenilpropandlicos também foram eficazes contra L. amazonenses
(PARISE-FILHO et al., 2012), o nerolidol, constituinte do 6leo essencial dessa planta
foi capaz de inibir o crescimento de L. braziliensis em sua fase promastigota por
meio da reducdo do tamanho celular, perda do potencial de membrana em suas
mitocdndrias e degradacao do DNA (CEOLE et al., 2017).

Outra atividade apresentada por essa planta é sua utilizagdo como agente
antiviral, seu extrato metandlico foi ativo contra Poliovirus, virus causador da
poliomielite (LOHEZIC-LE DEVEHAT et al., 2002), porém apresentou atividade
considerada fraca contra o virus da dengue (SILVA-TRUJILLO et al.,, 2022).
Capsulas contendo extrato etandlico de P. aduncum foram capazes de diminuir o

adenocarcinoma e a incidéncia de metastase em ganglios linfaticos em ratos com o
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cancer de mama induzido por dimetilbenzantraceno (ARROYO-ACEVEDO et al.,
2015).

Essa planta também foi ativa contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, seu Oleo essencial foi capaz de inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus multirresistente e teve efeito sinérgico com os antibiéticos
(DA SILVA et al. 2020), o extrato bruto apresentou uma forte atividade bactericida
contra células vegetativas e esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris (RUIZ et al.,
2013) e o extrato das folhas usando 50% de etanol foi ativo contra cepas clinicas de
Neisseria gonorrhoeae (CACERES et al., 1995).

A sua atividade antifungica foi comprovada a partir de estudos que utilizaram
extratos metandlicos das folhas de P. aduncum contra Candida albicans e obtiveram
o valor de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de 1.25 mg/mL (BRAGA et al.,
2007), o extrato metandlico das folha apresentou inibicdo na formagao de micélio de
Fusarium oxysporum (CARDENAS-LAVERDE et al., 2021). O ¢leo essencial das
folhas e inflorescéncia desta planta também apresentou inibigdo contra a formagao
do micélio de Sclerotinia sclerotiorum, um fungo fitopatogénico que causa o mofo
branco (VALADARES et al., 2018).

3.2.2 Piper arboreum

Piper arboreum Aubl. € um arbusto terricola que é conhecido popularmente
como fruto-de-morcego, jaborandi-do-rio, jaborandi-falso, nhaborandi, pahim, pani,
pimenta-do-mato, pimenta-dos-indios ou pimenteira (PIO CORREA, 1984). Seus
arbustos apresentam entre 1 e 4 metros e suas folhas tém formato variado de
nervacao do tipo eucamptédroma ou broquidédroma, tem espiga ereta e flores com
4 estames, estilete curto ou ausente, e fruto oblongo, glabro e lateralmente achatado
(GUIMARAES et al., 2012).

Ela é endémica no Brasil e apresenta uma distribuigdo nos dominios:
Amazoénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica e esta presente em todos os estados
brasileiros, com excegédo do Maranh&o e Rio Grande do Norte (GUIMARAES et al.,
2020). Seu uso na medicina tradicional é vasto, sendo utilizado para tratar infec¢des
sexualmente transmissiveis, bronquite, dores hepaticas, infec¢ao urinaria, problemas
reumaticos e €& empregado como antifisético, sedativo e antiofidico
(DURANT-ARCHIBOLD at al., 2018).
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Os extratos dessa planta ja demonstraram atividade anti-inflamatéria (FINATO
et al., 2018), citotéxica contra células de carcinoma oral (MACEDO et al., 2019) e
citostatica contra 6 linhagens de células tumorais (TAYLOR et al., 2013), e foi capaz
de neutralizar a hemorragia causada pelo veneno da serpente Bothrops atrox em
25% (OTERO et al., 2000). Ele também apresentou atividade antiparasitaria contra
larvas, cercarias e vermes adultos de S.mansoni (DA SILVA ALVES et al., 2020).

Sua atividade antimicrobiana foi comprovada contra S. aureus, Escherichia
coli (SILVA et al., 2019) e apresentou efeito sinérgico com antibidticos contra .
aureus resistente a meticilina (VASQUES DA SILVA et al., 2002), amidas extraidas
das suas folhas apresentaram efeito antifungico contra Cladosporium
sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides (VASQUES DA SILVA et al.,
2002). Devido a essas caracteristicas, foi realizada uma caracterizagao quimica que
apontou oxido de cariofileno como composto majoritario (30,5%), e testado o
potencial antimicrobiano de um enxaguante bucal utilizando o 6leo essencial de P.
arboreum (MATIAS et al., 2022).

3.2.3 Piper crassinervium

Piper crassinervium Kunth é um arbusto terricola nativo do Brasil que varia
entre 1 e 3 metros de altura, apresenta folhas com formatos variados, nervagao
eucamptoédroma, espiga ereta na area de frutificagdo com bracteas triangulares e
subpeltadas, flores com 4 estames, ovario e estilete longos e fruto globoso-obovoide
(GUIMARAES et al., 2012). Essa espécie é nativa do Brasil e esta distribuida por
todas as regides, ela estd presente nos dominios fitogeograficos Amazénia,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (GUIMARAES et al., 2020).;

O caule e as folhas dessa espécie sao utilizados na medicina popular para
tratar diabetes, gastrite e problemas prostaticos (VALAREZO et al.,2020). O extrato
metandlico das folhas apresentou atividade de inibicdo da a-amilase, porém nao
contra a a-glicosidase, ambas enzimas digestivas relacionadas com a Diabetes
Mellitus tipo Il (JARAMILLO-FIERRO; OJEDA-RIASCOS, 2018). Além disso,
também foi comprovada sua atividade antioxidante a partir de hidroquinonas
preniladas isoladas do fruto dessa planta (YAMAGUCHI et al., 2006).

Ela também apresentou um amplo espectro no combate a parasitas,como o T.
cruzi (LOPES et al., 2008), causador da Doenca de Chagas, P. falciparum, o

causador da malaria, e as espécies L. amazonenses, L. braziliensis e L. donovani
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(VASQUEZ-OCMIN et al., 2022), causadoras da Leishmaniose. O 4&cido
crassinérvico, acido benzdico, compostos analogos a eles, e os flavonoides
naringenina 4'-metil éter e sakuranetina derivados das folhas também foram capazes
de inibir o crescimento de fungos como C. cladosporioides e C. sphaerospermum
(LAGO et al., 2004; DANELUTTE et al., 2003; CHAKOR et al., 2012).

3.3 Produgao e desenvolvimento de farmacos antifungicos

O numero de compostos que apresentam atividade antifungica é menor
quando comparados com os antibacterianos visto que os fungos sdo seres
eucaribticos que parasitam outros eucariotos. Devido a essas caracteristicas ha uma
dificuldade na producédo de novos farmacos que sejam seguros e que apresentem
um amplo espectro de atividade (CAMPOQOY; ADRIO, 2017).

Um dos maiores problemas relacionados a antifungicos é a prevaléncia da
resisténcia cruzada aos farmacos, ou seja, o fungo apresenta resisténcia a 2 ou
mais farmacos diferentes. Isso acontece porque os farmacos apresentam o mesmo
alvo celular, geralmente esse alvo € o ergosterol, um esterol analogo ao colesterol,
ou a biossintese de 1,3-3-d-glucana, um polissacarideo especifico da parede celular
dos fungos (ROBBINS et al., 2016). Devido a isso, ja foi documentado em
laboratério e em isolados clinicos cepas resistentes a todos os antifungicos usados
na pratica clinica (SHAPIRO et al., 2011).

