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RESUMO

As doencas fungicas e a resisténcia aos antifingicos sdo uma ameaga ao mundo moderno, sendo
a fitoterapia uma alternativa utilizada pela medicina popular para o combate a infec¢des. Entre
as espécies se destaca a Lippia alba (erva-cidreira), que é utilizada na medicina tradicional para
tratar indigestdo, doencas respiratorias, ansiedade, dores, inflamagdes, febre e hipertensdo. O
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifungica do 6leo essencial das folhas do
quimiotipo Il (limonemo e carvona) de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown. (OELalll), seu efeito
modulador sobre antifingicos de uso clinico, aléem do mecanismo de acdo sobre cepas de
referéncia de Candida (C. albicans ATCC 64124, C. albicans ATCC 90028, C. albicans ATCC
90029, C. albicans ATCC 44858, C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 750, C.
tropicalis ATCC 13803 e C. parapsilosis ATCC 90018). Para a avaliacdo da atividade
antifungica foram determinadas as Concentracdes Inibitoria (CIM) e Letal Minimas (CLM) do
OELalll, o efeito do tempo de exposicdo ao OELalll na viabilidade microbiana, o efeito
modulador do OELalll na atividade de antifungicos de uso clinico. Para 0 mecanismo de acdo
do OELalll foram determinadas a liberacdo de material genético, a liberacdo de proteinas e 0s
mecanismos de acdo do sorbitol e ergosterol. Também foi avaliada a acdo de concentracGes do
OELalll sobre a atividade fatores de viruléncia (biofilme, proteinase e lipase) e sua atividade
hemolitica. O resultado da analise do OELalll indicou a presenca de 11 constituintes, com
predominancia de carvona (58,15%) e limoneno (25,37%). OELalll foi capaz de inibir o
crescimento de todos os microrganismos testados, com CIM e CLM variando de 0,078 a 1,25
mg/mL, e CIMB e CMEB variando de 0,156 a 5 mg/mL. O ensaio do tempo de exposicéo
demonstrou que OELalll foi capaz de eliminar todas as cepas num intervalo de duas horas de
exposicdo. O OELalll apresentou diferentes perfis de modulacdo em associacdo com 0S
antifangicos de uso clinico, sendo a melhor associa¢do observada para a combinacdo com
cetoconazol. OELalll foi capaz de promover a perda de material citoplasmatico (acidos
nucleicos e proteinas), com lise do envoltorio celular e moderada atividade hemolitica. Os
resultados do estudo indicam que OELalll tem um excelente potencial antifungico, com
mecanismo fungicida e fungistatico baseado no rompimento do envoltério microbiano, além de

apresentar um excelente efeito modulador quando associado ao antifungico cetoconazol.

Palavras-chave: Lippia; 6leos volateis; Candida; sinergismo farmacoldgico.



ABSTRACT

Fungal diseases and resistance to antifungal drugs are a threat to the modern world, and
phytotherapy is an alternative used in folk medicine to combat infections. Among the species
stands out Lippia alba (lemon balm), which is used in traditional medicine to treat indigestion,
respiratory diseases, anxiety, pain, inflammation, fever and hypertension. The aim of this study
was to evaluate the antifungal activity of the essential oil from the leaves of Lippia alba (Mill.)
N. E. Brown. chemotype Il (limonemo and carvone) (OELalll). Brown. (OELalll), its
modulatory effect on antifungals of clinical use, as well as the mechanism of action on Candida
reference strains (C. albicans ATCC 64124, C. albicans ATCC 90028, C. albicans ATCC
90029, C. albicans ATCC 44858, C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 750, C.
tropicalis ATCC 13803 and C. parapsilosis ATCC 90018). For the evaluation of the antifungal
activity, the Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Lethal Concentration (MLC) of
OELalll, the effect of the exposure time to OELalll on microbial viability, the modulating
effect of OELalll on the activity of clinical use antifungals were determined. For the mechanism
of action of OELalll, the release of genetic material, the release of proteins and the mechanisms
of action of sorbitol and ergosterol were determined. The action of OELalll concentrations on
the virulence factors activity (biofilm, proteinase and lipase) and its hemolytic activity were
also evaluated. The result of the analysis of OELalll indicated the presence of 11 constituents,
with predominance of carvone (58.15%) and limonene (25.37%). OELalll was able to inhibit
the growth of all microorganisms tested, with MIC and CLM ranging from 0.078 to 1.25
mg/mL, and CIMB and CMEB ranging from 0.156 to 5 mg/mL. The exposure time assay
demonstrated that OELalll was able to eliminate all strains within two hours of exposure.
OELalll showed different modulation profiles in association with clinically used antifungal
drugs, the best association being observed for the combination with ketoconazole. OELalll was
able to promote the loss of cytoplasmic material (nucleic acids and proteins), with lysis of the
cell envelope and moderate hemolytic activity. The results of the study indicate that OELalll
has an excellent antifungal potential, with fungicidal and fungistatic mechanism based on the
disruption of the microbial envelope, besides presenting an excellent modulating effect when

associated with the antifungal ketoconazole.

Keywords: Lippia; volatile oils; Candida; pharmacological synergism.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos aumentou de forma exponencial nas Gltimas
décadas, sendo considerada uma das maiores ameacas a saude do século XXI. Estima-se que
700.000 pessoas morrem por ano em todo mundo, devido a infecgdes por cepas microbianas
resistentes, e este numero podera aumentar para cerca de 10 milhées em 2050, caso ndo haja
uma interven¢ao (O’NEILL, 2016).

No cenario atual, as opcdes de tratamento para infecgdes estdo reduzidas e a
pesquisa por novas moléculas com atividade antimicrobiana é uma necessidade urgente,
entretanto, 0 nimero de patentes de novos compostos ndo estd acompanhando o crescente
aumento da resisténcia microbiana (LAXMINARAYAN et al., 2013; BUTLER et al., 2017).

As infecgdes fungicas sdo, muitas vezes, consequéncia dos problemas de salde
frequentemente associados a imunossupressao. Apresentam alta mortalidade e sua resolucao
depende da resposta a terapia antifangica. Infelizmente, as opcbes de tratamento sdo restritas,
devido a limitada disponibilidade de classes de antimicoticos (BROWN et al., 2012).

Devido aos casos de coinfeccBes que se apresentaram em pacientes acometidos pela
Covid-19, a WHO divulgou uma lista com os patdgenos fungicos que sao prioritarios de modo
a orientar o desenvolvimento de acGes estratégicas de pesquisa e desenvolvimento voltados para
a saude publica, onde espécies de Candida sp. estdo presentes nos grupos critica, alta e média
prioridade (MINA et al., 2022).

As espécies de Candida sdo agentes oportunistas responsaveis por uma variedade
de doengas, que vdo desde infeccdes na pele e mucosas a infecgbes sistémicas. Candida
albicans € a espécie responsavel por mais do que 70% de todas as infec¢bes por Candida, no
entanto, outras espécies comecam a apresentar uma maior relevancia clinica, como C.
parapsilosise e C. krusei (DOMENICO et al., 2018).

Os produtos vegetais séo utilizados como medicamentos ao longo de toda a histdria
humana e sdo a principal fonte para cuidados terapéuticos em cerca de 70% da populacéo
mundial, além disso, avancos nos estudos de produtos vegetais, possibilitam desenvolvimento
tecnoldgico para a sintese e a producdo de novos medicamentos a partir de compostos naturais,
entre eles os dleos essenciais (BOAS; DE KRUSE; GADELHA, 2007; AGUIAR et al., 2008;
DAVID et al., 2015).

Considerando seu uso tradicional, os 6leos essenciais sdo largamente estudados em

relacdo a sua atividade antimicrobiana, sendo utilizados como alternativas aos medicamentos
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atualmente empregados. Senso assim, é sugerido o uso de terapias combinadas que utilizam
Oleos essenciais para aumentar a atividade antibiotica como uma possivel estratégia para
combater a resisténcia microbiana (BUSH et al., 2011)

Neste contexto, a erva-cideira, Lippia alba (Mill.) N. E. Brown., desponta como
uma planta medicinal promissora e bastante utilizada na medicina popular do pais, sob a forma
de preparagdes como chas, macerada, em compressas e banhos. Os usos medicinais registrados,
na literatura cientifica para a erva-cidreira sdo para o tratamento da ansiedade, espasmos, dores,
como sedativa, para insonia e tosse (SETTE-DE-SOUZA et al., 2014).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Candida

Este género compde-se de cerca de 150-200 espécies, muitas das quais podem
habitar o trato gastrointestinal, sistema urogenital, pele, e mucosa do trato respiratorio de seres
humanos (CANNON et al., 2009).

Estdo entre as principais causadoras de infec¢des invasivas com risco de vida nas
ultimas decadas, as leveduras do género Candida, apesar do tratamento, apresentam uma taxa
de mortalidade proxima de 40%, sobretudo em condigdes hospitalares (BASMACIYAN et al.,
2019; CHEN et al., 2020).

As espécies presentes neste género apresentam varias formas morfoldgicas, sendo
os blastdsporos responsaveis pela reproducao assexuada por brotamento (WALKER; WHITE,
2017). As cadeias de células de levedura alongadas caracterizam as pseudo-hifas, e as hifas sdo
caracterizadas por cadeias ramificadas de células tubulares, sem estreitamento nos locais de
septacdo (Figura 2) (KORNITZER, 2017).

A transi¢do de um blastosporo para uma hifa é caracterizada pela ativacdo de uma
complexa rede reguladora de vias de sinal, que inclui muitos fatores de transcrigdo. A principal
diferenca entre a composicdo de levedura e hifa é que a parede da hifa tem um teor ligeiramente
maior de quitina do que a levedura (GARCIA-RUBIO et al., 2020).

A parede celular da Candida tem papel de proteger a célula de condicGes
estressantes no ambiente, como alteragdes osméticas, desidratacdo e mudancas de temperatura,
e proteger as células da defesa imunoldgica do hospedeiro. Também é responsavel pela adesdo
a célula hospedeira, com proteinas de adesdo como Alsl-7, Als9 e Hwpl (HOFS;
MOGAVERO; HUBE, 2016; REYNA-BELTRAN et al., 2019; CIUREA et al., 2020).

A comunicagdo da célula com o meio externo ocorre através da membrana
celular. Os esterois na membrana celular sdo extremamente importantes, dando a célula
estabilidade, rigidez e resisténcia a estressores fisicos. O ergosterol é o esterol mais
representado e é caracteristico da membrana celular dos fungos. E sintetizado no reticulo
endoplasmatico e nos corpos lipidicos. Em seu metabolismo, a Candida utiliza glicose como
fonte de carbono e aminoacidos como fontes de nitrogénio (CIUREA et al., 2020; JORDA;
PUIG, 2020).


https://www.mdpi.com/2309-608X/7/2/79/htm#B16-jof-07-00079

Figura 1 — Formas morfolégicas da Candida albicans
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Fonte: https://onlinesciencenotes.com/candida-albicans-morphology-
pathogenesis-clinical-manifestations-diagnosis-treatment-prevention-and-
control/. Acessado em 15/10/2022.

2.2 Resisténcia fungica

A resisténcia microbiana pode ser definida como a capacidade de uma cepa
microbiana crescer, in vitro, na presenca das concentracdes que a droga atinge no sangue.
Existem dois tipos de resisténcia associadas a microrganismos: a natural (faz parte das
caracteristicas genéticas primitivas dos microrganismos) e a adquirida (devido a pressao
seletiva pelo uso de antimicrobianos, muta¢Ges ou por meio de transferéncias do material
genético, pelos mecanismos de transducdo, transformacéo e conjugacdo) (TAVARES, 1996;
KONEMAN et al., 2001; TORTORA et al., 2004).

A resisténcia microbiana tem aumentado exponencialmente nas Ultimas décadas e
é considerada como um dos maiores desafios de saude do século atual. Estima-se que 700.000
individuos morrem todos os anos em todo o mundo devido a infec¢bes causadas por cepas
resistentes, e este nUmero poderia aumentar para cerca de 10 milhdes em todo o0 mundo até
2050, se ndo houvesse intervencao (O’NEILL, 2016).

Em determinadas situagdes, cepas de Candida spp. tornam-se agentes patogénicos
e causam diversos tipos de infeccBes, que vao desde pequenas lesdes localizadas, como a
candidiase pseudomembranosa e estomatite (LYON et al., 2006; GONSALVES et al., 2007;
LAM et al., 2012); até candidiase sistémica ( LYON et al., 2006; KEAN; RAMAGE, 2019).

A candidiase consiste em uma variedade de sindromes clinicas causadas por
leveduras do género Candida, com aproximadamente 200 espécies presentes nos mais diversos
nichos corporais (PEIXOTO et al., 2014; XIA et al., 2022). Essas infec¢des séo relatadas desde
0 tempo de Hipdcrates, que as descreveu como enfermidade associada a pacientes debilitados
(SERRA CARBASSA & DOTTO, 2003).
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Sabe-se que os medicamentos disponiveis no mercado, na maioria das vezes,
apresentam limitacdes de uso, quer seja pelo baixo nimero de opgdes de antifungicos ou pelas
reacOes adversas causadas por uso prolongado, de uma forma o outra, o uso indiscriminado leva
ao aumento da resisténcia, o que pode determinar altas taxas de recidiva (ABILIO et al., 2014).
Frequentemente, as infec¢des fungicas apresentam um tratamento dificil, o que pode estar
relacionado a aquisicdo de resisténcia a agentes antifungicos (DE ARAUJO et al., 2004; SONG
etal., 2018).

Os mecanismos atribuidos a resisténcia para o género Candida estdo associados
principalmente a expressdo aumentada da bomba de efluxo (resultando na baixa concentragéo
do agente antifungico no interior da célula fangica), a maior expressdao e modificacdo na
estrutura de sitios alvos, além da formacdo de biofilme, esses mecanismos podem ocorrer
isolados ou em conjunto, sendo que a expressdo aumentada da bomba de efluxo de antifangicos
a causa primaria da resisténcia aos azdis em espécies de Candida (PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

Para as espécies de Candida sdo relatadas duas grandes familias de dominios
proteicos transmembrana que funcionam como bombas de efluxo de farmacos (MFS - Major
Facilitador Superfamily, ABC - ATP-binding Cassete Transporters), ambas utilizam diferentes
fontes de energia para seu funcionamento efetivo no efluxo de moléculas do meio intracelular
para 0 meio extracelular de espécies de Candida (CANNON et al., 2009).

Outro importante mecanismo de resisténcia aos antifungicos ocorre pela expressao
aumentada do gene ERG11 que participa na regulacdo da sintese de ergosterol. O gene ERG11
codifica a enzima alvo dos antifungicos azdis, a lanosterol 14a-desmetilase, ao entrar em
contato com o antiflingico, a deplecéo do ergosterol faz com que o microrganismo regule de
forma positiva o gene ERG11, aumentando a presenca de sitios alvo (HANI et al., 2015).

A formacdo de biofilme pelas espécies de Candida spp. também € um importante
mecanismo de resisténcia, pois biofilmes maduros apresentam uma estrutura bem consolidada,
com substancias denominadas de exopolissacarideos (EPS - extracellular polymeric substance)
constituindo uma matriz extracelular forte que promove a ligagéo das células a uma superficie.
Para as espécies de Candida essa matriz é constituida por carboidratos, proteinas, hexosamina,
fosforo e &cido urdnico (KOO et al., 2017). Os biofilmes podem ser constituidos por uma ou
mais espécies de microrganismos envoltos em uma matriz que é responsavel por manter uma
barreira mecanica estavel capaz de proteger 0s microrganismos dos antifingicos
(KORDALEWSKA et al., 2018).
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O aumento no numero de infec¢Bes flngicas, especialmente em pacientes
imunocomprometidos ou em tratamento por grandes periodos com antibi6ticos, levou a busca
por novos agentes antifingicos (AHMAD et al., 2011), e as drogas terapéuticas para infeccdes
por Candida sdo limitadas a cinco classes de compostos: polienos, alilaminas, azoles,
fluoropirimidinas e equinocandinas (RABES et al., 2015).

O pequeno namero e a limitagdo dos antifungicas sintéticos levam a busca por
novas classes de medicamentos antifungicos, utilizando como base, potentes moléculas
bioativas de origem natural, com elevada eficécia terapéutica e diminuta toxicidade (SAINI et
al.,, 2008; RAJESHKUMAR & SUNDARARAMAN, 2012; GAVANJI et al., 2015;
MUSTHAFA et al., 2016; BOZOVIC et al., 2017).

Desta forma, conhecer os mecanismos de resisténcia antifungica pode fornecer
ideias sobre como limitar o surgimento de cepas resistentes e como desenvolver moléculas
bioativas mais seguras e eficazes (ANIBAL et al., 2010).

No entanto, a busca por novos compostos bioativos € um enorme desafio, devido
as dificuldades para o desenvolvimento de novos antifingicos, ja que sdo necessarios muitos

anos e elevados custos para que um novo medicamento esteja disponivel para o uso clinico.

2.3 Oleos essenciais

A definicdo internacional de OE é produto obtido por hidrodestilacdo, destilacdo a
vapor ou destilacdo a seco ou por um processo mecanico adequado sem aquecimento (para
frutas citricas) de uma planta ou parte dela (RUBIOLO et al., 2010). Séo liquidos oleosos
aromaticos extraidos de material vegetal (LAIRD & PHILLIPS, 2012).

As plantas sintetizam OEs para uma variedade de propositos, incluindo: protecdo
da planta contra fungos e bactérias, atividade alelopatica, defesa contra insetos e atracdo de
polinizadores (RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2009).

