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RESUMO
A espécie Candida albicans integra a microbiota humana e é associada a diferentes tipos

de infecgbes, sendo a levedura mais comumente isolada em amostras de infec¢des da
cavidade oral. O numero de infec¢des atribuidas ao género Candida tem apresentado um
crescimento significativo em escala global e devido ao uso rigoroso e indevido dos atuais
antimicrobianos a resisténcia antimicrobiana também cresceu. Pogostemon cablin Benth.,
conhecido popularmente como patchouli, € uma erva medicinal de grande relevancia, com
diversas propriedades farmacologicas relatadas na literatura. Diante disso, este trabalho
tem como objetivo avaliar o potencial antifangico do éleo essencial de P. cablin frente a 11
isolados orais de Candida albicans e uma cepa padrédo (ATCC90028). A caracterizacao
guimica do P.cablin foi realizada por meio da Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrofotometria de Massa (CG-EM). A andlise da atividade antifungica foi realizada pela
técnica de microdiluicdo para determinar a concentragcdo inibitéria minima (CIM) e a
concentragdo fungicida minima (CFM). O mecanismo de acdo da possivel atividade
antifangica do fitocomplexo em questéo foi analisado pelos ensaios de sorbitol e ergosterol.
Ademais, fatores de viruléncia também foram investigados como a capacidade de formacéo
de biofilme e a morfogénese. Foram identificadas 19 moléculas, incluindo alcool de
patchouli (15,11%), A-Guaieno (9,85%), a-Guaieno (8.06%) e a-Patchouleno (5.03%). O P.
cablin apresentou valores de CIM e CFM entre 2 e 128 ug/mL para as cepas testadas. Os
resultados sugerem que esta atividade ocorre pela complexacédo dos constituintes do 6leo
ao ergosterol da membrana fangica. O 6leo essencial reduziu levemente o indice de
Morfologia (IM) das cepas testadas. Para a cepa mais filamentosa, houve uma diminuicao
significativa no comprimento dos filamentos, de 285,0 um para 220,5 um. Na formacéao de
biofilmes, o 6leo essencial apresentou reducao de 26% a 59% nas concentracdes de 4 a
40 pug/mL e na reducéao de biofilmes formados, os valores variaram de 49% a 68%. O oleo
essencial de P. cablin apresentou composi¢cdo quimica complexa e relevante atividade
sobre C.albicans, sendo essa atividade considerada fungicida para a maioria das cepas
testadas. Sugere-se que essa acdo antifungica acontece pela complexacdo do 6leo
essencial ao ergosterol da membrana plasmatica fungica. Ademais, P. cablin atuou na
formacdo e reducdo do biofilme e também exerceu influéncia sobre a morfogénese de
Candida albicans.

Palavras-chave: Agente Antifungico; Candida albicans; Candidiase oral; Fitoquimicos;

Pogostemon cablin.



ABSTRACT
The Candida albicans species is part of the human microbiota and is associated with

