UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIA DA SAUDE

TECNOLOGICA EM MEDICAMENTOS

SARAGHINA MARIA DONATO DA CUNHA

BIORROSPECC}AO DA ATIVIDADE ANTIGUNGICA E DA CITOXICIDADE DO
OLEO ESSENCIAL DE PATCHOULI( POGOSTEMON CABLIN BENTH)

JOAO PESSOA-PB
2022



SARAGHINA MARIA DONATO DA CUNHA

BIOP'ROSPECQAO DA ATIVIDADE ANTIGUNGICA E DA CITOXICIDADE DO
OLEO ESSENCIAL DE PATCHOULI( POGOSTEMON CABLIN BENTH)

Tese apresentada ao Programa de P0s-
graduacdo em Desenvolvimento e Inovacao
Tecnoldgica em Medicamentos do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Paraiba, como parte dos requisitos para a
obtencdo do titulo de DOUTORA EM
DESENVOLVIMENTO E INOVAC}AO
TECNOLOGICA EM MEDICAMENTOS
(DITM).

ORIENTADOR: Prof. Dr. Abrahdo Alves
de Oliveira Filho

JOAO PESSOA-PB
2022



Catalegagio na publicacio
Segdo de Catalogagio e Classificacgido

C%72b Cunha, Saraghina Maria Donato da.

Bioprospeccdo da atividade antigingica e da

citoxicidade do dles essencial de Patehoulil (pogostemon
cablin benth) / Saraghina Maria Donato da Cunha. - Jodo
Pessoa, 2022.

UFFE/BC

74 £. @ 11,

Orientacdo: Abrah3oc Alves de Oliveira Filho.
Tese (Doutorado) — UFFB/CCS.

1. Farmacolegia. 2. Toxicoleogia. 3. Produte natural.
Oliveira Filhe, Abrahde Alves de. II. Titule.

CDU &615(043)

Elaborade por GRACILENE BARBOSA FIGUEIREDD - CRB-15/794




UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

g CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
@ unno PROGRAMA DE POS-GRADUAGAQ EM
_
i ..

DESENVOLVIMENTO E INOVAGAQ TECNOLOGICA EM
MEDICAMENTOS (UFRN/UFPB/UFRPE/UFC)

i e ADINCE
o s

Ata da vigésima oitava defesa de tese de doutorado no Programa de Pos-Graduagao em
Desenvolvimento e Inovacao Tecnologica em Medicamentos SARAGHINA MARIA
DONATO DA CUNHA, candidata ao Titulo de “Doutor” em Desenvolvimento e Inovacéo
Tecnoldgica em Medicamentos/UFPB.

1 As quatorze horas (14:00) do dia vinte e oito de outubro do ano de dois mil e vinte dois
2 (28/10/2022), na sala virtual, reuniram-se em carater de Sclenidade publica os membros
3 da Comissao designada para examinar a SARAGHINA MARIA DONATO DA CUNHA,
4 candidata ac Titulo de "Doutor” em Desenvolvimento e Inovacdo Tecnologica em
5  Medicamentos. Foram componentes da Banca Examinadora os Professores Doutores:
6 Abrahdo Alves de Oliveira Filho (orientador), Hilzeth de Luna Freire Pessoa (examinadora
7 interna), Gymenna Maria Tendrio Guénes (examinador externa-UFCG), Raline Mendonga
g dos Anjos (examinadora externa-UFCG) e Elizandra Silva da Penha (examinadora
s extema-UFCG). Dando inicio aos trabalhos o presidente da banca, Prof. Dr. Abrahdo
10 Alves de Oliveira Filho, apds declarar os objetivos da reunido, apresentou a candidata,
11 SARAGHINA MARIA DONATO DA CUNHA, a quem concedeu a palavra para que
12 dissertasse oral e sucintamente sobre o tema apresentadoc e intitulado
13 “BIOPROSPECGAO DA ATIVIDADE ANTIGUNGICA E CITOXICIDADE DO OLEO
14 ESSENCIAL DE PATCHOULI (POGOSTEMON CAELIN BENTH)". Apos discorrer sobre
15 o referido tema durante cerca de cinguenta minutos, a candidata foi arguida pelos
16 examinadores na forma Regimental. Em seguida passou a comissdo, em carater secreto,
17 a proceder 4 avaliacdo e julgamento do trabalhe, concluindo por atribuir-lhe o conceito
12 APROVADO. Em face da aprovacdo declarou a presidente achar-se a examinada,
19 SARAGHINA MARIA DOMATO DA CUNHA, legaimente habilitado a receber o Titulo de
20 “Doutor” em Desenvolvimento e Inovacdo Tecnoldgica em Medicamentos, area Farmacia,

[
bt

cabendo a Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como de direito, a expedicdo
do Diploma que a mesma faz jus. Os frabalhos foram encemados determinando a leitura
para fins de aprovacg&o e a lavratura da presente ata devidamente assinada por todos os
membros da Banca Examinadora.
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Jodo Pessoa, em 28 de outubro de 2022,

Prof. Dr. Abrah&o Alves de Oliveira Filho (Presidente)
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DA CUNHA, S.M.D. Bioprospeccao da atividade antifungica e da citoxicidade do 6leo
essencial de Patchouli (Pogostemon cablin Benth). 2022. 64 p. Tese (Pds-graduagdo em
Desenvolvimento e Inovacdo Tecnoldgica em Medicamentos) - UFPB / CCS, Jodo Pessoa -
PB.

RESUMO

A‘incidéncia de infec¢des causadas por Candida tem aumentado em todo 0 mundo e essas cepas
estdo se tornando resistentes aos seus respectivos medicamentos. Sendo necessario a busca de
novos farmacos com maior eficécia e seguranca e nesta logica, destaca-se os 6leos essenciais
(OEs), que sdo uma mistura complexa de compostos volateis e apresentam vérias atividades
bioldgicas relevantes, porém ha poucos estudos sobre os potenciais efeitos benéficos e/ou
adversos. Neste sentindo o objetivo desse estudo foi avaliar as atividades antifingica e
citotoxica do Gleo essencial de Patchouli (Pogostemon cablin Benth). Na avaliacdo da atividade
antifungica utilizou-se diferentes cepas do género Candida e foi determinada a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) e fungicida minima (CFM), por técnica de microdiluicdo. A
interferéncia do OE na parede celular e o potencial de ruptura do mesmo, foi feita através CIM
na presenca do sorbitol, e a interferéncia na membrana celular, foi realizada através CIM com
ergosterol. Como também, foi avaliado a interferéncia do OE sobre a resisténcia ao antifungico
padrdo, na auséncia e na presenca do OE em concentra¢Bes sub-inibitorias. Para estudos da
atividade citotdxica utilizou-se heméacias humanas referentes aos tipos sanguineos A, Be O e
avaliou-se a atividade hemolitica e anti-hemolitica. As analises revelaram que o OE apresentou
uma excelente atividade antifungica frente as cepas clinicas de C. parapsilosis e C. albicans
com uma CIM e CFM entre 4 ¢ 16 ng/mL, sendo esse efeito de natureza fungicida. Seu
mecanismo de acdo ndo envolve efeito sobre a parede celular bem como na membrana
plasmatica. Promoveu um efeito sinérgico ao ser associado a anfotericina B. O efeito sob as
hemécias revelou baixo percentual de hemolise para eritrécitos do sistema ABO na
concentracdo de 50 a 100 pg/mL. Além disso, demonstra moderado efeito anti-hemolitico nas
concentragdes de 500 a 1000 pg/mL para os tipos sanguineos B e O. Considerando os resultados
obtidos no estudo in vitro de citotoxicidade e a atividade farmacoldgica, percebe-se que OE de
Patchouli torna-se um possivel candidato promissor para utilizacdo de suas propriedades
bioativas em fitoterapicos, porém sdo necessarios estudos auxiliares como toxicidade in vivo e

farmacoldgico para melhor elucidar os mecanismos de agdo deste composto.

Palavras chave: Farmacologia; Produto natural; Toxicologia.