Os OE sdo originados do metabolismo secundario das plantas e possuem
composicdo quimica complexa, destacando-se principalmente a presenca de terpenos e
fenilpropanoides (GONCALVES et al., 2003;SILVA et al., 2003). Sdo produzidos por mais de
17.500 espécies de plantas aromaticas pertencentes a muitas familias, por exemplo, Lamiaceae,
Rutaceae, Myrtaceae, Zingiberaceae (REGNAULT-ROGER et al., 2012).

Sdo raramente encontrados em gimnospermas, no entanto, sdo abundantes em

angiospermas dicotiledoneas (SIMOES et al., 2016). Seu armazenamento e secre¢io dependem
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da familia de plantas, que apresentam estruturas especializadas, tais como pélos glandulares

(Lamiaceae), células parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais

oleiferos (Apiaceae), bolsas lisigenas e esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae) (MARQUES et

al., 2008).

Quanto aos métodos de extragdo dos OEs, estes variam conforme sua localizago

na planta e principalmente com a utilizacdo do mesmo ap06s a extracdo. Os métodos mais

comuns sao:

“Enfleurage”: empregado para extrair 6leos essenciais de pétalas de flores. As
pétalas sdo depositadas sobre uma camada de gordura e ficam em contato
durante certo periodo. Em seguida essas pétalas sdo substituidas por novas até a
saturacdo total da gordura que € tratada com alcool. Para se obter o 6leo
essencial, a mistura de gordura e alcool é destilada a baixa temperatura.

Arraste por vapor d’agua: 0s constituintes do material vegetal que possuem
pressao de vapor mais elevada que a agua, sdo arrastados pelo vapor d’agua. Em
pequena escala, emprega-se o aparelho de Clevenger. O 6leo essencial obtido,
apos separar-se da agua, deve ser seco com Na,SO, anidro. Esse método é
geralmente utilizado para extrair 6leos de plantas frescas.

Extracdo com solventes organicos: os Oleos essenciais sdo extraidos com
solventes apolares.

Prensagem: é empregado para extracdo de 6leos essenciais de frutos citricos. Os
pericarpos sdo prensados e a camada que contém o Oleo essencial é, entdo,
separada. Posteriormente, o 6leo é separado da emulsdo formada com &gua
através de decantacao, centrifugacdo ou destilacdo fracionada.

Extracdo por CO, super critico: o CO, é primeiramente liquefeito através de
compressdo e, em seguida, aquecido a uma temperatura superior a 31 °C. Nessa
temperatura, o CO, atinge um quarto estado, no qual sua viscosidade é analoga
a de um géas, mas sua capacidade de dissolucdo é elevada como a de um liquido.
Uma vez efetuada a extracdo, faz-se o CO2 retornar ao estado gasoso, resultando
na sua eliminagdo (SIMOES et al., 2016).

Devido a sua composi¢cdo complexa, os OEs apresentam uma variedade de acOes

biologicas, tornando-os potenciais fontes para o desenvolvimento de novos medicamentos
(AMARAL, 2004).
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Diversos estudos farmacoldgicos comprovam as a¢es dos OEs: podem estimular,
deprimir ou causar convulsdes atraves da acdo no Sistema Nervoso Central; podem possuir
atividade anestésica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, podendo também atuar em
nivel de sistema digestivo, respiratorio, cardiovascular, neurolégico e doencas de pele (GIRON
et al.,, 1991; FRANCO & BARROS, 2006; RODRIGUES & GUEDES, 2006; TOSCANO-
GONZALEZ, 2006; TEXEIRA, 2009; FRATERNALE et al., 2013; WEI & WEE, 2013;
HELDWEIN et al., 2012; HATANO et al., 2012; DE RAPPER et al., 2016; JARADAT et al.,
2016; JARADAT et al., 2017; COSTA et al., 2017; SILVA et al., 2018; HUANG et al., 2021).

Por agirem em multiplos alvos, os OEs sao capazes de impedir o desenvolvimento
de resisténcia em microrganismos (Figura 2) (LEITE DE SOUZA, 2016), o que leva ao
interesse de sua aplicacdo em cosméticos e produtos farmacéuticos, bem como aromatizantes e
conservantes para alimentos (HYLDGAARD et al., 2012).

Figura 2 — Mecanismos propostos para a agao
antimicrobiana dos 6leos essenciais
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Fonte: Wagner & Ulrich-Merzenich (2009).

O mecanismo de acdo dos OEs e seus componentes sobre bactérias pode ser
atribuido a ruptura do envoltério microbiano. Técnicas microscopicas mostram danos ao
envoltorio celular causados pelos OE: perda da integridade e permeabilidade, rugosidade,
distorcao, alongamento celular, separacdo da membrana celular das paredes celulares, lise e
vazamento de conteddo citoplasmatico (SHEN et al., 2015).

Entretanto, outros mecanismos também estdo associados a a¢do dos OEs, como a
perda de ions (PATRA & BAEK, 2016), inibicdo enzimética (DI PASQUA et al., 2010) e perda
da expressao proteica (KOVAC et al., 2015).

Em relagdo a atividade antifingica, o conhecimento sobre o mecanismo dos OEs é
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limitado, devido principalmente, a escassez de estudos que busquem entender os mecanismos
moleculares da acdo dessas substancias. (VERMA et al., 2011). Analises quimicas dos
constituintes dos 6leos essenciais mostram que seus compostos bioativos sdo fenois, terpenos,
aldeidos e cetonas, e estas substancias atuam em membranas citoplasmaticas e na parede
celular, perturbando suas estruturas e elevando sua permeabilidade (LV et al., 2011).

Considerando que o mecanismo de acdo dos OEs ndo é completamente
compreendido, entender o mecanismo das interac6es OE-antifingicos é ainda mais complexo,
devido sua acdo em varios alvos, determinada pelos seus muitos componentes (WAGNER &
ULRICH-MERZENICH, 2009).

Desta forma, com o aumento da resisténcia microbiana a multiplas drogas, tais
como antifngicos, o uso de combinacdes sinérgicas entre moléculas naturais e farmacos
comerciais pode ser uma boa alternativa para o controlo de microrganismos resistentes,
reduzindo as doses e consequentemente os efeitos adversos associados ao tratamento (DODOU
etal., 2017).

Em combinacdo com outros compostos, os 6leos essenciais podem produzir efeitos
sinérgicos (um efeito maior em combinacdo que a soma dos efeitos das substancias isoladas),
aditivos (efeito da combinacéo é igual ao simples somatdrio do efeito das substancias isoladas)
ou antagbnicos (a combinacdo leva a uma diminuicdo do efeito das duas substancias)
(EFFERTH & KOCH, 2011). Desta forma, as associacdes sinérgicas levariam a um aumento
da eficacia (RHATHER et al., 2013), na reducdo de doses e de efeitos adversos (CASETTI et
al., 2012; BAG et al., 2015; ZHANG; YAO, 2019).

Assim, a acdo de dleos essenciais sobre alvos ndo especificos, como a membrana
ou a parede celular, levaria a0 aumento da entrada de um agente antimicrobiano em
combinacdo, elevando assim sua concentracao no local de acdo especifico, resultando em efeito
sinérgico, mediado pelo aumento da permeabilizacéo do envoltorio celular (LANGEVELD et
al., 2014).

Portanto, as pesquisas sobre a atividade antifungica de produtos naturais, como 0s
OEs sdo de grande interesse e importancia para a medicina, o que pode ser explicado pelo
crescente aumento da resisténcia de patdgenos associados a doengas infecciosas aos
antifungicos disponiveis (REICHLING et al., 2009).

Dessa forma, os OEs assumem importante papel na prevencao ao desenvolvimento
de resisténcia microbiana, que vem sendo motivo de preocupagdo constante no tratamento das

doencas infecciosas.
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2.4 A espécie Lippia alba

O Brasil tem uma das florestas mais diversificadas no mundo, que se espalha por
seis biomas fitogeografico: a Amazénia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal,
alguns dos quais sdo reconhecidos como pontos de acesso globais de biodiversidade
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2018). Estima-se que, embora sejam conhecidas
estruturas de 200 mil produtos naturais, apenas 15% das 350 mil espécies de plantas foram
investigadas (WURTZELE &KUTCHAN, 2016).

A familia Verbenaceae apresenta distribuicdo tropical e subtropical, sendo
composta por cerca de 90 géneros, incluindo o género Lippia, com mais de 200 espécies de
plantas (PASCUAL, 2001).

A Lippia alba (Verbenaceae) (Figura 1), popularmente conhecida como erva-
cidreira, € amplamente utilizada pela populacdo devido seus efeitos tranquilizante,
antiespasmadico, analgésico, sedativo, ansiolitico, expectorante, anti-inflamatoria, antipirética,
para o tratamento de doencas cutaneas, problemas gastrointestinais, doencas hepaticas, célicas
menstruais e algumas infeccdes sexualmente transmissiveis (sifilis e gonorreia) (PASCUAL et
al., 2001; SETTE-DE-SOUZA et al., 2014). E utilizada em forma de chés, macerada, em
compressas, banhos ou extratos alcodlicos, por causa de suas propriedades farmacolégicas,
devidas aos seus constituintes ativos, dentre eles o 6leo essencial (JULIAO et al., 2003).

Figura 3 — Lippia alba (MILL.) N. E.
Brown

.
i e M

Fonte: O utor (2022).

Possui diversos nomes populares como cha-de-tabuleiro, cidrila, erva-cidreira-de-

arbusto, alecrim-selvagem, cidreira-brava, falsa melissa, erva-cidreira, erva-cidreira-brasileira,
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erva-cidreira-do-campo, cidreira carmelitana, salva, salva-do-brasil, salva-liméo, alecrim-do-
campo, salva-brava e salvia (TAVARES et al., 2005).

Os quimiotipos de L. alba sdo caracterizadas pela variabilidade na composicéo
quimica de seus OEs, e devido a isto, seu aroma esta relacionado aos constituintes majoritarios,
0s quais podem variar, em funcdo de diversos fatores: como a esta¢cGes do ano, época de
floragdo, idade da planta, quantidade de &gua circulante, parte da planta utilizada na destilag&o,
localizacdo geografica, caracteristicas do solo, do clima, e outras condi¢bes locais
(STASHENKO et al., 2004; AGUIAR et al., 2008).

De acordo com os constituintes quimicos majoritarios presentes no 6leo essencial,
a L. alba pode ser classificada em quimiotipos, tais como o quimiotipo carvona-citral
(HENNEBELLE et al., 2006; JANNUZZI et al., 2010).

A composicao do 6leo essencial varia muito, sugerindo a existéncia de um elevado
nimero de quimiotipos. De acordo com Hennebelle et al. (2008), hd pelo menos sete
quimiotipos com base na composicdo e possivel vias biossintéticas comuns entre diferentes
o6leos: quimiotipo | (citral, linalol e cariofileno), quimiotipo Il (tagetenona), quimiotipo Il
(limoneno e carvona), quimiotipo IV (mirceno), quimiotipo V (terpineno), quimiotipo VI
(canfora e 1,8-cineol) e quimiotipo VII (estragol).

Matos et al. (1996), classificou a L. alba do nordeste do Brasil em trés diferentes
quimiotipos e denominou de acordo com os constituintes majoritarios: quimiotipo I (citral, b-
mirceno e limoneno), quimiotipo 11 (citral e limoneno) e quimiotipo 111 (carvona e limoneno).

Diversos estudos cientificos comprovam as atividades ansiolitica, antioxidante,
anestésica, antigenotdxica, antivirais, antibacterianas, antifingicas e antiparasitarias do OE de
L. alba, justificando assim seu uso popular (AGUIAR, 2008; ESCOBAR et al, 2010; LOPEZ
etal, 2011; HATANO et al., 2012; HELDWEIN et al., 2012; CHIES et al., 2013; OLIVERO-
VERBEL et al., 2014; SANTOS et al., 2016; PORFIRIO et al., 2017; SILVA et al., 2018).

Diante do exposto, o presente trabalho se propde a investigar a atividade antifingica
do OE de L. alba, seu mecanismo de acgéo, seu efeito modulador na atividade de antifungicos
de uso clinico e sua agdo sobre a atividade de fatores de viruléncia de Candida. E dessa forma,
identificar uma nova alternativa terapéutica, fornecendo dados para o desenvolvimento de um

novo farmaco
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3 JUSTIFICATIVA

Compostos vegetais farmacologicamente ativos extraidos de cascas, folhas, raizes
e frutos veem sendo estudados ha décadas para a obtencdo de novas moléculas para os mais
diversos fins terapéuticos. Muitas vezes os estudos de atividade bioldgica sdo direcionados pela
medicina popular tradicional e muitos deles contribuem para a constatacdo cientifica das
propriedades bioldgicas exploradas no uso popular de diversos Gleos essenciais e extratos
vegetais.

Dessa forma, a busca por matérias-primas vegetais encoraja os pesquisadores a
continuar estudando os aspectos farmacoldgicos e toxicolégicos desses produtos, para servir de
suporte ao seu possivel uso terapéutico, além de fornecer insumos para a producao de novos
medicamentos.

Estudos botanicos, quimicos e farmacoldgicos vém sendo realizados e cada vez
mais demonstram e justificam a importancia e o potencial da flora brasileira. Entre eles se
destacam os estudos fitoquimicos de pesquisa de atividade antimicrobiana de plantas
medicinais. Esses estudos muitas vezes culminam em moléculas com atividade que
posteriormente podem servir de protétipo para elaboracdo de um farmaco (CALIXTO &
YUNES 2001; LEVY & MARSHALL,; 2004).

O desenvolvimento de resisténcia a antifingicos, por cepas de Candida, vem
fazendo com que este género seja alvo cada vez mais frequente de pesquisas de novos
compostos com atividade antimicrobiana (AHMAD et al., 2010; DUARTE et al., 2012).

Assim, novas moléculas capazes de inibir infeccGes por Candida, ou melhorar a
acdo dos antifangicos clinicos, pode ser algo promissor na luta contra a resisténcia fangica e na
reducdo das barreiras do tratamento convencional, como os efeitos adversos e a toxicidade
(ZUZARTE et al., 2012).

O OE de L. alba apresenta um amplo espectro de atividade antimicrobiana, sendo
capaz de inibir o crescimento de cepas bacterianas Gram-negativo e Gram-positivo, com
poténcia que varia de acordo com a sua composi¢cdo (MACHADO et al., 2014).

Em vista disso, a necessidade de estudos na area de pesquisa de novos antifingicos,
este projeto se propde investigar a atividade antifangica do 6leo essencial do quimiotipo 111 de
Lippia alba (OELalll), seu mecanismo de agdo, seu efeito modulador na atividade de

antifungicos de uso clinico e sua acéo sobre a atividade de fatores de viruléncia, esclarecendo
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cientificamente seu uso popular e fornecendo subsidios para o desenvolvimento de um novo

farmaco.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifungica e o mecanismo de acdo do 6leo essencial do

quimiotipo 1l de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown.

4.2 Objetivos Especificos

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Letal
Minima (CLM) do OELalll sobre cepas de Candida;

e Avaliar o efeito do tempo de exposicdo ao OELalll na viabilidade microbiana
de cepas de Candida;

e Avaliar o efeito modulador do OELalll na atividade de antiflngicos de uso
clinico;

e Auvaliar o efeito de concentracbes do OELalll na atividade de fatores de
viruléncia de cepas de Candida (biofilme, proteinase e fosfolipase).

e Avaliar o efeito citotéxico do OELalll sobre hemacias.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Estratégia experimental

Este projeto foi executado em trés etapas: na primeira etapa foi realizada a
identificacdo e coleta das folhas, seguida da extracéo e caracteriza¢do quimica do OELalll. Na
segunda etapa, foram realizados os ensaios microbioldgicos, determinando as concentractes
inibitdrias e letais minimas do OELalll para as células planctonicas das cepas de Candida; as
concentragdes inibitdrias minimas de formagdo e erradicacdo dos biofilmes do OELalll para os
biofilmes de Candida; o efeito do tempo de exposi¢cdo do OELalll na viabilidade das cepas de
Candida e a atividade moduladora do OELalll sobre a atividade de antifingicos clinicos. Na
terceira etapa foram investigados o mecanismo de acdo do OELalll; o efeito de concentracdes
sub-inibitorias do OELalll na expressdo de fatores de viruléncia das cepas de Candida e
atividade hemolitica do OELalll (Figura 4).

Figura 4 — Estratégia experimental

L

Fonte: O autor (2022).

5.2 Obtencao do material botéanico e identificacdo da espécie

As amostras das folhas do quimiotipo I11 de Lippia alba (Mill.) N.E. Brown foram
coletadas no més de novembro (2018) no Horto de Plantas Medicinais Francisco José de Abreu
Matos da Universidade Federal do Ceara (-3.74578127S, -38.57743103W). A exsicata da
espécie foi depositada no Herbario Prisco Bezerra, Departamento de Biologia, UFC, sob o
nimero 59675. A atividade de acesso ao Patrim6nio Genético foi cadastrada no Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen), com numero de cadastro AOF234C, em atendimento ao previsto na Lei n°
13.123/2015 e seus regulamentos.
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5.3 Extracédo e andlise do OELalll

O oleo essencial foi obtido por hidrodestilacdo (arraste de vapor), das folhas frescas
do quimiotipo Il de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown. As amostras foram colocadas em um
mariote ligado a uma fonte de vapor, sendo 0 mesmo acoplado a um extrator tipo Clevenger e
um condensador (CRAVEIRO, 1981). Apds duas horas de extracdo, foram separadas as fases
oleo/agua no doseador. A fase organica foi ser tratada com sulfato de sddio anidro e filtrada. O
estudo da composicdo quimica do OELalll foi realizado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM), em aparelho do tipo Shimadzu modelo GC/MS QP 5050A.
Os componentes do OELalll foram identificados através da comparacéo de seus espectros de
massa com espectros existentes na literatura (ADAMS 2017), com espectros do bando de dados
(NIS21 e NIS107) do equipamento e, também, pela comparacdo dos indices de retencdo da
literatura. Os indices de retencdo de Kovats (IK) foram determinados utilizando uma série
homdloga de n-alcanos injetados nas mesmas condi¢es cromatograficas das amostras,
utilizando a equacéo de Van den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL& DEC KRATZ, 1963).

