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RESUMO
Introducédo: As opcdes terapéuticas disponiveis para 0 manejo de pacientes com
infecgbes fungicas, incluindo as que acometem a cavidade bucal, possuem
limitacdes relacionadas a efeitos adversos e a emergéncia de patdogenos
resistentes. Populacdes mais vulneraveis, como individuos hospitalizados ou
imunossuprimidos, sdo as mais afetadas por essas infeccbes. O avanco no
desenvolvimento de novos medicamentos eficazes e com menor toxicidade ao
hospedeiro sé@o cruciais para o tratamento de infecgbes fangicas. Objetivo:
Investigar o perfil fitoquimico, a atividade antifangica do 6leo essencial (OE) e
extrato etandlico bruto (EEB) obtidos de Eugenia luschnathiana e realizar a
caracterizagao toxicolégica inicial. Metodologia: Determinacéo do perfil fitoquimico
a partir do uso de Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrofotbmetro de
Massas (CG-EM) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de !H; determinacéo
da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Fungicida Minima
(CEM) sobre cepas referéncia (C. albicans ATCC 76645 e C. albicans ATCC 90028)
e isoladas clinicas de Candida de pacientes sob tratamento oncolégico; avaliagdo
dos potenciais mecanismos de acao; avaliacdo da atividade sobre biofilme fangico;
avaliacdo do efeito citotoxico sobre queratindcitos humanos da linhagem HaCat
pelo método MTT; determinacdo da letalidade para larvas de Artemia salina.
Resultados: Os compostos predominantes no 6leo essencial, identificados por
CG-EM, pertencem a classe dos sesquiterpenos, sendo [ -Cariofileno o composto
majoritario. No extrato etandlico bruto, o espectro de RMN de !H identificou
compostos alifaticos, osidos e aromaticos. A triagem fitoquimica evidenciou a
presenca de taninos e flavondides. A partir dos ensaios realizados, o OE, nas
concentracfes testadas, ndo apresentou atividade antifingica. O EEB mostrou
atividade fungicida, com CIM e CFM variando de 1,95 pg/mL a 3,90 pg/mL para
cepas testadas, com possivel mecanismo de acao nas estruturas da parede celular
fungica. Em baixa concentracdo (19.5 pg/mL), o EEB inibiu 62.78% do biofilme de
Candida albicans. O EEB apresentou uma inibicdo menor que 25% sobre os
queratinécitos em concentragbes menores que a CIMx20 (39 pg/mL) e
Concentragao Letal Média (CLso) para A. salina de 142,4 pg/mL. Conclusdes: O
EEB possui atividade antifungica forte, com acdo provavel sobre parede celular,
efeito sobre biofilme e perfil de toxicidade compativel para realizacdo de outras

investigacbes. Os dados obtidos com o presente estudo podem fomentar o



desenvolvimento de novos medicamentos antifungicos no tratamento da
candidiase com possiveis novos mecanismos de a¢do, ampliando o atual arsenal

de antifingicos.

Palavras-chave: Candidiase; Antiftingicos; Oleo essencial; Extrato vegetal;

Compostos fitoquimicos.



ABSTRACT

Introduction: The therapeutic options available for managing patients with fungal
infections, including those affecting the oral cavity, are limited by adverse effects
and the emergence of resistant pathogens. Vulnerable populations, such as
hospitalized or immunosuppressed individuals, are most affected by these
infections. Advances in developing new effective and less toxic medications are
crucial for treating fungal infections. Objective: To investigate the phytochemical
profile, antifungal activity of the essential oil (EO), and crude ethanolic extract (CEE)
obtained from Eugenia luschnathiana and perform toxicological characterization.
Methodology: Determination of the phytochemical profile wusing Gas
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) and 1H Nuclear Magnetic
Resonance (NMR); determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) against reference strains (C. albicans
ATCC 76645 e C. albicans ATCC 90028) and clinical isolates of Candida from
patients undergoing oncological treatment; evaluation of potential mechanisms of
action; evaluation of activity on fungal biofilm; evaluation of cytotoxic effect on
human keratinocytes of the HaCat lineage by the MTT method; determination of
lethality for Artemia salina larvae. Results: The predominant compounds in the
essential oil, identified by GC-MS, belong to the sesquiterpenes class, with B -
Cariofileno being the major compound. In the crude ethanolic extract, the 'H NMR
spectrum identified aliphatic, osidic, and aromatic compounds. A phytochemical
examination showed the presence of tannins and flavonoids. From the assays
conducted, the essential oil, at the tested concentrations, did not show antifungal
activity. The ethanolic extract showed fungicidal activity, with MIC and MFC ranging
from 1.95 pg/mL to 3.90 pg/mL for the tested strains, possibly acting on the
structures of the fungal cell wall. At a low concentration (19.5 pg/mL), the ethanolic
extract inhibited 62.78% of the biofilm of Candida albicans. The ethanolic extract
showed an inhibition of less than 25% on keratinocytes at concentrations lower than
the MICx20 (39 pug/mL) and an Lethal Concentration 50 (LCso) for A. salina of 142.4
pg/mL Conclusion: The CEE exhibited very strong antifungal activity, with a
probable action on the cell wall, effect on biofilm, and a toxicity profile compatible

with further investigations. The data obtained from this study may stimulate the



development of new antifungal medications for treating candidiasis with possible

new mechanisms of action, expanding the current arsenal of antifungals.

Keywords: Candidiasis; Antifungals agents; Oils, Volatile; Plant extracts;
Phytochemicals.
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1. INTRODUCAO

Organismos do reino Fungi sdo responsaveis pela infeccdo e morte de
aproximadamente 1,5 milhdes de pessoas anualmente. O aumento desse namero
nas Ultimas décadas se deve a crescente quantidade da populagéo idosa e de
pacientes imunocomprometidos, como pacientes com cancer, transplantados e
HIV*. Entre os principais agentes etiologicos de infec¢des fungicas em pacientes
com o sistema imunolégico comprometido, estdo os fungos do género Candida,
como C. albicans, espécie predominante (Lee et al.,, 2020). Outras espécies
emergentes, como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e C.
guilliermondii sdo frequentemente associadas. A mortalidade associada a espécies
Candida varia de 46 a 75%, sendo caracterizada pelo Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos como uma séria ameaca a saude
humana (Chowdhary et al., 2023; Rai et al., 2022).

C. albicans é responsavel por colonizar a microbiota humana de forma
simbionte e esta presente no trato gastrointestinal e reprodutivo de grande parte
dos individuos saudaveis. Esse microrganismo, usualmente comensal, tem seu
crescimento favorecido devido a fatores locais (proteses dentarias e ma higiene
oral) e sistémicos (anemia, diabetes descompensada, terapias sistémicas
prolongadas, uso de antibidticos de largo espectro e imunodeficiéncias) que levam
a uma disbiose (Contaldo et al., 2023; Vila et al., 2020). Nesse contexto, a
candidiase oral, uma infeccdo flngica oportunista, manifesta-se de forma
superficial e normalmente leve na mucosa.

Clinicamente, a candidiase oral pode se apresentar em diversos sitios orais
na forma aguda, bem como associada a sindromes de candidiase mucocutaneas
cronicas. Essas manifestacbes podem levar ao desconforto, formacéo de placas
pseudomembranosas, ardéncia bucal e alteracdo de paladar, caracteristicas estas
que tém impacto direto na qualidade de vida e nutricdo da populagéo afetada, bem
como na recuperacéao de pacientes hospitalizados (Monsen et al., 2023; Vila et al.,
2020). A correta nutricdo é um fator vital para recuperacdo de pacientes
imunocomprometidos, em especial das pessoas com cancer, que sao
constantemente submetidas a radioterapias e quimioterapias. Além disso, devido
ao risco de disseminacdo para mucosa adjacente (trato respiratorio superior,

esbfago, sangue e sistema nervoso), que pode resultar em uma infeccéo sistémica
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fatal, esses pacientes se encontram em uma posicédo de alta vulnerabilidade. O
manejo da candidiase oral, infec¢cdo com taxa crescente de morbidade, é, entéo,
imprescindivel para manutencdo da qualidade de vida da populagéo,
especialmente de pacientes imunodeficientes (Rai et al., 2022; Ramirez-Carmona
et al., 2023).

O tratamento com antifingicos convencionais, no entanto, tem se tornado
ineficiente no combate de doencas infecciosas devido ao uso indiscriminado e
prolongado do restrito arsenal disponivel, sendo suas principais classes 0s
polienos, azoéis e equinocandinas. As terapias medicamentosas adotadas para
candidiase oral envolvem primariamente opc¢des topicas (nistatina e miconazol) e
sistémicas (fluconazol e itraconazol), a depender da gravidade da infec¢ao (Pristov
et al., 2019; Rai et al., 2022). O sucesso do tratamento esté relacionado, além da
terapéutica medicamentosa, a remocao da causa local ou sistémica. Caso néo seja
possivel, a candidiase oral pode apresentar recidiva e levar a um ciclo de
cronificagcdo e de resisténcia medicamentosa, resultando em um quadro de maior
agressividade e com disseminagéao sistémica (Contaldo et al., 2023).

Ressalta-se, entdo, a necessidade da descoberta de novos antifingicos
com maior eficacia e diferentes mecanismos de acao para realizar o correto manejo
do paciente (Alves et al., 2021). Nesse sentido, 0 uso de produtos naturais tem sido
considerado como promissor para 0 desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos, especialmente para o tratamento da candidiase oral. (de Souza-Melo
et al., 2021; Ferreira et al., 2015).