A producdo e o desenvolvimento de novos farmacos antifungicos é
desafiante, e por isso ndo houve avangos significativos recentemente no terapéutica
contra fungos, desde o inicio do século XXI apenas as equinocandinas e o
isavuconazol (um triazol) foram aprovadas no tratamento de infecgées fungicas (CUI
et al., 2022). No entanto, nos ultimos anos ocorreram diversas descobertas de
compostos e preparacdes botanicas que apresentam atividade contra fatores de
viruléncia de Candida albicans, por isso, representam uma possivel alternativa no
tratamento dessas infecgdes (BU et al., 2022).

3.3.1 Modelos alternativos de infecg¢éo para triagem de novos antifungicos

Devido a caracteristica pleiomoérfica da Candida albicans, a realizacdo de
experimentos in vitro nao sdo o suficiente para caracterizar um composto como
viavel no tratamento de infeccdo visto que nesses experimentos ela tende a se
manter na sua forma leveduriforme, enquanto no organismo ha também a forma de

hifa (HOHL, 2014). O modelo murino é o padrdo ouro nos experimentos in vivo
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envolvendo fungos, porém sua utilizagcdo apresenta diversas desvantagens, como
problemas éticos, custo de manutengao elevado e treinamento especializado. Além
disso, alguns modelos de infecgdo podem causar sepse aguda e alteracdes
fisiologicas nesses animais, provocando dor e desconforto, dessa forma é
fundamental a utilizacdo de modelos alternativos de infecgdo (JORJAO et al., 2018;
MOYA-ANDERICO et al., 2021; SCORZONI et al., 2017).

Dentre os principais modelos alternativos estdo presentes a mosca-das-frutas
(Drosophila melanogaster), o nematdide Caenorhabditis elegans, e larvas de
Galleria mellonella, conhecidas popularmente como tragca-da-cera (SEGAL;
FRENKEL, 2018). A mosca-das-frutas, ou Drosophila melanogaster, € o modelo nao
mamifero mais antigo a ser utilizado em pesquisas biolégicas e médicas. E um
inseto de aproximadamente 3 mm de comprimento, que apresenta um ciclo de vida
de apenas duas semanas e representa um modelo acessivel, facil de ser mantido
em grandes quantidades e que ja possui 0 genoma completamente sequenciado
(LIONAKIS, 2011).

Sua utilizagdo em experimentos de viruléncia e de atividade antifungica de
compostos contra C. albicans € bastante evidente pois estudos mostraram que
diversas cepas apresentaram viruléncias similares no modelo alternativo e no
modelo murino, 0 que torna possivel a sua comparagdao (GLITTENBERG et al.,
2011). Apesar disso, esse modelo apresenta limitagdes visto que ele ndo apresenta
sistema imune adaptativo, anticorpos, células NK, dendriticas e citoquinas que
apresentam uma tarefa primordial na resposta imune humana, dessa forma, D.
melanogaster nao pode ser utilizada para infecgbes teciduais fungicas especificas
em humanos (ARVANITIS et al., 2013).

Em experimentos, sdo utilizadas moscas deficientes para o gene Toll, visto
que as selvagens apresentam resisténcia a maioria das infec¢des fungicas, essas
moscas podem ser infectadas por meio de microinjecdo, borrifamento direto de
esporos e ingestdo (JUNQUEIRA, 2012). J& a administracdo de compostos
antifungicos pode ocorrer via oral ou por microinjegcdo, porém a via injetavel
necessita de equipamento especial e técnica (HAMILOS et al., 2012).

Outro modelo alternativo bastante utilizado é o nematoide de vida livre
Caenorhabditis elegans, ele apresenta aproximadamente 1 mm de comprimento e é
encontrado no solo de ambientes temperados, sendo estudado desde 1974
(SULSTON e BRENNER, 1974). Ele ja foi utilizado na descoberta de substancias
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antimicrobianas (EWBANK; ZUGASTI, 2011), estudos de defesa imune contra
fungos (PUKKILA-WORLEY et al.,, 2014) e eficiéncia de farmacos antifungicos
contra diversas espécies de leveduras (SCORZONI et al., 2013).

Ele apresenta diversas vantagens, como ter um ciclo de vida curto, e uma
fisiologia simples, gerar descendéncia idéntica, por ser hermafrodita auto-fertilizante,
tem o genoma completamente sequenciado e ja foram feitos mutantes. Além disso,
€ um modelo barato e de facil manutencédo que pode ser armazenado congelado por
longos periodos de tempo sem perder a sua viabilidade (FIRE et al., 1998). Apesar
disso, ele s6 possui sistema imune inato e ndo consegue crescer na temperatura
corporal humana (37°C), o que impossibilita a substituicdo do modelo mamifero
(EWBANK; PUJOL, 2016).

Esse nematoide geralmente é crescido em placas de Petri contendo meio de
cultivo com Escherichia coli OP50, sua fonte de alimento. Em experimentos essa
bactéria é substituida por fungos para que a infecgcdo ocorra (MUHAMMED et al.,
2012). Devido a essa forma de infecgao ndo € possivel calcular quanto de indculo
cada verme ingeriu, porém & inviavel injetar o fungo com uma seringa devido a seu
tamanho reduzido (ARVANITIS et al., 2013).

3.3.2 Galleria mellonella

Galleria mellonella € um inseto da ordem Lepidoptera que faz parte da familia
Pyralidae. Essa mariposa é conhecida popularmente como traga-da-cera ou traga da
colmeia, visto que é considerada uma peste que destrdi colmeias de abelha devido a
sua rapida reproducédo e consumo de cera, pélen e mel (KWADHA et al., 2017).
Apesar disso, ela vem sendo cada vez mais utilizada pela comunidade cientifica em
estudos preliminares envolvendo toxicidade de substancias, avaliagdo de viruléncia
de fungos e bactérias e atividade antimicrobiana de compostos que apresentam
atividade in vitro (SEGAL; FRENKEL, 2018).

Esse modelo apresenta baixo custo e facilidade de manutengdo, o que o
torna bastante atrativo quando comparado com o modelo murino. Além disso, elas
suportam um amplo espectro de temperatura, inclusive 37 C, a temperatura que
representa as condigdes otimas de viruléncia de patdgenos humanos, e por ser um
modelo invertebrado ndo envolve questdes éticas (SINGULANI et al., 2018). Sua
populacao apresenta dimorfismo sexual e quatro estagios de vida: ovos, larva, pupa

e mariposa (Figura 1), seu ciclo de vida pode durar de semanas a meses,
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dependendo de fatores como temperatura, umidade e qualidade da ragdo (KRAMS
et al., 2015).

Em experimentos utilizando patégenos, como fungos e bactérias, as larvas
podem ser infectadas como indculo por via oral, porém a mais comum € a partir da
injecdo de 10 microlitros do in6culo na ultima protopata utilizando uma seringa
KAVANAGH; SHEEHAN, 2018). Dessa forma, o patégeno se difunde pela hemolinfa

e penetra os tecidos da larva, estimulando o seu sistema imune.

Figura 1: Ciclo de vida de Galleria mellonella..