ABSTRACT

The incidence of infections caused by Candida has increased worldwide and these strains are
becoming resistant to their respective drugs. The search for new drugs with greater efficacy and
safety is necessary and in this logic, essential oils (EOs) stand out, which are a complex mixture
of volatile compounds and present several relevant biological activities, but there are few
studies on the potential beneficial and/or adverse effects. In this sense, the objective of this
study was to evaluate the antifungal and cytotoxic activities of Patchouli (Pogostemon cablin
Benth) essential oil. In the evaluation of the antifungal activity it was used different strains of
Candida genus and it was determined the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the
minimum fungicidal concentration (MFC), by microdilution technique. The interference of the
EO on the cell wall and its potential for rupture was done by MIC in the presence of sorbitol,
and the interference on the cell membrane was done by MIC with ergosterol. Also, the
interference of EO on the resistance to standard antifungal drugs was evaluated, in the absence
and in the presence of EO at subinhibitory concentrations. For cytotoxic activity studies, human
RBCs of blood types A, B and O were used and the hemolytic and antihemolytic activity was
evaluated. The analyses revealed that the EO showed excellent antifungal activity against
clinical strains of C. parapsilosis and C. albicans with a MIC and MIC between 4 and 16
ug/mL, this effect being fungicidal in nature. Its mechanism of action involves no effect on the
cell wall as well as on the plasma membrane. It promoted a synergistic effect when associated
with amphotericin B. The effect on red blood cells showed a low percentage of hemolysis for
red blood cells of the ABO system at a concentration of 50 to 100 pg/mL. In addition, it shows
moderate anti-hemolytic effect at concentrations of 500 to 1000 pug/mL for blood types B and
O. Considering the results obtained in the in vitro cytotoxicity study and the pharmacological
activity, it can be seen that Patchouli OE becomes a promising candidate for use of its bioactive
properties in herbal medicines, but auxiliary studies are needed as in vivo toxicity and

pharmacological to better elucidate the mechanisms of action of this compound.

Key words: Pharmacology; Natural product; Toxicology.
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1. INTRODUCAO

O estudo de produtos naturais na descoberta de medicamentos ndo € um conceito
moderno, na verdade, muitas das terapias médicas mais bem-sucedidas foram originalmente
encontradas na natureza (CARY; PETERLIN, 2018). Ha relatos de antigos egipcios usando péo
mofado para tratar infec¢des, o que pode ter levado a descoberta da penicilinaem 1928 (HARE,
1982). O Prémio Nobel de Medicina de 2015 foi compartilhado pela descoberta de duas dessas
terapéuticas baseadas em produtos naturais, a artemisinina e a ivermectina (SU; MILLER,
2015; CARY; PETERLIN, 2018).

O uso e a busca por medicamentos e suplementos alimentares derivados de plantas tém
se acelerado nos ultimos anos, pois, 0s produtos naturais possuem diversas atividades
bioldgicas relevantes para a saude humana, incluindo atividades antibidticas, antifingicas,
anticancerigenas, imunossupressoras, anti-inflamatdrias e inibidoras de biofilme (PHAM et al.,
2019).

OEs tém se destacado entre os produtos naturais utilizados em todo o mundo. Assim,
grandes quantidades de O6leos essenciais sdo produzidas globalmente para abastecer as
industrias de fragrancias e sabores, cosméticos, bem como fitoterapicos e aromaterapia
(BASER; DEMIRCI, 2007, SHARMEEN et al., 2021). O mercado de OEs também tem sido
liderado pelo crescimento da demanda por produtos higiénicos organicos e naturais, devido a
crescente conscientizacdo sobre problemas de salde entre os consumidores (BARBIERI;
BORSOTTO, 2018). Globalmente, a industria de 6leos essenciais (OEs) gera bilhdes de ddlares
de receita anualmente. Portanto, mais atencdo tem sido dada recentemente a este setor, como
um recurso natural priméario para fitoquimicos (BASER; BUCHBAUER, 2015; SHAHIN;
ALYAFEI; JALEEL, 2021).

OEs, derivados de plantas aromaéticas, sdo liquidos oleosos volateis compostos
principalmente por terpenoides e acidos fenolicos (DA SILVA et al., 2021). Eles tém sido
usados desde a antiguidade em diferentes culturas devido as suas propriedades
bioativas. Algumas das propriedades mais relatadas dos OEs sdo: antibacteriana (NAZZARO
et al., 2013), antifungica (D'AGOSTINO et al., 2019), antiviral (MA; YAO, 2020) e
antioxidante (LEYVA-LOPEZ et al., 2017), principalmente devido ao rompimento de
membranas bacterianas e fungicas e envelopes virais (BOHME et al., 2014).

Neste contexto um 0Oleo que merecem destaque é 0 Patchouli (“Guanghuoxiang”) ou
cientificamente conhecido como Pogostemon cablin Benth, pertencente a familia Lamiaceae.
Véarios compostos bioativos foram identificados no Patchouli, incluindo terpenoides,

fitoesterois, flavonoides, 4&cidos organicos, ligninas, glicosideos, alcoois, pirona e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8340037/#B15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8340037/#B36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8340037/#B16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8340037/#B31
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8340037/#B30
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8340037/#B9
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aldeidos. Entre 0os numerosos compostos, 0 alcool de Patchouli, B-patchouleno, epoxido de
patchouleno, pogostone e pachypodol séo de grande importancia. Os impactos farmacoldgicos
desses compostos incluem efeito anti-Glcera péptica, efeito antimicrobiano, efeito antioxidante,
efeito anti-inflamatério, e outros (JUNREN et al., 2021). Patchouli € uma importante erva
medicinal com grande potencial de mercado na industria de fragrancias; é também o ingrediente
principal em vérios medicamentos patenteados chineses (LIU et al., 2014).

Portanto, diante da existéncia de poucos estudos envolvendo o Oleo essencial de
Patchouli torna-se necessario mais avaliacdes ndo clinicas das atividades farmacoldgicas e

toxicologicas desse produto natural.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar as atividades antifingica e citotdxica do 6leo essencial de Patchouli (Pogostemon
cablin Benth).

2.2 Objetivos Especificos
Determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do 6leo essencial de Patchouli contra
cepas do género Candida.
Identificar a Concentragdo fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial de Patchouli contra
cepas do género Candida.
Ivestigar o mecanismo de acédo antifugico do dleo essencial de Patchouli contra cepas do género
Candida.
Avaliar a associacdo do 6leo essencial de Patchouli a antiflgicos sintéticos contra cepas do
género Candida.
Identificar a atividade antihemolitica do 6leo esséncial de Patchouli em células sanguineas
humanas.
Avaliar a citotoxicidade do 6leo essencial de Patchouli frente as células sanguineas do tipo A,
B e O humanas.



17

Fundamentacdo Teodrica
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3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Aspectos gerais da candidiase

A incidéncia de infecc¢des causadas por Candida tem aumentado em todo o mundo, com
taxas de mortalidade superiores a 70% em certas populacdes de pacientes. C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei sdo responsaveis por mais de 90% das
infeccBes por Candida (SINGH; TOTH; GACSER, 2020).

C. albicans é o patogeno fungico de humanos mais clinicamente relevante, devido em
grande parte a ser um comensal residente dos nichos oral, dérmico, gastrointestinal e genital
(CALDERONE, 2011). O uso em excesso de esteroides ou antibidticos, imunossupressao e
disturbios autoimunes aumentam o risco de infec¢fes mucosas e sistémicas por C. albicans que
mais comumente resultam do crescimento excessivo da flora normal do paciente (ZHENG et
al., 2020; MISHRA; FORCHE; ANDERSON, 2021).

O impacto dos fungos na saude humana € amplificado pelo fato de que apenas trés
classes de medicamentos antifingicos estdo disponiveis para tratar infeccGes fungicas
sistémicas. Estes incluem os az6is que tém como alvo a biossintese do ergosterol, as
equinocandinas que inibem a biossintese da parede celular fungica e os polienos que se ligam
ao ergosterol na membrana celular fingica levando a lise celular (PERFECT, 2017; ROBBINS
et al., 2017). Nosso limitado arsenal de antifingicos estd ainda mais ameacado pelo
desenvolvimento de cepas de fungos multirresistentes e o surgimento de patdgenos
intrinsecamente resistentes, veja a Fig. 1(REVIE et al., 2018).