O género Eugenia, um dos principais representantes da familia Myrtaceae,
€ descrito na literatura por possuir plantas com atividade farmacolégica
antioxidante, antibacteriana, antidiarreica, antifingica, anti-inflamatéria e
antipirética, sendo o potencial antifingico bem documentado. Entre as plantas
dessa familia esta a Eugenia luschnathiana (O. Berg) Klotzsch ex BD. Jacks,
conhecida popularmente como “pitomba-da-bahia” e presente em diversos estados
do nordeste brasileiro (Sardi et al., 2017; Henriques et al., 2021). Estudo prévio
indica que um extrato/6leo essencial de E. luschnathiana apresenta atividade sobre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Araujo, 2018). Dados néo publicados,
obtidos previamente pelo nosso grupo de pesquisa, demonstraram que o extrato
de E. luschnathiana apresentou baixos valores de concentragBes inibitorias

minimas para cepas de Candida albicans. Esses resultados sustentam a hipotese
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de que o 6leo essencial e o0 extrato etandlico bruto obtidos de E. luschnathiana
apresentaram atividade antifingica sobre cepas padréo e isolados clinicos de
Candida obtidas de cavidade bucal de individuos sob tratamento oncolégico.
Ainda que a atividade antimicrobiana de diversas espécies do género
Eugenia sejam descritos na literatura, estudos sobre atividades bioldgicas de E.
luschnathiana sdo escassos. Dessa forma, o presente artigo tem como proposta
determinar as caracteristicas fitoquimicas do 6leo essencial e do extrato etandlico
bruto das folhas de E. luschnathiana, investigar sua atividade antifangica, incluindo
possivel mecanismo de acado e efeito sobre biofilme, frente a cepas de referéncia
de Candida spp. e isolados clinicos de pacientes sob tratamento oncolégico, bem

como determinar parametros de toxicidade.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1CANDIDIASE ORAL

Fungos do género Candida colonizam de forma simbionte a microbiota oral
de 30-55% de adultos saudaveis. Alguns fatores locais e sistémicos, como uso de
préteses dentarias, uso de corticoides, imunodeficiéncia e diabetes podem levar a
uma situacdo de desequilibrio da microbiota e a um consequente crescimento
exacerbado dessas espécies. Esse cenério indica uma transigdo de microrganismo
comensal a patogénico (MILLSOP e FAZEL, 2016). Nesse sentido, a candidiase
oral se configura como uma infec¢éo fangica muito comum na populacédo. (VILA et
al., 2020). A levedura dimorfica Candida albicans representa o principal agente
etiolégico associado a candidiase oral, sendo caracterizado como o mais
patogénico. A epidemiologia dessa infeccdo, no entanto, apresentou recentes
modificacdes em decorréncia da crescente resisténcia desses microrganismos aos
medicamentos antifungicos. Assim, fungos de outras espécies, como C. tropicalis,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis e C. guilliermondii podem
estar associadas a candidiase oral, indicando uma complicacdo no tratamento do
paciente (Marquez et al., 2020; Quindos et al., 2019).

A progressao fisiopatoldgica da candidiase oral depende tanto de fatores
de viruléncia da Candida spp., quanto de fatores atrelados ao hospedeiro,
envolvendo principalmente as condig6es clinicas do paciente. Uma vez aderida a
superficie, a C. albicans pode mudar sua morfologia para forma de hifa, que facilita
sua penetracdo no epitélio. Essa mudanca ocorre, principalmente, devido a
variacdo da microbiota, que leva ao estimulo dos mecanismos de viruléncia (Vila et
al., 2020). Outros fatores de viruléncia que conferem a capacidade de colonizar e
invadir hospedeiros sdo: expressao de adesinas e invasinas, capacidade de
danificar células hospedeiras, tigmotropismo, secrecdo de enzimas hidroliticas e
formacao de biofiimes. Uma vez formado biofilme (comunidades microbianas
estruturadas, envoltas em uma matriz extracelular e aderidas a uma superficie),
ocorre um aumento na expressao dos fatores de viruléncia da Candida e,
consequentemente, sua susceptibilidade aos tratamentos padrdes diminui (de
Barros et al., 2020).

Essa infeccdo pode ser classificada clinicamente em aguda e crbnica. A

forma aguda pode ser dividida em eritematosa e pseudomembranosa. A candidiase
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cronica inclui doencas associadas a Candida, tais como estomatite protética,
queilite angular, glossite romboide mediana, candidiase hiperplasica crbnica e
candidiase multifocal (QUINDOS et al., 2019). A candidiase pseudomembranosa
aguda se apresenta comumente na cavidade oral como placas multifocais branco-
amareladas. Estas conseguem ser removidas gentilmente por raspagem, expondo
a base erosiva e avermelhada. Enquanto isso, a candidiase eritematosa se
apresenta de forma dolorosa, com manchas vermelhas na cavidade oral. Ambas
podem levar a dificuldade de degluticdo e nutricdo (Vila et al., 2020).

Preconiza-se como terapia medicamentosa para o0 tratamento da
candidiase oral, em casos de infec¢cbes brandas, op¢des topicas, como a nistatina
e 0 miconazol. Em situacBes mais invasivas, como no caso da candidiase
orofaringea, recomenda-se o uso de opc¢des sistémicas, como o fluconazol ou
itraconazol (Borges et al., 2021).

Os antifungicos sao categorizados em polienos, azois e equinocandinas e
atuam de formas distintas sobre as cepas fangicas. As membranas plasmaticas
fungicas possuem similaridades com as células dos mamiferos, porém, ao invés de
colesterol, possuem ergosterol (esterol ndo polar) como seu principal componente.
A via de biossintese do ergosterol é diversa e complexa, envolvendo diversas
enzimas. Assim, véarios medicamentos foram desenvolvidos baseados nessa
estrutura, como os polienos, que possuem a nistatina e anfotericina B. Essa classe
demonstra atividade fungicida ao extrair o ergosterol das bicamadas lipidicas a
partir da formacdo de agregados extramembranosos. Por sua vez, os azbis
exercem atividade fungistatica ao inibir a lanosterol 14-a-demetilase (codificada por
ERG11), resultando no bloqueio da sintese de ergosterol e no acumulo de
intermediarios de esterol toxicos. Por outro lado, as equinocandinas atuam sobre a
parede celular fungica, a partir da ligacdo ndo competitiva a subunidade Fksl da
enzima (1,3)-B-D-glucano sintase, responsavel pela formacdo das ligacdes
glicosidicas no (1,3)-B-D-glucano. Assim ocorre uma reducdo da integridade da
parede celular, levando a um desequilibrio osmatico e, consequentemente, a morte
celular. Essa classe possui um mecanismo de acao mais especifico, tendo em vista
que a enzima afetada néo esta presente em células animais (Szymanski et al.,
2022; Carmo et al, 2023).



Figura 1. Mecanismo de acao das atuais classes antifungicas
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2.2RESISTENCIA FUNGICA

O tratamento eficaz de doencas infecciosas estd ameacado pelo aumento
da resisténcia antimicrobiana. Entre os fatores envolvidos nessa crescente
resisténcia esta o uso excessivo e inadequado de antimicrobianos e a falta de
desenvolvimento de novos medicamentos (Atanasov et al., 2021). Essa resisténcia
pode ser dividida em clinica (incapacidade de erradicar a infec¢do em um paciente)
e micoldgica (capacidade do fungo crescer, in vitro, na presenca do medicamento).
Esse é um fator preocupante a respeito de patdégenos fangicos, pois 0s agentes
antifangicos estdo restritos a trés principais classes: polienos, azbéis e

equinocandinas. Em decorréncia da proximidade evolutiva entre seres humanos e
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fungos, ambos s&o eucarioticos, ha um limitado nimero de alvos moleculares a
serem explorados no desenvolvimento de novos medicamentos. A resisténcia
fungica a pelo menos uma dessas classes, entdo, limita significativamente as
opcOes terapéuticas disponiveis e pode gerar doencas intrataveis (Ben-Ami et al.,
2021; Pristov et al., 2019).

Espécies de Candida sdo a causa mais comum de doenca micética
invasiva em individuos que passaram por procedimentos clinicos invasivo, que
necessitam de tratamento em unidades de terapia intensiva ou sao
imunocomprometidos. Esses fungos podem resultar em doencas sistémicas fatais
a partir da disseminacao para corrente sanguinea e colonizacao de érgaos internos.
Espécies como C. glabrata e C. auris ganharam destaque nos ultimos anos devido
a associacao de resisténcia a pelo menos uma classe de antifungicos, sendo uma
grande preocupacao para médicos e pesquisadores. O desenvolvimento de novos
medicamentos é lento e desafios associados a permeabilidade dos compostos
através da parede fungica e ao limitado interesse da industria farmacéutica
inviabilizam a celeridade nesse processo (Lee et al., 2020).

A resisténcia intrinseca é preditiva e € uma caracteristica inerente ao fungo,
independe da exposicao prévia a medicamentos. Para deteccao desse tipo de
resisténcia, necessita-se do sequenciamento genbmico para diferenciar as
espécies presentes. Por outro lado, a resisténcia adquirida é desenvolvida a partir
da exposicdo ao antifungico. Esse processo é facilitado quando ha formacao de
biofilmes, exposicdo a concentracdes subletais do farmaco e quando o paciente
estd imunossuprimido. A alteracdo na susceptibilidade pode ocorrer por mutacées
pontuais ou rearranjos genémicos (Ben-Ami et al., 2021).

Os principais mecanismos associados a resisténcia fungica incluem
transportadores de membrana, mutagdes na via do ergosterol e mutagcbes em
enzimas de sintese da parede celular. A exemplo de mutac¢des sofridas no gene
ERG3, que resultam em membranas celulares sem ergosterol, inviabilizando a agéo
de antifingicos que atuem nessa estrutura. C. auris representa um patdégeno
preocupante, pois isolados clinicos de infeccdes com esse microrganismo
apresentam resisténcia clinica pronunciada e as vezes intratavel a todas as classes
conhecidas de antifungicos. Além disso, foi relatada a transmisséo de isolados de

C. auris pan-resistentes e resistentes a equinocandinas nos Estados Unidos,



sugerindo uma alta transmissibilidade, que pode levar a disseminacdo de clones
resistentes a medicamentos em ambientes hospitalares (Chowdhary et al., 2023).
A capacidade de formacao de biofilme € um importante fator de viruléncia
das espécies de Candida e conferem capacidade de tolerancia e/ou resisténcia a
diferentes antifungicos, bem como ao sistema imunolégico inato. Essa estrutura
complexa é um dos fatores determinantes da susceptibilidade antifingica da C.
albicans. Isso se deve a atividade metabdlica aumentada, presenca de matriz
extracelular e alteracdes na expressao génica, incluindo de genes que codificam

transportadores de resisténcia aos azois (de Barros et al., 2020).