Fonte: o autor (2023). A) fase de ovos; B) fase larval; C) fase de formagao de casulo e pupa; D)
mariposa (fase reprodutiva).

Os hemdcitos sdo as células envolvidas no mecanismo de defesas contra
patdogenos e sao capazes de reconhecer as ameagas ao organismo e atuar por meio
da fagocitose, encapsulagdo ou formagédo de nodulos (BROWNE et al., 2013). Seis
tipos de hemacitos estdo presentes em G. mellonella (pro-hemacitos, plasmatdcitos,
células granulares, coaguldcitos, esferuldcitos e oenocitdides) e agem de maneira
similar as células imunes humanas contra patégenos. Além disso, essas larvas
também produzem melanina a fim de encapsular o patdégeno, causando a
coagulagao da hemolinfa e opsonizagao, levando ao surgimento de pontos pretos ou
causando a completa pigmentagao da larva (TSAI et al., 2016).

Devido a isso, suas larvas ja foram utilizadas como modelo alternativo de
infecgdo para diferentes fungos, como Candida albicans (LU et al., 2019; WANI et
al., 2019; LU et al., 2020), Candida glabrata (AMES et al., 2017), Cryptococcus
neoformans (DE CASTRO SPADARI et al., 2020) e Aspergillus fumigatus
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(GOMEZ-LOPEZ et al., 2014; LE PAPE et al., 2019). Entretanto, os detalhes dos
genes envolvidos na resposta imune de Galleria mellonella ainda ndao sao bem
estabelecidos, visto que a primeira sequéncia gendémica desse inseto soO foi
publicada recentemente (LANGE et al., 2018). Além disso, ainda n&o ha geragao de
cepas mutantes, o que ja foi possivel em outros insetos que também s&o modelos
alternativos (YAMAMOTO et al., 2014; KAWAMURA; MARUYAMA, 2019) e seu curto
periodo de vida impossibilita 0 estudo de processos associados a infecgdes cronicas
(JORJAO et al., 2018)

Na ultima década houve um aumento expressivo no uso de Galleria
mellonella como modelo alternativo de infecgdes fungicas numa ordem entre 5-10
vezes no PubMed, plataforma de busca da National Library of Medicine. Enquanto
nos ultimos 5 anos o principal foco foi validar a viruléncia e seus fatores associados
a fungos de importancia médica, outras areas que se destacaram foram a
investigacao de fungdes imunes antifungicas e a descoberta e avaliagdo de novos
agentes farmacéuticos com capacidade antifungica (SMITH et al., 2021). Isso
demonstra que apesar de alguns mecanismos ainda serem desconhecidos, as
larvas sdo um modelo alternativo de infeccéo viavel para o entendimento de fatores
de viruléncia de diferentes cepas e espécies de fungos de importancia médica, além

de analisar a eficiéncia de substancias antifungicas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Material vegetal

No periodo de janeiro a junho de 2018 foram coletadas, no Campus da
Universidade de S&o Paulo, as folhas das trés plantas pertencentes ao género
Piper: Piper aduncum, Piper arboreum e Piper crassinervium por pesquisadores do
Laboratério de Quimica da Universidade de S&o Paulo (USP). As exsicatas foram
depositadas no Herbario da Universidade de Sao Paulo (USP) para a identificagao
sob os numeros de tombamento: K-0057, K-0053, K-0091 para Piper aduncum,
Piper arboreum e Piper crassinervium, respectivamente. Todas as coletas foram
realizadas sob a licenca n° 59161-1 do Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade-SISBIO.

4.2 Extragéo dos Oleos essenciais

Os odleos essenciais (OEs) foram extraidos por parceiros do Laboratério de
Quimica da USP utilizando folhas frescas de cada espécie. Foi realizada uma
hidrodestilagdo no aparelho de Clevenger por 4 h, utilizando entre 300-500 g de
folhas frescas em 500 mL de agua destilada (GHAVAM et al., 2021; KHRUENGSAI
et al., 2021). Os OEs foram coletados e combinados com sulfato de sédio anidro
para a remogao de agua e armazenados em frascos ambar no refrigerador a 4°C até

a execugao dos experimentos.

4.3 Analise quimica dos Oleos essenciais

As amostras de OEs foram diluidas 20 vezes em acetato de etila e analisadas
utiizando um cromatografo a gas acoplado a um espectrdmetro de massas,
equipado com uma coluna HP-5ms (comprimento 30 m, ID 0,25 mm, espessura do
filme 0,25 pm) usando hélio como um gas de arraste (1,55 mL/min) e 1 yL de cada
amostra foi injetado a 250 °C em modo split (1:20). A temperatura do detector foi
ajustada em 260 °C com energia de ionizagao por impacto de elétrons de 70 eV e
uma faixa de varredura de m/z 35-400 Da e 2500 espectros por segundo. A
temperatura do forno foi ajustada em 40 °C por 2 min, e em seguida aumentada em
5 °C/min até 260 °C e mantida por 2 min. Os picos de compostos volateis individuais
foram identificados usando tragcos de ions extraidos de trés ions de referéncia
especificos e quantificados pela area de pico do tragco de ions mais abundante por

composto usando um método de analise personalizado no software GC-MS Postrun
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Analysis (Shimadzu). A % relativa de cada composto foi calculada comparando a %
da area do pico em relagdo a soma total das areas dos picos dentro de uma
amostra. A identificacdo dos compostos foi realizada pelo calculo dos indices de
retencao aritmética (Rls) em relagdo a uma série de padrdes de n-alcanos (C8-C40,
Supelco) injetados usando o mesmo método utilizado para amostras (Van Den Dool ;
Kratz, 1963). Os espectros de massa dos compostos e os Rls foram comparados
com os disponiveis nas bases de dados de Adams e Wiley (Adams, 2007), em
estudos anteriores destas espécies de Piper, e confirmados por comparagdo com

padrdes auténticos, quando disponiveis.

4.4 Microrganismo e condi¢des de crescimento

Foi utilizado o fungo dimérfico Candida albicans (ATCC MYA-2876). A cultura
foi crescida em Agar Sabouraud a 37 °C por 24 h e armazenada a 20 °C negativos
em Caldo Sabouraud com glicerol (15%) para a manutengdo da cepa. Para a
reativacao, ela foi crescida em caldo Sabouraud com adigédo de glicose a 5% por 24
ha 37 °C.

4.5 Avaliagao da sensibilidade as substancias antimicrobianas

A avaliagdo da sensibilidade antimicrobiana foi realizada pelo método de
microdiluicdo em série, conforme descrito pelo EUCAST (2017). A sensibilidade da
cepa de C. albicans foi avaliada para as seguintes substancias: fluconazol, 6leo
essencial de Piper aduncum, Piper arboreum e Piper crassinervium. Foram feitas
solugdes estoque de fluconazol e dos 6leos essenciais de P. aduncum, P. arboreum
e P. crassinervium diluidas em DMSO (100%) e em seguida em meio de cultura
RPMI 1640 tamponado com MOPS e suplementado com glicose (2%), nas
concentragdes de 128; 64; 32; 16; 8; 4 e 2 ug/mL para o fluconazol e 256; 128; 64;
32; 16; 8 e 4 pg/mL para os 6leos essenciais. Ao final da diluicao em série, as
concentragdes de DMSO nos pogos foi menor que 1%.