Espectro antiflngico, tolerabilidade e toxicidade sdo os desafios para langar novos
medicamentos. Embora a anfotericina B tenha se tornado o tratamento padrdo para infecgdes
fangicas graves por mais de 40 anos, os efeitos adversos relacionados a infusdo e a
nefrotoxicidade limitante da dose levaram a busca continua de alternativas igualmente eficazes,
mas menos toxicas, que pudessem ser administradas por via intravenosa e oral. Portanto,
embora um progresso consideravel tenha sido alcancado desde o inicio da terapia antifingica
sistémica na década de 1950, o atual arsenal antifingico esta longe de ser perfeito (LEWIS,
2011).

Figura 1 — Mecanismo de resisténcia a antiflingicos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6135714/#R7
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087184519301975?via%3Dihub#f0005
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Fonte: (HOKKEN et al., 2019).

Diante desta premissa surge grande necessidade de desenvolvimento de novos farmacos
com maior eficicia e seguranca, e nesta légica, voltam-se os olhares para os fitoterapicos como
um meio alternativo de tratamento. As vantagens dos fitoterapicos frente aos medicamentos
sintéticos esta na grande variedade molecular, visto que inUmeros compostos derivados de
plantas medicinais tém sido utilizados como protétipos para a semi-sintese de novos farmacos
antimicrobianos, menos toxicos e mais eficientes, o que proporciona um campo vasto para
descobertas de novos farmacos para o tratamento de casos de candidiase (ANDRADE et al.,
2012; PIMENTA et al., 2019; BARBOSA-FILHO et al., 2007).

Atualmente, os poucos antifungicos presente no mercado ainda sdo a principal escolha
para tratar infecgdes por Candida.No entanto, cada vez mais as cepas do género Candida estdo
se tornando resistentes aos medicamentos (CHOWDHARY et al., 2017). Sendo necessario
assim, o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas como as baseadas em produtos
naturais oriundas de plantas medicinais.

3.2  Uso terapéutico de plantas medicinais
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As plantas formam um rico arsenal de produtos quimicos, organicos e inorganicos, com
diferentes potenciais para explora¢éo pelo homem. Muitas vezes s&o utilizadas como terapia
complementar a tratamentos instituidos, por influéncia de praticas milenares ou por indicacdo
de familiares/pessoas proximas ao longo de geracées (MACHADO et al., 2014; JUTTE et al.,
2017; PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021).

Os “medicamentos tradicionais ou fitoterdpicos” sdo aqueles originarios de fontes
vegetais e geralmente considerados seguros na dosagem de mistura, com base em seu uso
histérico em varias culturas (UZODIMMA, 2013). Assim, as plantas continuam sendo a fonte
primaria natural mais abundante de drogas ativas e sdo inestimaveis no tratamento etnomedico
de diversas doengas (OLASEHINDE et al., 2016; UGBOKO et al., 2020). Elas sdo geralmente
fontes de varios fitoquimicos, alguns dos quais geralmente sdo responsaveis por suas atividades
biolégicas (UGBOKAO et al., 2020).

Desde os primdrdios da descoberta de medicamentos, constituintes quimicos isolados
de fontes naturais tém sido explorados como fonte de novas terapias. Estatisticamente, cerca de
50% das novas entidades quimicas sdo obtidas de produtos naturais ou analogos de produtos
naturais (FROS et al., 2010; KOEHN; CARTER, 2005; OLIVEIRA et al., 2017). A aplicacéo
de medicamentos derivados de produtos naturais trouxe uma enorme contribuicao para a salude
humana, por exemplo, a penicilina para o tratamento de doencas bacterianas infecciosas (
RAMMELKAMP; KEEFER, 1943), aestreptomicina para o tratamento a longo prazo
da tuberculose (ERTLI et al., 1980), 0 significativo anti-
inflamatdrio glicosideo monoterpeno derivado de plantas, paeoniflorina (ZHANG et al., 2008),
0 composto anti-HIV derivado de plantas medicinais, patenteiflorina A(figura 2), ( ZHANG et
al., 2017), a ciclosporina , que possui efeitos imunomoduladores (KAHAN, 1989), lovastatina ,
que possui funcédo hipolipidémica (ROSENSON; TANGNEY, 1998) e ecteinascidina-743, que
possui atividade antitumoral (GROSSO et al., 2007; HUANG et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/penicillin-derivative
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/streptomycin
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/tuberculosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glycoside
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glycoside
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/paeoniflorin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cyclosporine
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lovastatin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hypolipemia
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Figura 2 - A estrutura quimica da paeoniflorina e a planta medicinal
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Fonte: (ZHOU et al., 2020).

Paeoniflorgenin

A maioria das plantas encontraram aplicacdo na ethomedicina foram documentadas com
base em suas atividades promissoras contra multiplos microrganismos causadores de doencas
(CHIKEZIE; IBEGBULEM; MBAGWU, 2015). A necessidade urgente de novos produtos
farmacéuticos para o tratamento do cancer, HIV e outras doencas, exige uma exploracdo
vigorosa de todas as abordagens para a descoberta de medicamentos, e é claro que a natureza
desempenhou e continuara a desempenhar, um papel vital neste processo (CRAGG,;
NEWMAN, 2013).

3.3 Potencial terapéutico dos 6leos essenciais
Dentre os produtos naturais bastante estudados na literatura destacam-se os OEs, que
sdo liquidos, volateis, limpidos e raramente coloridos; pode ser lipossoluvel e soluvel em
solventes organicos; e geralmente apresentam densidades inferiores a da dgua (DHIFI et al.,
2016).

Em geral, os OEs s&o misturas complexas de compostos volateis que estdo presentes em

plantas aromaticas (DIMA; DIMA, 2015). Esses compostos podem ser isolados de partes
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anatdmicas distintas das plantas principalmente por destilacdo e prensagem (figura 3) (FRANZ;
NOVAK, 2015). Os principais componentes dos OEs sdo os terpenos, mas os aldeidos, alcoois
e ésteres também estdo presentes como componentes menores (ZUZARTE; SALGUEIRO,
2015). Os OEs sdo sintetizados pelas plantas para se protegerem de pragas e microrganismos,
para atrair insetos polinizadores e para processos de sinalizacdo, mas estudos recentes
demonstraram que os OEs podem ter efeitos benéficos na satide humana (LENARDAO et al.,
2016; LEYVA-LOPEZ et al., 2017).

Figura 3 - Destilacdo para obtencéo do 6leo essencial
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Fonte: (DAVY BERNARDINO, 2016).

Os OEs tém sido amplamente estudados devido as suas propriedades
antipatogénicas. Numerosas pesquisas in vitro e in vivo foram realizadas para avaliar as
atividades antibacterianas, antivirais e antifungicas potenciais dos OEs (RODRIGUEZ-
GARCIA et al, 2016; ADAME-GALLEGOS; ANDRADE-OCHOA; NEVAREZ-
MOORILLON, 2016). Esse tipo de estudo € de grande importancia devido ao surgimento de
cepas resistentes a antibidticos, ao aumento da populagdo com menor imunidade e ao aumento
da incidéncia de infecgdes associadas a biofilmes resistentes a medicamentos (ADAME-
GALLEGOS; ANDRADE-OCHOA; NEVAREZ-MOORILLON, 2016; LEYVA-LOPEZ et
al., 2017).

A industria de OE desenvolveu-se em um mercado altamente ativo e bem-sucedido na
ultima decada. As pessoas estdo usando regularmente produtos contendo OEs, incluindo

aromatizantes de alimentos, sabonetes, lo¢des, xampus, produtos para penteados, colonia e
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detergentes para a roupa (DE GROOT; SCHMIDT, 2016). Elas parecem considerar os 6leos
essenciais como alternativas seguras as formas farmacoldgicas de tratamento mais invasivas
devido ao conceito de que sdo mais “naturais”. No entanto, devido a diversidade biolégica dos
OEs, percebe-se ha necessidade de mais pesquisas. Isso deixa os potenciais efeitos benéficos
e/ou adversos pouco claros, tornando-se necessaria a investigacdo desses oOleos a fim de
verificar seus verdadeiros efeitos na saide humana (RAMSEY et al., 2020).