5.4 Cepas microbianas

Foram utilizadas oito cepas microbianas de referéncia provenientes da American
Type Culture Collection (ATCC): C. albicans ATCC 64124, C. albicansATCC 90028, C.
albicans ATCC 90029, C. albicans ATCC 44858, C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis
ATCC 750, C. tropicalis ATCC 13803 e C. parapsilosis ATCC 90018. Todas as cepas
utilizadas fazem parte da colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia Aplicada
(LabMicro) e foram mantidas em agar estoque sob refrigeracdo, de forma a conservarem
inalterados todas as suas caracteristicas bioquimicas e perfil de sensibilidade a antimicrobianos.
Periodicamente foram realizados repiques para meios de cultura estéreis e a pureza de cada

cultura foi confirmada por microscopia, provas bioquimicas e antibiogramas.

5.5 Antimicrobianos, meios de cultura e reagentes

Os antimicrobianos e reagentes foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St Louis,
MO, USA). Os meios de cultura foram obtidos da HIMEDIA (Mumbai, Maharashtra, india).
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5.6 Ensaios microbiolégicos

Todos os ensaios microbioldgicos foram realizados em triplicata, em trés

repeticdes, no Laboratdrio de Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LabMicro-DACT-UFC).

5.6.1 Determinacdo da concentracdo Inibitoria Minima - CIM

Os valores de CIM do OELalll e dos antifungicos (ANF) foram determinados pelo
método de microdilui¢cdo em caldo de cultura, de acordo com a metodologia descrita pelo CLSI
(2008), com algumas modifica¢Bes. Culturas microbianas puras mantidas em &gar Sabouraud
Dextrose (ASD) sob refrigeracdo foram repicadas em caldo Sabouraud Dextrose (CSD) e
incubadas a 35°C até atingirem fase exponencial de crescimento. Apds esse periodo, as culturas
tiveram sua densidade celular ajustada em solucdo salina 0,85% estéril para se obter uma
turbidez comparavel a do tubo 0,5 da escala de McFarland, o que resultou em uma suspenséo
microbiana contendo aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. Em seguida a suspens&o foi diluida
100 vezes em CSD. Aos pocos da microplaca (Kasvi) foram adicionados 100 pL de CSD, 20
pL do OELalll (5 a 0,002 mg/mL) ou ANF (160 a 0,078 pg/mL) e 80 pL da suspensédo
microbiana (concentracéo final de aproximadamente 2,5 x 102 UFC/mL). Aos pogos-controle
de inibicdo do crescimento microbiano, foram adicionados o meio de cultura, o agente
antifangico e o inoculo do microrganismo. Aos pocos-controle de ndo inibicdo do crescimento
microbiano, foram adicionados o meio de cultura, o diluente do OELalll (Tween 80 a 1%) ou
do ANF (DMSO a 1%), e in6culo do microrganismo.

As microplacas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Passado esse tempo, foram
submetidas a inspecdo visual de crescimento microbiano e a leitura de absorbancia a 620 nm,
em leitor de Elisa (BioTek). A CIM foi considerada a menor concentracdo do OELalll ou ANF,
capaz de inibir completamente o crescimento microbiano, comprovada pela auséncia de
turvacéo visivel. As leituras de absorbancia foram utilizadas para evitar erros determinados pela

turvacdo do OELalll (Figura 3).
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Figura 5 — Fluxograma da determinacdo da Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) do

OELalll e ANF
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Fonte: O autor (2022).

5.6.2 Determinacao da Concentracéo Letal Minima - CLM

De forma asséptica, foram depositados indculos de 5 uL obtidos a partir dos po¢os
das microplacas usadas para a determinacdo da CIM que ndo apresentaram crescimento
microbiano visivel, na superficie do gar Plate-Count (APC). As placas foram incubadas a 35°C
e apo6s 24h foram feitas as contagens das colbnias crescidas na superficie do &gar. A
concentracdo do 6leo essencial que determinou um crescimento microbiano na superficie do
agar < 0,1% do inoculo inicial, foi considerada a CLM, ou seja, a menor concentracao capaz de
determinar a morte de 99,9% das células microbianas (CASTRO, 2010).

O tamanho do inoculo microbiano inicial foi determinado pela técnica de
microgotas (ROMEIRO, 2007), para confirmar se as suspensdes microbianas usadas continham
realmente o crescimento microbiano desejado, ou seja, aproximadamente 2,5 x 10° UFC/mL.
Para isso, foram adicionadas, assepticamente, 5 gotas contendo cada uma 5 uL de uma
suspensdo microbiana inicial, sobre superficie do APC, que foi incubado a 35°C por 24h. Apds
esse periodo, as col6nias crescidas na superficie do agar foram contadas, e calculada a média
aritmética e o valor obtido multiplicado pelo valor da dilui¢do. Os resultados foram expressos

como a média dos valores obtidos (Figura 4).
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Figura 6 — Fluxograma da determinacéo da Concentracdo Letal Minima (CLM)
do OELalll e ANF
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Fonte: O autor (2022).

5.6.3 Determinacao do efeito do tempo de exposi¢do ao OELalll na viabilidade microbiana

Para determinar o efeito do tempo de exposi¢do ao OELalll sobre a viabilidade
celular de cepas de referéncia de Candida, foi sequida a metodologia descrita por Matasyoh et
al. (2007), com algumas modificacbes. Aliquotas de 20 pL de OELalll, em concentracdes
iguais 1/2x CIM, CIM e 2x CIM foram adicionadas aos po¢os da microplaca contendo 100 pL
de CSD e 80 pL de suspensio microbiana (2,5 x 10 UFC/mL). As microplacas foram incubadas
a 35 °C e ap0s intervalos de tempo predeterminados (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas), aliquotas
de 5 uL foram semeadas em APC pela técnica da microgota (ROMEIRO, 2008). A contagem
das col6nias foi realizada apds 24 horas de incubagdo a 35 °C, Tween 80 a 1% e Miconazol
pg/L foram utilizados como controles e os resultados foram expressos em logaritmo (log) de
UFC/mL (Figura5).
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Figura 7 — Fluxograma da determinacdo do efeito do tempo de exposicdo ao OELalll na viabilidade
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Fonte: O autor (2022).

5.6.4 Avaliacdo das cepas de Candida quanto a aderéncia e a formacéo de biofilme

A fim de avaliar a aderéncia do biofilme de Candida, 100 uL. de CSD foram
adicionados em cada pogo da microplaca, seguido da adigdo de 100 pL do inoculo (2,5 x 10°
UFC/mL) preparado com CSD suplementado com sacarose a 2%. O grupo controle utilizado
neste teste foi 0 CSD. As microplacas foram incubadas em agitador (125 rpm) a 35°C durante
48 horas. Apos o periodo de incubacéo, o sobrenadante foi removido e as microplacas lavadas
com agua destilada estéril para retirar as células ndo aderidas. Apds, as microplacas foram secas
em temperatura ambiente (10 min), seguida de uma etapa de fixacdo das células com 200 pL
de metanol (10 min), descarte do fixador e secagem (10 min). Em seguida, 200 puL de uma
solucdo de cristal violeta 0,4% foram adicionados a cada poco e a microplaca foi incubada (10
min). Posteriormente, os pogos foram lavados com &gua destilada estéril, para remover o
excesso de cristal violeta, seguido de secagem (10 min). As microplacas entdo foram descoradas
com adi¢do de 200 pL de uma solugdo de acido acético 33%, por 10 minutos. Na ultima etapa,
os 200 pL da solugdo descorante de acido acético foram transferidos para outra microplaca de
96 pocos de fundo chato e realizada a leitura da absorbancia em leitor de microplacas de Elisa,
na faixa de absorbancia de 570 nm. Para normalizac¢ao dos resultados, os valores da absorbancia
dos controles negativos foram subtraidos das amostras teste (adaptado de FREIRES et al.,
2014). O valor de ponto de corte (ODc) para o ensaio de formagéo do biofilme foram definidos
como a média de OD 570 nm do controle negativo (Figura 6). Todas as cepas foram
classificadas, de acordo com Stepanovic et al. (2000), como n&o produtores de biofilme
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(OD<ODc), produtores fracos (ODc<OD=<2x0Dc), produtores moderados
(2xODc<0OD<4x0Dc) ¢ fortes produtores (OD>4x0ODc).

Figura 8 — Fluxograma da avaliacdo das cepas de Candida quanto a aderéncia e a formacéao de biofilme
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Fonte: O autor (2022).

5.6.5 Determinacdo da Concentragéo Inibitéria Minima de Formacéo de Biofilme (CIMB)

Esse ensaio foi realizado para determinar qual a menor concentracdo de OELalll
capaz de inibir a formacdo de biofilme pelas cepas testadas. A fim de avaliar a formacéo do
biofilme de Candida, 100 uLL de CSD foram adicionados em cada poco, seguido da adicéo de
100 uL OELalll na primeira fileira de pocos, onde o mesmo foi serialmente diluido no préprio
meio, com uma relacdo de 1/2 para obter as concentracdes de trabalho (5 a 0,002 mg/mL). Em
seguida, foram adicionados nos pogos 100 pL do inoculo (2,5 x 10° UFC/mL) preparado com
meio CSD suplementado com sacarose a 2%. Os grupos controles utilizados neste teste foram:
0 meio de cultura, o crescimento de leveduras (também usado como padrdo de formacéo para
as comparagoes), Miconazol 20 pg/mL (controle da inibi¢ao do crescimento) e Tween 80 a 1%
(controle da n&o inibicao do crescimento). As microplacas foram incubadas sob agitacao orbital
(125 rpm) a 35°C durante 48 horas. Apos o periodo de incubagdo, o sobrenadante foi removido
e as microplacas lavadas com agua destilada estéril para retirar as células ndo aderidas. Apds,
as microplacas foram secas em temperatura ambiente (10 min), seguida de uma etapa de fixagédo
das células com 200 uL de metanol (10 min), descarte do fixador e secagem (10 min). Em
sequida, 200 uL. de uma solugdo de cristal violeta 0,4% foram adicionados a cada pocgo e a
microplaca foi incubada (10 min). Posteriormente, os pocos foram lavados com agua destilada

estéril, para remover o excesso de cristal violeta, seguido de secagem (10 min). As microplacas
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entdo foram descoradas com adi¢do de 200 puLL de uma solugdo de acido acético 33%, por 10
minutos. Na tltima etapa, os 200 uL da solugdo descorante de acido acético foram transferidos
para outra microplaca de 96 pocos de fundo chato e realizada a leitura da absorbancia em leitor
de microplacas de Elisa, na faixa de absorbancia de 570 nm (Figura 7). A CIMB foi considerada
a menor concentracdo capaz de inibir a formacdo do biofilme (adaptado de FREIRES et al,
2014).

Figura 9 — Fluxograma da determinagéo da Concentragdo Inibitoria Minima de Formacéo de Biofilme
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Fonte: O autor (2022).

5.6.6 Determinacdo da Concentracdo Minima de Erradicagéo de Biofilme (CMEB)

Esse ensaio foi realizado para determinar qual a menor concentracdo de OELalll
capaz de erradicar o biofilme ja formado. Cepas de referéncia de Candida foram cultivadas a
37°C por 18 horas em ASD. Em seguida, uma fracdo do indculo microbiano foi transferido para
CSD suplementado com 100 mM de glicose e incubado overnight. As culturas foram
centrifugadas a 5000g por 5 minutos e as células lavadas duas vezes com 5 mL de solucéo
fisiologica tampdo fosfato (PBS) estéril. Apds uma nova centrifugacdo, as celulas foram
coletadas e ressuspensas em CSD suplementado com 100 mM de glicose. A suspensao foi
padronizada em aproximadamente 10 UFC/mL. Para formacdo do biofilme, 100 uL da
suspensdo do microrganismo foram adicionados aos pogos da microplaca, e a mesma foi
incubada sob agitagéo (75 rpm) a 35°C por 90 min para fase inicial de ades&o. Decorrido este
periodo, o caldo foi gentilmente aspirado e cada poco lavado duas vezes com 200 pL de PBS
estéril, para a remocéo das celulas ndo aderidas. Em seguida foram adicionados 200 uLL de CSD
suplementado com 100 mM de glicose e as microplacas incubadas a 37°C por 48 horas sob
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agitacdo, sendo o meio de cultura trocado ap6s 24 horas. Apo6s o periodo de incubagdo, 0
sobrenadante de cada poco da microplaca com os biofilmes formados foi aspirado. Para a
remocao das células ndo aderidas ao biofilme, foram adicionados 200 uL. de PBS estéril as
microplacas, e mantida a agitacao por 5 minutos. Apos a retirada do PBS foram adicionados 20
uL do OELalll em diferentes concentragdes (40, 20, 10, 5 e 2,5 mg/mL), juntamente com 180
puL de CSD suplementado com 100 mM de glicose, aos biofilmes formados no fundo da
microplaca, sendo a mesma incubada por 24 horas a 35°C sob agitacao orbital (120 rpm). Para
os controles foram utilizados uma solucdo fisiolégica de PBS estéril e uma solucdo de
Miconazol 20 pg/mL. Apés o periodo de 24 horas, da aplicagdo do OELalll, o fundo dos pogos
da microplaca foi cuidadosamente raspado com o auxilio de uma micropipeta estéril. A seguir,
200 pL do contetdo resultante de cada pogo foi aspirado e transferido para um eppendorf
contendo 1800 pL de PBS estéril, o contetido dos eppendorfs foi homegeneizados por 30
segundos para desprender as células do biofilme. O biofilme desprendido, ressuspenso em PBS,
foi considerado como fator de diluigdo 10, Aliquotas de 5 pL de cada diluigdo seriadas foram
semeadas em placas de ASD e incubadas a 37°C por 48 horas. Apds o periodo de incubacéo foi
feita a contagem das unidades formadoras de colénias (UFC/mL) e os valores obtidos foram
transformados em logaritmo (log) de UFC/mL (Figura 8). A CMEB foi considerada a menor
concentracdo de OELalll capaz de erradicar o biofilme j& formado (RASTEIRO, 2011).

Figura 10 — Fluxograma da determinacdo da Concentragdo Minima de Erradicacdo de Biofilme

(CMEB)
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Fonte: O autor (2022).

5.6.7 Determinacéo do efeito modulador do OELalll na atividade de antifiingicos de uso

clinico

O efeito modulador do OELalll sobre a atividade dos antifungicos (Miconazol -
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MIC, Cetoconazol — CET, Nistatina — NIS, Clotrimazol — CLO, Fluconazol — FLU , Ciclopirox
olamina — CIC e Anfotericina B— ANFO) foi avaliado pelo Método de Checkerboard, como
descrito por Cleeland e Squires (1991). Aos pocos das microplacas foram adicionadas aliquotas
de 5 pL de culturas microbianas, contendo aproximadamente 2,5 x 102 UFC/mL, 80 uL de CSD,
10 pL de OELalll e 10 uL do ANF. Os valores de CIM de OELalll e dos ANFs, previamente
determinados, foram utilizados para obtencdo das diferentes associagdes OELalll-ANF.
Concentrac6es finais de 1/2, 1/4, 1/8, e 1/16 x CIM de OELalll e dos ANFs foram utilizadas
no experimento. As microplacas foram incubadas durante 24 horas a 35°C e ap0s foi realizada
a inspecdo visual do crescimento microbiano (Figura 9). Para analisar o efeito das associagdes
OELalllI-ANF foram calculados os Indices de Concentragéo Inibitdria Fracionada (ICIF), como
descrito por (SHIN; LIM, 2004):

ICIF = CIFoeLain+ CIFank = [OELalll]/CIMogLal Il + [ANF]/CIManr.

Onde: [OELalll] é a menor concentragdo do OELalll na associacdo com atividade
antifangica, CIMokLalll é a CIM de OELalll, ClIFoeLai € a concentracéo inibitoria fracionada
do OELalll, [ANF] é a menor concentracdo de antifungicos na associacdo com atividade
antimicrobiana, CIManr é a CIM do antifungico, CIFanr é a Concentracdo inibitoria fracionada
do antifungico. O indice CIF (ICIF) foi interpretado como: efeito sinérgico para ICIF < 0,5,
efeito aditivo ou indiferente para ICIF> 0,5 e < 1,0, e efeito antagbnico para ICIF>1,0
(EUCAST, 2003).

Figura 11 — Fluxograma da determinag&o do efeito modulador do OELalll na atividade de
antifungicos de uso clinico
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Fonte: O autor (2022).



5.6.8 Ensaios de mecanismo de ag¢éo

5.6.8.1 Deteccdo de ocorréncia de alteracdo na permeabilidade do envoltério celular

5.6.8.1.1 Liberagao de material genetico
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Cerca de 5 mL de culturas microbianas, em CSD, foram incubadas overnight e

tiveram sua densidade celular ajustada com PBS (pH 7,4) para uma ODs20 nm de 2. Em seguida,

as células foram coletadas por centrifugacdo a 400 x g durante 15 min, o sobrenadante

descartado, e o pellet lavado duas vezes e ressuspenso em 1 mL de PBS (pH 7,4). As suspensdes
celulares (180 pL) foram adicionadas de 20 uL de concentra¢bes do OELalll (2x CIM, CIM e

1/2x CIM). Culturas microbianas sem tratamento foram utilizadas como controle. Apos

incubagdo a 37°C nos tempos determinados (0, 60, 120, 180, 240 minutos), as suspensoes

celulares foram centrifugadas a 13400 x g por 15 min, e foi realizada a leitura da OD2so nm do
sobrenadante em leitora Biotek modelo Synergy HTX S1LFA (adaptado de DEVI et al., 2010)

(Figura 10).