A suspensdo fungica de 3 x 10° UFC/mL foi ajustada a partir da diluicdo em
250 vezes do inoculo de 1,5 x 10® UFC/mL em caldo RPMI 1640. Entéo, foram
adicionados 50 pL das concentragdes da substancia a ser testada na placa de 96
pocos de fundo chato junto a 50 pL do in6culo fungico. Para o controle de
crescimento fungico, a substancia a ser testada (fluconazol ou 6leo essencial) foi

substituida por RPMI e para o controle de esterilidade do experimento houve uma
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coluna contendo apenas o meio de cultura RPMI 1640, sem adi¢ao dos inoculos. As
placas foram incubadas a 37 °C e apds 24 horas foi adicionado 10 pL de Resazurina
em cada pogco e a placa foi incubada novamente por 4 h para determinagao da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) a partir da redugdo da resazurina para
resorufina, observavel pela mudanga de coloracdo de azul para rosa. Nos pocos
onde houve inibicdo de crescimento, o conteudo foi plaqueado em agar Saboraud e
crescidos por 24h a 37°C para determinagcao da Concentragao Fungicida Minima
(CEM).

4.6 Larvas de Galleria mellonella

Todo o ciclo de G. mellonella foi mantido no Laboratério de Etnofarmacologia
e Fitoquimica - ETNO, localizado no Departamento de Antibiéticos da Universidade
Federal de Pernambuco a 25 °C. Os insetos foram alimentados com uma dieta
artificial adaptada de Jorjdo e colaboradores (2018) (Tabela 1) (JORJAO et al.,
2018).

Tabela 1: Receita da racao utilizada na alimentacao das larvas de G. mellonella.

Ingrediente Quantidade (g)
Fuba em flocos finos 50
Pdlen apicola desidratado 30
Levedo nutricional 30
Farinha de aveia 20
Leite em p6 desnatado 20
Glicerol 40
Mel de abelha 40
Metilparabeno 0,4

Fonte: adaptado de Jorjao et al., 2018.

4.6.1 Padronizacéo da infecgcdo em larvas de G. mellonella

As larvas de G. mellonella (~ 280 mg) foram distribuidas aleatoriamente em
grupos (n = 10) e infectadas com diferentes suspensdes de indculos da espécie C.
albicans (ATCC MYA-2876). Dez microlitros dos indculos de 3 x 108, 6 x 102 e 9 x 108
UFC/mL (o equivalente a 1, 2 e 3 na escala de McFarland) foram injetados com

seringas tipo Hamilton na ultima protopata esquerda. Larvas inoculadas com veiculo
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(solugdo salina 0,9%) foram utilizadas como controle positivo e todos os grupos
foram incubados a 37 °C. A mortalidade foi registrada em 24, 48, 72, 96 e 120 h
apos a inoculagdo, com a morte definida como a perda completa da mobilidade,

inclusive apds um estimulo fisico utilizando uma ponteira de plastico.

4.6.2 Padronizagéo do tratamento em larvas de G. mellonella

Apds a padronizacdo do inéculo o teste foi repetido apenas com a
concentragédo fungica que causou a maior mortalidade. Novamente as larvas de G.
mellonella (~ 280 mg) foram distribuidas aleatoriamente em 9 grupos (n = 10). O
primeiro grupo foi injetado apenas a solugéo salina (0,9%), enquanto os outros foram
infectados com 10 microlitros do indculo de 3 McFarland. Destes, um nao recebeu
tratamento, outro foi tratado com 10 uL de fluconazol na concentragao de 2 ug por
larva e o restante com 64 ou 256 pg por larva de dleo essencial de Piper aduncum,
Piper arboreum, ou Piper crassinervium (Figura 2).

Todos os grupos foram incubados a 37 °C. Para confirmagdo do modelo de
infecgdo foi contabilizada a taxa de mortalidade diariamente por 8 dias. Para a
quantificacdo da melanizacao, e avaliacido da densidade dos hemacitos foi realizado

esse mesmo experimento com cinco larvas por grupo por 24h.

Figura 2: Esquema dos grupos de larvas (n=10).
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Fonte: o autor (2023) — criado com BioRender.com A— larvas injetadas apenas com solugéo salina
(0,9%); B- Larvas inoculadas com 3 McFarland (3McF) de Candida albicans; C, D, E, F, G, H, I- larvas
inoculadas com 3 McF de C. albicans e tratadas com 2 ug por larva de fluconazol, 64 ug por larva de

Oleo essencial (OE) de Piper aduncum, 256 ug por larva de OE de P. aduncum, 64 ug por larva de

OE de P. arboreum, 256 ug por larva de OE de P. arboreum ; 64 ug por larva de OE de P.

crassinervium e 256 ug por larva de OE de P. crassinervium, respectivamente.

4.6.3 Avaliacdo do Indice de Saude

As larvas dos grupos citados no item 4.6.2 foram monitoradas e avaliadas

diariamente por 8 dias apds a infecgdo de acordo com sua atividade, formacéao de

casulo, melanizagéo e sobrevivéncia (LOH et al., 2013). Uma pontuacao diferente foi

concedida a cada atributo de acordo com as caracteristicas de saude a fim de gerar

uma média de indice de saude do grupo (Tabela 2). Uma pontuacéao alta (entre 9 e

10) normalmente é obtida por larvas nao infectadas ou saudaveis, ja uma larva

infectada e morta recebe uma pontuagéo baixa (entre 1 e 0).

Tabela 2 — Tabela de pontuacao atribuida a cada caracteristica para a avaliagdo do indice de Saude.

Categoria

Descricao

Pontuacao

Atividade

Formacao do casulo

Melanizagcao

Sobrevivéncia

Sem atividade

Atividade minima sem estimulagao

Atividade quando estimulada
Atividade sem estimulo

Sem casulo

Casulo parcial

Casulo total

Melanizagdo completa
Pontos escuros em larva marrom
=23 pontos em larva bege

<3 pontos em larva bege
Sem melanizagao

Morta

Viva

o w N -~ O

o
(6)]

N O h WO N O O -~

Fonte: Loh et al., 2013
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4.6.4 Avaliagéo da melanizagdo

Na avaliagcdo da melanizagcdo e quantificagcdo de hemdcitos foi repetido o
experimento do item 4.6.2 com 5 larvas por grupo. Apods 24 horas de infeccéo a
eutanasia foi realizada para a coleta da hemolinfa. As larvas foram imobilizadas em
placas de Petri refrigeradas por 20 minutos, apos isso, foi utilizado um bisturi estéril
para realizar uma incisdao na parte ventral entre as duas ultimas protopatas. Em
seguida foram coletados 20 yL da hemolinfa para a sua diluicido em 80 uL de Insect
Physiological Saline (IPS) e em seguida adicionados na placa de 96 pogos. Apos 5
minutos as densidades O6pticas dos pocos foram lidas em espectrofotdmetro

utilizando o comprimento de onda de 405 nm.

4.6.5 Quantificacdo de hemoécitos

Para a quantificacdo de hemacitos, 20 yuL da hemolinfa foi diluido em tampao
fosfato salino (PBS) e em seguida foi adicionado 20 yL de Azul de Tripan na
concentracdo de 0,02%. Entdo, as células foram contabilizadas utilizando a camara

de Neubauer.