3.4 Oleo essencial de patchouli( Pogostemon cablin benth)

Pogostemon cablin Benth., também conhecido como Patchouli, ou “Guanghuoxiang”
na medicina tradicional chinesa (MTC), é um membro da familia Lamiaceae de plantas com
flores, sendo uma importante planta aromatica nativa do sudeste da Asia e agora amplamente
cultivada em muitas regibes tropicais e subtropicais, incluindo China, Indonésia, Filipinas
e Tailandia (XIE et al., 2017). E também tem sido usado para tratar resfriados, nduseas, febre,
dor de cabeca e diarreia (JUNREN et al., 2021).

Figura 4 - Planta do Pogostemon cablin Benth

Fonte: (DO TERRA, 2022)
Patchouli também é conhecido como patchouly, tamala patra em sanscrito, patcholi em

hindi, patche tene em Kannada, pacchilai em tamil, patchilla em
malaiala, patchapanou patcha em Marathi e guang hou xiang em chinés, nilam na Maléasia e
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Indonésia, phimsen na Tailandia. Morfologicamente, o Patchouli € uma erva perene resistente
adaptada as condicdes climaticas quentes e imidas. Cresce até 1 a 1,2 m de altura com um caule
ereto e folhas largas (0,85 polegadas). As margens das folhas sdo lobadas e abundantes pelos
estdo presentes em sua superficie dorsal (ANGADI; VASANTHAKUMAR, 1995; SWAMY;
SINNIAH, 2015).

O oleo de Patchouli tem caracteristicas unicas, incluindo um odor duradouro, lenhoso,
canforado e terroso (DONELIAN et al., 2009). E listado como geralmente considerado seguro
(GRAS) e, portanto, aprovado como aditivo alimentar natural pela Food and Drug
Administration dos EUA (MANOJ; MANOHAR; MURTHY, 2012). O 6leo extraido de todas
as partes aéreas do Patchouli consiste em alcool de Patchouli (PA) (55,7%), a-guaieno (13,1%),
a-bulneseno (11,1%) e outros compostos. No entanto, o 6leo das raizes consiste principalmente
em pogostone (70,2%), com PA compreendendo apenas 4% (VERMA et al., 2019). Em geral,
a PA é maior nas folhas e caules do que nas raizes. O contetdo de PA no éleo de Patchouli foi
analisado em varias outras literaturas 32,3% (PRAKASH; JOSHI; SHUKLA, 2007), 37,5-
51,0% (CHEN etal., 2014), 40,0% (ZHU et al.,2 003), 44,5% (KOCEVSKI et al., 2013) e 50,7—
54,3% (SINGH; SHARMA; RAMESH, 2002) e o os teores de PA variam de acordo com o
periodo de colheita, local de cultivo e condicdo experimental. No entanto, PA (C 15 H 26 O), um
sesquiterpeno triciclico, é considerado um dos principais componentes do 6leo de Patchouli e
um importante indicador para controle de qualidade (LEE et al., 2020).

Figura 5 - Estrutura quimica de alguns constituintes do leo essencial de Patchouli (Pogostemon cablin).
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Fonte: (JUNREN et al., 2021).

Além do dleo volatil, o Patchouli também contém uma variedade de componentes ndo
volateis com atividade biol6gica significativa. Até agora, mais de 50 compostos ndo volateis
foram descobertos e suas estruturas quimicas determinadas por varios métodos analiticos
(SWAMY:; SINNIAH, 2015). Esses compostos podem ser divididos em terpendides,
flavonoides, glicosideos, aldeidos, acidos organicos e ligninas de acordo com suas estruturas
quimicas (WANG et al., 2010; JUNREN et al., 2021).

Dada a sua natureza multicomponente, descobriu-se que o Patchouli promove inUmeras
atividades farmacoldgicas e demonstrou proteger contra inflamagdo, microorganismos,
tumores, envelhecimento, oxidacdo, analgésica, antiplaquetaria, antitrombotica, afrodisiaca,
antidepressiva, antimutagénica, antiemética, fibrinolitica e citotoxica (SWAMY; SINNIAH,
2015; JUNREN et al., 2021).
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Figura 6 - Algumas atividades farmacologia do 6leo essencial de Patchouli (Pogostemon cablin).
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Fonte: (JUNREN et al., 2021).

3.5 Toxicidade dos produtos a base de plantas medicinais

Os medicamentos fitoterapicos estdo se tornando cada vez mais populares com a
impressao de que causam menos efeitos colaterais em comparacdo com as drogas sintéticas; no
entanto, podem contribuir consideravelmente para incidentes de envenenamento agudos ou
crbnicos. A maioria desses casos sdo toxicidades insignificantes envolvendo a ingestdo
pediatrica de plantas medicinais em baixa quantidade (EKOR, 2014). Nos casos de intoxica¢oes
graves, os pacientes sdo adultos que consumiram erroneamente uma planta venenosa como
comestivel ou ingeriram a planta em relacdo as suas propriedades medicinais para terapia ou
propriedades tdxicas para fins ilegais (FARZAEI et al., 2020).

Existem varios casos de nefropatia com o uso de plantas medicinais chinesas especificas
(JHA et al., 2013). Por exemplo, Aristolochia fangchi, um fitoterapico chinés usado para perda
de peso, causou nefropatia e casos morbidos (FROBERG; IBRAHIM; FURBEE, 2007). Por
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outro lado, uma vez que as informagdes toxicoldgicas e antidotos de algumas ervas medicinais
ndo sdo disponiveis, a toxicidade das plantas merece maior atencéo. Portanto, ha preocupagdes
sobre a toxicologia das plantas medicinais e o impacto em humanos (FARZAEI et al., 2020).

A toxicidade apresentada por uma espécie vegetal pode ser dependente de fatores
relacionados as plantas e ao individuo. No primeiro caso, fatores como estocagem do material
vegetal, a dose utilizada, a forma de uso, as interacdes entre plantas medicinais utilizadas
conjuntamente (RATES, 2001) e, ainda, problemas relacionados a contaminacdo das plantas
por toxinas fungicas, pesticidas e metais pesados contribuem para a toxicidade da planta
(EFFERTH; KAINA, 2011; CAMPOS et al., 2016).

A avaliacdo de toxicidade inicialmente é baseada em testes de toxicidade in vitro. De
acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacéo (International Standard Organization), 1SO
10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade
de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos. A avaliacdo da citotoxicidade é um
exame bioldgico fundamental de teste de medicéo e triagem aplicado em células de tecido para
distinguir a taxa de proliferacdo celular, reproducdo, bem como os efeitos morfologicos de
substancias (TOLOSA; DONATO; GOMEZ-LECHON, 2015). Foi um método preliminar
crucial necessario para desenvolver drogas ou compostos de biomateriais e prever as doses
iniciais que sao capazes de tratar doencas sem afetar as células normais (HUSSEIN et al., 2016;
GOLA, 2019).

O metodo tradicional de teste baseado em animais é lento e caro. A baixa eficiéncia e o
alto custo geram um enorme acimulo de produtos quimicos existentes ndo testados e produtos
quimicos recém-inventados aguardando aprovacdo para entrar no mercado comercial. Por
ultimo, mas ndo menos importante, ha uma presséo social crescente em torno do uso ético de
animais de laboratério para beneficio humano (HARTUNG, 2010; ZHANG et al., 2018).

Embora os estudos de desfechos apicais em animais continuem sendo a abordagem de
teste de toxicidade predominante exigida por regulamentos governamentais, a abordagem de
toxicidade in vitro baseada em células ou organoides estd ganhando aceitacdo constante
(ATTENE-RAMOS et al., 2013; ZHANG et al., 2018).

Com base nessas informacdes, verifica-se a importancia da investigacéo da atividade
toxicoldgica dos 6leos essenciais, em especial a citotoxicidade do 6leo essencial Pogostemon
cablin Benth.