2.3USO DE PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais desempenham um papel crucial na descoberta de
novos medicamentos. Isso porque eles sdo conhecidos por sua diversidade e
complexidade estrutural, que podem ser associadas a algumas fun¢des biologicas
e, consequentemente, a presenca de atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria,
anticarcinogénica, entre muitas outras. Os produtos naturais também tém
demonstrado grande potencial para servir como modelos no design e sintese de
componentes quimicos com propriedades farmacolégicas melhoradas. Embora
alguns agentes estejam em fase de ensaios clinicos, novos agentes antifungicos
relacionados a produtos naturais ndo sdo desenvolvidos desde 2006, todos sao
derivados da quimica dos azbis. Isso se deve, principalmente a falta de
financiamento (Newman e Cragg, 2020; Atanasov et al., 2021).

A natureza sempre foi uma fonte de possiveis substancias para o
desenvolvimento de medicamentos. A etnobotéanica esté fortemente atrelada a isso,
tendo em vista que aproximadamente 65% da populagcdo mundial utiliza de
produtos naturais para tratar diversos distarbios. Consequentemente, houve um
aumento no interesse da pesquisa com produtos naturais e metodologias que
investiguem composi¢cdo, propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
farmacodinamicas foram aprimoradas. Entre os recursos utilizados para essa
analise estdo: Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectometro de Massas,
Cromatografia Liquida, Ressonancia Magnética Nuclear (Chopra et al., 2021).

A investigagdo de agentes antimicrobianos provenientes de plantas é uma
estratégia viavel para descoberta de produtos naturais com atividade sobre

patogenos dentarios. Diversos extratos, Oleos essenciais e outros compostos
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naturais possuem sua relevancia descrita na literatura acerca do controle do
biofilme e manutenc¢éo da saude oral (Chinsembu, 2016).

Alguns compostos vegetais podem gerar danos e reduzir a fluidez da
membrana e proteinas fangicas/bacterianas ao interagir com essas estruturas.
Também podem inibir a sintese de &cidos nucleicos e interferir no metabolismo
energético desses microrganismos. Além disso, estudos demonstraram as
propriedades fungicida/bactericida e antibiofiime de alguns produtos naturais. O
mapeamento e screening farmacoldgico de plantas como potencial fonte para o
desenvolvimento de medicamentos com atividade antimicrobiana pode ser
considerado uma excelente abordagem no combate da formacdo do biofilme de
Candida e no estabelecimento de infecbes (Guimaraes et al., 2021).

Assim, na odontologia, essas substancias possuem diversas aplicacdes
devido a essa acéo sobre o biofiolme e patégenos orais, que levam a diminuicédo
da adesédo de fungos e bactérias a superficie. Algumas dessas plantas sao Abies
canadensis (L.). Mill., Albizia julibrissin Durazz, Drosera peltata Willd, Ginkgo biloba
L., Juniperus virginiana L. e Eugenia caryophyllata Thunb. O género Eugenia é
constantemente descrito na literatura por sua atividade antimicrobiana (Chinsembu,
2016).

Apesar das diversas vantagens e do desenvolvimento de varios exemplos
da descoberta de medicamentos a partir de produtos naturais, existem algumas
limitacbes no uso dessas substancias para pesquisa farmacéutica. Acessar
material biologico suficiente para caracterizar esse produto, assim como a obtencéo
dos direitos de propriedade intelectual estdo entre essas limitacdes. Ainda assim,
0 uso dessas substancias na formulagdo de novos medicamentos € extremamente

vantajoso (Atanasov et al., 2021).

2.4 Eugenia luschnathiana
A familia Myrtaceae, uma das maiores do reino vegetal, contém
aproximadamente 121 géneros e 3500-5800 espécies, que variam de arbustos a
arvores frutiferas. Essas plantas sao tipicas de paises com climas tropicais e
subtropicais e cerca de 50% das espécies sdo endémicas da Mata Atlantica. O
Brasil tem aproximadamente 1000 espécies nativas de arvores frutiferas
pertencentes a familia Myrtaceae, estas tém grande valor econdémico, ndo apenas

para o setor agricola, mas também para o farmacéutico. Produtos derivados dessas
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espécies ja apresentaram diversas propriedades biologicas, como atividade
antimicrobiana, inseticida, antioxidante, antiparasitaria, anestésica e sedativa
(Anjos da Silva et al., 2023).

Para o desenvolvimento de produtos naturais, como 0Oleos essenciais, 0
género Eugenia € o quarto género mais importante da familia Myrtaceae. Os 0leos
essenciais dessas espécies abrangem cerca de 300 compostos previamente
identificados, com predominancia de sesquiterpenos ciclicos. Algumas espécies
também sdo associadas a compostos alifaticos e aromaticos. Flavonoides,
triterpenoides e taninos também foram identificados em espécies de Eugenia. Os
espécimes mais estudados sdo E. uniflora e E. brasiliensis Lam., que sao
amplamente utilizadas na medicina popular, pois possuem diversas propriedades
terapéuticas. Sao usadas, principalmente, no tratamento de doencas infecciosas,
distarbios gastrointestinais e no tratamento de feridas (de Souza et al., 2018).

A espécie E. luschnathiana Klotzsch ex B.D. Jacks, popularmente conhecida
como “pitomba-da-bahia” é uma arvore de 5 a 10 m de altura, predominante na
Mata atlantica. Essa espécie apresenta maior densidade no estado da Bahia, mas
também esta presente em outros estados do nordeste brasileiro, como Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco (Monteiro et al., 2016).

Com relacdo aos aspectos botanicos, a folha da E. luschnathiana se
apresenta em formato eliptico com base atenuada, apice acuminado e textura
coriacea com margens revolutas. As flores possuem bractéolas persistentes e
vistosas, hipanto liso e piloso, calices visiveis em botdes florais abertos, quatro
sépalas e quatro pétalas. Os frutos tém formato globoso, superficie lisa e bractéolas
persistentes e vistosas. As sementes sao Unicas, com embrido cotilédone fundido
(Brasil, 2024).

Embora seu uso popular ndo seja amplamente difundido, foi relatado em
uma comunidade rural na Bahia, Brasil, que o cha das folhas da E. luschnathiana
era utilizado como antitérmico. Em contraste, outras espécies do mesmo género
apresentam maior relevancia no consumo medicinal, o que pode ser atribuido a
escassez de estudos que investiguem sua composi¢ao quimica e potenciais efeitos
farmacolégicos (Henriques et al., 2021)

Assim como outras espécies do género Eugenia, produtos obtidos da E.
luschnathiana apresentam uma predominancia de sesquiterpenos, como o (-

Cariofileno, além de ésteres, alcoois e outros terpenos. Esses compostos sao
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responsaveis por diversas atividades farmacoldgicas atribuidas a planta, como a
antimicrobiana e anti-inflamatoria. Acidos quinico, malico, galico, elagico, miricetim-
O-ramnosideo e arjunico muitas vezes estdo presentes nessa espécie, sendo
considerados possiveis marcadores quimicos do género Eugenia. A atividade
antibacteriana, antioxidante e caracterizacdo toxicoldgica sdo pouco descritas na
literatura, mas apresentam resultados promissores para a realizacdo de novas

pesquisas (Henriques et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o perfil fitoquimico, a atividade antifiungica do 6leo essencial (OE)

e extrato etandlico bruto (EEB) obtidos de Eugenia luschnathiana e realizar a

caracterizagao toxicologica preliminar.
3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Realizar caracterizagdo fitoquimica do EEB e do OE da folha de E.
luschnathiana;

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo
Fungicida Minima (CFM) do EEB e OE da folha de E. luschnathiana sobre
cepas do género Candida;

Avaliar os efeitos do EEB e OE da folha de E. luschnathiana sobre a parede
celular e membrana plasmatica fungicas;

Avaliar a atividade antifiungica do EEB e OE da folha de E. luschnathiana
sobre biofilme fungico;

Avaliar o efeito citotoéxico do EEB e OE da folha de E. luschnathiana sobre
gueratinécitos humanos;

Avaliar os efeitos a toxicidade do EEB e OE da folha de E. luschnathiana

sobre A. salina
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Short running title: Bioactive potential of E. luschnathiana extracts

ABSTRACT

Immunosuppressed individuals, including those undergoing cancer treatment, are
more vulnerable to fungal infections, such as oral candidiasis, impacting their quality
of life. Given the limitations of current therapies, the discovery of new antifungal
agents, including those of natural origin, is crucial for the proper managing these
infections. We investigated the phytochemical profile and antifungal activity of both
the essential oil and crude ethanolic extract (CEE) obtained from Eugenia
luschnathiana against reference strains and clinical isolates of Candida from
oncology patients. Toxicological characterization was also conducted. Gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and *H Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) were used for phytochemical analysis. Antifungal evaluation was
conducted to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Fungicidal Concentration (MFC); evaluation of potential mechanisms of action;
activity on a fungal biofilm; evaluation of the cytotoxic effect on human keratinocytes
of the HaCat lineage by the MTT method; determination of lethality for Artemia
salina larvae. GC-MS identified a predominance of sesquiterpenes in the essential
oil, notably B -Cariofileno. The 'H NMR spectrum identified aliphatic, osidic, and
aromatic compounds in the crude ethanolic extract. The essential oil showed no
antifungal activity. However, the CEE exhibited fungicidal activity, with MIC and
MFC ranging from 1.95 pg/mL to 3.90 pg/mL. The antifungal effect was affected by

sorbitol, indicating a possible mechanism targeting fungal cell wall structures. At low
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concentration (19.5 pg/mL), the CEE inhibited 62,78% of C. albicans biofilm. The
CEE demonstrated a promising toxicity profile, with an LCso of 142.4 ug/mL against
Artemia salina. In conclusion, the CEE from Eugenia luschnathiana exhibited potent
antifungal activity, likely through cell wall disruption, biofilm inhibition, and a

favorable toxicity profile for further exploration.