4.6.6 Contabilizacdo das Unidades Formadoras de Colbnia

Para a contabilizacdo das Unidades Formadoras de Colbénia (UFC) a
hemolinfa foi diluida 10 vezes em tampao fosfato salino (PBS). Apés isso, 10 pl de
cada uma das diluigdes foram semeadas com alga de Drigalski em agar Sabouraud,
em triplicata, e deixadas para secar. As colbnias foram contadas manualmente apés

24 horas de incubacgao a 37 °C sendo calculada a carga microbiana de UFC/mL.

4.7 Analises estatisticas

A curva de sobrevida e a estimativa das diferengcas de sobrevida foram
determinadas pelo teste Log-rank (Mantel-Cox). As andlises do indice de Saude
foram feitas pelo teste de Kruskal Wallis. Os resultados da melanizagao da
hemolinfa, contagem de hemdcitos e de unidades formadoras de colonia foram
analisados estatisticamente por ANOVA,. O nivel de significancia adotado em todas
as analises foi de 5% (p < 0,05). Todas as estatisticas foram realizadas com o

software GraphPad Prism 9.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Andlise quimica dos 6leos essenciais

A partir da extragdo dos O6leos essenciais foram obtidos os valores de
rendimento de 2,5% para Piper aduncum, 1,8% para Piper crassinervium e 0,74%
para Piper arboreum. A partir da analise realizada pela cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas foram encontrados 24 metabdlitos
secundarios no 6leo essencial de P. aduncum, nele os compostos majoritarios foram
o dilapiol (81%), (E)-B-ocimeno (3,4%) e germacreno D (2,7%), em P. arboreum
foram encontrados 24, entre eles se destacaram: germacreno D (18,6%), 6-elemeno
(14,5%), (Z)-B-ocimeno (8,5%) e (E)-p-cariofileno (8,1%), ja P. crassinervium
apresentou 30 compostos, o a-pineno representou 14% do O6leo, enquanto o
B-pineno 12,1% e o (E)-B-cariofileno 8% (tabela 3). O dleo essencial de P. aduncum
teve como composigéo principal fenilpropandides (82%), representado apenas pelo
Dilapiol, enquanto P. arboreum obteve 58,8% de sesquiterpenos, ja em P
crassinervium foram encontrados valores similares entre monoterpenos e

sesquiterpenos, com 48,5 e 49,6%, respectivamente.

Tabela 3: Composi¢ao quimica dos 6leos essenciais das espécies de Piper spp.

Compostos RI P. ad P. ar Pcr.
a-Pineno® 932 0,2 1,5 14
B-Pineno® 975 0,3 - 12,1
6-Metil-5-hepten-2-ona 989 - - 6,2
B-Mirceno ® 992 - - 0,6
a-Felandreno® 1004 0,1 3,7 0,5
2-Careno® 1010 0,1 - 1,5
a-Terpineno 1016 - - 0,1
p-Cimeno® 1024 0,1 1,5 0,5
Limoneno® 1039 0,1 2.1 1,2

(Continua)
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Compostos RI P. ad P. ar Pcr.
(Z)-B-Ocimeno® 1039 1,6 8,5 0,1
(E)-B-Ocimeno® 1049 3,4 5 0,1
y-Terpineno 1059 0,2 - 0,1
a-Terpinoleno® 1088 0,4 - 0,2
Linalool® 1100 - 0,6 2.4
o-Elemeno 1339 0,1 14,5 2,1
a-Cubebeno 1352 - 0,3 0,7
a-Copaeno® 1378 0,2 1,4 2,9
(E)-B-Cariofileno® 1422 0,8 8,1 8

B-Gurjuneno 1432 0,2 1 2,2
a-Humuleno® 1457 0,9 4,9 2,8
Alloaromadendreno 1464 - - 0,4
Deidro-Aromadendreno 1466 - - 0,4
Germacreno D 1484 2,7 18,6 -

B-Selineno 1490 0,1 2,4 -

a-Selineno 1500 1,4 24 -

Bicyclogermacreno 1500 2,3 3,8 4,3
a-Muuroleno 1503 0,1 1,3 3

a-Bulneseno 1510 0,2 21 -

y-Cadineno 1517 0,1 1,2 5.1
(E) Cadina-1,4-dieno 1527 - - 4.3
Germacreno B 1561 0,2 2,1 0,4
Guaiol 1601 - - 52
Dilapiol® 1632 81 2,2 1,7

(Continua)
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Compostos RI P. ad P. ar Pcr.
Torreiol 1650 - 0,6 3,3
a-Cadinol 1659 - 29 -

Monoterpenos 6,8 39 48,5
Sesquiterpenos 10,3 58,8 49,6
Fenilpropandides 82,9 2,2 1,9
Composicao total encontrada 97,7 99,1 87,4

Fonte: o autor (2023). RI- indice de retengao na coluna, P. ad- Piper aduncum, P. ar- Piper
arboreum, P. cr- Piper crassinervium, S- compostos identificados utilizando um padréao auténtico, os
outros foram identificados a partir da comparagéo do IR e espectro de massa utilizando o banco de

dados de Adams e Wiley (2007).

A concentragao de dilapiol encontrada nos 6leos essenciais de P. aduncum no
presente estudo foi similar a encontrada por Almeida e colaboradores (76%), Gainza
e et al. em 2016 (76,2%), e Souto et al. em 2012 (64,4%). Porém essas analises
diferem das realizadas por Valadares e colaboradores (2020) que obteve apenas
6,3% de dilapiol e apresentou 23,4% de Piperitona como composto majoritario, ja
Oliveira e et al. (2013) obteve o 1,8-cineol (53,9%), seguido de a-pineno (12.7%), e
B-pineno (8.5%), enquanto de Souza e colaboradores (2020) constataram que o
composto majoritario foi o germacreno B (19,8%), no mesmo estudo, o principal
composto encontrado em P. crassinervium foi o 7-epi-a-eudesmol que representou
11,12% do seu 6leo essencial. Matias e colaboradores (2022) identificaram como
compostos majoritarios do oleo essencial de P. arboreum: 6xido de cariofileno
(30,5%), seguido por miristicina (7%), espatulenol (6,2%) e (E)-B-cariofileno que teve
concentragdo proxima a encontrada no presente estudo (5,1%). Apesar desses
autores utilizarem as folhas dessas plantas e a mesma metodologia de extragéo e
anadlise de compostos a diferenca nas concentragdes de compostos nos oleos
essenciais pode ser explicada por diferengcas no horario de coleta, localidade e

época do ano que a planta foi coletada (FERREIRA et al., 2020)

5.2 Avaliagao da sensibilidade a substancias antimicrobianas
Nos experimentos para a avaliagdo da sensibilidade da Candida albicans

(ATCC MYA-2876) foram realizadas diluicdes em série do fluconazol e dos 6leos
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essenciais, e a partir da mudanca de coloracédo da resazurina foi possivel identificar
os valores de Concentragao Inibitéria Minima (CIM), apds isso o subcultivo das
concentracgdes inibitérias foi realizado a fim de verificar a Concentragao Fungicida
Minima (CFM). Foram obtidos os valores de CIM de 2 ug/mL para o fluconazol e de
64 pg/mL para os Oleos essenciais (OE) de P. aduncum, P. arboreum e P.

crassinervium, e 128 pg/mL como CFM do fluconazol e dos OE (tabela 4).