Metodologia
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4. METODOLOGIA

4.1 Area de estudo e localizagio de testes experimentais

A avaliacdo do potencial antifangica foi feita pelo Laboratorio de Pesquisa de atividade
Antibacteriana e Antifungica de Produtos Naturais e/ ou Sintéticos Bioativos, do Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal da Paraiba
coordenado pela Prof. Dra Edeltrudes de Oliveira Lima.

A pesquisa de citotoxicidade foi realizada no Laboratério de Bioquimica da Unidade
Académica de Ciéncias Bioldgicas (UACB) do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR)
da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) coordenado pelo Prof. Dr. Abrahdo Alves
de Oliveira Filho.

4.2 Produto a ser testado
O produto puro submetido aos ensaios bioldgicos foi a substancia codificada por : OE-
Pogostemon cablin Benth oriundo da industria Quinari localizado em Ponta Grossa-Parana.
Esse OE foi devidamente solubilizado em tween 80 a 0,02% e dimetil-sulfoxido (DMSO)

numa proporc¢ado de até 0,5% e completada com agua destilada esterilizada.

4.3 Avaliacdo da atividade antifungica

4.3.1 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios de avaliacdo da atividade biolégica foram o
Agar Sabouraud Dextrose (ASD), Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) (DIFCO
LABORATORIES/ USA/FRANCE) e RPMI 1640-L-glutamina sem bicarbonato (LGC
BIOTECNOLOGIA/BRASIL), os quais foram preparados segundo as descricdes dos
fabricantes.

4.3.2 Cepas fangicas
Para os ensaios de atividade bioldgica do OE, foram utilizadas as seguintes leveduras do género
Candida:

e Candida albicans (Ca ATCC 76485,CaLM -62,CaLM -106,CaLM-108e C
aLM-111);
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e Candida parapsilosis (C. p. ATCC 22019, C. p. LM - 02, C. p. LM - 04, C. p. LM —
09eC.p. LM -14).

Estas pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia, Laboratorio de Pesquisas:
Atividade Antibacteriana e Antifangica de Produtos Naturais e/ ou Sintéticos Bioativos
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba. Todas as cepas foram mantidas em ASD a temperatura de 4
°C. Foram utilizados para os ensaios, repiques de 24-48 horas em ASD, incubados a 35 + 2 °C.

4.3.3 Indculo
Para preparacdo do indculo, col6nias obtidas de culturas das cepas de Candida spp.
mantidas em ASD, foram suspensas em solucdo de NaCl 0,85% estéril e ajustadas de acordo
com o padrdo 0,5 de McFarland para primeiramente obter um indculo de10® UFC/mL e em
seguida diluida em solucéo salina numa proporc¢éo de 1:9, para enfim resultar numa suspenséo
flngica contendo 10° UFC/mL que foi utilizada nos ensaios (KONEMAN et al., 2008;
OSTROKY et al., 2008).

4.3.4 Determinacao da concentracap inibitoria minima(CIM)

Os ensaios de atividade antifingica foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland; Squires (1991), Hadacek; Greger (2000) e NCCLS/CLSI (2002). A determinacéo da
CIM do 6leo essencial sobre cepas de Candida foi realizada através da técnica da microdiluicao
em caldo em placa para cultura de células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96
pocos. Inicialmente, foram distribuidos 100 pL. de RPMI 1640 duplamente concentrado nos
orificios das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 uLL da emulsdo do 6leo essencial teste
duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por
meio de uma diluic&o seriada a uma razéo de dois, foi obtida concentragdes de 1024 pg/mL até
4 ng/mL. Por fim, foi adicionado 10 puL dos indculos de Candida spp. nas cavidades, onde cada
coluna da placa refere-se a uma cepa fangica, especificamente. Paralelamente, foi realizado o
controle do in6culo (RPMI 1640 + leveduras); e controle droga padrdo (RPMI 1640+ in6culo+
anfotericina B 100ug). As placas preparadas e assepticamente fechadas foram submetidas a
incubacdo numa temperatura de 35 + 2 °C por 24 - 48 horas. A CIM foi definida como a menor
nos orificios, quando em comparacao com seus controles. O resultado foi expresso pela média

aritmética das CIM’s obtidas no ensaio realizado em duplicata.
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A atividade antifangica do 6leo essencial foi interpretada e considerada como ativa ou
inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL= forte/6tima atividade; 600-1500
ng/mL=moderada atividade; > acima de 1500 pg/mL=fraca atividade ou OE inativo (HOLETZ
etal., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).

4.3.5 Determinacdo da concentracgdo fungicida minima (CFM)

Apos leitura da CIM, aliquotas de 10 uL do sobrenadante das cavidades onde foi
observada completa inibicdo do crescimento fungico (CIM, CIM x 2 e CIM x 4) nas placas de
microdilui¢do, foram subcultivadas em 100 pL de RPMI 1640 contidos em novas placas de
cultura de células. Posteriormente, as mesmas devidamente preparadas, foram incubadas a 35+
2 °C por 24-48 horas. A CFM foi considerada como a menor concentragdo em que ndo houve
crescimento de leveduras no meio de cultura. Os ensaios foram realizados em duplicata e o
resultado expresso pela média aritmética das CFM’s obtidas nos dois ensaios (NCUBE;

AFOLAYAN; OKOH, 2008).

4.3.6 Acdo do produto na parede celular fungica

Para investigar a acdo do OE na parede celular fungica foi realizado ensaio com sorbitol,
um protetor osmotico usado para estabilizar os protoplastos de fungos. Caso o OE atue de
alguma forma sob a parede celular do fungo, ele provocara lise de suas células quando na
auséncia de um estabilizador osmético, mas permitird seu crescimento na presenca desse
suporte osmatico. Dessa maneira, este ensaio compara as CIM do OE na auséncia e presenga
de sorbitol a 0,8 M.

A determinacdo da CIM do OE, na presenca do sorbitol (0,8M), foi realizada pelo
método de microdiluicdo, utilizando placas de microdiluicdo contendo 96 cavidades,
semelhante ao item 6., sendo este ensaio realizado com as cepas C. albicans ATCC 76485 e C.
albicans LM-62. Em uma coluna de duas placas distintas, foi adicionado em todos 0s 12 pocos
100 pL do meio liquido caldo Sabouraud dextrose - CSD previamente adicionado de sorbitol
0,8 M. Na coluna seguinte adicionou-se em todos 0s 12 pocos 100 pL de CSD sem sorbitol.
Posteriormente, 100 L da solucdo do OE de Pogostemon cablin Benth, na concentracdo de
1024pg/mL, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da coluna da placa a qual foi
determinado. Por meio de uma diluicdo seriada a uma raz&o de dois obteve-se concentragoes
de 512 até 1ug/mL dos OE - Pogostemon cablin Benth.

Por fim, foi adicionado 10 pL do indculo das espécies nas cavidades de ambas as placas,
onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa fungica (FROST et al., 1995).
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Um controle de micro-organismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 pL do
mesmo CSD e sorbitol (0,8 M) também duplamente concentrados, e 10 pL do inéculo de cada
espécie. Um controle de esterilidade também foi realizado, onde foi colocado 200 puL do CSD
em um orificio sem a suspensdo dos fungos. Também, foi realizado o mesmo procedimento
com um antifungico que atua em parede e outro que ndo atua em parede, para servirem de
controle dos resultados. As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35 °C por 48
horas e foi realizada a leitura (FROST et al., 1995; ZACCHINO, 2001).

4.3.7 Interagédo com o ergosterol

Muitos farmacos disponiveis para o uso clinico interagem diretamente com o ergosterol,
ocasionando a ruptura da membrana celular fingica e perda de conteudo intracelular. Para
determinar se o OE ou seus constituintes se ligam a esterdis da membrana fangica, a CIM destes
produtos para C. albicans foi determinada com e sem a adigdo de ergosterol. Se a atividade do
6leo essencial for causada pela ligagdo ao ergosterol, o ergosterol exdgeno impedira a ligacdo
com o ergosterol da membrana fungica e como consequiéncia, a CIM desse OE tende a aumentar
na presenca do ergosterol exdgeno em relacdo ao ensaio controle. Caso a CIM do OE permaneca
inalterada na presenca de diferentes concentracdes exdgenas de ergosterol, sugere-se que este
OE néo age ligando-se ao ergosterol da membrana. Da mesma forma, pode-se observar se este
comportamento € especifico para o ergosterol ou se ele acontece semelhantemente com
colesterol.