different types of infections. It is the most commonly isolated yeast in samples of oral cavity
infections. The number of infections attributed to the Candida genus has grown significantly
on a global scale and due to the rigorous and improper use of current antimicrobials,
antimicrobial resistance has also increased. Pogostemon cablin Benth., popularly known
as patchouli, is a medicinal herb of great relevance, with several pharmacological properties
reported in the literature. The aim of this study was to evaluate the antifungal potential of P.
cablin essential oil against 11 oral isolates of Candida albicans and a standard strain
(ATCC90028). The chemical characterization of P.cablin was carried out using Gas
Chromatography coupled with Mass Spectrophotometry (GC-MS). The antifungal activity
was analyzed using the microdilution technique to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) and the minimum fungicidal concentration (MFC). The mechanism of
action of the possible antifungal activity of the phytocomplex in question was analyzed using
the sorbitol and ergosterol assays. In addition, virulence factors were also investigated, such
as biofilm formation capacity and morphogenesis. Nineteen molecules were identified,
including patchouli alcohol (15.11%), A-Guaiene (9.85%), a-Guaiene (8.06%) and a-
Patchoulene (5.03%). P. cablin showed MIC and MFC values between 2 and 128 pg/mL for
the strains tested. The results suggest that this activity occurs through the complexation of
the oil's constituents with the ergosterol of the fungal membrane. The essential oil slightly
reduced the Morphology Index (M) of the strains tested. For the most filamentous strain,
there was a significant decrease in filament length, from 285.0 um to 220.5 um. In the
formation of biofilms, the essential oil showed a reduction of 26% to 59% at concentrations
of 4 to 40 ug/mL and in the reduction of biofilms formed, the values ranged from 49% to
68%. The essential oil of P. cablin showed a complex chemical composition and significant
activity on C. albicans, which was considered fungicidal for most of the strains tested. It is
suggested that this antifungal action is due to the complexation of the essential oil with the
ergosterol of the fungal plasma membrane. In addition, P. cablin acted on the formation and
reduction of biofilm and also exerted an influence on the morphogenesis of Candida
albicans.

Keywords: Antifungal agent; Candida albicans; Oral candidiasis; Phytochemicals;

Pogostemon cablin.
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1. INTRODUCAO

Candida spp. estao presentes em membranas mucosas de diversas partes do corpo,
incluindo o trato gastrointestinal, a cavidade oral, o nariz, os 6rgéos reprodutivos e a pele.
A espécie Candida albicans integra a microbiota humana e é associada a diferentes tipos
de infecgbes, sendo a levedura mais comumente isolada em amostras de infec¢des da
cavidade oral. Essa espécie oportunista possui uma grande adaptabilidade e pode
facilmente passar de um organismo comensal a um patégeno (Di Cosola et al., 2021;
Pavlova; Sharafutdino, 2020; Vila et al., 2020).

A candidiase bucal € uma infeccdo da mucosa oral ocasionada pelas espécies do
género Candida, desequilibrios na microbiota oral podem favorecer o crescimento dessas
espeécies e levar ao aparecimento de sintomas clinicos (Lu, 2021; Cannon, 2022). Os
fatores que predispdem o desenvolvimento dessa patologia incluem imunossupressao,
radioterapia na regidao da cabeca e pescoco, diabetes e administracdo prolongada de
antibidticos e drogas imunossupressoras (Lu, 2021). Outros fatores locais sédo o uso de
préteses dentarias e a diminuicdo do fluxo salivar, este desempenha um papel importante
na limpeza mecanica, evitando a adeséo da C. albicans as células epiteliais orais (Ok et al.,
2021).

Além da fragilidade do sistema imunologico do individuo, outro fator relevante para
o desenvolvimento de infeccbes € a expressdo dos fatores de viruléncia, incluindo a
morfogénese. C. albicans pode mudar da forma de blastoconidios para hifas, o que
desempenha um papel significativo na infeccéo e progressao da doenca, além de facilitar
a adesao celular, a penetracao através da barreira da mucosa intestinal e a disseminacao
na corrente sanguinea nos estagios iniciais da infeccéo (Chow et al., 2021).

A formacao de biofilmes também é um processo chave na evaséao do sistema imune.
Esta € uma caracteristica fundamental na patogénese da Candida albicans, visto que a
maioria das infeccdes associadas a essa espécie ocorre devido a formacao de biofilmes na
superficie do hospedeiro ou em materiais inertes, como implantes e proteses. O biofilme
formado apresenta uma estrutura complexa composta por varias formas morfologicas. Essa
resisténcia na estrutura do biofilme é um dos fatores que contribuem para sua viruléncia e
resisténcia aos tratamentos, resultando em significativa morbidade e mortalidade (Priya;
Pandian, 2020; Tsui, Kong, Jabra, 2016).
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O numero de infec¢des atribuidas ao género Candida tem apresentado um
crescimento significativo em escala global, resultando em taxas de mortalidade que podem
ultrapassar 70% em determinados grupos de pacientes. As espécies C. albicans, C.
glabrata (Nakaseomyces glabratus), C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (Pichia
kudriavzevii) respondem por mais de 90% dos casos de candidiase registrados (Singh;
T6th; Géacser, 2020).