Tabela 4: Sensibilidade da Candida albicans (ATCC MYA-2876) aos 6leos essenciais de Piper

aduncum, Piper arboreum e Piper crassinervium substancias antimicrobianas.

Substéncias antimicrobianas CIM CFM
OE de Piper crassinervium 64 pug/mL2 128 pg/mL
OE de Piper aduncum 64 pg/mL 128 pyg/mL
OE de Piper arboreum 64 pg/mL 128 pyg/mL
Fluconazol pg/mL 128 pyg/mL

Fonte: o autor (2023). CIM- Concentragao Inibitéria Minima, CFM- Concentragdo Fungicida Minima,
OE- ¢6leo essencial.

Apesar da diferenga nas concentragdes inibitorias minima do fluconazol e o
dos dleos essenciais, os valores encontrados indicam eficiéncia dos OEs na inibicdo
dessa cepa de C. albicans. O valor encontrado de inibicdo com o fluconazol indica
sensibilidade da cepa a esse farmaco, visto que é considerada suscetivel quando a
concentragdo € menor ou igual a 2 (CLSI, 2022; EUCAST, 2022), essa concentragao
€ similar a encontrada por Yan et al. (2019) e Jafri e Ahmad (2019). A inibigao
utilizando o 6leo essencial de P. aduncum foi melhor do que a obtida por Braga et al.
(2007) utilizando o extrato metandlico das folhas dessa planta contra C. albicans que
apresentou um CIM de 1,25 mg/mL.

Ja a concentragao fungicida minima, ou seja, a concentragdo da substancia
capaz de matar o patégeno, dos 6leos foi o dobro do MIC. Enquanto a concentragéo
fungicida do fluconazol foi 64 vezes maior que o MIC, essa diferenga ocorre porque
os azobis apresentam maior capacidade fungistatica do que fungicida (BERKOW;
LOCKHART, 2017).

A atividade antifungica dos 6leos essenciais se da pela permeabilizacéo da
parede celular a partir da mudanca no fluxo de elétrons que afeta também a acéao

das ATPases da membrana fungica, levando a perda de componentes celulares
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seguida de apoptose (TARIQ et al., 2019). Além disso, eles s&o capazes de inibir a
sintese de proteinas, agucares e acidos nucléicos dos microrganismos e afetar a
expressao de genes relacionados a fatores de viruléncia, como adesao, dimorfismo
e crescimento (D’AGOSTINO et al., 2019).

O Odleo essencial de P. aduncum apresenta como composto majoritario o
dilapiol (81%) e isso pode explicar a sua atividade anti-candida, visto que o dilapiol
isolado do oleo essencial de P. holtonii apresentou atividade contra o fungo
Leucoagaricus gongylophorus (Moller) Singer (Agaricaceae) (SALAZAR et al.,
2020). Além disso, o 6leo essencial obtido de Deverra triradiata Hochst. ex Boiss.
apresentou em sua composi¢cao aproximadamente 82% de dilapiol e apresentou
atividade contra Malassezia spp. e Candida krusei (GUETAT et al., 2022).

Ja na analise de componentes do Oleo essencial de P. arboreum o seu
composto majoritario foi o germacreno D com 18,6% de sua composigdo, um valor
similar (15,6%) foi encontrado na composi¢ao do 6leo essencial de Artemisia annua
que apresentou um CIM de 0,2 mg/mL contra Saccharomyces cerevisiae e C.
albicans (RASOOLI et al., 2003). Ele também foi encontrado na composi¢céo dos
OEs de Duguetia gardneriana (28,1%) e Duguetia moricandiana (44,3%), porém
apresentaram fraca atividade inibitéria no experimento de difusdo em disco contra
Candida guilliermondii e C. albicans, respectivamente (SILVA ALMEIDA et al., 2010).

O a-pineno foi o principal componente do 6leo essencial de P. crassinervium,
porém o a-pineno obtido do OE das folhas de Ferulago capillaris obteve valores de
inibicdo contra C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C.
parapsilosis (0,3-1,25 pL/mL) (PINTO et al., 2013). Dessa forma, a atividade
anti-candida dos oleos essenciais de P. arboreum e P. crassinervium podem estar

relacionadas aos compostos majoritarios presentes nesses oleos.

5.3 Padronizagao da infecgao em larvas de G. mellonella

O teste de padronizagcdo de inéculo foi realizado a fim de encontrar a
concentragéo fungica de C. albicans capaz de infectar e matar a maioria das larvas
de G. mellonella ao fim das 120 horas de experimento. O grupo controle com salina
nao apresentou mortalidades e o in6culo que causou a maior mortalidade foi o de 3
McFarland (figura 3)
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Figura 3: Curva de sobrevivéncia de larvas apds infecgdo com diferentes concentragbes de Candida

albicans.
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Fonte: o autor (2023). Controle positivo- salina (n&o infectadas), 1 McF- infectadas com 3 x 108
UFC/mL, 2 McF- infectadas com 6 x 108 UFC/mL, 3 McF- infectadas com 9 x 108 UFC/mL.

A partir dos resultados obtidos foi visto que a mortalidade das larvas esta
ligada a concentragcdo do inéculo de uma maneira dose-dependente, de forma que
quanto maior o inéculo maior foi a mortalidade ao final do quinto dia. Deste modo, a
concentracdo escolhida para a utilizagdo nos experimentos utilizando tratamento foi
de 3 McFarland, o equivalente a 9 X 10° UFC por larva.

Diversos autores ja padronizaram a infecgao por Candida albicans nas larvas
de Galleria mellonella, com concentragbes por larva de 2 X 10° UFC
(VERTYPOROKH et al., 2019), 5 X 10° UFC (KAVANAGH; SHEEHAN, 2018), 5 X
10° UFC (GU et al., 2018), 3 X 10® UFC (KASKATEPE et al., 2022). Essa variagédo
da concentragdo capaz de matar a maioria das larvas pode ocorrer devido a
diferencas na viruléncia das cepas testadas ou da alimentacao das larvas que esta

diretamente relacionada com o seu sistema imunoldgico (JORJAO et al., 2018).

5.4 Padronizagao do tratamento em larvas de G. mellonella
Nos testes de sobrevivéncia frente a infeccdo por C. albicans utilizando

tratamentos o grupo controle positivo (injetado apenas salina) ndo apresentou
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mortalidade ao fim do experimento, todos os outros grupos foram infectados com o
indculo de 9 X 10° UFC. O grupo sem tratamento foi o que apresentou a maior taxa
de mortalidade (80%) e o grupo tratado com 2 ug de fluconazol por larva apresentou
sobrevivéncia de 100% (figuras 4, 5 e 6). Os grupos foram avaliados por 8 dias visto

que o teste foi realizado em conjunto com o de avaliacdo do indice de Saude.

Figura 4: Curva de sobrevivéncia de larvas apés infecgdo com Candida albicans e tratamentos.
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Fonte: o autor (2023). Salina - controle positivo (ndo infectadas), controle negativo- infectadas com 9
x 10® UFC por larva (sem tratamento), 2 ug FLUCO - tratadas por 2 ug de fluconazol, 64 ug P.
aduncum- tratadas por 64 ug de OE de P. aduncum, 256 ug P. aduncum- tratadas por 256 ug de OE
de P. aduncum.