A determinacdo da CIM dos produtos (OE e anfotericina B) contra cepas de C. albicans
ATCC 76485 e C. albicans LM- 62, foi realizada por microdilui¢do, utilizando placas de
microdiluicdo contendo 96 cavidades, semelhante ao protocolo exposto no item 6. O meio de
cultura (CSD) utilizado na auséncia e na presenca de 400 pg/mL de ergosterol. Um controle de
micro-organismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 puL do mesmo CSD e ergosterol
nas mesmas concentracdes e 10 pL do in6culo de cada espécie. Um controle de esterilidade
também foi realizado, onde foi colocado 200 pL do CSD em um orificio sem a suspensdo dos
fungos. Por altimo, foi realizado 0 mesmo procedimento com o anfotericina B, cuja interacdo
com ergosterol ja é conhecida, para servir de controle positivo dos resultados. As placas foram
seladas e incubadas a 35°C por 24 - 48 horas e realizou-se a leitura (ESCALANTE et al., 2008).

4.3.8 Avaliacdo da interferéncia do 6leo essencial de patchouli (Pogostemon cablin

Benth) sobre a resisténcia aos antifangicos licenciados( ensaio de modulagéo).
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Para avaliar se 0 OE modularia a acdo da anfotericina B frente as cepas de C. albicans
ATCC 76485 e C. albicans 62 a CIM deste antifungico foram determinadas, pela técnica de
microdiluicdo, na auséncia e na presenca do OE em concentrac@es sub-inibitorias (CIM/8). Os
valores de CIM do antifungico foram entdo comparados na auséncia e presenca do OE CIM/8.
As placas foram incubadas durante 24 horas a 35-37 °C. Os testes foram realizados em triplicata
e o resultado expresso pela média geométrica dos resultados (COUTINHO et al., 2008;
ELIOPOULOS; MOELLERING, 1991).

4.4 Avaliagdo da atividade citotoxica do 6leo essencial de patchouli (Pogostemon cablin
Benth)

4.4.1 Posicionamento ético
Os eritrocitos humanos referentes aos tipos sanguineos A, B e O foram oriundos de
doadores saudaveis. Para a realizacdo desse ensaio foi levado em consideracdo 0s aspectos
legais e éticos da pesquisa envolvendo humanos. O comité de ética em pesquisa da fundacéo
Francisco Mascarenhas/ faculdade integrada de Patos aprovou essa pesquisa, Protocolo de N
2.373.249.

4.4.2 Eritrocito humanos
Amostras de sangue intravenoso de voluntarios adultos saudaveis (25-30 anos)
coletadas em frascos de EDTA foram diluidas com solucdo salina normal (0,9% NaCl) e
centrifugadas a 1000 rpm por 10 min. Este procedimento foi repetido duas vezes e finalmente
o0 sedimento RBC (Red Blood Cell) foi recolhido e diluido com solugdo salina para ter uma
densidade celular de 2x104 células / mL (VERMA; RAVAL, 1991).

4.4.3 AvaliacOes da atividade hemolitica do 6leo essencial de patchouli (Pogostemon
cablin Benth)

Amostras de sangue humano A, B e O foram misturadas com NaCl 0,9 % na proporcao
de 1:30 e centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos para obtencdo dos eritrocitos. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes e, o sedimento da Ultima centrifugacdo
ressuspenso em NaCl 0,9% para obter uma suspensao a 0,5% livre de componentes da série

branca e plaquetas. Foi adicionado o 0leo essencial Pogostemon cablin Benth a 2 mL da
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suspensdo de hemécias nas diferentes concentracdes (50, 100, 500 e 1000 pg/mL). Foi realizado
0 controle negativo (suspenséo de eritrocitos sem adi¢do dos produtos - 0 % de hemolise) e o
controle positivo (suspensdo de eritrocitos acrescida de Triton X-100 a 1% - 100 % de
hemolise). Ap0s isso, as amostras foram incubadas por 1 hora a 22 + 2 °C sob agitacdo lenta e
constante. Decorrido este tempo as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos
e a hemolise quantificada por espectrofotometria em comprimento de onda de 540 nm
(RANGEL et al., 1997). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados

expressos como uma porcentagem que representa a media aritmética de trés medidas.

4.4.4 Avaliacdo da atividade anti-hemolitica do 6leo essencial de patchouli
(Pogostemon cablin Benth)

A avaliacdo da fragilidade osmética dos eritrdcitos humanos foi realizada com uma
suspensdo de eritrécitos a 0,5%. As solugdes contendo concentracdes diferentes (50, 100, 500
e 1000 pg/mL) do oleo essencial Pogostemon cablin Benth, foram incubadas em tubos
contendo 2 mL de uma suspensao de eritrécitos por 1h a 22 + 2 °C. Decorrido este tempo, as
preparagOes foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado.

Os eritrocitos foram ressuspensos em solucdo hipotdnica de cloreto de sédio 0,24% e
agitadas a 100 rpm, por uma hora a 22+2 °C. Apo6s este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e a hemolise foi quantificada por espectrofotometria
em comprimento de onda de 540 nm (DACIE; LEWIS, 2001). Foi realizado o controle negativo
(suspensdo de eritrocitos sem adicdo do 6leo essencial Pogostemon cablin Benth - 0 % de
hemolise) e o controle positivo (suspensao de eritrdcitos acrescida da solugdo hipotonica - 100
% de hemolise). Os testes foram realizados em triplicata. Os resultados expressos como uma

porcentagem que representa a média aritmética de trés medidas.

4.5 Analise estatistica
Os experimentos foram realizados em triplicata e 0s resultados expressos em
porcentagens representando a média aritmética = erro padrdo da média. Os dados foram
analisados por meio da Andlise de Variancia (ANOVA) One-way e do teste post-hoc de
Bonferroni, utilizando o software graphpad prism 7.0. As diferencas foram consideradas
significativas quando p < 0,05.
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Resultados e Discussdo
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em meio liquido foi testada e determinada
para o0 6leo essencial de Pogostemon cablin Benth nas diferentes concentracdes sugeridas na
metodologia e determinada pela concentracdo mais baixa capaz de inibir visualmente. Os
resultados dos ensaios da avaliacdo da atividade antiflngica do dleo essencial de Patchouli
(Pogostemon cablin Benth) contra cepas de C. parapsilosis e C. albicans encontram-se a seguir.

Observou-se que para C. parapsilosis todas as cepas clinicas testadas foram sensiveis
ao Oleo essencial de Pogostemon cablin Benth apresentando uma CIM de 8 pg/mL para maioria

das cepas, como mostra tabela 1.

Com relacdo a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial de
Pogostemon cablin Benth sobre sobre cepas de Candida parapsilosis observou-se que 0S

valores foram 8 pg/mL para maioria das cepas, mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados da avaliacdo da CIM (ug/mL) e da avaliacdo da Concentragdo Fungicida Minima CFM
(Hg/mL) do 6leo essencial de Pogostemon cablin sobre cepas de Candida parapsilosis.

Cepas fungicas OE de Pogostemon cablin Anfotericina B Controle da
(100pg) levedura
CIM CFM

C. p. ATCC | NI NI - +

22019

C.p.LM-02 |8 8 - +
C.p.LM-04 |8 8 - +
C.p.LM-09 8 8 - +
C.p.LM-14 |8 8 - +

(-) auséncia do crescimento de leveduras; (+) crescimento de leveduras; (NI) N&o identificado.

Semelhante a C. parapsilosis, todas as cepas clinicas de C. albicans testadas foram
sensiveis para o0 0leo essencial de Pogostemon cablin Benth apresentando a CIM variando entre
4 a 16 pg/mL para todas as cepas, mostrado na Tabela 2. Pode-se perceber que o dleo essencial
de Patchouli apresentou uma atividade contra cepas de Candida albicans superior comparando-

se a atividade frente as cepas C. parapsilosis.