Figura 12 — Fluxograma do ensaio de deteccdo da liberacdo de material genético
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Fonte: O autor (2022).

5.6.8.1.2 Liberacdo de proteinas

Cerca de 5 mL de culturas microbianas, em CSD, foram incubadas overnight e

tiveram sua densidade celular ajustada com PBS (pH 7,4) para uma ODs20 nm de 2. Em seguida,

as células foram coletadas por centrifugacdo a 400 x g durante 15 min, o sobrenadante
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descartado, e o pellet lavado duas vezes e ressuspenso em 1 mL de PBS (pH 7,4). As suspensdes
celulares (180 pL) foram adicionadas de 20 pL de concentragfes do OELalll (2x CIM, CIM e
1/2x CIM). Culturas microbianas sem tratamento foram utilizadas como controle. Apos
incubacdo a 37°C nos tempos determinados (0, 60, 120, 180, 240 minutos), as suspensdes
celulares foram centrifugadas a 4500 x g por 15 min, e foi realizada a leitura da OD2go nm do
sobrenadante em leitora Biotek modelo Synergy HTX S1LFA (adaptado de MOGHIMI et al.,
2016) (Figura 11).

Figura 13 — Fluxograma do ensaio de deteccédo da liberacao de proteinas
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Fonte: O autor (2022).

5.6.8.1.3 Ensaio do mecanismo do sorbitol

Este método se baseia na medida dos danos que compostos com atividade
antifungica causam aos componentes da parede celular fingica. Compostos que atuam de
alguma forma sob a parede celular do fungo, provocam a lise de suas células quando na auséncia
de um estabilizador osmotico, mas permitem seu crescimento na presenca desse suporte
osmotico. Dessa maneira, este ensaio compara as CIM’s dos produtos antifingicos na auséncia
e presenca de sorbitol a 0,8 M, um protetor osmético usado para estabilizar os protoplastos de
fungos. A determinagdo da CIM OELalll, na presenca do sorbitol, foi realizada utilizando
microplacas de 96 pogos, com fundo em forma de “U” (Figura 12).

Nos pogos da primeira coluna da microplaca foram adicionados 100 pL de CSD
enriquecido com sorbitol e 100 uL de OELalll, em solugbes duplamente concentradas. Os
conteudos desses pogos foram diluidos na razdo de 1/2 de forma a obter concentracdes de

OELalll variando de 5 mg/mL a 0,002 mg/mL e uma concentracéo final de 0,8 M de sorbitol.



47

A cada poco foram adicionados 5 pL do indculo microbiano (aproximadamente 2,5 x 10°
UFC/mL)

O controle do crescimento dos microrganismos foi realizado colocando nos pocos
100 pL do meio de cultura, sorbitol 0,8 M e 5 pL do in6culo de cada espécie em estudo. O
antifugico Miconazol (20 pg/mL) foi utilizado como controle da inibi¢do do crescimento. As
microplacas foram incubadas a 35°C por 48 horas, sendo realizada a inspecdo visual para
verificar a presenca ou auséncia de crescimento microbiano (FROST et al., 1995; FERREIRA
etal., 2017).

Figura 14— Fluxograma de determinacdo do ensaio do mecanismo do sorbitol
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Fonte: O autor (2022).

5.6.8.1.4 Ensaio do mecanismo do ergosterol

Para determinar se o OELalll interage com ergosterol, a CIM foi determinada sobre
cepas de referéncia de Candida, pelo método de microdilui¢do (CLSI, 2008) na auséncia € na
presenca do ergosterol, nas concentragdes de 100 e 200 pg/mL, previamente adicionado ao
meio de cultura. Em cada po¢o da microplaca, foram adicionados 100 pL de CSD.
Posteriormente, 100 puL de OELalll foram dispensados nos pogos da primeira coluna da
microplaca e obtidas diluicdo seriada, na razdo de 1/2, com concentragdes finais de 5 mg/mL
até 0,002 mg/mL. Em seguida foram adicionados inoculos de 5 pL das cepas de Candida,
contendo aproximadamente 2,5 x 103 UFC/mL. Para o controle do crescimento das cepas foi
utilizado meio de cultura, DMSO 1% e 5 pL do indculo de cada espécie. O Miconazol (20

ug/mL) foi utilizado como controle da inibicdo do crescimento. As microplacas foram
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incubadas a 35°C por 24 horas, sendo realizada a inspecéo visual para verificar a presenca ou
auséncia de crescimento microbiano (FROST et al., 1995; LIMA et al., 2013) (Figura 13).

Figura 15 — Fluxograma de determinacéo do ensaio do mecanismo do ergosterol
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Fonte: O autor (2022).

5.6.9 Deteccao do efeito de concentragdes sub-inibitdrias de OELalll na atividade fatores

de viruléncia microbiana de cepas de Candida

Para avaliacdo de alteracBes na atividade de fatores de viruléncia de cepas de

Candida, indculos microbianos contendo aproximadamente 2,5 x 10° UFC/mL em CSD, foram

previamente postos em contato com concentragdes sub-inibitdrias do OELalll e incubados por

24h a 37°C (Figura 14).

Figura 16 — Fluxograma de Detecgdo do efeito de concentragBes sub-inibitdrias de OELalll na
atividade fatores de viruléncia microbiana de cepas de Candida
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Fonte: O autor (2022).
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5.6.9.1 Atividade da protease

A determinacdo da atividade de protease foi realizada de acordo com Aoki et al.
(1990), em &gar contendo albumina de soro bovino (ASB). Para o preparo do meio foram
utilizados 60uL de uma solugdo contendo 0,04g de MgSOs4.7 H20, 0,59 de KoHPO4, 1g de
NaCl; 0,2g de extrato de levedura, 4g de glicose e 0,59 de ASB, e o pH da solugédo obtida
ajustado com HCI 1N para 3,5. A solucéo foi esterilizada por meio de filtracdo e, em seguida,
misturada com 140 ml de &gar estéril.

Uma aliquota de 5uL do in6culo, de cada cepa previamente exposta ao OELalll,
foi inoculado em meio de cultura e as placas incubadas a 37°C durante 7 dias. O grau da
atividade da protease (AP) foi obtido de acordo com a metodologia descrita por Price et al.
(1982), onde os valores do AP foram calculados dividindo o valor do diametro da colénia pelo
valor do halo determinado pela acdo das proteases mais o didmetro da colonia. Assim, 0s
resultados da atividade da protease das cepas de Candida expostas as concentracfes sub-
inibitdrias de OELalll foram agrupados em quatro classes: muito baixa (+; AP de 0,90-0,99),
baixa (++; AP de 0,80-0,89), alta (+++; AP de 0,70-0,79) e muito alta (++++; AP de 0.69 ou

inferior).

5.6.9.2 Atividade da fosfolipase

A producéo de fosfolipase foi determinada de acordo com Polak (1992), usando o
método de placa de &gar de gema de ovo de Price et al. (1982). O meio do teste foi ASD,
contendo 1M de cloreto de sddio, 0,005 M de cloreto de célcio e 2% de gema de ovo. Cada
cepa foi exposta a concentracdes sub-inibitorias do OELalll, durante 24 horas, e inoculos de
5uL foram transferidos para o meio de cultura. As placas de Petri foram incubadas a 37° C,
durante 3 a 8 dias. O grau da atividade da fosfolipase (AF) foi obtido de acordo com o método
descrito por Price et al. (1982), onde os valores de (AF) foram calculados dividindo o valor do
didmetro da col6nia pelo valor do halo determinado pela acdo da fosfolipase mais o didmetro
da coldnia. Assim, os resultados da atividade da fosfolipase das cepas de Candida expostas a
concentragdes sub-inibitdrias do OELalll foram agrupados em quatro classes: muito baixa (+;
AF de 0,90-0,99), baixa (++; AF de 0,80-0,89), alta (+++; AF de 0,70-0,79) e muito alta (++++;
AF de 0.69 ou inferior).
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5.7 Atividade hemolitica do OELalll

O sangue de carneiro desfibrinado (Newprov) foi centrifugado a 4000 rpm, durante
5 minutos a 4°C, para separacao das hemécias. O pellet de hemacias formado foi lavado trés
vezes com PBS, seguida de novas centrifugac6es a 4000 rpm, por 5 minutos a 4°C. As hemécias,
apos as lavagens, foram coletadas e ressuspensas em PBS, a fim de obter um hematdcrito de
2%. O OELalll foi incubado em diferentes concentracdes (5 a 0,002 mg/mL) (20uL) com a
suspensdo de hemacias (180uL) por 60 minutos sob agitacdo frequente. Apos a incubacéo, 0s
eppendorfs contendo as amostras teste foram centrifugados (4000 rpm, 5 min, 4°C), e 0
sobrenadante recolhido e lido a absorbancia de 540nm. Como controle positivo da hemolise foi
utilizado o Triton X-100 (Neon) (hemolise de 100%) e como controle negativo de hemdlise
(PBS) (Figura 15). A taxa de hemolise foi calculada pela formula: % hemdlise = (abs. da
amostra teste — abs. do PBS) / (abs. controle positivo — abs. branco do PBS) x 100 (adaptado de
WANG et al., 2010).

Figura 17 — Fluxograma de detec¢do da atividade hemolitica do OELalll
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Fonte: O autor (2022).
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6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados na forma de média * erro padrdo médio (E.P.M.).
As diferencas entre os grupos foram comparadas utilizando a Analise de Variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey, utilizando-se como critério p<0,05. Todas as anélises foram

realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism 6.0.
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7 RESULTADOS

O dleo essencial do quimiotipo I (limonemo e carvona) de Lippia alba (Mill.) N.
E. Brown apresentou um étimo espectro de acdo antifungica, sendo capaz de inibir todas as
cepas de Candida testadas (C. albicans ATCC 64124, C. albicans ATCC 90028, C. albicans
ATCC 90029, C. albicans ATCC 44858, C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 750,
C. tropicalis ATCC 13803 e C. parapsilosis ATCC 90018). De forma que essas cepas foram
utilizadas para os demais ensaios microbianos: avaliacdo da influéncia do tempo exposicéo ao
OELalll; agdo moduladora do OELalll na atividade de antifingicos de uso clinico; mecanismo
de acdo do OELalll; efeito de concentracfes de OELalll na expresséo de fatores de viruléncia

microbianos.

7.1 Anélise quimica do OELalll

As analises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS)
do OELalll levaram a identificacdo de 11 diferentes componentes, representando 99,24% do
total identificado (Figura 1, Tabela 1). Os componentes majoritarios foram limonemo (25,37%)
e carvona (58,15%), e todos os compostos identificados pertencem a classe dos terpenos. De
acordo com Matos (1996), a presenca majoritaria de limonemo e carvona neste 6leo, permite

classifica-lo como quimiotipo Il (OELalll).

Figura 18 — Cromatograma do OELalll obtido por cromatografia gasosa com detecgdo por espectrometria de
massas (CG-MS)
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Fonte: Padetec (2018).



53

Tabela 1 — Constituintes quimicos do OELalll

Constituinte T.R ILK 1.Ke % Total
Sabineno 4638 976 980 5,23
Mirceno 4892 991 993 0,59
P-cinemo 5643 1026 1030 0,9

Limonemo 5,745 1031 1035 25,37

y -terpineno 6,419 1062 1064 2,31

Hidrato cis-sabineno 6,617 1068 1071 0,9
Hidrato trans-sabineno 7,386 1097 1100 0,99

4-terpinenol 9,594 1177 1181 0,59
Carvona 11,617 1252 1250 58,15
B-bourboneno 15,918 1384 1388 0,71
y-muuruleno 18,813 1477 1484 3,5
Total identificado 99,24%

T.R: tempo de retencdo (min). 1.K: indice de Kovats da literatura. I.Kg: indice de Kovats experimental.
Fonte: Padetec (2018).

7.2 Ensaios microbiolégicos

7.2.1 Concentrac0es inibitoria e letal minimas do OELalll e antifungicos

Para a determinacéo de CIM e CLM de OELalll e dos antifangicos (Miconazol -
MIC, Cetoconazol - CET, Nistatina - NIS, Clotrimazol - CLO, Fluconazol - FLU , Ciclopirox
olamina - CIC e Anfotericina B - ANFO) (Tabela 3) foram utilizados os métodos de
microdiluicdo em caldo de cultura (CLSI, 2008) , em microplacas de 96 pogos, e de contagem
de células viaveis (BARON; PETERSON; FINEGOLD, 1994), respectivamente. O OELalll
foi testado nas concentracdes de 5 a 0,002 mg/mL e os antifingicos nas concentracdes de 160
a 0,078 pg/mL para as cepas C. albicans ATCC 64124, C. albicans ATCC 90028, C. albicans
ATCC 90029, C. albicans ATCC 44858, C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 750,
C. tropicalis ATCC 13803 e C. parapsilosis ATCC. O OELalll foi capaz de inibir o
crescimento de todas as cepas com CIM e CLM variando de 1,25 a 0,078 mg/mL (Tabela 2).
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Tabela 2 — CIM e CLM de OELalll para cepas de referéncia de Candida, determinadas pelas técnicas da
microdiluicdo em caldo de cultura e de contagem de células vidveis, respectivamente

CEPAS OELalll (mg/mL)
CIM CLM
C. albicansATCC 64124 0,078 0,078
C. albicansATCC 90028 0,625 0,625
C. albicans ATCC 90029 0,312 0,312
C. albicans ATCC 44858 0,625 0,625
C. albicans ATCC 10231 0,625 0,625
C. tropicalis ATCC 750 0,625 0,625
C. tropicalis ATCC 13803 1,25 1,25
C. parapsilosis ATCC 90018 0,156 0,156

Controles: Tween 80 a 1%, Miconazol 20pug/mL, meio de cultura. A CIM - Concentracdo Inibitéria Minima; CLM-
Concentracdo Letal Minima.
Fonte: O autor (2022).

Os valores de CIM foram obtidos por observacao a “olho nu” (auséncia de turvacao

visivel) (Tabela 3) e por medida de absorbancia a 620 nm em leitora de Elisa (Graficos 1 a 8).
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Tabela 3 — CIM e CLM dos antiflngicos para as cepas de referéncia de Candida, determinadas pelas técnicas da microdiluicdo em caldo de cultura e de contagem de células

vidveis, respectivamente

CEPAS CET (ng/mL) MIC (pg/mL)  NIS (ung/mL) CLO (ug/mL) FLU (ug/mL) CIC (pg/mL) ANFO (ng/mL)
cim CbM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
C. albicans 0,312 0,312 10 10 10 20 0,078 0,156 Nd Nd 0,078 0,156 1,25 2,5
ATCC 64124
C. albicans 5 5 0,156 0,156 10 20 0,312 0,625 Nd Nd 0,312 0,625 0,625 2,5
ATCC 90028
C. albicans 40 40 0,078 0,078 10 10 0,078 0,078 5 5 0,078 0,078 0,625 1,25
ATCC 90029
C. albicans 10 10 0,078 0,078 5 10 0,156 0,625 Nd Nd 0,156 0,625 0,625 1,25
ATCC 44858
C. albicans 20 20 0,625 0,625 5 5 0,078 0,312 Nd Nd 0,078 0,312 0,156 0,312
ATCC 10231
C. tropicalis 1,25 1,25 1,25 1,25 10 10 0,312 0,625 Nd Nd 0,312 0,625 5 20
ATCC 750
C. tropicalis 1,25 125 0,156 0,156 20 20 5 10 Nd Nd 5 10 10 20
ATCC 13803
C. parapsilosis 0,078 0,078 0,078 0,078 5 10 0,078 0,312 0,312 1,25 0,078 0,312 1,25 2,5
ATCC 90018

Controle: DMSO a 1%. A CIM foi considerada a menor concentragdo dos ANF, capaz de inibir o crescimento das cepas de Candida, com auséncia de turvacao visivel e a CLM
foi considerada a menor concentracdo de ANF, capaz de eliminar 99,9% do crescimento celular. Nd (ndo determinada dentro da faixa de concentracéo utilizada no experimento).

Fonte: O autor (2022).
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Grafico 1 — Atividade antifungica do OELalll sobre a cepa C. albicans

C. albicans ATCC 64124

0.5 -
e
c 0.4 - L
N I
N
803 0
< [ m
(&)
S - CIM
m .
IS CLM
o
g 0.1+
< * * * * * ﬁ
ininininlnln
OO I 1 I 1 ] L 1 L] 1 I 1 I L ]
b D o0V 00,9 .9 09 >0 0 X
,V\,ry PNAENG RS L L vé

(mg/mL)

Q* O Q0" QO Q" QO O* O O

Os valores representam a média + EPM. * p < 0.05 comparado com
o controle de ndo inibig&o do crescimento (C = Caldo Sabouraud +
inoculo microbiano). ANF (Miconazol 20 pg/ml).

Fonte: O autor (2022).

Gréafico 2 — Atividade antifungica do OELalll sobre a cepa C.

albicans ATCC 90028

C. albicans ATCC 90028

0.5
£
X
c 0.4+
o 1|5
© X
©
~ 0.3+ &
ke i
(&)
c
s 0.24 CIM
Qa CLM
o
2 0.1+
S aTulaln ;
Ooml | ] 1 | 1 I L] I L] 1 I 1 I
b b b D9 1V . 0,09 .9 9 K A X
q,~\/‘} PPN PP ‘?é
Q' 0 Q07 Q0 Q0" 0" Q0" Q0" O
(mg/mL)

Os valores representam a média + EPM. * p < 0.05 comparado
com o controle de ndo inibicdo do crescimento (C = Caldo
Sabouraud + inoculo microbiano). ANF (Miconazol 20 pg/ml).

Fonte: O autor (2022).