Keywords: Candidiasis; Antifungals agents; Oils, Volatile; Plant extracts;

Phytochemicals.

Potencial bioativo do 6leo essencial e extrato de Eugenia luschnathiana:
atividade antifungica contra espécies de Candida isoladas de pacientes

oncoldgicos

RESUMO

Individuos imunossuprimidos, a exemplo dos que fazem tratamento para o cancer,
sdo mais suscetiveis a infec¢des fungicas, como a candidiase oral, que podem
afetar diretamente sua qualidade de vida e, consequentemente, seu processo de
recuperacdo. Diante das limitagBes relacionadas as atuais op¢des terapéuticas, a
descoberta de novos agentes antifungicos, incluindo os de origem natural, é
fundamental para o correto manejo dessas infeccbes. Este estudo investigou o
perfil fitoquimico, a atividade antifiingica do éleo essencial e extrato etandlico bruto
(EEB) obtidos de Eugenia luschnathiana sobre cepas referéncia e isoladas clinicas
de Candida de pacientes sob tratamento oncoldgico e realizou a caracterizagao
toxicolégica. Para andlise fitoquimica foram usados Cromatografia Gasosa
Acoplada ao Espectrofotometro de Massas (CG-EM) e Ressonéncia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H. A avaliacéo antifingica foi conduzida para determinacéo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Fungicida Minima (CFM);
avaliacdo dos potenciais mecanismos de ac¢ao; avaliacdo da atividade sobre
biofilme fangico; determinacéo da letalidade para larvas de Artemia salina. A CG-
EM identificou predominancia de sesquiterpenos no 6leo essencial, sendo B -
Cariofileno o composto majoritario. O espectro de RMN de 1H identificou
compostos alifaticos, osidos e aroméaticos no extrato etanélico bruto. O OE néao
apresentou atividade antifungica. O EEB mostrou atividade fungicida, com CIM e
CFM variando de 1,95 pg/mL a 3,90 pug/mL para cepas testadas, estes valores
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permaneceram inalterados na presenca de ergosterol exdégeno, com possivel
mecanismos de acdo sobre estruturas que envolvem parede celular fungica. Em
baixa concentracdo (19.5 pg/mL), o EEB inibiu 62.78% do biofilme de Candida
albicans. O EEB demonstrou um perfil de toxicidade promissor, com menos de 25%
de inibicdo de queratindcitos em concentracdes abaixo de MICx20 (39 ug/mL) e
uma Concentracdo Letal Média (CLso) de 142,4 pg/mL contra Artemia salina.
Observa-se, entdo, que o EEB possui atividade antifungica muito forte, com agéo
provavel sobre parede celular, efeito sobre biofilme e perfil de toxicidade compativel
para realizacdo de outras investigacoes.

Palavras-chave: Candidiase. Antifingicos. Oleo essencial. Extrato vegetal.
Compostos fitoquimicos.

1. INTRODUCAO

Organismos do reino Fungi sdo responsaveis pela infeccdo e morte de
aproximadamente 1,5 milhdes de pessoas anualmente. O aumento desse numero
nas Ultimas décadas se deve a crescente quantidade da populagéo idosa e de
pacientes imunocomprometidos, como pacientes com cancer, transplantados e
HIV+. Entre os principais agentes etiolégicos de infec¢des fungicas em pacientes
com o sistema imunolégico comprometido, estdo os fungos do género Candida,
como a C. albicans, espécie predominante (Lee et al., 2020). Outras espécies,
como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e C. guilliermondii séo
frequentemente associadas. A mortalidade associada a espécies Candida varia de
46 a 75%, sendo caracterizada pelo Centro de Controle e Prevencédo de Doencas
dos Estados Unidos como uma séria ameaca a saude humana (Chowdhary et al.,
2023; Rai et al., 2022).

A espécie C. albicans é responsavel por colonizar a microbiota humana de
forma simbionte e esta presente no trato gastrointestinal e reprodutivo de grande
parte dos individuos saudaveis. Esse microrganismo, usualmente comensal, tem
seu crescimento favorecido devido a fatores locais (proteses dentarias e ma higiene
oral) e sistémicos (anemia, diabetes descompensada, terapias sistémicas
prolongadas e imunodeficiéncias) que levam ao desequilibrio da microbiota
(Contaldo et al., 2023; Vila et al., 2020). Nesse contexto, a candidiase oral, uma

infeccdo fungica oportunista, manifesta-se de forma superficial e normalmente leve
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na mucosa. No entanto, devido aos fatores de viruléncia da C. albicans e a
crescente associacdo de infeccdes a outras espécies do género Candida, essa
infecgdo pode se tornar resistente aos tratamentos existentes e apresentar altas
taxas de recidiva (Quindos et al., 2019).

A candidiase oral pode levar ao desconforto, formacdo de placas
pseudomembranosas, ardéncia bucal e alteracdo de paladar, caracteristicas estas
que tém impacto direto na qualidade de vida e nutricdo da populacdo afetada, bem
como na recuperacao de pacientes hospitalizados (Monsen et al., 2023; Vila et al.,
2020). A correta nutricdo € um fator vital para recuperacdo de pacientes
imunocomprometidos, em especial aqueles portadores de céncer, que sao
constantemente submetidos a radioterapias e quimioterapias. Ademais, devido ao
risco de disseminacéo para mucosa adjacente (trato respiratorio superior, eséfago,
sangue e sistema nervoso), que pode resultar em uma infecgcédo sistémica fatal,
esses pacientes se encontram em uma posicao de alta vulnerabilidade. O manejo
da candidiase oral é, entdo, imprescindivel para manutencao da qualidade de vida
da populacdo, especialmente de pacientes imunodeficientes (Rai et al., 2022;
Ramirez-Carmona et al., 2023).

O tratamento com antifingicos convencionais, no entanto, tem se tornado
ineficiente no combate de doencas infecciosas devido ao uso indiscriminado e
prolongado do restrito arsenal disponivel (em especial, polienos, azodis e
equinocandinas). As terapias medicamentosas adotadas para candidiase oral
envolvem primariamente opcfes tépicas (nistatina e miconazol) e sistémicas
(fluconazol e itraconazol), a depender da gravidade da infeccéo (Pristov et al., 2019;
Rai et al., 2022). O sucesso do tratamento esta relacionado, além da terapéutica
medicamentosa, a remoc¢ao da causa local ou sistémica. Caso nao seja possivel, a
candidiase oral pode apresentar recidiva e levar a um ciclo de cronificacdo e de
resisténcia medicamentosa, resultando em um quadro de maior agressividade e
com disseminacéo sistémica (Contaldo et al., 2023).

Ressalta-se, entdo, a necessidade da descoberta de novos antifungicos
com maior eficacia e diferentes mecanismos de ac&o para realizar o correto manejo
do paciente (Alves et al., 2021). Nesse sentido, 0 uso de produtos naturais tem sido
considerado como promissor para 0 desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos, especialmente para o tratamento da candidiase oral. Essa alternativa

se mostra viavel considerando a tendéncia a menores efeitos adversos quando
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comparados a farmacos alopaticos (de Souza-Melo et al., 2021; Ferreira et al.,
2015).

A familia Myrtaceae, encontrada em sua maioria em regides tropicais e
subtropicais, tem seu uso como alimento funcional e atividade biolégica bem
documentados, sendo amplamente estudada na pesquisa de produtos naturais
(Araujo, 2018; Henriques et al., 2021). O género Eugenia, um dos principais
representantes da familia Myrtaceae, € descrito na literatura por possuir plantas
com atividade farmacoldgica antioxidante, antibacteriana, antidiarreica, antifangica,
anti-inflamatoria e antipirética, sendo o potencial antifungico bem documentado.
Entre as plantas dessa familia esta a Eugenia luschnathiana (O. Berg) Klotzsch ex
BD. Jacks, conhecida popularmente como “pitomba-da-bahia” e presente em
diversos estados do nordeste brasileiro (Sardi et al., 2017; Henriques et al., 2021).
Estudo prévio indica que um extrato/6leo essencial de E. luschnathiana apresenta
atividade sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Araujo, 2018). Esse
resultado sustenta a hipotese de que o 6leo essencial e o extrato etandlico bruto
obtidos de E. luschnathiana apresentaram atividade antifingica sobre cepas
padrdo e isolados clinicos de Candida obtidas de cavidade bucal de individuos sob
tratamento oncoldégico.

Ainda que a atividade antimicrobiana de diversas espécies do género
Eugenia sejam descritos na literatura, estudos sobre atividades bioldgicas de E.
luschnathiana sdo escassos. Dessa forma, 0 presente artigo tem como proposta
determinar as caracteristicas fitoquimicas do OE e do EB das folhas de E.
luschnathiana, investigar sua atividade antifungica, incluindo possivel mecanismo
de acao e efeito sobre biofilme, frente a cepas de referéncia e isolados clinicos de
Candida spp. de pacientes sob tratamento oncolégico, bem como determinar
parametros de toxicidade.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DO PRODUTO VEGETAL

Previamente a realizacdo da coleta do produto vegetal a pesquisa foi
cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob n® A4B2595.
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As folhas de E. luschnathiana foram coletados no municipio de Tibau do
Sul, RN, Brasil (S 6° 13'39’, 035°02’51’). O Herbario do Centro de Ciéncias Exatas
e da Natureza da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa possui o
espécime testemunho de Eugenia luschnathiana (O. Berg) Klotzssch ex B.D. Jacks,
sob o numero: JPB 63845.