37

Tabela 2 - Resultados da avaliacdo da CIM (ug/mL) e da Concentracdo Fungicida Minima CFM (ug/mL)do
6leo essencial de Pogostemon cablin sobre cepas de Candida albicans

Cepas fungicas OE de Pogostemon cablin Anfotericina B Controle da
(100pg) levedura
CIM CFM

C a ATCC |4 4 - +

76485

CalLM-62 4 4 - +
CalLM-106 4 4 - +
CalLM-108 4 4 - +
CalLM-111 16 16 - +

(-) auséncia do crescimento de leveduras; (+) crescimento de leveduras; (NI) N&o identificado.

Segundo Sartorato et al., (2004) a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais é
classificada como forte quando eles tém CIM de até 500 pg/mL, moderados para CIM de 600
a 1500 pg/mL e fraco para CIM acima de 1500 pg/mL. O 6leo essencial de Pogostemon cablin
Benth apresentou um efeito fungicida forte frente as todas as cepas, pois a CIM para o género
Candida foi menor que 500 pg/mL.

De acordo com Hafidh et al., (2011) para um composto ser considerado fungicida ou
fungistatico a Concentracao Fungicida Minima (CFM) deve ser igual ou duas vezes maior que
a CIM ou a CFM deve ser maior que o dobro da CIM. Analisando o resultado do CFM pode-
se observar que Pogostemon cablin possui atividade fungicida contra todas as cepas ja que a
CIM foi igual para CFM. Esse resultado corrobora com a literatura, em que se demonstrou a
atividade antifangica contra Candida albicans com valores de CIM de 300 a 500 uM do 6leo
Pogostemon cablin Benth (ZHOU et al., 2018).

Outros estudos que corroboram com a importancia desse OE e com os dados dessa
pesquisa, ttm-se: PIMENTA et al., (2019), ao avaliar a atividade antifngica do 6leo essencial
Pogostemon cablin Benth, observou atividade antifingica sobre cepa de C. Glabrata. Como
também, CAVALCANTE et al., (2018), testou a capacidade antifangica do 6leo de patchouli
contra as cepas de Candida tropicalis. O autor em questdo concluiu que o 6leo Pogostemon
cablin pode ser considerado um forte inibidor contra as cepas de Candida tropicalis, pois

apresentou uma CIM de 128 pg/ml.
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Além do mais, ALVES et al., (2019), demonstraram que o 6leo Pogostemon cablin tem
capacidade antifingica contra as cepas de Candida krusei, apresentando CIM e CFM de 32
ug/mL. Ja, ADHAVAN et al., (2017), demonstraram que 0 6leo de patchouli possui atividade
antimicrobiana contra microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, com CIM de 25
mg/mL contra isolados de Streptococcus mutans e 12,5 mg/mL contra Shigella flexneri e S.
aureus em estudos realizados em in vitro.

A atividade antifungica também foi demonstrada por AISYAH; YUNITA; AMANDA,
(2021), que relataram a combinacdo com o 6leo de citronela e o 6leo de Patchouli, resultando
na inibicdo mais efetiva do fungo Aspergillus niger em comparagdo com a nistatina, que é um
antifingico comercial e com efeito conhecido.

A parede celular fungica atua como uma barreira, conferindo rigidez e forca. E
composto por varias macromoléculas essenciais para a sobrevivéncia de fungos como [3-
glucana, quitina e outras proteinas e ¢ um importante alvo para agentes antifungicos
(LEE; KIM, 2016). Para avaliar a acdo na parede celular utilizou-se a técnica do sorbitol e
observou-se que mesmo nha presenca quanto na auséncia do sorbitol o dleo essencial
Pogostemon cablin apresentou 0 mesmo valor de CIM em ambas as situagdes, 0 mesmo perfil

foi observado quando analisados na presenca e na auséncia do ergosterol.

Tabela 3 - Efeito dos OE Pogostemon cablin sobre as cepas C. albicans ATCC 76485 e C. albicans LM- 62 na
auséncia e presenca do ergosterol 400ug/mL e sorbitol 0,8M.

Micro- CIM OE Pogostemon cablin CIM OE Pogostemon cablin
organismo
(Hg/mL) (Hg/mL)
Auséncia de Presenca de Auséncia do Presenca do
sorbitol sorbitol ergosterol ergosterol
C. albicans 512 512 512 512
ATCC 76485
(o albicans 256 256 64 64
LM-62

Como mostrado na Tabela 3, o OE de Pogostemon cablin Benth ndo teve alteracdo na

CIM tanto na presenca como na auséncia do sorbitol e ergosterol, demonstrando que o
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mecanismo de a¢do ndo envolve a parede celular e nem membrana plasmatica, sugerindo assim

a realizacdo de mais estudos para compreender 0 mecanismo de acao.

Outros mecanismos podem ser sugeridos pelos quais 0s 6leos essenciais podem atuar,
promovendo sua acdo antifingica, como: inibicdo da bomba de efluxo, a atuacdo sobre a
membrana das mitocondrias fungicas, inibicdo do desenvolvimento do biofilme, da

sintese/producdo de micotoxinas, entre outros (NAZZARO et al., 2017).

Outra hipotese a ser analisada, é a resisténcia das cepas que resulta na reducdo da
sensibilidade a certos compostos e é causada por um ajuste hereditario do fungo a esse
composto. Isso ocorre normalmente devido a mutacGes genéticas Unicas ou multiplas. A
resisténcia aos fungicidas pode ser devido a varios procedimentos (FLUIT; VISSER;
SCHMITZ, 2001), incluindo (a) reducdo da ligacdo fungicida devido a alteracdo do sitio alvo,
(b) superexpressdo da proteina alvo, (c) absor¢éo reduzida do fungicida devido para bomba de
efluxo removendo compostos toxicos, e (d) degradacdo metabdlica do fungicida através da
desintoxicacdo (SANCHEZ-TORRES, 2021).

Também se avaliou a combinacao do 6leo essencial de Patchouli (Pogostemon cablin

Benth) com o farmaco padréo, anfotericina B, mostrado na tabela 4.

Tabela 4 - Modulagdo da agdo do antifngico na sua CIM pelo Pogostemon cablin na CIM/8 frente cepas de C.
albicans.

Micro-organismo Anfotericina B CIM (pg/mL)
Sozinho Associado ao
6leo (CIM/8)
C. albicans ATCC 76485 0,5 0,5
C. albicans LM-62 2 0,5

Alguns trabalhos relataram a combinacdo de diferentes agentes antifingicos ou de
produtos naturais e drogas padréo na reducao de seus valores de CIM (FARIA et al., 2011; LIU
etal., 2014).

Com a realizacdo desse trabalho, pode-se observar que os dois tipos de cepas do género
Candida exposto a combinagdo do OE e o fa&rmaco padréo obtiveram como valor de CIM 0,5,

dando énfase para a cepa clinica C. albicans LM-62, mostrado na tabela 4.
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O efeito sinérgico foi evidenciado ao associar a anfotericina B com o dleo essencial de
Patchouli (Pogostemon cablin Benth) pela redugéo do CIM, de acordo com LEWIS et al., 2002.
Logo, uma interacao sinérgica é observada quando a capacidade de matar do primeiro agente é
aumentada por uma concentracdo subinibitoria do segundo agente. Uma interacdo antagbnica
esta presente se o efeito antimicrobiano do primeiro componente for inibido pelo
segundo. Como um agente é usado em concentracdes subinibitorias, este ensaio ndo pode
distinguir interacGes aditivas (atividade combinada ¢ igual a soma das atividades individuais)
de interacGes indiferentes (SINGH et al., 2000).

A anfotericina B ¢ um agente crucial no tratamento de infec¢des fangicas sistémicas
graves. No entanto, seus efeitos colaterais e toxicidade bem conhecidos as vezes exigem a
descontinuacdo da terapia, apesar de uma infeccdo flngica sisttmica com risco de vida
(LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). Observando a tabela 4, o 6leo
essencial de Patchouli (Pogostemon cablin Benth) podera a vir ser utilizado em conjunto com
anfotericina B na pratica clinica e dessa forma diminuir a sua dose e consequentemente a
toxicidade presente nesse farmaco.