Gréfico 3 — Atividade antifingica do OELalll sobre a cepa C.
albicans ATCC 90029

C. albicans ATCC 90029
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Os valores representam a média + EPM. * p < 0.05 comparado
com o controle de ndo inibicdo do crescimento (C = Caldo

Sabouraud + inoculo microbiano). ANF (Miconazol 20 pg/ml).
Fonte: O autor (2022).

Gréfico 4 — Atividade antifingica do OELalll sobre a cepa C.
albicans ATCC 44858

C. albicans ATCC 44858
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Os valores representam a média + EPM. * p < 0.05 comparado com
o controle de n&o inibi¢do do crescimento (C = Caldo Sabouraud +
inoculo microbiano). ANF (Miconazol 20 pg/ml).

Fonte: O autor (2022).



Grafico 5 — Atividade antiflngica do OELalll sobre a cepa C.
albicans ATCC 10231

C. albicans ATCC 10231
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Os valores representam a media + EPM. * p < 0.05 comparado
com o controle de ndo inibicdo do crescimento (C = Caldo
Sabouraud + inoculo microbiano). ANF (Miconazol 20
pg/ml).

Fonte: O autor (2022).

Grafico 6 — Atividade antifingica do OELalll sobre a cepa C.
tropicalis ATCC 13803

C.tropicalis ATCC 13803
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Os valores representam a média + EPM. * p < 0.05 comparado
com o controle de néo inibicdo do crescimento (C = Caldo
Sabouraud + inoculo microbiano). ANF (Miconazol 20 pg/ml).
Fonte: O autor (2022).
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Gréfico 7 — Atividade antifungica do OELalll sobre a cepa C.
tropicalis ATCC 750

C.tropicalis ATCC 750
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Os valores representam a média + EPM. * p < 0.05 comparado
com o controle de ndo inibicdo do crescimento (C = Caldo
Sabouraud + inoculo microbiano). ANF (Miconazol 20 pg/ml).
Fonte: O autor (2022).

Gréafico 8 — Atividade antifungica do OELalll sobre a cepa C.
parapsilosis ATCC 90018

C.parapsilosis ATCC 90018
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Os valores representam a média + EPM. * p < 0.05 comparado
com o controle de ndo inibicdo do crescimento (C = Caldo
Sabouraud + inoculo microbiano). ANF (Miconazol 20 pg/ml).
Fonte: O autor (2022).
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7.2.2 Efeito do tempo de exposi¢éo ao OELalll na viabilidade microbiana

Os graficos 9 a 16 mostram o efeito do tempo de exposicdo ao OELalll na
viabilidade das cepas de Candida testadas, sendo os valores expressos em log UFC/mL em

funcgéo do tempo.

Grafico 9 — Efeito do tempo de exposicdo ao OELalll na viabilidade de C. albicans
ATCC 64124

C. albicans ATCC 64124
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e (1/2x CIM: 0,039 mg/mL) m (CIM: 0,078 mg/mL), A (2x CIM: 0,156 mg/mL) V¥
(C: sem tratamento). Os valores estéo expressos pela média + EPM. A analise dos dados
foi realizada por ANOVA, com péds-teste de Tukey com p<0,05.

Fonte: O autor (2022).



Grafico 10 — Efeito do tempo de exposicdo ao OELalll na viabilidade de C. albicans
ATCC 90028

C. albicans ATCC 90028
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e (1/2x CIM: 0,312 mg/mL) m (CIM: 0,625 mg/mL), A (2x CIM: 1,25 mg/mL) V¥ (C:
sem tratamento). Os valores estdo expressos pela média + EPM. A andlise dos dados
foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05.

Fonte: O autor (2022).

Gréfico 11 — Efeito do tempo de exposicdo ao OELalll na viabilidade de C. albicans
ATCC 90029

C. albicans ATCC 90029
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Horas

e (1/2x CIM: 0,156 mg/mL) m (CIM: 0,312 mg/mL), A (2x CIM: 0,625 mg/mL) V¥ (C:
sem tratamento). Os valores estdo expressos pela média £ EPM. A andlise dos dados foi
realizada por ANOVA, com po6s-teste de Tukey com p<0,05.

Fonte: O autor (2022).
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Gréfico 12 — Efeito do tempo de exposi¢cdo ao OELalll na viabilidade de C. albicans
ATCC 44858

C. albicans ATCC 44858
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e (1/2x CIM: 0,312 mg/mL) m (CIM: 0,625 mg/mL), A (2x CIM: 1,25 mg/mL) V¥ (C:
sem tratamento). Os valores estdo expressos pela média + EPM. A analise dos dados
foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05.

Fonte: O autor (2022).

Gréfico 13 — Efeito do tempo de exposicdo ao OELalll na viabilidade de C. albicans
ATCC 10231

C. albicans ATCC 10231
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Horas

e (1/2x CIM: 0,312 mg/mL) m (CIM: 0,625 mg/mL), A (2x CIM: 1,25 mg/mL) V¥ (C:
sem tratamento). Os valores estdo expressos pela média + EPM. A analise dos dados
foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05.

Fonte: O autor (2022).
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Gréfico 14 — Efeito do tempo de exposicdo ao OELalll na viabilidade de C. tropicalis
ATCC 13803

C.tropicalis ATCC 13803
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e (1/2x CIM: 0,625 mg/mL) m (CIM: 1,25 mg/mL), A (2x CIM: 2,5 mg/mL) ¥ (C: sem
tratamento). Os valores estdo expressos pela média £ EPM. A anélise dos dados foi
realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05.

Fonte: O autor (2022).

Gréfico 15 — Efeito do tempo de exposi¢do ao OELalll na viabilidade de C. tropicalis
ATCC 750

C.tropicalis ATCC 750
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e (1/2x CIM: 0,312 mg/mL) m (CIM:0,625 mg/mL), A (2x CIM: 1,25 mg/mL) V¥ (C:
sem tratamento). Os valores estdo expressos pela média £ EPM. A andlise dos dados foi
realizada por ANOVA, com po6s-teste de Tukey com p<0,05.

Fonte: O autor (2022).
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Grafico 16 — Efeito do tempo de exposi¢do ao OELalll na viabilidade de C. parapsilosis

ATCC 90018
C.parapsilosis ATCC 90018
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e (1/2x CIM: 0,078 mg/mL) m (CIM: 0,156 mg/mL), A (2x CIM: 0,312 mg/mL) V¥ (C:
sem tratamento). Os valores estdo expressos pela média + EPM. A anélise dos dados foi
realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05.

Fonte: O autor (2022).

O crescimento celular de todas as cepas de Candida foi totalmente inviabilizado
apos exposicao por um periodo de 2 horas para concentracGes de OELalll iguais a CIM e 2x
CIM, com reducéo de cerca de 3 logs. Quando aplicado em concentracdes iguais a 1/2x CIM,
o OELalll apresentou perfis de inibicdo distintos e sem significancia estatistica quando
comparado ao controle sem tratamento. O maior declinio no numero de células viaveis expostas
a concentracdo de 1/2x CIM foi observado no intervalo de até 10 horas, para a cepa C. tropicalis
ATCC 750.

7.2.3 Aderéncia e a formacdao de biofilme

Os microrganismos foram avaliados quanto a aderéncia e formacéo de biofilme. A
cepa C. parapsilosis ATCC 90018 apresentou a maior formacéo de biofilme, sendo classificada
como forte produtora. A cepa C. albicans ATCC 10231 se apresentou como moderada
produtora de biofilme, enquanto C. albicans ATCC 44858, C. albicans ATCC 90028, C.
albicans ATCC 64124 e C. tropicalis ATCC 13803 foram classificadas como fracas produtoras.
As cepas C. albicans ATCC 90029 e C. tropicalis ATCC 750 ndo produziram biofilme (ndo
produtoras) (Gréafico 17, Tabela 4). Desta forma, foram selecionadas as cepas C. parapsilosis
ATCC 90018, C. albicans ATCC 10231 e C. tropicalis ATCC 13803, de acordo com a
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capacidade de producdo de biofilme, para serem utilizadas no estudo do potencial anti-biofilme
do OELalll.

Grafico 17 — Cepas de C. albicans quanto a aderéncia e formagao

de biofilme
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Os valores representam a média + EPM. 44858 (C. albicans ATCC
44858), 90029 (C. albicans ATCC 90029), 10231 (C. albicans
10231), 90028 (C. albicans ATCC 90028), 750 (C. tropicalis ATCC
750), 64124 (C. albicans ATCC 64124), 13803 (C. tropicalis ATCC
13803), 90018 (C. parapsilosis ATCC 90018), C (Controle). *
p<0.05 comparado com o controle - C (sem tratamento).

Fonte: O autor (2022).

Tabela 4 — Classificacdo das cepas de C. albicans quanto a aderéncia do biofilme

Cepa Média da OD (570 nm) Classificacao
C. parapsilosis ATCC 90018 1.725 Forte produtor
C. albicans ATCC 10231 0,821 Moderado produtor
C. tropicalis ATCC 13803 0,595 Fraco produtor
C. albicans ATCC 90028 0,589 Fraco produtor
C. albicans ATCC 64124 0,454 Fraco produtor
C. albicans ATCC 44858 0,387 Fraco produtor
C. albicans ATCC 90029 0,349 Né&o produtor
C. tropicalis ATCC 750 0,297 Né&o produtor
Controle 0,361

A média dos valores de absorbancia (570 nm) do controle negativo: ODc = 0,361. As cepas foram classificadas
como ndo produtores de biofilme (OD<ODc), produtores fracos (ODc<OD<2x0ODc), produtores moderados
(2x0ODc<0D<4x0Dc) ¢ fortes produtores (4xOD<ODc).

Fonte: O autor (2022).

7.2.4 Concentragéo Inibitoria Minima de Formagéo do Biofilme (CIMB)

A CIMB foi considerada a menor concentracdo de OELalll capaz de inibir a

formagéo de biofilme. Para as cepas de Candida testadas, os valores de CIMB do OELalll
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foram: C. albicans ATCC 10321 (0,625 mg/mL), C. tropicalis ATCC 13803 (1,25 mg/mL) e
C. parapsilosis ATCC 90018 (0,156 mg/mL). A concentracdo de CIMB foi equivalente & CIM

e a CLM obtidas nos ensaios com células plancténicas (Tabela 5, Graficos 18 a 20).

Tabela 5 — CIMB do OELalll para cepas de referéncia de Candida

MICRORGANISMO OELalll (mg/mL)
CIMB
C. albicans ATCC 10231 0,625
C. tropicalis ATCC 13803 1,25
C. parapsilosis ATCC 90018 0,156

Controle: Tween 80 a 1% e Miconazol 20 pg/mL. CIMB foi considerada a menor concentragdo de OELalll capaz
de inibir a formacéo de biofilme fangico.
Fonte: O autor (2022).

Gréfico 18 — CIMB de OELalll para C. parapsilosis ATCC 90018

C. parapsilosis ATCC 90018
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Os valores representam a média + EPM. * p<0.05 comparado com o
controle - C (sem tratamento). ANT (Miconazol 20 pg/mL). A CIMB
foi determinada pela medida da densidade 6tica em leitora de ELISA
(BioTek) a 570nm.

Fonte: O autor (2022).



Gréafico 19 — CIMB de OELalll para C. albicans ATCC 10231

C. albicans ATCC 10231
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Os valores representam a média + EPM. * p < 0.05 comparado com o
controle - C (sem tratamento). ANT (Miconazol 20 pg/mL). A CIMB
foi determinada pela medida da densidade 6tica em leitora de ELISA
(BioTek) a 570nm.

Fonte: O autor (2022).

Gréafico 20 — CIMB de OELalll para C. tropicalis ATCC 13803

C. tropicalis ATCC 13803
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Os valores representam a média + EPM. * p < 0.05 comparado com o0
controle - C (sem tratamento). ANT (Miconazol 20 pg/mL). A CIMB foi
determinada pela medida da densidade Otica em leitora de ELISA
(BioTek) a 570nm.

Fonte: O autor (2022).
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Além de avaliarmos o potencial de inibir a formacéo do biofilme, foi avaliada a
capacidade do OELalll agir sobre biofilme previamente formado.

7.2.5 Concentra¢do Minima de Erradicagéo do Biofilme (CMEB)

A CMEB foi considerada a menor concentracdo de OELalll capaz de erradicar o
crescimento microbiano ja formado em biofilme. A CMEB de OELalll apresentou 0 mesmo
valor (5 mg/mL) para todas as cepas de Candida testadas (Tabela 6, Gréaficos 21-23).

Tabela 6 — CMEB de OELalll para cepas padrdo de Candida

MICRORGANISMO OELalll (mg/mL)
CMEB
C. albicans ATCC 10231 5
C. tropicalis ATCC 13803 5
C. parapsilosis ATCC 90018 5

Controle: Tween 80 a 1% e Miconazol 20 pg/mL. CMEB foi considerada a menor concentracdo do OELalll capaz
de erradicar o biofilme microbiano formado.
Fonte: O autor (2022).

Gréafico 21 — CMEB do OELalll para a cepa C. parapsilosis
ATCC 90018

C. parapsilosis ATCC 90018
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A viabilidade do biofilme remanescente foi avaliada pela
contagem de coldnias em Agar Plate-count. Os valores estio
expressos pela média £ EPM. Controle (C): biofilme maduro de
48h. A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de
Tukey e valor de *p< 0,05 quando comparado ao controle.
Fonte: O autor (2022).



Grafico 22 — CMEB do OELalll para a cepa C. albicans ATCC 10231

C. albicans ATCC 10231
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A viabilidade do biofilme remanescente foi avaliada pela
contagem de colbnias em Agar Plate-count. Os valores estdo
expressos pela média + EPM. Controle (C): biofilme maduro de
48h. A analise foi realizada por ANOVA, com pés-teste de Tukey
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Fonte: O autor (2022).

Gréafico 23 — CMEB do OELalll para a cepa C. tropicalis ATCC
13803
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48h. A analise foi realizada por ANOVA, com pés-teste de Tukey
e valor de *p< 0,05 quando comparado ao controle.
Fonte: O autor (2022).

7.2.6 Efeito modulador do OELalll na atividade de antifangicos clinicos pelo método
Checkerboard

A interferéncia do OELalll na atividade de ANF (Miconazol - MIC, Cetoconazol —
CET, Nistatina — NIS, Clotrimazol — CLO, Fluconazol — FLU , Ciclopirox olamina — CIC e
Anfotericina B — ANFO) foi avaliada pelo Método de Checkerboard. Para o célculo dos indices
de CIF (ICIF) foram utilizadas as menores concentracdes de OELalll e dos ANF contidas nas
associacOes capazes de inibir o crescimento visual das cepas testadas (Tabelas 7 a 13). O tipo
de interacdo das associagOes de OELalll e ANF pode ser visualizado graficamente na forma de
isobologramas (Graficos 24-30). Para construcdo dos gréficos isobologramas foram utilizados
os valores de CIF do OELalll e dos ANF. As associa¢des nas quais ocorre interacdo indiferente
ou aditiva podem ser vistas como pontos entre as duas linhas CIF (0,5; 0,5) e CIF (1;1), as
situagdes de sinergismo sdo visualizadas como pontos abaixo da linha pontilhada CIF (0,5; 0,5).
O efeito é antagbnico é representado por pontos situados acima da linha tracejada CIF (1;1).

Tabela 7 — Efeito modulador do OELalll na atividade antiflngica da Nistatina (NIS) sobre cepas de Candida

Microrganismo CIM oELam ClFoeLan CiIMns ClFns ICIF Efeito
I A I A
C. albicans 0,078 0,019 0,25 10 1,25 0,125 0,375 Sinergismo
ATCC 64124 0078 0,019 0,25 10 1,25 0,125 0,375 Sinergismo
0,078 0,0097 0,125 10 0,625 0,062 0,187 Sinergismo
0,078 0,0097 0,125 10 0,625 0,062 0,187 Sinergismo

CIMogLamn: CIM do OELalll (mg/mL); CIMuis: CIM da NIS (ug/mL). I: OELalll ou NIS isolados; A: associacdo
OELalll-NIS. ClFogLam = CIM do OELalll na associa¢do/CIM do OELalll isolado. CIFys= CIM da NIS na
associacdo/CIM da NIS isolada. ICIF = ClIFogLam + ClFnis, ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF >0,5 e < 1,0: aditivo ou
indiferente; ICIF > 1,0: antagonismo (Eucast, 2003). Experimento realizado em triplicata, em trés repeticées.
Fonte: O autor (2022).

As associacdes OELalll-NIS inibiram apenas a cepa C. albicans ATCC 64124,
modulando sinergicamente a acdo da NIS, com 100% de efeitos sinérgicos.