2.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL E EXTRATO ETANOLICO BRUTO

Para a extracdo do Oleo essencial, foi realizado o método de destilagdo por
arraste a vapor com o mini destilador Linax, como descrito por Rostagno et al.,
(2013), com modificagdes. As folhas frescas foram inseridas dentro do extrator com
agua no seu interior, que foi aquecida para producdo de vapor. Na saida do
destilador, encontram-se um condensador e um funil de separacdo. Nesse ponto,
apos ser resfriado pela agua, o vapor € condensado e armazenado no funil de
separacdo, onde a divisdo entre 4gua e 6leo ocorre devido as diferencas de
densidade. A amostra apresentou rendimento médio de 0,1 mL para cada 100g de
massa vegetal.

Para obtencédo do extrato etandlico bruto, adotou-se o método preconizado
por de Souza-Melo et al. (2021), com modificacbes. As folhas frescas de E.
luschnathiana foram inseridas no percolador com &lcool etilico hidratado 96°
durante 72h para obtencdo da solucdo extrativa. Esse processo foi repetido 3
vezes, para a extracdo efetiva de todos os componentes. Essa solucédo foi
concentrada em um rotaevaporador sob pressdo reduzida a uma temperatura
média de 45°C para obtencao do extrato etandlico bruto (EEB). O EEB apresentou
rendimento médio de 4,4 g por 100 g de massa vegetal.

2.3MICRORGANISMOS E REAGENTES

Foram utilizadas cepas de C. albicans ATCC 76645 e C. albicans ATCC
90028 pertencentes a colecdo da American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, EUA). As cepas clinicas, pertencentes a colecao de microrganismos
do Laboratério de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular da Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil, foram previamente isoladas, em
estudos anteriores, da cavidade bucal de pacientes sob tratamento oncolégico: C.
albicans (Al), C. albicans (A5), C. glabrata (A14), C. krusei (A18), C. glabrata (A19),
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C. tropicalis (A20). A coleta foi previamente aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude sob numero 706.409.

O meio de cultura RPMI-1640, Nistatina, DMSO (dimetil sulfoxido) e
ergosterol 400ug/mL, utilizados durante os ensaios, foram oriundos da Sigma-
Aldrich® Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). O sorbitol 0,8M (D-sorbitol anidro) foi
obtido do INLAB® (S&o Paulo, Brasil) e foi usado Agar Sabouraud Dextrose da
KASVI® (Kasv Imp e Dist e Prod) da Laboratérios LTDA (Curitiba, Brasil).

2.4 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

2.4.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas

Para caracterizar e identificar os componentes do OE foi realizada a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Para tal, foi
utilizado um cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de massas, com
coluna capilar e fase estacionaria de 5% de fenil e 95% de dimetilpolissiloxano, com
30m de comprimento, 0,25mm de diametro interno e 0,25um de espessura do filme.
Inicialmente a temperatura foi programada de 60 a 240°C (3°C/min). O tempo de
corrida foi programado para 60 min e a temperatura do forno injetor foi de 250°C.
Para o gas de arraste (fase moével) foi utilizado o Hélio a uma taxa de fluxo de 1,0
mL/min, com a proporgao de divisdo de 1:20 e volume de injegédo de 1uL. A ionizagao
dos componentes foi realizada por impacto de elétron a 70eV, utilizando um
detector de 1,25-kV. O modo de operacéo do espectrometro foi o SCAN, varrendo
uma faixa de massas de 40 a 500 u.m.a (unidade de massa atdbmica). A fonte de
temperatura dos ions foi de 250°C. A amostra do Oleo foi injetada a uma
concentracéo de 2 ppm, sendo usado o hexano como solvente.

As andlises do cromatograma e espectros de massa foram realizadas
comparando seus espectros de massa com 0s existentes no banco de dados do
equipamento. Os parametros de integracao utilizados foram largura, 3 e inclinagéo,
2000 (Trindade et al., 2015). Sob as mesmas condicbes, uma série de
hidrocarbonetos (Cio a Cao) (Sigma-aldrich®) foi injetado para realizacdo dos
calculos dos indices de retencdo dos compostos. Conforme avaliado pelas
bibliotecas (Nist 08 e Wiley 9) utilizadas na identificacdo dos compsotos, cada
indice foi determinado com base em uma similaridade superior a 89%. Os indices
de retencao foram determinados utilizando o cromatograma obtido com base na

equacao de Van Den Dool e Kratz (Van Den Dool et al., 1963).
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2.4.2 Screening Fitoquimico

Para EEB, os ensaios foram realizados de acordo com a metodologia
proposta por Matos (1997), com modificagbes. Os extratos foram submetidos a

testes de: alcaloides, esteroides, taninos, flavonoides e saponinas.

Teste para alcaloides

O EEB de E. luschnathiana foi evaporado até secura, alcalinizando-se com
0,8 mL de NaOH 1%. Foram acrescidos 6 mL de 4gua destilada e 6 mL de CHCIs
para filtrar e separar o extrato da camada cloroférmica. A essa camada, foi
adicionado 6 mL de HCI 1%. Apos decantacdo, 1 mL da camada superior de HCI
foi utilizada para realizacdo dos testes com os reagentes Bouchardat, Mayer,
Dragendorff e Acido Silico tungstico. A presenca de alcaloides foi identificada a

partir da formacao de precipitado.

Teste para esteroides

Para identificacdo de esteroides, 2,5 mL de CHCIs foram acrescidos ao
extrato e dissolvidos para posterior distribuicdo em tubos de ensaio (0,12; 0,25 e
0,5 mL). Em cada tubo foram adicionados 2 mL de CHCIz e 1 mL de anidrido acético
e, ap0s agitacao, adicionou-se 2 mL de H2S0Oa4. Os resultados foram lidos de acordo

com o preparo contendo colesterol, esteroide padrao.

Teste para taninos

Para este ensaio, 10 mL de agua destilada foram acrescidos ao extrato
para posterior filtragem. A solucdo obtida foi distribuida em 6 tubos de ensaio, trés
com gelatina 0,5% e trés com FeCls 2%. A presenca de taninos foi observada a

partir da mudanca de cor das solucdes.

Teste para flavonoides

15 mL de agua destilada foram adicionadas ao extrato de E. luschnathiana
e, apos agitacao, colocada em repouso. Em seguida, acrescentou-se 15 mL de
cloroférmio, a solucao foi deixada em repouso até a separacao das camadas para
posterior descarte da camada cloroférmica. Esse procedimento foi repetido até que
ndo houvesse mais clorofila. A solu¢édo obtida foi submetida a rotaevaporacgéo para,

entdo, adicionar 3 mL de metanol. Esse preparo foi adicionado a 2 tubos de ensaio,
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o primeiro contendo 0,5 mL de HCl a 10% e 1 fita de magnésio, o segundo contendo
acetona 0,05 mg de acido oxalico e 0,05 mg de &cido bérico, com posterior adigdo
de 10 mL de éter etilico. A presenca de flavonoides foi determinada pela coloragéo

rosa no primeiro tubo, bem como de fluorescéncia sob luz U.V. no segundo tubo.

Teste para saponinas

A presenca de saponinas foi determinada a partir da agitacdo do extrato
com 10 mL de H20. Apoés repouso de 10 min, a formacdo de espuma indica

presenca de saponina.

2.4.3 Espectroscopia de Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) de 'H do

extrato de E. luschnathiana

Uma aliquota de 20 mg do extrato de E. luschnathiana foi solubilizado em
600 pL de metanol deuterado, a suspensao foi submetida a um banho ultrassénico
por 30 min e filtrada. A solugéo resultante (550 pL) foi posta em um tubo de 5 mm de
didmetro para analise na Ressonancia Nuclear Magnética (RNM). Os ensaios
foram realizados no equipamento Bruker Ascend operando a 400 MHz por *H-NMR
e em 100 MHz por 13C-NMR (Bruker, Billerica, MA, USA). Os seguintes parametros
foram utilizados para obter a sequéncia de espectros: zg30; temperatura: 26 °C;
namero de scans: 16; dummer scan: 4; ganho do receptor: 64; tempo de aquisicao:
4.0894 s. Os espectros foram processados utilizando o software Bruker TopSpin
4.1.1 (Rhone et al., 2024)

2.5 DETERMINAGCAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRAGCAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Baseando-se no protocolo preconizado pelo Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008), a CIM, menor concentracdo capaz de inibir visualmente o
crescimento fangico, foi determinada pela técnica de microdiluicio em RPMI-
1640. As cepas usadas foram suspensas em solucao de 0.9% NaCl, com faixa de
absorbancia de 0.08 a 0.13, equivalente a transmitancia de 0.5 da escala
McFarland, em um comprimento de onda de 530nm. Em seguida, foram
realizadas sucessivas diluicdes para obtencéo do in6culo com concentragao final
entre 5x102 a 2,5x103 UFC/mL. Para as diluicdes em série, foram utilizadas placas
estéreis de 96 pocos, de fundo chato, contendo RPMI-1640. Estas foram
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incubadas por 24h a 35°C e os resultados foram lidos a partir da observacéo de
agregados de células no fundo dos pocos. O Oleo essencial foi testado em
concentragdes que variaram de 1000 pyg/mL a 7,81 pg/mL e o EEB foi testado em
concentragbes que variaram de 62,5 uyg/mL a 0,48 pg/MIl. DMSO (dimethyl
sulfoxide) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil) e o Tween 80 (Sigma-Aldrich) foram
usados para preparo das solugdes. Nistatina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil)
foi usada como controle positivo. Foram realizados controles para assegurar
esterilidade do meio de cultura e auséncia de efeito antifungico do DMSO (5%) e
Tween 80 (2%).