A importancia do sinergismo na pesquisa clinica é evidenciada em alguns estudos, FU et
al., (2007), observaram aumento dos efeitos antifingicos causados por combinacdes (1:5, 1:7 e
1:9) de Oleos essenciais de S. aromaticum (cravo) e R. officinalis contra C. albicans.

Logo, esse resultado € bastante significativo, pois o uso de terapia antifingica
combinada ao um OE para obter um efeito sinérgico podera ser uma opcao terapéutica. Ja que
tem se observado a necessidade de novos medicamentos antifingicos e das resisténcias cada
vez maior de cepas fangicas frente o repertério limitado de antifingicos comercializado (LEE
etal., 2021).

As substancias naturais/sintéticas com alto potencial citotdxico podem causar a morte
de células ou tecidos presentes na mucosa, gerar absorcao local e sistémica e/ou causar efeitos
danosos a saude do individuo (PITHON et al., 2011).

O efeito toxico produzido por determinadas substéncias candidatas a farmacos pode
estar diretamente relacionado a altas capacidades hemoliticas, uma vez que, as hemécias sao
facilmente sensibilizadas por certas substancias, promovendo lise e liberando hemoglobina
(SOUSA et al., 2021).

Os testes in vitro de citotoxicidade, utilizando os eritrdcitos, sdo frequentemente
realizados para rastrear e determinar a toxicidade de varios compostos (MARKOWICZ-
PIASECKA et al., 2018). Este perfil citotoxico avalia a interacdo direta de varios compostos

quimicos sob os eritrocitos. Ensaios hemoliticos sdo amplamente utilizados para examinar a
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toxicidade de um xenobidtico, principalmente para investigar efeitos diretos sobre a integridade
das membranas celulares (ARAGAO NETO et al., 2022).

Nesse estudo, utilizou-se o teste de citotoxicidade para avaliar o potencial toxico do 6leo
essencial de Patchouli contra células sanguineas humanas, visto que através desta analise pode
ser evidenciado possiveis efeitos danosos do 6leo essencial a membrana das células.

Rangel et al., (1997) classificaram através da hemdlise de eritrocitos diferentes niveis de
citotoxicidade celular onde: a percentagem de hemolise entre (0 a 40%) é considerado como
baixo, entre (40 a 80%) moderado e acima de (80%) considerado como alto.

Os resultados obtidos revelam uma similaridade entre o percentual de hemolise nos
diferentes tipos sanguineos testados, apresentaram baixa percentual de hemdlise < 40% as
concentragdes testadas de 50ug/mL e 100 pg/mL. No entanto, as concentracGes 500ug/mL e
1000 pg/mL demonstraram moderado efeito hemolitico com percentual variando entre 50% a

75% de hemolise, conforme pode ser visto nas figuras 7,8 € 9.

Figura 7 - Avaliacdo hemolitica do Patchouli em eritrécitos do tipo A. (C-) Controle negativo (suspenséao a
0,5%), (C+) Controle positivo (1% Triton X-100). P < 0.05, P < 0,01 e P <0.001 (***) versus controle positivo
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Figura 8 - Avaliacdo hemolitica do Patchouli em eritrécitos do tipo B. (C°) Controle negativo (suspenséao a
0,5%), (C*) Controle positivo (1% Triton X-100). P < 0.05, P < 0,01 e P < 0.001 (***) versus controle positivo
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Figura 9 - Avaliacdo hemolitica do Patchouli em eritrdcitos do tipo O. (C°) Controle negativo (suspenséo a
0,5%), (C*) Controle positivo (1% Triton X-100). P < 0.05, P < 0,01 e P < 0.001 (***) versus controle positivo
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Os 6leos essenciais sdo produtos aromaticos de metabolismo secundario das plantas. A
sua composicao possui diversas propriedades farmacologicas, grande parte em funcéo de sua
volatilidade (GAUTAM et al., 2014).

O oleo essencial de Pogostemon cablin Benth. (Patchouli) demonstra atividades

bioldgicas como: antimicrobiana, anti-inflamatéria, antifingica, cicatrizante, antisséptica,
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neuroprotetora, anti-influenza e anti-helmintica (SOBRAL et al., 2014). Quimicamente este
6leo essencial é caracterizado por apresentar compostos sesquiterpenos, onde o seu principal
componente é o Patchouli (RAMYA et al., 2013).

Estudos in vitro e in vivo tém mostrado resultados efetivos em diferente tipo de dleos
essenciais, das mais diversas espécies vegetais, contra cancer de boca, pulmao, mama, prostata,
figado, colon, cérebro e leucemias (GAUTAM et al., 2014). Segundo os resultados de Maeda
(2016), o vapor do 6leo essencial de Pogostemon cablin inibiu o crescimento de células
cancerigenas.

Em um segundo momento, foi realizado o teste anti-hemolitico para verificar o efeito
do 6leo essencial de Patchouli sobre a fragilidade osmética dos eritrcitos. Dessa forma, pode-
se observar divergéncia na forma de acdo da substancia frente aos diferentes grupos sanguineos.

O tipo A ndo demonstrou potencial anti-hemolitico em nenhuma concentracdo avaliada.
Os eritrdcitos do tipo B e O obtiveram hemolise moderada variando entre o percentual de 59%
a 75% nas concentracdes avaliadas de 500pg/mL e 1000 pg/mL, conforme pode ser visto nas
figuras 10,11 e 12.

Figura 10 - Avaliacdo anti-hemolitica do Patchouli em eritrécitos do tipo A. (C-) Controle negativo (suspenséo a
0,5%), (C+) Controle positivo (1% Triton X-100). P < 0.05, P < 0,01 (**) e P <0.001 (***) versus controle
positivo
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Figura 11 - Avaliacdo anti-hemolitica do Patchouli em eritrécitos do tipo B. (C°) Controle negativo (suspensao a
0,5%), (C*) Controle positivo (1% Triton X-100). P < 0.05, P < 0,01 (**) e P < 0.001 (***) versus controle
positivo
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Figura 12 - Avaliacéo anti-hemolitica do Patchouli em eritrdcitos do tipo O. (C) Controle negativo (suspenséo a
0,5%), (C*) Controle positivo (1% Triton X-100). P < 0.05, P < 0,01 e P < 0.001 (***) versus controle positivo
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O teste anti-hemolitico é considerado um importante teste de triagem na determinacao
da biocompatibilidade do composto. A caracteristica de estabilidade osmoética de uma

substancia atribui valor ao seu potencial de aplicacdo farmacoldgica. Uma vez que a hemolise
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libera os produtos contidos no interior dos eritrocitos, levando maior susceptibilidade das
células adjacentes sofrer impacto dos efeitos citotdxicos gerados por espécies reativas de
oxigénio, cujo nivel aumenta consideravelmente em virtude da liberacdo de ferro e

hemoglobina (PODSIEDLIK et al., 2020).
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6. CONCLUSAO

Neste estudo pode-se observar que o Oleo essencial de Pogostemon cablin Benth
apresentou um efeito fungicida forte frente as cepas de C. albicans e Candida parapsilosis. E
em relacdo a C. albicans, observou-se o efeito independe da acdo sobre a parede celular bem
como na membrana plasmatica e o OE apresenta efeito sinérgico quanto associado com o
farmaco padréo, anfotecina B.

Considerando os resultados obtidos no estudo in vitro de citotoxicidade no o¢leo
essencial de Patchouli, conclui-se que o produto de origem natural testado apresentou baixo
percentual de hemdlise para eritrocitos humanos do sistema ABO na concentragdo de 50 a 100
pg/mL. Além disso, demonstra moderado efeito anti-hemolitico nas concentragcdes de 500 a
1000 pg/mL para os tipos sanguineos B e O.

Diante disso, o 6leo essencial de Patchouli torna-se um possivel candidato promissor
para utilizacdo de suas propriedades bioativas em fitoterapicos. Todavia sdo necessarios estudos
auxiliares como toxicidade in vivo e farmacologico para melhor elucidar os mecanismos de

acdo deste composto.
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