Gréafico 24 — Isobolograma mostrando o efeito das associacdes
OELalll-NIS, na inibi¢&o do crescimento de cepa da C. albicans
ATCC 64124
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Os pontos representam os valores de CIF de associa¢cdes em que
o0 crescimento microbiano foi inibido.
Fonte: O autor (2022).
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Tabela 8 — Efeito modulador do OELalll na atividade antifingica do Cetoconazol (CET) sobre cepas de Candida

Microrganismo CIM oELam ClFoeL CIM cer ClFce ICIF Efeito
alll T
I A I A
C.albicans 0,078 0,039 0,5 0,312 0,156 0,5 1 Antagonismo
ATCC 64124 0,078 0,039 0,5 0,312 0,078 0,25 0,75 Indiferente
C.albicans 0,625 0,039 0,062 5 125 0,25 0,312  Sinergismo
ATCC 90028 0,625 0,039 0,062 5 0,625 0,125 0,187  Sinergismo
0,625 0,078 0,125 5 0,625 0,125 0,25  Sinergismo
0,625 0,078 0,125 5 0,312 0,062 0,187  Sinergismo
C.albicans 0,312 0,039 0,125 40 5 0,125 0,250  Sinergismo
ATCC90029 0,312 0,019 0,062 40 5 0,125 0,187  Sinergismo
0,312 0,039 0,125 40 25 0,062 0,187  Sinergismo
0,312 0,019 0,062 40 25 0,062 0,124  Sinergismo
C.albicans 0,625 0,156 0,25 10 2,5 0,25 0,5 Sinergismo
ATCC 44858 0,625 0,156 0,25 10 2,5 0,25 0,5 Sinergismo
0,625 0,078 0,125 10 1.25 0,125 0,25  Sinergismo
0,625 0,039 0,062 10 0,625 0,062 0,124  Sinergismo
C. albicans 0,625 0,039 0,062 20 1,25 0,062 0,124  Sinergismo
ATCC 10231 0,625 0,039 0,062 20 25 0,125 0,187  Sinergismo
0,625 0,078 0,125 20 25 0,125 0,25  Sinergismo
0,625 0,078 0,125 20 1,25 0,062 0,187  Sinergismo
C. tropicalis 1,25 0,625 0,5 1,25 0,625 05 1 Antagonismo
ATCC 13803 125 0,625 0,5 1,25 0,625 0,5 1 Antagonismo
1,25 0,312 0,25 1,25 0,312 0,25 0,5 Sinergismo
C.topicalis o5 0312 05 125 0625 05 1  Antagonismo

ATCC 750
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C. parapsilosis 0,156 0,078 0,5 0,078 0,039 0,5 1 Antagonismo
ATCC90018 0,156 0,078 0,5 0,078 0,019 0,25 0,75 Indiferente

CIMogLam: CIM do OELalll (mg/mL); CIM cer: CIM do CET (ug/mL). I: OELalll ou CET isolados; A: associacao
OELalll-CET. ClFoeLam = CIM do OELalll na associa¢do/CIM do OELalll isolado. CIFcer= CIM do CET na
associa¢do/CIM do CET isolado. indice CIF = CIFogLam+ ClFcer. ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF >0,5 ¢ < 1,0:
aditivo ou indiferente; ICIF > 1,0: antagonismo (Eucast, 2003). — (N&o determinada para a faixa de concentracfes
utilizadas no experimento). Experimento realizado em triplicata, em trés repeticdes.

Fonte: O autor (2022).

A atividade moduladora do OELalll sobre CET foi de 70,83% de efeitos sinérgicos,
8,33% de efeitos indiferentes e 20,84% de efeitos de antagdnicos.

Gréfico 25 — Isobolograma mostrando o efeito das associa¢des OELalll-

CET, na inibi¢&o do crescimento de cepas de Candida
C. albicans ATCC 64124 C. albicans ATCC 90028
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Tabela 9 — Efeito modulador do OELalll na atividade antiflngica do Miconazol (MIC) sobre cepas de Candida

Microrganismo  CIM oeLami ClFoELan CIM wmic ClFmic ICIF Efeito

| A I A
C. albicans 0,078 0,039 0,5 10 5 0,5 1 Antagonismo
ATCC 64124 0,078 0,039 0,5 10 2,5 0,25 0,75 Indiferente
0,078 0,039 0,5 10 125 0,125 0,625 Indiferente
0,078 0,039 0,5 10 0,625 0,062 0,562 Indiferente
C. albicans :
ATCC 90029 0,312 0,156 0,5 0,078 0,039 0,5 1 Antagonismo

C. albicans 0,625 0,312 0,5 0,625 0,312 05 1 Antagonismo
ATCC10231 0,625 0,312 0,5 0,625 0,156 0,25 0,75 Indiferente
0,625 0,156 0,25 0,625 0,312 05 0,75  Indiferente

CIMogLan: CIM do OELalll (mg/mL); CIM mic: CIM do MIC (pg/mL). I: OELalll ou MIC isolados; A: associagédo
OELalll-MIC. ClIFoeLam = CIM do OELalll na associa¢do/CIM do OELalll isolado. CIFmic= CIM do MIC na
associa¢do/CIM do MIC isolado. indice CIF = CIFogLam+ CIFmic. ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF >0,5 ¢ < 1,0:
aditivo ou indiferente; ICIF > 1,0: antagonismo (Eucast, 2003). — (N&o determinada para a faixa de concentrac6es
utilizadas no experimento). Experimento realizado em triplicata, em trés repeticdes.

Fonte: O autor (2022).

Para as associa¢Oes OELalll-MIC observamos apenas a presenca de efeitos aditivos
(62,5%) e antagdnicos (37,5%).



Gréfico 26 — Isobolograma mostrando o
efeito das associagbes OELalll-MIC, na
inibi¢do do crescimento de cepas de Candida

C. albicans ATCC 64124
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Tabela 10 — Efeito modulador do OELalll na atividade antifingica do Clotrimazol (CLO) sobre cepas de Candida

Microrganismo  CIM ogLan  ClFogLan CIM cLo ClFco ICIF Efeito
[ A [ A
C. albicans 0,625 0,312 0,5 0,312 0,156 0,5 1 Antagonismo
ATCC 90028 0,625 0,156 0,25 0,312 0,156 05 0,75 Indiferente
0,625 0,156 0,25 0,312 0,078 0,25 05  Sinergismo
C. albicans 0,625 0,156 0,25 0,156 0,078 0,5 0,75 Indiferente
ATCC 44858 0,625 0,078 0,125 0,156 0,078 05 0,625 Indiferente
0,625 0,312 0,5 0,156 0,039 0,25 0,75 Indiferente
0,625 0,312 0,5 0,156 0,019 0,125 0,625 Indiferente
C. tropicalis 1,25 0,312 0,25 5 2,5 0,5 0,75 Indiferente
ATCC13803 125 0,156 0,125 5 2,5 0,5 0,625 Indiferente
1,25 0,156 0,125 5 1,25 025 0,375 Sinergismo
i%’g%’g 0625 0312 05 0312 0156 05 1 Antagonismo
C. parapsilosis 0,156 0,078 0,5 0,078 0,039 05 1 Antagonismo
ATCC 90018 0,156 0,039 0,25 0,078 0,039 05 0,75 Indiferente
0,156 0,019 0,125 0,078 0,039 05 0,625 Indiferente

CIMogLam: CIM do OELalll (mg/mL); CIM cLo: CIM do CLO (ug/mL). I: OELalll ou CLO isolados; A:
associacdo OELalll-CLO. ClIFoeLan = CIM do OELalll na associa¢do/CIM do OELalll isolado. ClFcLo= CIM do
CLO na associagio/CIM do CLO isolado. indice CIF = CIFogLam+ ClFcio. ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF >0,5 e <
1,0: aditivo ou indiferente; ICIF > 1,0: antagonismo (Eucast, 2003). — (N&o determinada para a faixa de
concentrages utilizadas no experimento). Experimento realizado em triplicata, em trés repeticdes.

Fonte: O autor (2022).

A atividade moduladora do OELalll sobre o antifingico Clotrimazol (CLO)

resultou em 14,13% de efeitos sinérgicos, 64,28% de efeitos indiferentes e 21,42% de efeitos

de antagbnicos.
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Grafico 27 — Isobologramas mostrando o efeito das associacdes OELalll-CLO na inibi¢do do crescimento de cepas

de Candida
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Tabela 11 — Efeito modulador do OELalll na atividade antifingica do Ciclopirox-olamina (CIC) sobre cepas de
Candida

Microrganismo  CIM oeLai ClFoELan CIM cic ClFcic ICIF Efeito

I A I A

C.albicans 0,078 0,009 0,115 0,078 0,039 05 0,615 Indiferente
ATCC 64124 0,078 0,004 0,051 0,078 0,039 05 0551 Indiferente
0,078 0,009 0,115 0,078 0,019 025 0,365  Sinergismo
0,078 0,004 0,051 0,078 0,019 0,25 0,301  Sinergismo

C. albicans 0,625 0,312 0,5 0,156 0,078 05 1 Antagonismo
ATCC 44858 0,625 0,156 0,25 0,156 0,078 0,5 0,75 Indiferente
0,625 0,078 0,125 0,156 0,078 05 0,625 Indiferente
0,625 0,039 0,062 0,156 0,078 05 0562 Indiferente

C. tropicalis 1,25 0,156 0,125 5 2,5 0,5 0,625 Indiferente
ATCC13803 1,25 0,078 0,062 5 2,5 0,5 0,562 Indiferente
1,25 0,625 0,125 5 0312 0,062 0,187 Sinergismo

1,25 0,625 0,062 5 0,312 0,062 0,124  Sinergismo

C. tropicalis 0,625 0,312 0,5 0,312 0,156 0,5 1 Antagonismo
ATCC 750 0,625 0,312 0,25 0,312 0,078 0,25 0,5 Sinergismo
0,625 0,156 0,25 0,312 0,156 0,5 0,75 Indiferente

C. parapsilosis 0,156 0,078 0,5 0,078 0,039 05 1 Antagonismo
ATCC 90018 0,156 0,039 0,25 0,078 0,039 0,5 0,75 Indiferente
0,156 0,019 0,125 0,078 0,039 05 0,625 Indiferente
0,156 0,009 0,062 0,078 0,039 05 0562 Indiferente

ClMogLamn: CIM do OELalll (mg/mL); CIM cic: CIM do CIC (ug/mL). I: OELalll ou CIC isolados; A: associa¢do
OELalll-CIC. ClFoeLani = CIM do OELalll na associacdo/CIM do OELalll isolado. ClF¢cic= CIM do CIC na
associa¢do/CIM do CIC isolado. indice CIF = CIFoeLan+ ClFcic. ICIF <0,5: sinergismo; ICIF >0,5 e < 1,0: aditivo
ou indiferente; ICIF > 1,0: antagonismo (Eucast, 2003). — (N&o determinada para a faixa de concentracGes
utilizadas no experimento). Experimento realizado em triplicata, em trés repeticdes.

Fonte: O autor (2022).

As associacdes OELalll-CIC inibiram o crescimento de cinco das oito cepas

testadas, com uma predominancia de efeitos indiferentes (63,15%).
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Gréfico 28 — Isobologramas mostrando o efeito das associa¢cdes OELalll-CIC, na inibicdo do crescimento de cepas

de Candida
C. albicans ATCC 64124
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Fonte: O autor (2022).
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Tabela 12 — Efeito modulador do OELalll na atividade antifingica da Anfotericina B (ANFO) sobre cepas de

Candida
Microrganismo  CIM oetan ClFoetamn CIM anro  ClFanro  ICIF Efeito
I A I A
C. tropicalis 1,25 0,625 0,5 10 25 0,25 0,75 Indiferente
ATCC 13803 125 0,625 0,5 10 125 0,125 0,625 Indiferente
1,25 0,312 0,25 10 25 0,25 0,5 Sinergismo
1,25 0,312 0,25 10 1,25 0,125 0,375 Sinergismo
C. tropicalis 0,625 0,312 0,5 5 25 0,5 1 Antagonismo
ATCC 750 0,625 0,312 0,5 5 125 0,25 0,75 Indiferente
0,625 0,156 0,25 5 25 0,5 0,75 Indiferente
0,625 0,156 0,25 5 125 0,25 0,5  Sinergismo

ClMoeLam: CIM do OELalll (mg/mL); CIM anro: CIM do ANFO (ug/mL). I: OELalll ou ANFO isolados; A:
associacéo OELalll-ANFO. ClFoeLan = CIM do OELalll na associagdo/CIM do OELalll isolado. CIFanro= CIM
do ANFO na associa¢do/CIM do ANFO isolado. indice CIF = CIFogLam+ ClFanro. ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF
>0,5 e < 1,0: aditivo ou indiferente; ICIF > 1,0: antagonismo (Eucast, 2003). — (Concentracdo ndo determinada
para a faixa de concentraces utilizadas no experimento). Experimento realizado em triplicata, em trés repeticoes.

Fonte: O autor (2022).

As associacoes OELalll-ANFO inibiram apenas duas cepas, com 37,5% de efeitos

sinérgicos, 50% de efeitos indiferentes e 12,5% de efeitos de antagbnicos.

C. tropicalis ATCC 13803

Gréafico 29 — lIsobologramas mostrando o
efeito das associacbes OELalll-ANFO, na
inibicdo do crescimento de cepas de Candida
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Tabela 13 — Efeito modulador do OELalll na atividade antiflngica do Fluconazol (FLU) sobre cepas de Candida

Microrganismo  CIM ogLan  ClFoeLain CIM FrLu ClFru ICIF
I A I A
C. parapsilosis 0,156 0,078 0,5 0,078 0,039 0,5 1 Antagonismo
ATCC 90018 0,156 0,039 0,25 0,078 0,039 0,5 0,75 Indiferente
0,156 0,019 0,125 0,078 0,039 0,5 0,625 Indiferente
0,156 0,009 0,062 0,078 0,039 05 0,562 Indiferente

CIMoeLam: CIM do OELalll (mg/mL); CIM gLu: CIM do FLU (ug/mL). I: OELalll ou FLU isolados; A: associacdo
OELalll-FLU. ClFogLan = CIM do OELalll na associa¢do/CIM do OELalll isolado. CIFg y= CIM do ANFO na
associa¢do/CIM do ANFO isolado. indice CIF = CIFoeLan+ CIFrLu. ICIF < 0,5: sinergismo; ICIF >0,5 e < 1,0:
aditivo ou indiferente; ICIF > 1,0: antagonismo (Eucast, 2003). Experimento realizado em triplicata, em trés

repeticdes.
Fonte: O autor (2022).

A atividade modulatéria do OELalll sobre o antifangico Fluconazol (FLU) revelou

a presenca de 0% de efeitos sinérgicos, 75% de efeitos indiferentes e 25% de efeitos de

antagobnicos.

Gréfico 30 — Isobolograma mostrando o efeito das associacOes
OELalll-FLU, na inibicdo do crescimento da cepa C.
parapsilosis ATCC 90018
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Os pontos representam os valores de CIF de associagcdes em que o
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Fonte: O autor (2022).

7.2.7 Ensaios de mecanismo de acéo
7.2.7.1 Ocorréncia de alteracao na permeabilidade do envoltorio celular

7.2.7.1.1 Liberacdo de material genético
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A liberacdo de &cidos nucléicos pelas cepas de referéncia de Candida expostas a
1/2x CIM, CIM, 2x CIM de OELalll pode ser visualizada nos gréficos 31 a 38, onde os valores
sdo expressos em densidade dptica (DO) a 260 nm, obtida ap6s 0, 60, 120, 180 e 240 minutos
de exposicdo a 1/2x CIM, CIM e 2x CIM de OELalll. As concentracdes de OELalll usadas
foram capazes de promover um aumento na perda de material genético em todas as cepas
testadas (Graficos 31 a 38).

Grafico 31 — Liberagdo de acidos nucléicos pela cepa C. albicans ATCC 10231 exposta a OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle.
A anélise dos dados foi realizada por ANOVA, com p6s-teste de Tukey com p<0,05.
2x CIM (1,25 mg/mL), CIM (0,625 mg/mL),1/2x CIM (0,312 mg/mL). C (Controle
sem tratamento).

Fonte: O autor (2022).

Gréfico 32 — Liberacdo de acidos nucléicos pela cepa C. albicans ATCC 90029

exposta a OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle.
A andlise dos dados foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com



p<0,05. 2x CIM (0,625 mg/mL). CIM (0,312mg/mL). 1/2x CIM (0,156 mg/mL).
C (Controle).
Fonte: O autor (2022).

Gréafico 33 — Liberacdo de acidos nucléicos pela cepa C. albicans ATCC 90028
exposta a OELalll

! -~ 1/2x CIM
- CIM

37 = 2x CIM
-+ C

Absorbancia (260 nm)
N
[

. — &
N— —3 v
0-T T T T 1
0 60 120 180 240
Minutos

Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle.
A anélise dos dados foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05.
2x CIM (1,25 mg/mL). CIM (0,625mg/mL). 1/2x CIM (0,312 mg/mL). C
(Controle).

Fonte: O autor (2022).

Gréfico 34 — Liberacao de &cidos nucléicos pela cepa C. parapsilosis ATCC 90018
exposta a OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle.
A andlise dos dados foi realizada por ANOVA, com pés-teste de Tukey com p<0,05.
2x CIM (0,312 mg/mL). CIM (0,156 mg/mL). 1/2x CIM (0,078 mg/mL). C
(Controle).

Fonte: O autor (2022).
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Grafico 35 — Liberacdo de acidos nucléicos pela cepa C. albicans ATCC 64124
exposta a OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle.
A anélise dos dados foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05.
2x CIM (0,156 mg/mL). CIM (0,078 mg/mL). 1/2x CIM (0,039 mg/mL). C
(Controle).

Fonte: O autor (2022).

Gréfico 36 — Liberagdo de &cidos nucléicos pela cepa C. albicans ATCC 44858
exposta a OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle.
A andlise dos dados foi realizada por ANOVA, com pdés-teste de Tukey com
p<0,05. 2x CIM (1,25 mg/mL). CIM (0,625 mg/mL). 1/2x CIM (0,312 mg/mL).
C (Controle).

Fonte: O autor (2022).
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Grafico 37 — Liberacdo de acidos nucléicos pela cepa C. tropicalis ATCC 750
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle.
A andlise dos dados foi realizada por ANOVA, com poés-teste de Tukey com
p<0,05. 2x CIM (1,25 mg/mL). CIM (0,625 mg/mL). 1/2x CIM (0,312 mg/mL).
C (Controle).

Fonte: O autor (2022).

Gréfico 38 — Liberacgdo de &cidos nucléicos pela cepa C. tropicalis ATCC 13803

exposta a OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle.
A anélise dos dados foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05.
2x CIM (2,5 mg/mL). CIM (1,25 mg/mL). 1/2x CIM (0,625 mg/mL). C (Controle).
Fonte: O autor (2022).