A CFM, definida como menor concentracao da substancia capaz de inibir o
crescimento visivel em meio soélido, foi determinada a partir do subcultivo em
placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose de aliquotas de 20uL
correspondentes a CIM e as duas concentracbes imediatamente mais
concentradas (CIMx2 e CIMx4). As placas foram incubadas por 24h a 35°C e a
leitura dos resultados foi a partir da observacao de crescimento fingico no meio
de cultura. A razdo CFM/CIM foi calculada para determinar se a substancia possui
atividade fungicida (CFM/CIM<4) ou fungistatica (CFM/CIM>4) (POPIOLEK et al.,
2016). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e em trés

experimentos independentes.

2.6 ACAO DO EXTRATO DA FOLHA DE E. luschnathiana SOBRE PAREDE
E MEMBRANA CELULAR FUNGICAS

2.6.1 EFEITO DO EXTRATO SOBRE PAREDE CELULAR FUNGICA

Este ensaio tem objetivo avaliar o possivel mecanismo de a¢éo do produto
teste sobre estruturas que afetam a funcao da parede celular fugica. O sorbitol é
um protetor osmotico e o aumento dos valores de CIM em meios com adi¢cdo do
mesmo implicara na determinacéo da parede celular como um dos possiveis alvos
celulares do composto testado (Lima et al., 2012). Para este teste foi realizada a
técnica de microdiluicao. Inicialmente, foram adicionados 100uL de RPMI-1640 em cada
pogo, seguido da adi¢ao de 100uL da substancia teste nos primeiros pogos. Foi realizada
uma microdiluicdo seriada a uma razéo de 2 para serem obtidas concentragdes de
62,5 ug/mL a 0,48 ug/mL (Freires et al., 2014). Foram utilizadas as cepas C. albicans
ATCC 90028 e C. albicans (A5) na concentragao de 5x10? a
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2,5x10% UFC/mL. Foram acrescidas as placas 100uL destes inéculos, preparados
com RPMI-1640 suplementado com sorbitol (0.8 M) e, posteriormente,
acrescentados aos pocos. As microplacas foram incubadas por 24h a 35°C e a
leitura foi realizada a partir da observacédo de agregados de células no fundo dos
pocos. Para controle positivo foi utilizado a caspofungina na concentracao inicial de
4ug/mL, devido a sua atividade sobre a parede celular fungica (Perlin, 2011). Os
controles de crescimento e de esterilidade foram realizados simultaneamente ao

ensaio e este foi realizado em triplicata e em trés repeticoes.

2.6.2 EFEITO DO EXTRATO SOBRE MEMBRANA CELULAR FUNGICA

Para determinar se o extrato ira interagir com o ergosterol, foi realizada a
determinacao da CIM contra as cepas C. albicans ATCC 90028 e C. albicans (A5)
na auséncia e na presenca de ergosterol exégeno, um dos principais esteroéis
presentes na membrana plasmatica, a uma concentragéo de 400 ug/mL. Para tal, foi
utilizada a técnica de microdiluicdo, ja descrita anteriormente, com concentracées
do extrato variando de 62,5 pg/mL a 0,48 ug/mL (Freires et al., 2014). Para
controle positivo foi utilizado a nistatina na concentragéo inicial de 48 pg/mL,
devido a sua atividade sobre a membrana celular fangica (Peixoto et al., 2017). O
aumento dos valores de CIM em meios com adicdo de ergosterol implicar4 na
determinacdo da membrana celular como um dos possiveis alvos celulares do
extrato (Lima et al., 2012). Os controles de crescimento e de esterilidade foram
realizados simultaneamente ao ensaio e este foi realizado em triplicata e em trés

repeticoes.

2.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO EXTRATO SOBRE
BIOFILME FUNGICO

Para formacé&o do biofilme, utilizou-se Caldo Sabouraud Dextrose
acrescido de glicose 1%. Foi realizada a transferéncia de amostras de 1 mL do
inéculo de C. albicans ATCC 90028, com aproximadamente 10® UFC/mL, para
placas de microdiluicdo de 24 pocos, que foram incubadas por 48 h a 35°C. Apés
incubacéo, os pocos foram submetidos a lavagens com solucéao salina tamponada
com fosfato (PBS) para remocé&o de células fracamente aderidas. Posteriormente,
foram acrescidos meio de cultura esterilizado, seguido da adicdo do EEB de E.

luschnathiana nas concentracbes pré-determinadas determinadas: CIM (1,95
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pg/mL); CiMx2 (3,90 pg/mL); CIMx4 (7,8 pg/mL); CIMx10 (19,5 pg/mL) e da
nistatina (controle positivo) nas concentragbes de CIM (1,5 pg/mL); CIMx2 (3
pg/mL); CIMx4 (6 pg/mL); CIMx10 (15 pg/mL). As placas foram incubadas
novamente por 48 horas a 35°C. Para quantificacdo do biofilme, os pocos foram
submetidos a duas lavagens com PBS, seguidas de secagem ao ar durante 45 min.
O biofilme foi corado com 0,4 % de solucdo de cristal violeta e, apos lavagem,
adicionou-se 1 mL de alcool etilico 99%. A leitura foi realizada utilizando um leitor
de microplacas com comprimento de onda de 595 nm (Djordjevic, Wiedmann e
Mclandsborough 2002).

2.8 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE SOBRE QUERATINOCITOS HUMANOS

O ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoélio) foi empregado para avaliar a citotoxicidade do extrato etanodlico de
E. luschnathiana contra a linhagem celular de queratindcitos humanos HaCaT. Este
método envolve a avaliacdo da viabilidade e proliferacdo celular através da
atividade redutora de enzimas mitocondriais e citoplasmaticas. O MTT é um corante
amarelo solivel em agua convertido em cristais de formazan azul-purpura
insolaveis no citosol celular vidvel pela atividade de desidrogenases, principalmente
a desidrogenase do succinato. Em seguida, a quantidade de formazan produzida é
diretamente proporcional ao numero de células viaveis (Mosmann, 1983; Kumar et
al., 2018).

A linhagem celular HaCaT foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ - Brasil) e cultivada em meio DMEM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; GIBCO, Grand Island, NY, EUA)
e 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma Aldrich), mantida a 37 °C com 5% de
CO2. As células foram semeadas em placas de 96 pocos (3 x 10° células/mL). Ap6s
24 horas, as células foram tratadas com o extrato em diferentes concentracfes
(0,487, 0,975; 1,95; 3,9; 7,8; 19,5; 39 e 78 ug/mL) por 72 horas. Apés o tratamento,
110 pL de sobrenadante foram removidos, e 10 pL de solucdo de MTT (5 mg/mL)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram adicionados por mais 4 horas. Apés
isso, 100 pL de uma solugdo de acido cloridrico de dodecil sulfato de sédio a 10%
(SDS-HCI) foram adicionados para dissolver os cristais de formazan produzidos. A

absorbancia foi medida usando um espectrofotdmetro (leitor de microplacas BioTek
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Instruments, Sinergy HT, Winooski, VT, EUA) em um comprimento de onda de 570
nm.

Trés experimentos independentes foram conduzidos em quadruplicado. Os
resultados séo expressos como a meédia da porcentagem de viabilidade celular £
EP (erro padrdo da média) e foram comparados por analise de variancia
unidirecional (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).

2.9 ENSAIO DE TOXICIDADE SOBRE Artemia salina

Com o intuito de estabelecer um perfil prévio de toxicidade, adotou-se o
protocolo estabelecido por Meyer et al. (1982), com modificagdes (Oliveira et al.,
2021). Para tal, os cistos de Artemia salina foram incubados a 28°C durante 48h
em um sistema aerado para que atingissem o0 estagio de maturacdo de
metanauplios. Apo6s o periodo de incubacdo, o extrato foi preparado nas
concentracfes 1.95, 3.9, 7.8, 19.5, 39, 97.5 e 195 ug/mL e acrescido em falcons
contendo 10 larvas de A. salina. Como solventes, foram utilizados a agua do mar
artificial (NacL 3,5%) e o DMSO a uma proporcédo de 95:5. Apos 24 h de exposicao,
as larvas mortas foram contabilizadas e o valor da concentracéo letal mediana (Clso)
estabelecido a partir do modelo estatistico regressdo dose-resposta que é
adequado para dados binarios ou de contagem, como os resultados de
sobrevivéncia ou mortalidade em diferentes doses. O lauril sulfato de sédio foi

utilizado como controle positivo e 0 ensaio foi realizado em triplicata.

3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

Os componentes majoritarios presentes no OE de E. luschnathiana foram
tabulados de acordo com o nome, tempo de retencao (TR), area (%), indice de
kovats experimental e indice de kovats da literatura, de acordo com a biblioteca
NIST (Tabela 1). Foram identificados 20 componentes, com predominancia de
compostos sesquiterpenos: B -Cariofileno (26,34%), B-Spathulenol (11,88%),
Bicyclogermacrene (11,44%) e (+) Oxido de Cariofileno (9,39%).

Tabela 1. Composicéo fitoquimica do 0leo essencial de E. luschnathiana por CG-
EM
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Componente TR (min)  Area (%) Kl (exp.) KI (lit)

[ -Cariofileno 14,48 26,34 1445 1416
B-Spathulenol 16,60 11,88 1606 1572
Bicyclogermacrene 15,51 11,44 1523 1505
(+) Caryophyllene oxide 16,70 9,39 1614 1581
Germacrene D 15,30 6,35 1507 1519
a-Humulene (CAS) 14,94 6,23 1480 1488
[-Bourbonene 13,95 4,75 1405 1412
Spathulenol 17,33 3,66 1661 1622
a-Copaene 13,79 3,06 1393 1376
0-Cadinene 15,79 2,88 1544 1524
Salvial-4(14)-en-1-one 16,81 2 1622 1599
Thymol 12,42 1,99 1290 1292
y-Muurolene 15,19 1,88 1499 1481
Humulene epoxide Il 17,02 1,44 1638 1620
1,10-di-epi-Cubenol 17,19 1,44 1650 1619
Caryophyllene <9-epi-(E)-> 15,05 1,30 1449 1455
Aromadendrene 14,74 1,06 1465 1484
a-Cadinol 17,51 1,01 1675 1673
B-CubEEBNe 14,58 0,96 1452 1388
B-Selinene 15,39 0,94 1514 1489

TR = Tempo de retencao; Kl (exp.) = indice de kovats experimental; Kl (lit.) =
indice de kovats da literatura

Fonte: Dados coletados pelos autores.