Nos grupos tratados por P. aduncum foi visto que a concentragdo do éleo de
64 ug por larva foi capaz de manter todas as larvas vivas, ja utilizando 256 ug a
sobrevivéncia foi de 70% ao final dos 8 dias (figura 4). Isso indica que apesar de
haver atividade na menor concentragdo testada, a maior pode apresentar certa
toxicidade que explicaria a menor sobrevivéncia utilizando-a. Porém, para que seja
possivel afirmar isso, seria necessario testes de toxicidade.

O tratamento utilizando os 6leos essenciais de P. arboreum apresentou 0s
mesmos indices de mortalidade ao fim dos 8 dias, porém houve um atraso no inicio
da mortalidade no grupo tratado com 256 ug de OE (figura 5). Enquanto isso, as
larvas tratadas com 64 pg de OE nao foram mortas. Apesar dos valores finais
serem iguais aos apresentados pelo tratamento com P. aduncum, as analises do
indice de Saude, quantificacdo da melanizacdo e densidade de hemdcitos

apresentaram diferencgas.
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Figura 5: Curva de sobrevivéncia de larvas apds infeccao com Candida albicans e tratamentos.
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Fonte: o autor (2023). Salina - controle positivo (ndo infectadas), controle negativo- infectadas com 9
x 108 UFC por larva (sem tratamento), 2 ug FLUCO - tratadas por 2 ug de fluconazol, 64 ug P.
arboreum- tratadas por 64 ug de OE de P. arboreum, 256 ug P. arboreum- tratadas por 256 ug de
OE de P. arboreum.

Ja os grupos utilizando o Oleo essencial de P. crassinervium nao
apresentaram mortalidade apds serem tratadas utilizando 64 e 256 ug por larva
(figura 6). Esses valores representam um tratamento promissor nas infecgdes

causadas por C. albicans.

Figura 6: Curva de sobrevivéncia de larvas apés infecgdo com Candida albicans e tratamentos.
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Fonte: o autor (2023). Salina - controle positivo (ndo infectadas), controle negativo- infectadas com 9
x 108 UFC por larva (sem tratamento), 2 ug FLUCO - tratadas por 2 ug de fluconazol, 64 ug P.
crassinervium- tratadas por 64 ug de OE de P. crassinervium, 256 ug P. crassinervium- tratadas por

256 ug de OE de P. crassinervium.
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Outros autores ja utilizaram 6leos essenciais no tratamento de infecgdes por
espécies de Candida spp. em Galleria mellonella. Kaskatepe et al. (2022) atestou
que o oleo essencial de Origanum majorana na concentragcao de 32 ug por larva foi
capaz de manter 100% das larvas infectadas por C. albicans. Ja Di Vito et al. (2023)
observou o efeito sinérgico do OE de Cinnamomum zeylanicum com o fluconazol em

larvas infectadas com Candida auris.

5.5 Avaliagdo do indice de Saude

Na avaliagdo de indice de saude as larvas foram avaliadas por 8 dias de
acordo com a mobilidade, melanizacao, formacao de casulo e sobrevivéncia, a partir
das pontuagdes atribuidas foram realizadas comparagdes utilizando o teste nao
paramétrico de Kruskal Wallis para observar diferencas significativas entre os
grupos. Os valores do grupo salina foi igual ao grupo tratado com 2 ug de fluconazol

até o sexto dia (tabela 5).



47

Tabela 5 — Quadro de indice de saude das larvas durante 8 dias ap6s infecg&o.

1 2 3 4 5 6 7 8

Salina 10(10- 10) 10(10-10) 10(10-10) 10(0-10) 10(10-10) 10(10-10) 10(10-10) 10(10- 10)
Controle - g56-10) 0(0-8)# 0(0-8)# 0(0-9)# 0(0-85)# 0(0-7,5)# 0(0-7,5)# 0(0-7,5)#
2 ug Fluco  19(10-10) 10(10-10)* 10(10-10)* 10(10-10) *10(10-10)* 10(10-10)* 10(9-10)* 10(9 -10) *
64 ugF ad 959-10) 985-10) 9(8-9)  8(7-85)# 9(9-9,5)* 9(85-10)* 85 (8-10)* 9(7,5-10)
256ug F. ad 9(8-10) 85(0-85% 8(0-9)#* 7(0-8)# 8(0-9) 9(0-9) 8(0-9)# 7(0-10)
64ugP.ar 10(9-10) 85(85-9) 85(7,5-10) 8(8-9) 85085 9) 85(7-9) 8(8-9) 9(7-9)

256 yg P ar 95 (8-10) 10(8,5-10)* 9(0-10) 8(0-9) 850-9)# 7,50-9)# 7(0-8) 6(0-8)#
64 ug P.cr 959-10) 9(85-10) 9,5(7,5-10)* 9(8,5-9) 9(8-10)* 9(8-10) 9(7,5-10)* 9(7,5-10)*

256 g P cr 10(9-10) 10(9-10) 10(9-10)* 8(8-10) 9(8-10) 9 (8,5-10)* 9(7,5-10) 8 (7 - 10)

Fonte: o autor (2023). Salina- grupo controle (sem infec¢ao e sem tratamento), Controle - - grupo apenas infectado (sem tratamento), 2 ug Fluco- tratado
com 2 ug de fluconazol, 64 ug P. ad- tratado com 64 ug de P. aduncum, 256 ug P. ad- tratado com 256 ug de P. aduncum, 64 ug P. ar- tratado com 64 ug de
P. arboreum, 256 ug P. ar- tratado com 256 ug de P. arboreum, 64 ug P. cr- tratado com 64 ug de P. crassinervium, 256 ug P. ar- tratado com 256 ug de P.

crassinervium. Valores representados como “ valor da mediana (valor minimo-valor maximo), # - diferente significativamente da salina, *- diferente
significativamente do controle negativo.
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A partir disso, é possivel concluir que as melhores pontuagdes obtidas foram
do grupo tratado com 64 ug de P. crassinervium, que ao final dos 8 dias de infecgao
continuou sendo significativamente diferente do infectado, o que significa que além
ndo haver mortalidade nesse grupo, as larvas também permaneceram
fisiologicamente saudaveis.Os grupos tratados com 64 ug de P. aduncum e 256 ug
de P, crassinervium apresentaram alta pontuagdo no indice de Saude . Ja as larvas
tratadas com 256 pg de P. aduncum e 256 pg de P. arboreum tiveram uma
pontuacdo de indice de Salde baixa, visto que houve mortalidades nesses grupos.

Passos et al. (2020) também realizaram esse experimento para avaliar o
tratamento de larvas infectadas com C. albicans e Sporothrix brasiliensis. Eles
observaram que larvas tratadas com nanocarreadores lipidicos contendo itraconazol
apresentaram valores do indice de Saude maiores quando comparado ao grupo

apenas infectado.