7.2.7.1.2 Liberacdo de proteinas

A liberagéo de proteinas pelas cepas de referéncia de Candida expostas a 1/2x CIM,

CIM, 2x CIM de OELalll podem ser visualizadas nos graficos, onde os valores sdo expressos
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em densidade optica (DO) a 280 nm, nos tempos 0, 60, 120, 180 e 240 minutos. 1/2x CIM, CIM
e 2x CIM de OELalll foram capazes de promover um aumento na liberacdo de proteinas em

todas as cepas testadas (Gréaficos 39-46).

Gréafico 39 — Liberacdo de proteinas pela cepa C. albicans ATCC 10231 exposta a

OELalll
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Os valores representam a média +EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle. A
andlise dos dados foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05. 2x
CIM (1,25 mg/mL). CIM (0,625 mg/mL). 1/2x CIM (0,312 mg/mL). C (Controle sem
tratamento).

Fonte: O autor (2022).

Gréfico 40 — Liberacdo de protéinas pela cepa C. albicans ATCC 90029 exposta a

OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle. A
analise dos dados foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05. 2x
CIM (0,625 mg/mL). CIM (0,312mg/mL). 1/2x CIM (0,156 mg/mL). C (Controle).
Fonte: O autor (2022).



Gréfico 41 — Liberacdo de proteinas pela cepa C. albicans ATCC 90028 exposta a
OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle. A
andlise dos dados foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05. 2x
CIM (1,25 mg/mL). CIM (0,625mg/mL). 1/2x CIM (0,312 mg/mL). C (Controle).
Fonte: O autor (2022).

Gréfico 42 — Liberacdo de proteinas pela cepa C. parapsilosis ATCC 90018 exposta a
OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle. A
analise dos dados foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05. 2x
CIM (0,312 mg/mL). CIM (0,156 mg/mL). 1/2x CIM (0,078 mg/mL). C (Controle).
Fonte: O autor (2022).
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Gréfico 43 — Liberacdo de proteinas pela cepa C. albicans ATCC 64124 exposta a
OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle. A
andlise dos dados foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05. 2x
CIM (0,156 mg/mL). CIM (0,078 mg/mL). 1/2x CIM (0,039 mg/mL). C (Controle).
Fonte: O autor (2022).

Gréfico 44 — Liberacdo de proteinas pela cepa C. albicans ATCC 44858 exposta a OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle. A
andlise dos dados foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05. 2x
CIM (1,25 mg/mL). CIM (0,625 mg/mL). 1/2x CIM (0,312 mg/mL). C (Controle).
Fonte: O autor (2022).
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Gréfico 45 — Liberacdo de proteinas pela cepa C. tropicalis ATCC 750 exposta a OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle. A
andlise dos dados foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Tukey com p<0,05. 2x
CIM (1,25 mg/mL). CIM (0,625 mg/mL). 1/2x CIM (0,312 mg/mL). C (Controle).
Fonte: O autor (2022).

Gréfico 46 — Liberacdo de proteinas pela cepa C. tropicalis ATCC 13803 exposta a

OELalll
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05 quando comparado ao controle. A
andlise dos dados foi realizada por ANOVA, com pés-teste de Tukey com p<0,05. 2x
CIM (2,5 mg/mL). CIM (1,25 mg/mL). 1/2x CIM (0,625 mg/mL). C (Controle).
Fonte: O autor (2022).

7.2.7.1.3 Mecanismo de acdo do sorbitol

Observamos que o potencial antifiungico do OELalll foi reduzido na presenca do
sorbitol (aumento dos valores de CIM do OELalll em 2 a 16x). Como o sorbitol € um protetor
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osmotico, impediu 0 OELalll de causar a lise da levedura, sugerindo assim, que seu mecanismo

de acdo esta envolvido com o rompimento da parede celular (Tabela 14).

Tabela 14 — Acdo do sorbitol na atividade antifingica do OELalll
Concentracédo Inibitéria Minima (mg/mL)

OELalll OELalll + Sorbitol

C. albicans ATCC 10231 0,625 1,25

C. albicans ATCC 90028 0,625 1,25

C. albicans ATCC 90029 0,312 1,25

C. albicans ATCC 64124 0,078 0,625

C. albicans ATCC 44858 0,625 2,5

C. parapsilosis ATCC 90018 0,156 2,5

C. tropicalis ATCC 750 0,625 1,25

C. tropicalis ATCC 13803 1,25 5

Controle: Tween 80 a 1%; Miconazol (Miconazol 20 pg/mL) e Sorbitol 0,8M. A CIM foi considerada a menor
concentracdo de OELalll ou OELalll+sorbitol, capaz de inibir o crescimento das cepas de Candida, com auséncia
de turvacéo visivel. Experimento realizado em triplicata, em trés repeticdes.

Fonte: O autor (2022).

7.2.7.1.4 Ensaio do mecanismo de acdo do ergosterol

Observamos que a atividade antifungica do OELalll foi reduzida na presenca do
ergosterol, com valores de CIM aumentados em 4 a 64X, indicando que 0 mecanismo de a¢édo

do OELalll pode estar associado ao rompimento da membrana celular (Tabela 15).

Tabela 15 — Acdo do Ergosterol na atividade antifingica do OELalll
Concentracdo Inibitéria Minima (mg/mL)

OELa OELalll + Ergosterol ~ OELalll + Ergosterol

i 100 pg/mL 200 pg/mL
C. albicans ATCC 10231 0,625 1,25 5
C. albicans ATCC 90028 0,625 2,5 5
C. albicans ATCC 90029 0,312 2,5 5
C. albicans ATCC 64124 0,078 0,625 5
C. albicans ATCC 44858 0,625 2,5 5
C. parapsilosis ATCC 90018 0,156 1,25 5
C. tropicalis ATCC 750 0,625 1.25 5
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C. tropicalis ATCC 13803 1,25 5 5

Controle: DMSO a 1% e Miconazol (Miconazol 20 pg/mL). A CIM foi considerada a menor concentragdo de
OELalll, capaz de inibir o crescimento das cepas de Candida, com auséncia de turvacdo visivel. Experimento
realizado em triplicata, em trés repeticdes.

Fonte: O autor (2022).

7.2.7.2 Efeito de concentracdes do OELalll na atividade de fatores de viruléncia microbiana

de cepas de Candida

7.2.7.2.1 Atividade proteinase

Observamos nos resultados que somente as cepas C. albicans ATCC 10231, C.
albicans ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC 90018 e C. tropicalis ATCC 750 sdo produtoras
de proteinase. A tabela apresenta o efeito da exposicdo a concentracdes de OELalll sobre a
expressao da proteinase pelas cepas de Candida. O OELalll inibiu a acdo da enzima na cepa C.
tropicalis ATCC 750, nas concentragGes de 1/2 (0,312 mg/mL) e 1/4 (0,156 mg/mL) da CIM
(Tabela 16).

Tabela 16 — Efeito de concentracdes sub-inibitorias do OELalll sobre a atividade proteinase de cepas de Candida
Atividade da proteinase
Concentrac6es do OELalll (mg/mL)

1/2CIM 1/4CIM 1/8CIM 1/16 CIM C
C. albicans ATCC 10231 + + + + +
C. albicans ATCC 90028 + + + + +
C. albicans ATCC 90029 - - - - -
C. albicans ATCC 64124 - - - - -
C. albicans ATCC 44858 - - - - -
C. parapsilosis ATCC 90018 ++ ++ ++ ++ ++
C. tropicalis ATCC 750 + + ++ ++ ++
C. tropicalis ATCC 13803 - - - - -

Atividade da proteinase: muito alta (++++; AP de 0.69 ou inferior); alta (+++; AP de 0,70-0,79), baixa (++; AP de
0,80-0,89); muito baixa (+; AP de 0.90 ou superior); ndo produtora de proteinase (-). Controle (C). Experimento
realizado em triplicata, em trés repeticdes.

Fonte: O autor (2022).

7.2.7.2.2 Atividade fosfolipase

Observamos nos resultados que somente as cepas C. albicans ATCC 10231, C.
albicans ATCC 90028 séo produtoras de fosfolipase. A tabela apresenta o efeito da exposi¢do

a concentragcdes de OELalll sobre a expressdao da fosfolipase pelas cepas de Candida. A
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expressdo da atividade da fosfolipase das cepas testadas ndo foi inibida pela exposi¢éo a
concentracdes do OELalll (Tabela 17).

Tabela 17 — Efeito de concentragdes sub-inibitérias do OELalll sobre a atividade fosfolipase de cepas de Candida
Atividade da fosfolipase
Concentrac6es do OELalll (mg/mL)
1/2CIM  1/4CIM 1/8CIM 1/16 CIM C
. albicans ATCC 10231 + + + + +
. albicans ATCC 90028 ++++ ++++ +++ +++ +++
. albicans ATCC 90029 - - - - -
. albicans ATCC 64124 - - - - -
. albicans ATCC 44858 - - - - -
. parapsilosis ATCC 90018 - - - - -
. tropicalis ATCC 750 - - - - -

. tropicalis ATCC 13803 - - - - -
Atividade da fosfolipase: muito alta (++++; AP de 0.69 ou inferior); alta (+++; AP de 0,70-0,79), baixa (++; AP
de 0,80-0,89); muito baixa (+; AP de 0.90 ou superior); ndo produtora de fosfolipase (-). Controle (C). Experimento
realizado em triplicata, em trés repetices.

Fonte: O autor (2022).
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7.2.8 Atividade hemolitica do OELalll.

Diferentes concentrac6es do OELalll (5 a 0,02 mg/mL) foram testadas para avaliar
seu efeito hemolitico em eritrocitos de carneiro desfibrinados em PBS (pH 7,4). Neste
experimento, fixou-se a concentracdo de eritrocitos (Ht-2,0%) para avaliacdo da liberacdo de
hemoglobina com efeito hemolitico do OELalll - IC50: 2,42 mg/mL (Grafico 47).

Gréafico 18 — Efeito hemolitico do OELalll
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Controles: Triton X 100 (Hemolise total); SAL (suspensdo de
hemacias). Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05
quando comparado ao controle SAL.

Fonte: O autor (2022).
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8 DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a atividade antifingica do Oleo essencial do
quimiotipo Il (limonemo e carvona) de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (OELalll) extraido
das folhas da “erva-cidreira”, com determinacdo da CIM, da CLM, CIMB, CMEB, do efeito do
tempo de exposicdo na viabilidade microbiana, o efeito modulador na eficiéncia de antifingicos
de uso clinico, na interferéncia na atividade de fatores de viruléncia microbianos, seu
mecanismo de acdo, além da determinacao de sua atividade hemolitica.

O OELalll foi obtido por hidrodestilacdo (CRAVEIRO, 1981) com rendimento de
0,38% e apresentou-se como um 6leo de cor verde amarelado com um odor bastante citrico.
Castro et al (2001), observaram rendimentos médios na extracdo dos 6leos essenciais de Lippia
alba variando de 0,15% a 0,47%.

A variabilidade na composicdo quimica do 6leo essencial de L. alba é comprovada
em varios trabalhos, e levou a classificacdo dos quimiotipos, que sdo organizados de acordo
com a presenca de determinados componentes majoritarios na composicao, sendo um fator
determinante para as diferentes atividades farmacoldgicas (GOMES et al., 1993; MATOS,
1996; CASTRO et al., 2001; JULIAO et al., 2003).

Mamun-Or-Rashid et al. (2013), descreveram pelo menos 12 quimiotipos de Lippia
de acordo com os principais componentes quimicos: citral, linalol, carvona, limoneno, y-
terpineno, citral-mirceno, citral-limoneno, citral-cariofileno, citral-germacreno D, carvona-
limoneno, 1,8-cineol-canfora, 1,8-cineol-limoneno e limoneno-piperitona.

A caracterizacdo quimica do OELalll identificou 11 diferentes constituintes, todos
da classe dos terpenos, sendo o limonemo (25,37%) e a carvona (58,15%) os constituintes
majoritarios (Tabela 1; Figural).

Matos (1996), classificou os quimiotipos de Lippia alba em: tipo | (mirceno e
citral); tipo 11 (limoneno e citral); tipo 111 (limoneno e carvona), o que de acordo com os dados
encontrados no presente estudo, sugerem que o 0leo essencial das folhas de L. alba pode ser
classificado em quimiotipo Il — com carvona e limoneno e auséncia de citral.

Porfirio et al. (2017) avaliando a atividade antimicrobiana de L. alba coletada em
municipios do Ceara, identificaram trés quimiotipos baseados em sua composic¢do quimica. Um
dos quimiotipos, o LA3, apresentou 13 componentes, com compostos majoritarios: carvona
(71,54%), limoneno (5,25%) e geranial (4,66%). Apesar das diferentes classificacOes para o

quimiotipos de L. alba, o quimiotipo LA3 difere do nosso quimiotipo 11, pela presenca do
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geranial, pois Matos (1996) classificou o quimiotipo 111 de acordo com presenga majoritéaria da
carvona e do limonemo, sem a presenca de geranial.

Os oOleos essenciais podem inibir o crescimento de fungos temporariamente
(fungistaticos) ou permanentemente (fungicida) dependendo do seu mecanismo de acéo. Entre
0s compostos presentes nos 6leos essenciais, 0S terpenos apresentam um mecanismo de
atividade antimicrobiana ainda ndo totalmente elucidado, entretanto, seu carater lipofilico pode
levar ao acumulo nas membranas, com consequente perda de energia pelas células
(KHAMENEH et al., 2019).

Porfirio et al. (2017) sugeriram que o mecanismo de acdo do terpendide carvona
envolve a desestabilizacdo estrutural dos fosfolipidios e interacdo com as proteinas da
membrana, além de atuar como trocador de prétons, alterando o gradiente de pH através da
membrana.

Ja o limoneno, outro componente terpeno importante do OELalll, inibiu o
crescimento de C. albicans ao causar stress oxidativo no envoltorio celular, levando também a
danos no DNA, resultando na modulacéo do ciclo celular e na inducéo de apoptose através do
stress nucleolar (THAKRE et al., 2018).

Sharma e Tripathi (2008) demostraram que a atividade antifungica dos dleos
essenciais pode ser avaliada de forma mais eficaz em meios liquidos, do que semissélidos ou
solidos, ja que, no ultimo, a difusdo de 6leo pode acontecer de forma nao apropriada.

No estudo da determinacdo da CIM e CLM do OELalll, foram utilizados os
métodos padrdo de microdiluicdo para a avaliacdo da susceptibilidade antifungica, pois estas
metodologias permitem a utilizacdo de uma quantidade reduzida de Oleo, a avaliacdo
concomitante de varias amostras, bem como a reprodutibilidade dos dados.

Os valores de CIM do OELalll variaram de 1,25 mg/mL a 0,078 mg/mL, paras as
cepas de Candida utilizadas no presente estudo (Tabela 2). Em relacdo a CLM, o OELalll foi
capaz de inviabilizar as cepas de Candida nas mesmas concentragdes encontradas para cada
respectiva CIM (Gréficos 1-8).

Sartoratto et al. (2004) sugeriram uma classificagéo para materiais vegetais baseada
em valores de concentragdo inibitéria minima, onde: inibidores fortes, possuem CIM até 0,5
mg/mL, inibidores moderados, possuem CIM entre 0,6 e 1,5 mg/mL e inibidores fracos,
apresentam CIM acima de 1,6 mg/mL, desta forma, o OELalll pode ser classificado como um
inibidor moderado a forte, dependendo da cepa testada.

No presente estudo, OELalll demonstrou efeito antifungico contra oito cepas de

Candida, com CIM variando de 0,078 mg/mL a 1,25 mg/mL, com valores semelhantes aos de
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CLM. Isto demonstra que o OELalll tem efeitos antifungicos classificados de fortes a fracos,
dependendo da estirpe testada, segundo a classificagdo de Sartoratto (2004).

A atividade antimicrobiana e antifingica do 6leo essencial dos quimiotipos de L.
alba ¢ relatada em varios estudos, entre eles 0 quimiotipo carvona, que apresenta uma boa
atividade inibitoria para diversos microrganismos, em particular contra cepas Gram-positivo de
isolados clinicos humanos (HENNEBELLE et al., 2008; JARAMILLO-COLORADO et al.,
2012).

Em estudos anteriores, o 6leo de L. alba mostrou efeito antifingico contra o fungo
fitopatogénico Pleurotus ostreatus, responsavel pela podriddo branca em diversas culturas,
quando a concentracao utilizada foi superior a 1,0 mL/L (GEROMINI et al., 2015).

Os valores de CIM para os antifungicos foram determinados em nosso estudo, pelo
método de microdiluicdo em caldo de cultura. As CIM’s encontradas, variaram de acordo com
cada cepa: Cetoconazol (40 a 0,078 pg/mL), Miconazol (10 a 0,078 pg/mL), Nistatina (20 a
5ug/mL), Clotrimazol (5 a 0,078 pg/mL), Fluconazol (5 a 0,312 pg/mL), Ciclopirox olamina
(5a0,078 pg/mL) e Anfotericina B (10 a 0,156 pg/mL).

Da mesma forma as CLM’s encontradas, variaram de acordo com cada cepa testada:
Cetoconazol (40 a 0,078 pg/mL), Miconazol (10 a 0,078 pg/mL), Nistatina (20 a 5 pg/mL),
Clotrimazol (10 a 0,078 pg/mL), Fluconazol (5 a 1,25ug/mL), Ciclopirox olamina (10 a 0,078
pg/mL) e Anfotericina B (20 a 0,312 pg/mL) (Tabela 3).

A avaliacdo da cinética do crescimento microbiano é um fator importante, pois
fornece informacdes valiosas para a realizacdo de experimentos microbiologicos e de
determinacdo do mecanismo de acdo. Entre os mecanismos avaliados, a atividade inibitoria e
letal de substancias pode ser determinada por meio de ensaios de tempo de morte, que permitem
identificar a velocidade da acdo antimicrobiana (AIYEGORO; AFOLAYAN; OKOH, 2009;
SILVA, 2010).