3.2 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO

Os ensaios qualitativos para deteccdo de metabdlitos secundarios
possibilitaram a identificacdo de taninos e flavonoides no extrato, ambos
moderadamente positivos. Os resultados para alcaloides, esteroides e saponinas

foram negativos (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados obtidos na triagem de grupos funcionais do extrato de E.

luschnathiana

Testes realizados Extrato de E. luschnathiana

27



Alcaloides -
Esteroides -
Taninos ++
Flavonoides ++
Saponinas -

Fortemente positivo (+++); Moderadamente positivo (++); Positivo (+); Negativo (-)

No espectro de RMN de H foi possivel observar sinais nas regides de dH
2,5-0,6 ppm compativeis com a presenca de compostos com cadeia carbonica
alifatica. Na regidao de dH 5,3-3,0 ppm, 0s sinais presentes sdo compativeis com
hidrogénios pertencentes a unidades osidicas, enquanto os sinais na regiao de oH
8,8-6,0 ppm indicam a presenca de compostos aromaticos ou com hidrogénios
olefinicos. Dessa forma, uma impressao digital do EEB de E. luschnathiana foi
obtida por RMN de !H, ampliando a caracterizacdo quimica de sua composicéo,

além de auxiliar em sua autenticidade.

Figura 1. AtribuicAo dos espectros de RMN 1D do extrato de E.
luschnathiana. (A) Expansdo do espectro de RMN de 'H de 2,5 a 0,6 ppm. (B)
Expanséo do espectro de RMN de 'H de 5,5 a 2,6 ppm (C) Expanséo do espectro
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de RMN de 'H de 8,5 a 5,6 ppm (D) Expanséo do espectro de RMN do extrato de

E. luschnathiana

3.3

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MiNIMA (CEM)

Os valores de CIM e CFM do EEB, do OE e do controle positivo, nistatina,

estdo expressos na tabela 2. Os valores de CIM e CFM do EEB variaram de 1,5

pg/mL a 3,90 pg/mL, enquanto o OE apresentou uma CIM >1000 pg/mL para todas as

cepas testadas. A concentracdo da nistatina ndo apresentou variacdo, sendo igual

a 1,5 yg/mL para todas as cepas ensaiadas. A razdo CFM/CIM indica uma acéo

fungicida para ambas as substancias testadas.

Tabela 3. CIM e CFM do extrato e 6leo essencial de E. luschnathiana e nistatina

sobre cepas referéncia de Candida spp. e isolados clinicos de cavidade bucal de

pacientes oncoldgicos (A). Valores das concentragdes expressos em ug/mL.

Extrato de E. luschnathiana

OE de E. luschnathiana

Nistatina

Cepa CFEM/ CFM/  CIM CFM CFM/CIM
CIM CFM CIM CFM
CIM CIM
C. albicans ATCC 1,95 1,95
1 >1000 >1000 >1 1.5 1.5 1
76645
C. albicans ATCC 1,95 1,95
1 >1000 >1000 >1 1.5 1.5 1
90028
C. albicans (A1) 3,90 3,90 1 >1000 >1000 >1 15 15 1
C. albicans (A5) 1,95 1,95 1 >1000 >1000 >1 15 15 1
C. glabrata (A14) 1,95 1,95 1 >1000 >1000 >1 15 15 1
C. krusei (A18) 1,95 1,95 1 >1000  >1000 >1 1.5 1.5 1
C. glabrata (A19) 1,95 1,95 1 >1000 >1000 >1 1,5 1,5 1
C. tropicalis (A20) 3,90 3,90 1 >1000 >1000 >1 15 15 1

Nota: CFM/CIM > 4 = atividade fungistatica; CFM/CIM < 4 = atividade fungicida (Popiolek et al, 2016)

Fonte: Dados coletados pelos autores.
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3.4 ACAO DO EXTRATO DA FOLHA DE E. luschnathiana SOBRE PAREDE E
MEMBRANA CELULAR FUNGICAS

A CIM do extrato aumentou na presenga do sorbitol de 1,95 yg/mL para
3,90 para ambas as cepas testadas, assim como o controle positivo, caspofungina,
um agente conhecido por sua atividade sobre a parede celular fiUngica. Na presenca
de ergosterol exdgeno, no entanto, a CIM permaneceu inalterada para o extrato,
diferente da nistatina, substancia usada como controle positivo (de 1,5 pg/mL para
6 pg/mL).

Tabela 4. Valores da CIM do extrato de E. luschnathiana e Caspofungina na auséncia e
presenca de sorbitol 0.8M contra cepas de C. albicans ATCC 90028 e C. albicans (A5).

Valores expressos em ug/mL.

E. luschnathiana Caspofungina
Concentra _ Concentra _
C. albicans _ C. albicans ,
cao C. albicans A5 ¢ao C. albicans A5
ATCC 90028 ATCC 90028
(ng/mL) (ng/mL)
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol
62,5 - - - - 4 - - - -
31.25 - - - - 2 - + - -
15.62 - - - - 1 - + - -+
7.81 - - - - 0.5 - + - -+
3,90 - - - - 0.25 - + - -+
1,95 - A - A 0.125 - + - +
0,97 + + + + 0.062 + + - +
0,48 aP aF aF aF 0.031 + + ar aF

Nota: +, presenca de crescimento fungico; -, auséncia de crescimento fungico

Fonte: Dados coletados pelos autores

Tabela 5. Valores da CIM do extrato de E. luschnathiana e Nistatina na auséncia e
presenca de ergosterol exdégeno (400 pug/mL) contra cepas de C. albicans ATCC 90028 e

C. albicans (A5). Valores expressos em pg/mL.

E. luschnathiana Nistatina
Concentrag C. albicans C. albicans Concentra C. albicans C. albicans
ao (pg/mL) ATCC 90028 (A5) ¢ao ATCC 90028 (A5)
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(ng/mL)
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
ergost ergost ergost ergost ergost ergost ergost ergost

erol erol erol erol erol erol erol erol
62,5 - - - - 48 - - - -
31.25 - - - - 24 - + - +
15.62 - - - - 12 - + - +
7.81 - - - - 6 - + - +
3,90 - - - - 3 - + - +
1,95 - - - - 15 + W+ + +
0,97 + + + + 0.75 + + + +
0,48 + + + + 0.37 + + + +

Nota: +, presenca de crescimento fungico; -, auséncia de crescimento fungico

Fonte: Dados coletados pelos autores

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO
SOBRE BIOFILME FUNGICO

A figura 1 ilustra a atividade antibiofilme do extrato em biofilme pré-formado.
Observou-se uma reducao de 13% do biofilme fangico na concentracéo equivalente
a CIM, com reducdes significativas (P < 0.05) a partir de 3.9 ug/mL. O extrato
também apresentou reducdo de biofilme em 56,67% na CIMx4 e em 62,78% ha
CIMx10. A nistatina, controle positivo, apresentou reducao significativa do biofilme
fungico a partir da CIM (43,32%).

Figura 2. Efeito inibitério do extrato de E. luschnathiana e nistatina sobre biofilme
de C. albicans ATCC 90028. Resultados apresentados como média £ DP de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. (ANOVA um fator seguido
pelo pds-teste de Tukey, p < 0,05).
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W Controle de crescimento
1.95 pyg/mL

BN 3.9 ug/mL

7.8 pug/mL

19.5 yg/mL

1.5ug/mL

3 pug/mL

100

Biofilm (%)
3

6 pug/mL
15 pg/mL

1
Extrato I Nistatina

3.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE SOBRE QUERATINOCITOS HUMANOS

O potencial citotoxico do extrato etandlico de E. luschnathiana foi avaliado
na linhagem celular de queratinécitos humanos HaCaT apds 72 horas de
tratamento. Observou-se que o extrato impactou a viabilidade celular apenas nas
trés concentragcbes mais altas testadas (MICx10, MICx20 e MICx40), resultando em
reducdes de 19,93%, 24,36% e 34,26% nesse parametro, respectivamente (Figura
1). Além disso, a concentracdo inibitéria de 50% (ICso0) ndo pode ser calculada
devido ao fraco efeito citotéxico do extrato nas concentracdes testadas. Portanto,

pode-se considerar que o ICso € maior que 78 pg/mL.

Figura 3. Atividade citotoxica do extrato etandlico de E. luschnathiana na linhagem

de queratinécitos humanos HaCaT apés 72 h de tratamento.
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C 0,487 0,975 1,95 3,9 7.8 19,5 39 78

Extrato etanélico de E. luschnathiana (1.g/mL)

Nota: Dados obtidos de trés experimentos independentes realizados em
quadruplicata e apresentados como porcentagem média de viabilidade celular
EPM, sendo comparados por andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo

teste de Tukey. *p<0,05 comparado ao grupo controle.