5.6 Avaliacdo da melanizagao

No experimento de avaliagdo da melanizagdo da hemolinfa o grupo infectado
apresentou altos valores, chegando proximo a 0,9 de absorbancia, enquanto as
larvas do grupo salina e tratadas com fluconazol obtiveram apenas 0,2 (figura 7). A
melanizagdo € um processo natural nas larvas de G. mellonella a fim de conter a
infeccao por microrganismos. Esse processo ocorre a partir da encapsulagao desses
patdgenos com a hemolinfa contendo melanina, seguida de coagulagcdo e
opsonizacdo (SERRANO et al., 2023). Dessa forma, os resultados indicam que as
larvas infectadas e nao tratadas foram mais afetadas pelo patégeno e por isso
apresentam uma melanizagédo maior, enquanto o valor das larvas tratadas com os
Oleos essenciais sdo mais préximos do controle sem infecgdo e do tratado com

fluconazol.
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Figura 7 — Grafico de melanizagdo da hemolinfa das larvas 24 horas ap6s infecgao.
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Fonte: o autor (2023). Salina- grupo controle (sem infec¢do e sem tratamento), Controle - - grupo
apenas infectado (sem tratamento), 2 ug FLUCO- tratado com 2 ug de fluconazol, 64 ug P. ad- tratado
com 64 ug de P. aduncum, 256 ug P. ad- tratado com 256 ug de P. aduncum, 64 ug P. ar- tratado com
64 ug de P. arboreum, 256 ug P. ar- tratado com 256 ug de P. arboreum, 64 ug P. cr- tratado com 64

Mg de P. crassinervium, 256 ug P. ar- tratado com 256 g de P. crassinervium. *- significativamente

diferente do controle negativo.

Dentre os grupos tratados com os Oleos essenciais, todos apresentaram
melanizagdo menor que o grupo infectado, porém foram maiores que o grupo salina
e o tratado com fluconazol. Apesar disso, esses resultados em conjunto com os
indices de sobrevivéncia indicam que apesar de haver uma melanizagdo maior que
nas larvas tratadas com o farmaco, ela foi o suficiente para combater a infeccao
sem causar a mortalidade das larvas nos grupos tratados com 64 ug de P. aduncum,
P. arboreum, P. crassinervium e com 256 ug de P. crassinervium. Souza dos Santos

et al. (2019) observaram que o tratamento de infecgdes causadas por
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Staphylococcus aureus utilizando 6leos essenciais de Syagrus coronata também foi

capaz de diminuir a melanizagao causada pela infecgao.

5.7 Quantificagdo de hemocitos

Na contagem da densidade de hemdcitos foi obtido o valor de 4 x 10°,
representando as larvas nao infectadas, enquanto nas infectadas sem tratamento
esse valor foi de 2 x 10°, essa diminuigdo ja era esperada, visto que o indculo
fungico se espalha pela hemolinfa causando uma redugdo dos hemdcitos viaveis
(figura 8). Os hemacitos sdo células encontradas livremente na hemolinfa das larvas
de insetos, eles atuam de diversas formas e sdo capazes de fagocitar, encapsular e
criar nddulos dos patdgenos, por isso podem ser utilizados como indicadores de
infecgdo nas larvas de G. mellonella (BERGIN et al., 2003), logo, quanto menor sua

densidade na hemolinfa, mais infectada a larva esta.

Figura 8 — Grafico de contagem de hemdcitos por larva 24 horas apo6s infecgao.
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Fonte: o autor (2023). Salina- grupo controle (sem infecgédo e sem tratamento), Controle - - grupo
apenas infectado (sem tratamento), 2 uyg FLUCO- tratado com 2 ug de fluconazol, 64 ug P. ad- tratado
com 64 ug de P. aduncum, 256 ug P. ad- tratado com 256 ug de P. aduncum, 64 ug P. ar- tratado com
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64 ug de P. arboreum, 256 ug P. ar- tratado com 256 ug de P. arboreum, 64 ug P. cr- tratado com 64
Mg de P. crassinervium, 256 ug P. ar- tratado com 256 pg de P. crassinervium, *- significativamente
diferente do controle negativo.

Ja os grupos tratados com 2 ug de fluconazol e 64 ug dos 6leos essenciais
obtiveram valores similares ao da salina, a partir disso € possivel concluir que essas
concentragdes de 6leo obtiveram um efeito benéfico no combate ao patégeno, visto

que os hemacitos mantiveram densidade maior que 4 x 10°.

5.8 Contabilizacdo das Unidades Formadoras de Colbnia

Para a contagem das Unidades Formadoras de Colénia (UFC) a hemolinfa foi
coletada e diluida 10 vezes e em seguida crescida em placa de agar Saboraud a
37°C, apos 24 horas de incubagao foram contadas as colénias. A partir disso, é
possivel visualizar que o grupo que apresentou a menor contagem de UFC foi o
tratado com 2 ug de fluconazol, enquanto as larvas que n&o foram tratadas

aproximadamente 6 x 10° (figura 9).
Figura 9 — Gréfico de contagem das Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) de Candida albicans

das larvas 24 horas apos infeccao.
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Fonte: o autor (2023). Salina- grupo controle (sem infecgédo e sem tratamento), Controle - - grupo
apenas infectado (sem tratamento), 2 uyg FLUCO- tratado com 2 ug de fluconazol, 64 ug P. ad- tratado
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com 64 ug de P. aduncum, 256 ug P. ad- tratado com 256 ug de P. aduncum, 64 ug P. ar- tratado com

64 ug de P. arboreum, 256 ug P. ar- tratado com 256 g de P. arboreum, 64 ug P. cr- tratado com 64

ug de P. crassinervium, 256 ug P. ar- tratado com 256 pg de P. crassinervium. *- significativamente
diferente do controle negativo.

Dentre os grupos tratados com os O6leos essenciais, todos apresentaram
valores préximos a 2,2 x 10°, com excegao do tratado com 64 ug de P. aduncum que
ficou proximo a 4 x 10° unidades formadoras de colénia por mL. A partir disso, é
possivel concluir que nos grupos tratados houve a inibigdo e diminuigao do inéculo
fungico nas primeiras 24 horas de tratamento em comparagdo com o grupo nao
tratado.

De uma maneira geral, todas as larvas tratadas com O6leos essenciais de
Piper spp. obtiveram resultados melhores de sobrevivéncia, indice de saude,
melanizacao, densidade de hemdcitos e contagem de UFC quando comparadas as
larvas apenas infectadas. Isso demonstra que esses 6leos podem ser uma possivel
opgao no tratamento de infecgbes fungicas, porém outros estudos sao necessarios
para a descoberta do mecanismo de agao e avaliagdo da toxicidade em células

humanas.
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6 CONCLUSAO

e O dleo essencial de P. aduncum teve como composi¢ao principal o dilapiol
(81%), P. arboreum obteve 18,6 % de germacreno D, ja P. crassinervium foi o
a-pineno (14%);

e Os dleos essenciais apresentaram CIM de 64 pg/mL e CFM de 128 pg/mL
contra C. albicans (ATCC MYA-2876);

e Todos os Oleos essenciais na concentracdo de 64 pg por larva e P
crassinervium em 256 g por larva foram capazes de manter a sobrevivéncia
de larvas infectadas em 100%;

e O tratamento da infeccdo utilizando os 6leos essenciais foi capaz de melhorar
a pontuacdo do indice de Saude, diminuir a melanizacdo da hemolinfa,
manter os nimeros de hemdcitos acima de 4 x 10° hemdcitos por larva e
diminuir a contagem das Unidades Formadoras de Colbnia de C. albicans.

e Os Oleos essenciais de Piper aduncum, Piper arboreum e Piper crassinervium
apresentaram atividade anti-candida in vitro e in vivo e representam uma

possivel op¢cao no tratamento de infecgbes causadas por Candida albicans.
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