O OELalll foi capaz de inviabilizar todas as cepas de Candida ap6s 2 horas de
contato, nas concentracdes de CIM e 2X CIM. As concentra¢fes de 1/2x CIM do OELalll
foram capazes de reduzir o crescimento microbiano nas duas primeiras horas de exposi¢do, com
perfis de inibic&o distintos.

O ensaio de tempo de morte demonstrou que a OELalll apresenta potencial
antifangico, pois sua acdo fungistatica e fungicida sobre as cepas testadas, ocorreram em curtos
intervalos de tempos de exposi¢do (Graficos 9-16).

A prevencdo de biofilmes de Candida é um desafio consideravel, uma vez que os

biofilmes causam infec¢Ges fungicas graves, sendo mais resistentes aos farmacos e aos sistemas
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de defesa imunoldgica. Assim, este grave problema tem levado pesquisadores a estudar a
atividade anti-biofilme de 6leos essenciais (TRINDADE et al., 2015; ALVES-SILVA et al.,
2016).

Os biofilmes sdo geralmente compostos por uma ou varias espécies, formando 0s
chamados biofilmes monoespécie ou multiespécies , respectivamente, que também mostram
uma maior resisténcia a agentes antimicrobianos e antiflngicos, e podem envolver deterioracao
e microrganismos patogénicos. Também envolvem células microbianas sésseis que sdo
diferentes da sua forma planctonica, uma vez que tém um fenoétipo alterado e caracteristicas
metabolicas diferentes (PAGAN; GARCIA-GONZALO, 2015; GALIE, 2018).

No presente estudo foi avaliada a atividade anti-biofilme do OELalll sobre cepas
de Candida. Inicialmente as cepas foram classificadas quanto a sua capacidade de aderir e
formar biofilme na microplaca, sendo escolhidas as cepas de C. parapsilosis ATCC 90018, C.
albicans ATCC 10231 e C. tropicalis ATCC 13803, para a realiza¢do dos ensaios de avaliagéo
da atividade anti-biofilme (Tabela 4; Gréaficol7).

O ensaio de determinacdo da CIMB demostrou que a mesma concentracdo de
OELalll necessaria para inibir o crescimento microbiano em células planctdnicas das cepas de
Candida (C. parapsilosis ATCC 90018, C. albicans ATCC 10231 e C. tropicalis ATCC 13803),
é também capaz de impedir o desenvolvimento de biofilme por estas cepas, 0 que sugere que 0
OELalll interfere no inicio da formacéo do biofilme (Tabela 5; Gréaficos 18 a 20).

Vaérios estudos comprovam a inibicdo da formacdo do biofilme de bactérias e
fungos por bleos essenciais e fito constituintes (KHAN et al., 2012; LEE et al., 2014; KIM et
al. 2015; SIVARANJANI et al., 2016; SOUZA et al., 2016).

Erradicar a formacdo de biofilmes fungicos € um desafio. A formacéo de biofilmes
é uma estratégia importante para a sobrevivéncia, resisténcia e patogenicidade. Os terpenos e
extratos ricos em flavonoides demonstraram reduzir a expressdo de moléculas de adesdo e
agregacao, reduzindo a viabilidade do biofilme (L1 et al., 2019).

A avaliacdo da atividade do OELalll sobre biofilmes de Candida j& formados,
demonstrou que a CMEB foi de 5 mg/mL, sendo este valor igual para todas as cepas testadas
(Tabela 6). A concentragdo de 2,5 mg/mL (1/2x CMEB) foi capaz de reduzir de maneira parcial
o biofilme formado, com reducéo de 3,09; 4,36 e 1,94 log UFC/mL, respectivamente, para as
cepas C. parapsilosis ATCC 90018, C. albicans ATCC 10231 e C. tropicalis ATCC 13803
(Gréficos 21 a 23). As concentracBes necessarias para erradicar o biofilme ja formado foram de

4 a 32 vezes maiores que a CIM e CLM.
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Antifungicos utilizados na clinica geralmente sdo ineficazes contra certos biofilmes
de Candia ou necessitam de altas doses para erradica-los, o que pode causar efeitos adversos
intensos. Em geral, os agentes antifangicos eliminam células planctbnicas livres, mas séo
muitas vezes ineficazes contra biofilmes, principalmente pela remocdo incompleta, que pode
resultar em reinfecgdes resistentes (DELATTIN et al., 2014).

A fim de reduzir a dosagem de agentes antifungicos, prevenindo a toxicidade,
efeitos adversos, efeitos colaterais e interacfes medicamentosas, varios estudos desenvolvem
estratégias para combinar moléculas bioativas, que podem interagir e determinar efeitos
sinergéticos, aditivos ou antagénicos (EFFERTH; KOCH, 2011).

Os 6leos essenciais podem ser responsaveis por modular a atividade de compostos
com atividade antimicrobiana, quer seja uma modulacdo positiva (sinergismo), negativa
(antagonismo) ou indiferente. Assim, a utilizacdo de produtos naturais com medicamentos
convencionais (antimicrobianos ou antifungicos) merece uma maior atencdo (ROCHA, 2012).

O ensaio de checkerboard pode ser utilizado para testar a atividade antimicrobiana
de associacdes de diferentes substancias, e o efeito dessas associa¢des pode ser mensurado pelo
calculo das concentraces inibitdrias fracionadas (CIF) das associacOes testadas (ORHAN et
al., 2005).

No presente estudo foi determinada a ocorréncia de modulagdo da atividade de
antifungicos pela acdo do OELalll. Para isso, foram construidos gréaficos do tipo isobolograma,
utilizando os valores de CIF (Concentracdo Inibitoria Fracionada) e calculado os valores de
ICIF (indice da Concentracdo Inibitéria Fracionada) das associacdes.

Para o efeito modulador do OELalll nas associagdes com antifungicos utilizados
na clinica, foram constatados diferentes perfis de modulacdo (Tabelas 7 a 13), com uma
predominancia de efeitos sinergéticos e aditivos para as cepas testadas, quando associadas a
agentes antifungicos comerciais padrdo. Podemos chamar a atencédo para a interacao OELalll-
CET que apresentou cerca de 70,83% de associacdes sinérgicas, com reducdo de 16 vezes a
CIM do cetoconazol (Tabela 8).

Oliveira et al. (2016) observou que o 6leo essencial de Ocimum gratissimum (Linn.)
foi capaz de modular positivamente a atividade antifungica do Cetoconazol, reduzindo em até
16 vezes sua CIM, entretanto, os efeitos observados para a associagdo com Miconazol e
Nistatina, resultaram em sua maioria em efeito antagbnicos e indiferentes, respectivamente.

Batista et al. (2018) utilizando o OELa (quimiotipo - geranio, neral e mirceno)

observaram uma modulacdo sinérgica na agdo da ciprofloxacina, cefepime, e ceftriaxona contra
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cepas de Salmonella e Shigella, reduzindo também a massa do biofilme de ambas quando
expostas a combinagdo (OELa-Ciprofloxacina).

Num outro estudo utilizando OELa quimiotipo (sabineno, (E)-cariofileno e
limoneno) foi observada uma atividade modulatéria sinérgica em combinacGes com
antifungicos clinicos padréo, resultando na inibigéo de todas as cepas testadas de Trichophyton
rubrum, e de trés cepas de Candida (COSTA et al., 2020).

Os ensaios de sinergismo desempenham um papel de lideranca na procura de novos
compostos antimicrobianos e antifungicos para melhorar a utilizacdo de substancias ja
conhecidas. Um estudo mostrou atividades sinérgicas antimicrobianas e anti-biofilme com
florfenicol associado a Oleos essenciais de Lippia sidoides e Cymbopogon citratus contra
Aeromonas hydrophila (SILVA et al., 2020).

Substancias presentes em 0leos essenciais podem aumentar a permeabilidade da
membrana citoplasmatica microbiana, pela acdo direta sobre seus componentes. Além disso,
existem mecanismos de interacdo sinérgica entre 6leos essenciais e antimicrobianos que inibem
o metabolismo microbiano (LAMBERT et al., 2001; SANTIESTEBAN-LOPEZ; PALOU;
LOPEZ-MALO, 2007).

O aumento da liberacdo de acidos nucléicos ap0s a exposi¢do das cepas de Candida
ao OELalll, sugere a ocorréncia de danos no envoltorio celular, constatada nos graficos (31 a
38). A exposicao das cepas Candida a 2x CIM de OELalll determinou um significativo aumento
na absorbancia de 260 nm, durante a primeira hora de exposicdo, indicando extravasamento
celular de material genético. A CIM do OELalll também apresentou valores de liberagcdo de
material genético elevados, enquanto a 1/2x CIM determinou valores intermediarios quando
comparado ao controle sem tratamento.

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais e fitoconstituintes sobre bactérias
Gram-positivo e fungos parece ocorrer atraves da extravasamento dos componentes
citoplasmaticos, mediados pela destruicdo do envoltorio celular microbiano (COX et al., 2000).

O aumento da liberagdo de proteinas apos a exposicdo das cepas de Candida ao
OELalll, também reforga a hipotese da ocorréncia de danos no envoltorio celular. Todas as
concentracdes de OELalll (1/2x CIM, CIM e 2x CIM) elevaram a presenca de material proteico
no sobrenadante, quando comparados ao grupo controle, principalmente nos primeiros 60
minutos de exposi¢do, quando houve uma elevacdo significativa nos valores de OD280nm
(Gréficos 39 a 46).

A parede celular fungica é caracterizada como uma estrutura relativamente rigida

gue apresenta varios processos dindmicos essenciais a célula. Além de determinar o formato
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celular, ela fornece suporte osmotico, protecdo fisica, e esta relacionada a eventos de
sinalizag&o, adeséo e reproducdo (MAGNELLI; CIPOLLO; ROBBINS, 2005; NIMRICHTER
et al., 2005), sendo por isso necessaria para 0 crescimento e desenvolvimento dos fungos
(DURAN; NOMBELA, 2004).

O sorbitol é um protetor osmético e sua presenca diminui a agdo antifungica de
agentes gue atuem sobrem a parede celular, impedindo sua lise. Em nosso estudo, avaliamos o
mecanismo de acdo do OELalll sobre a parede celular, na presenca do sorbitol e observamos
que os valores de CIM foram aumentados (16 a 2x CIM), indicando a presenca da protecdo
osmatica, o que reforca a ideia do mecanismo de a¢do do OELalll sobre a parede celular (Tabela
14).

Abrantes (2013) observou que o potencial antifungico do 6leo essencial de M.
spicata L. foi reduzido na presenca de sorbitol, sugerindo que os dois principais componentes
(carvona e limoneno) atuam diretamente na parede celular fangica.

A membrana celular também tem sido relatada como alvo da acdo de 6leos
essenciais e seus componentes, em diversos estudos anteriores (DUARTE et al., 2012). Sua
acao se da pela interacdo de seus componentes e a estrutura lipidica da membrana, causando
lise celular e liberacéo de proteinas, ocasionando a morte das celulas.

O ergosterol é um importante lipideo presente na membrana de células fungicas,
sua presenca externa pode levar a interacdo com outras moléculas, como 6leos. Em nosso
estudo, observamos que a atividade antifingica do OELalll foi reduzida na presenca do
ergosterol, com concentragdes aumentadas, variando de 64 a 4x CIM, sugerindo que seu
mecanismo de acao se baseia no rompimento da membrana celular (Tabela 15).

A estrutura e a funcdo da membrana plasmética em células flngicas sdo essenciais
para a manutencdo da vida dos fungos, engquanto alteracfes na sintese ou na manutencao das
mesmas, geralmente resulta em letalidade (CARMEN et al., 2014).

E consenso que grande parte das candidemias é antecedida pelo evento de
colonizacdo do paciente pela mesma espécie de levedura associada a infecgdo, contudo as
infeccOes sistémicas por Candida spp. podem ser adquiridas por via exdgena, através do contato
das maos (WEINSTEIN &HOTA, 2004).

Assim, a capacidade da levedura nos processos de adesdo e infec¢do, em conjunto,
é definida como potencial de viruléncia ou patogenicidade. Os fatores de viruléncia séo
determinados geneticamente, porém expressos em determinadas situacfes (TAMURA et al.,
2007).
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Observamos em nosso estudo que somente as cepas C. albicans ATCC 10231, C.
albicans ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC 90018 e C. tropicalis ATCC 750 sdo produtoras
de proteinase e que o OELalll somente inibiu acdo desta enzima na cepa C. tropicalis ATCC
750, nas concentracgdes de 1/2x (0,312 mg/mL) e 1/4x (0,156 mg/mL) da CIM (Tabela 16).

Entre as enzimas mais importantes secretadas pelas cepas de Candida, tem-se a
fosfolipase, que degrada fosfolipidios da membrana das células e esta relacionada a uma maior
adesdo a células epiteliais, portanto, com maior patogenicidade (RUSSAS, 2016).

Observamos em nosso estudo que as concentracGes de OELalll ndo foram capazes
de inibir a atividade da fosfolipase pelas cepas de Candida expostas as concentra¢fes do 6leo
essencial (Tabela 17).

Estudos de citotoxicidade de compostos naturais com potencial atividade
terapéutica sdo importantes, pois definem o potencial de degeneracdo ou morte celular
provocado pelos constituintes fitoquimicos (VASCONCELLOS et al., 2005). A avaliagdo da
estabilidade mecénica da membrana eritrocitaria € um bom indicador de danos provocados por
varios compostos como triagem de citotoxicidade (SHARMA & SHARMA, 2001).

Através da hemolise, ocorre a liberagdo de hemoglobina livre no plasma, o que pode
acarretar serios danos a 6rgéos vitais como o figado, os rins e o coracdo (CARVALHO et al.,
2007), tornando-se extremamente necessario a verificacdo desta atividade em produtos naturais.
O efeito do OELalll em diferentes concentracGes, sobre eritrocitos de carneiro desfibrinados,
demonstrou que o ha uma atividade hemolitica, com IC50 de 2,42 mg/mL (Grafico 47).

Os resultados do presente trabalho evidenciam um potencial antifingico do
OELalll, assim como demonstram efeitos moduladores diversos, inibigéo parcial de fatores de

viruléncia e mecanismo de acdo voltado para o envoltério microbiano de cepas de Candida.
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9 CONCLUSAO

O OELalll apresentou atividade fungicida e fungistatica sobre cepas de Candida,
atuando sobre fatores de viruléncia e provocando alteragdes no envoltério celular. Apesar de
apresentar diversos perfis de modulacdo, podemos ressaltar seu efeito sinérgico com o
antifungico cetoconazol e uma moderada atividade hemolitica. Os resultados deste trabalho
sugerem que o OELalll é uma promissora alternativa terapéutica para o desenvolvimento de

formulacBes com atividade antiflngica.
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Antifungal and Modulatory Activity of Lemon Balm
(Lippia alba (MILL.) N. E. BROWN) Essential Oil
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Abstract Fungal diseases and the progressive development of resistance are a challenge. In this
context, Lippiz albs (lemon balm) is 2 speces used in folk medicine, being, described with antimicrobial
poiential The aim of this stody was to determine the antifungal activity and modulating effect of
the essential oil of Lippia alba (Mill) BLE Brown keaves (LaEC). The antifungal activity of LaBO on
eight Candida strains was determined by minimum inhibitary concentration (MIC) and minimum
lethal concentration (MLC), minimum biofilm inhibition concentration {MBIC), minimmum biofilm
eradication concentration (MBEC) and time-kill The checkerboard technigue was used o determine
the modulating effect of LaEC) on antifungal activity The results indicate the presene of 11 con-
stitaents, with a pee dominance of canvane (58 15%) and limonene (25.357%). LaEChwas able to inhibit
the growth of all #5ied microorganisms, with MIC and MLC renging, from (078 to L25 mg/ ml and
MBI and MBEC ranging from 015 to 5 mg/ml_ The time-kill assay showed that LaEC was able
to eliminate the strains after two hours of exposure and the best association was obaerved for the
comibination of LaECY and ketoconazole. The msults of the study indicate that LaB( has excellent
antifungal activity with potential biotechnological apphication.

Keywords: Lippia slbs; essential oil; Candids; antifungal activity; modulatory efiect

L Intreduction

Antimicrobial msistance has increased exponentially in recent decades and is con-
giderad ome of the greakst health chaJ]e:nHles of the current ou:nh.l.rv It i estimabed that
700,000 inedividuals die woddwide every year due to infections caused by resistant strains,
and this number could increase to a.ppmulma‘bel:.r 10 millicm woddwide by B0 if there is
no intervention [1]

Fl.mlqal imbechons am COmSeduenies of the health Fm.bblerm often associaed with
immunosuppression. Clinical sucoess depends on the response to the antifangal the rapy,
presenting high mortality. Unfortunately, tratment options are metriceed due to the limised
availability of anbfungals [2]

Caredila Sp. ane opportunistic agents esponsible for several diseases, ranging from
akin and mucosal mdections to systemic infechons. Codids alhioans accounts for moee than
708% of all Candidy infections; hl.r;vmu:l:. thens has been an increase in clinical cases mlaed to
species such as Candida prrapsilosis and Candide knesei [3].

Several mechanisms of maistance to antifungals have been described; among them
is the formation of bioklm, which can lead o limitations in the wse of available drogs.
Furthermaone, the mdiscriminate use of these dmﬁa increases the resistance, which has
stimulated the use of gradually higher doses and broad-spectrum antifungals, which has
increased the mporting of adverse mactions [4].

Comsidering the increased microbial resistance to multipke drugs, such as antifungals,
sy nergistic combinations behween natural molecules and commercial drugs may be good
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