A resisténcia antimicrobiana foi acelerada durante e apds o surto de COVID-19,
devido ao uso rigoroso e indevido dos atuais antimicrobianos em individuos com risco de
infeccbes secundarias e co-infecgdes (Lai et al., 2021; Lobie et al., 2021). Neste interim,
existe uma necessidade urgente de estabelecer novas opcdes de tratamento, a fim de
interceptar a crescente tolerancia medicamentosa e controlar as infec¢gdes microbianas
emergentes (Qadri et al., 2021; Qadri et al., 2022).

Dessa forma, um vasto numero de antimicrobianos derivados de produtos naturais
tem sido estudados como fonte de novos candidatos a medicamentos contra uma gama de
doencas infecciosas humanas (Ye et al., 2020; Lee et al., 2020).

Pogostemon cablin Benth., conhecido popularmente como patchouli, ou
“‘Guanghuoxiang” é uma erva medicinal de grande relevancia, com um potencial
significativo no setor de fragrancias, além de ser uma componente chave em diversos
medicamentos tradicionais chineses. Nos Ultimos anos, pesquisas experimentais
extensivas exploraram as propriedades farmacoldgicas e os mecanismos de acédo do
patchouli. Esses estudos apresentaram uma variedade de efeitos benéficos, incluindo
atividade antitulcera péptica, propriedades antimicrobianas, efeito anti-inflamatario,
analgésico, acao antioxidante, atividade antitumoral, controle de diabetes, efeito anti-
hipertensivo, modulacéo imunoldgica, impacto na microbiota intestinal, efeito antiemético,
entre outros (Dechayont et al., 2017; Swamy, Sinniah, 2016; Junren et al. 2021).

Atualmente, a andlise e a pesquisa sobre a composi¢cdo quimica do Pogostemon
cablin concentram-se principalmente no 6leo volatil, também conhecido como 6éleo de
patchouli. Varios ingredientes foram relatados, como alcool de pachouli, pogostone, a-
guaieno, &-guaieno, B-cariofileno, trans-cariofileno, a-patchoulene, B-patchoulene e [3-
elemeno (Wu et al. 2019).

Portanto, considerando seu elevado potencial biofarmacolégico, o 6leo essencial de

Patchouli (P. cablin), objeto desse estudo, mostra-se como um composto com inegavel
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potencial biotecnoldgico a ser explorado. Dessa forma, € imprescindivel pesquisar acerca
de sua possivel propriedade antifungica, a fim de detalhar sua atividade farmacologica e
viabilizar perspectivas de inovacdo e tecnologia no desenvolvimento de novas drogas,
visando assim contornar a resisténcia aos medicamentos sintéticos comumente utilizados.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS E MICROBIOLOGICOS DA CANDIDIASE

A cavidade oral € uma estrutura complexa, composta por diversas areas que abrigam
milhdes de microrganismos. Fatores como fragilidade do sistema imunoldgico, deficiéncias
nutricionais, doencgas metabodlicas, dietas ricas em acgucar e habitos inadequados de higiene
oral podem influenciar a diversidade do microbiota oral e favorecer a colonizag&o oral por
espécies de Candida (Le Bars et al., 2022).

Candida albicans possui capacidade de mudar de um estado comensal,
normalmente inofensivo, para uma forma patogénica em resposta a variagées ambientais,
tal processo € marcado pela transicdo morfolégica de blastoconidios para hifas. Essa
habilidade de adaptacdo é denominada polimorfismo e € crucial para a sobrevivéncia e para
a capacidade de invasdo da C. albicans, uma vez que permite uma resposta a diferentes
condi¢cdes no hospedeiro e facilite a infeccao (Noble et al. 2017; Hanaoka; Domae, 2021).