3.7ENSAIO DE TOXICIDADE SOBRE Artemia salina

A partir da equacéo obtida pela técnica de regressao linear, obteve-se uma
CLso de 142,4 ug/mL para o extrato de E. luschnathiana. O controle positivo (Lauril
Sulfato de Sédio) apresentou mortalidade de 100%, nao houve mortes no controle
negativo, indicando que o solvente utilizado nédo apresentou atividade toxica sobre

A. salina.
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Figura 4. Curva de regresséo linear para determinacao da CLso do Extrato de E.
luschnathiana sobre Artemia salina.
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Fonte: Dados coletados pelos autores

4. DISCUSSAO

Produtos de origem vegetal sdo constantemente associados a atividades
antimicrobianas em decorréncia de sua complexa composi¢cdo quimica que pode
incluir alcaloides, taninos, terpenoides, flavonoides, entre outros componentes
organicos. Essa acdo se deve, essencialmente, aos fitocomplexos, que podem
levar ao sinergismo dos componentes e a potencializacdo de seus efeitos
individuais (Rahman et al., 2021). Assim, a analise dos constituintes quimicos
desses produtos possibilita o delineamento de suas principais caracteristicas. Com
esse intuito, foi realizada caracterizacdo do 6leo essencial por CG-EM, bem como
uma triagem fitoquimica e analise por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H do
extrato etandlico bruto de E. luschnathiana. Em consonancia com outras espécies
de Eugenia spp. e estudo realizado por Monteiro et al. (2016) para determinar o
perfil fitoquimico do 6leo essencial de E. luschnathiana, a analise por CG-EM
demonstrou a prevaléncia de compostos sesquiterpenos. No entanto, Monteiro et
al. (2016) identificou como principais compostos o 2- B-Hexenal, a-Thujen e a-
Pinene, enquanto a presente analise apresentou B-Caryophyllene, B-Spathulenol

e Bicyclogermacrene como componentes predominantes. Essa divergéncia pode
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ser devido a fatores ambientais, climaticos e o periodo de realizacdo da coleta,
estes influenciam diretamente na composicdo e nas propriedades dos Oleos
essenciais (da Costa et al., 2020).

Os principais metabdlitos secundarios encontrados no extrato foram taninos
e flavonoides. Os taninos possuem sua atividade anti-inflamatoria, antiviral,
antibacteriana e antifingica bem descrita na literatura, assim como os flavonoides.
Compostos alifaticos e aromaticos, presentes no extrato de E. luschnathiana, sdo
grupos funcionais comumente associados a constituintes com atividade fungicida
(Seleem et al., 2017; T Morey et al., 2016; Wei et al., 2017).

Na literatura, o potencial antimicrobiano de espécies do género Eugenia é
bem demonstrado. Araujo (2018) investigou a atividade do OE de E. luschnathiana
sobre bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermis) e Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli) e
identificou uma fraca atividade. Neste estudo ndo observamos susceptibilidade de
cepas de Candida frente ao OE de E. luschnathiana. Estudo prévio demonstrou que
o B-Caryophyllene, componente majoritario presente no OE, apresenta fraca
bioatividade sobre cepas de S. aureus, E. coli, Salmonella typhimurium,
Enterococcus faecallis, Aspergillus niger, A. fumigates, A. parasiticum e Fusarium
solani (Selestino Neta et al., 2017).

De acordo com classificacdo proposta na literatura, o EEB apresentou
atividade de carater fungicida muito forte sobre as cepas referéncia e isolados
clinicos (1,95 pg/mL e 3,90 pg/mL) (Ferreira et al.,, 2021). Estudos prévios
demonstraram que extratos de E. leitonii e E. brasiliensis apresentaram atividade
antifangica sobre cepas de C. albicans ATCC 90028 (Sardi et al., 2017). Diversas
espécies de Candida podem ser encontradas na cavidade oral de pacientes
oncoldgicos avangados, onde ha uma prevaléncia de 36%-86% de infeccdes
mistas. O aumento da presenca de espécies além da C. albicans promove um
guadro clinico mais complexo e com consequéncias diretas no plano de tratamento
(Monsen et al., 2023). O uso de cepas isoladas de pacientes com cancer é relevante
para estudos in vitro, dada a predominéncia da candidiase oral nessa populagéo.
A atividade fungicida do EEB sobre essas cepas €, entdo, promissora para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Terpenos e flavonoides podem ter seu mecanismo de ag¢do associado a

parede celular fungica de cepas do género Candida (Martinez et al. 2014; Nguyen
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et al., 2021). A CIM do EEB de E. luschnathiana, na presenca de sorbitol aumentou
de 1,95 pg/mL para 3,90 pg/mL, enquanto na presenca do ergosterol exdégeno
esses valores se mantiveram inalterados. Sugere-se, portanto, um possivel efeito
sobre a parede celular e ndo sobre membrana plasmatica. Produtos que exercam
seus efeitos sobre estruturas da parede celular, ausente em células humanas,
possuem uma vantagem adicional uma vez que ha uma estimativa de menor efeito
adverso (Liu, Yuan e Wang, 2020).

Candida spp. possui a habilidade de formar biofilmes altamente tolerantes a
acdo de medicamentos no organismo humano, inviabilizando os tratamentos
disponiveis. Esses biofimes consistem em uma comunidade dindmica e
estruturada de diversos tipos celulares, sendo um importante fator de viruléncia (de
Barros et al., 2020). A atividade anti-biofilme do EEB de E. luschnathiana em baixas
concentracbes (3,90 pug/mL; 7,81 pg/mL; 19,5 pg/mL) demonstra seu potencial
como possivel alternativa no tratamento da candidiase oral.

A toxicidade de produtos naturais pode se originar de diversos fatores,
incluindo seus constituintes quimicos. Avaliar esse potencial € uma etapa essencial
no avanco de futuras fases clinicas. Diversos testes podem ser usados para
determinar o perfil toxicolégico preliminar de extratos naturais. Dentre os métodos
utilizados estdo o uso de queratinécitos humanos, que desempenham papel
fundamental no epitélio oral, e ensaios bioldgicos alternativos, tais como 0s
realizados com a A. salina (Alves et al., 2020; Hamidi et al., 2014).

No ensaio para avaliar a citotoxicidade em queratindcitos humanos néo-
tumorais, o EEB de E. luschnathiana, quando comparado ao grupo controle (100%
de viabilidade celular) permitiu viabilidade celular de 75% em concentracdes
menores que a CIMx20 (39 pg/mL). Na maior concentracdo testada, CIMx40 (78
ug/mL) o EEB se mostrou levemente téxico, ou seja, 0 extrato apresentou
toxicidade em valores muito acima daqueles usados para atividade antimicrobiana.
Outros estudos investigaram a citotoxicidade sobre queratindcitos HaCat de
extratos do género Eugenia, como E. dysenterica DC., este manteve 80% da
viabilidade celular em concentracbes de até 160 pug/mL (Moreira et al, 2017). Os
achados indicam perfil toxicolégico promissor.

Testes de toxicidade em A. salina com o extrato de E. luschnathiana
apresentaram resultados promissores, com valores de CLso acima de 2590 pg/mL,

indicando um perfil de toxicidade compativel com estudos que incluam animais
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mais complexos, como os roedores (Araujo, 2018). Neste estudo, identificamos que
CLso do EEB de E. luschnathiana é de 142,4 ug/mL. Essa concentragdo equivale a
aproximadamente 70 vezes a concentracdo capaz de inibir o crescimento de
Candida spp. O uso de modelos alternativos possibilita a realizacdo de triagens
guanto a toxicidade com forte evidéncia cientifica, proporcionando significativa
reducado de custos e de animais sacrificados (Freires et al., 2017).

O EEB E. luschnathiana representa uma opcdo promissora para o0
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas no tratamento de infeccbes
causadas por Candida spp. Nossos resultados sugerem que novas investigacdes
sejam conduzidas para elucidagdo do mecanismo de ag&do, ampliacdo da
caracterizacao toxicologica, incluindo modelos experimentais com roedores, bem
como ensaios clinicos para avaliacdo da seguranca e efetividade do produtos para
tratamento de infec¢Bes fungicas superficiais, incluindo candidiase bucal, causadas
por Candida spp..

5. CONCLUSAO

O EEB de E. luschnathiana apresenta, especialmente, flavonoides e
terpenos e possui atividade fungicida muito forte sobre espécies de Candida, com
possivel mecanismo de acao via parede celular fungica, o EEB apresenta efeito
anti-biofilme em baixas concentracdes e perfil de toxicidade favoravel a
sobrevivéncia de A. salina. O OE de E. luschnathiana é composto principalmente
por sesquiterpenos, sendo B -Cariofileno o composto majoritario. Esse produto ndo

apresentou efeito sobre Candida spp.
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6. CONCLUSAO

O extrato etandlico bruto de E. luschnathiana demonstrou potencial
significativo sobre espécies de Candida, com ac¢do fungicida com possivel acéo
sobre a parede celular fungica. Além disso, o EEB apresentou atividade anti-
bioflme em baixas concentracbes e um perfil de toxicidade favoravel a
sobrevivéncia de A. salina, indicando seguranca preliminar para o uso em futuros
estudos clinicos. Em contrapartida, o 6leo essencial (OE) da planta, composto
majoritariamente por sesquiterpenos, como o (E)-Cariofileno, ndo apresentou
efeitos significativos sobre as cepas utilizadas.

A partir desses resultados, este estudo contribui para o conhecimento
acerca das propriedades biologicas dos produtos obtidos a partir das folhas de E.
luschnathiana. Bem como, fundamentam futuros estudos voltados ao

desenvolvimento de novos agentes para o tratamento da candidiase oral.
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Ministério do Meio Ambiente z
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n® A4B2595

A atividade de acesso ao Patimonio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Nimero do cadastro: A4B2595

Usuario: Palloma Christine Queiroga Gomes da Costa
CPF/CNPJ: 053.192.951-54

Objeto do Acesso: Patrimonio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Eugenia luschnathiana

Titulo da Atividade: Atividade antifungica do extrato de Eugenia luschnathiana e sua toxicologia
sobre queratinocitos humanos e embrides de peixe-zebra

Equipe

Palloma Christine Queiroga Gomes da Costa Universidade Federal da Paraiba

Paula Lima Nogueira Universidade Federal da Paraiba

Yuri Mangueira Nascimento Universidade Federal da Paraiba

Marianna Vieira Sobral Universidade Federal da Paraiba

Ricardo Dias de Castro Universidade Federal da Paraiba

Data do Cadastro: 29/04/2024 20:53:28

Situac@o do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestio do Patriménio Genético
Situacdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 20:53 de 29/04/2024.
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