As pseudohifas e hifas desempenham um papel essencial na adeséo a superficie da
cavidade oral, essa colonizacdo contribui para a formacdo de biofilmes, estruturas
complexas envoltas por uma matriz extra-celular que favorecem a penetracéo tecidual e a
persisténcia da infeccao (De Aguiar et al. 2023). A matriz do biofilme de C. albicans contém
proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucleicos. As hifas fangicas desempenham um
papel essencial ao servir como estrutura de suporte e arcabouco para a adeséo de outras
células de levedura e bactérias, desenvolvendo biofilmes multiespécies (Zarnowski et al.,
2014; Kashyap et al., 2024).

C. albicans também pode formar biofilmes em infec¢cdes nas unhas, em dentes
agravando céries dentarias, superficies mucosas e nas superficies de dispositivos médicos,
incluindo cateteres e proteses vocais. Essa capacidade de formar biofilmes fez de C.
albicans uma das principais causas de infeccdes nosocomiais, que sao dificeis de tratar
devido a crescente resisténcia antifangica (Rodriguez-Cerdeira et al. 2019; Du et al. 2020).

Entre as espécies de Candida, Candida albicans destaca-se como a causa mais
comum de infeccbes tanto em mucosas quanto sistémicas, sendo responsavel por
aproximadamente 70% das infeccdes fungicas em todo o mundo (Morad et al. 2018). Nos
ultimos anos, consolidou-se como a principal fonte de infeccbes invasivas graves e
potencialmente fatais. Mesmo com intervencdes terapéuticas antifangicas, a mortalidade

associada a essas infecc¢des continua elevada, alcancando cerca de 40%, principalmente
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em ambientes hospitalares, onde pacientes criticos estdo mais vulneraveis as
complicagbes (Chen et al. 2020; Basmaciyan et al. 2019).

Na cavidade oral, a candidiase pode apresentar diferentes formas clinicas, como a
candidiase pseudomembranosa, eritematosa, estomatite protética, queilite angular, dentre
outras, variando conforme o estado imunoldgico do paciente e a gravidade da infeccao
(Sodiqova et al. 2023).

A forma mais prevalente é a pseudomembranosa, caracterizada por placas brancas
e cremosas, com aparéncia semelhante a coalhada, localizadas na lingua, mucosa bucal,
palato e garganta. Essas placas podem ser facilmente removidas, deixando para tras
superficies eritematosas. A candidiase também pode causar rachaduras e fissuras nas
comissuras labiais, conhecidas como queilite angular. Essa condi¢do pode ser dolorosa e
sangrar (Sodigova et al. 2023).

A candidiase atrofica cronica, ou estomatite protética, apresenta-se clinicamente
como eritema variavel da mucosa adjacente a prétese, com ou sem petéquias dispersas.
Esta caracteriza-se pela inflamacéo oral mais comum entre usuarios de proteses parciais
ou totais. Sua prevaléncia varia de 60 a 70% em pacientes sintomaticos, no entanto pode
ser de até 75%, se formem incluidos os assintomaticos (Sivaramakrishnan; Sridharan,
2017; Ribeiro et al., 2019). Apesar do aspecto irritado, a maioria dos doentes néo refere
sintomatologia dolorosa, entretanto podem ser relatas sensacdo de ardor, disgeusia,
disfagia e halitose. A presenca dessa inflamacé&o prolongada pode levar a progressao para
uma infeccao sistémica (lba et al., 2021).

Em particular, os fatores mais proeminentes associados a estomatite protética séo
infeccBes fungicas causadas por Candida spp. e traumas da mucosa oral que ocorrem
como resultado de préteses mal adaptadas. Devido a irritacdo mecéanica causada pelo uso
de proteses dentarias, a inflamacéo se desenvolve na area da mucosa oral, o que pode ser
uma base ideal para a fixacdo de microrganismos e surgimento de uma infeccéo (PeriC et
al. 2024). As superficies asperas das proteses representam um ambiente ideal para a
adesdao e crescimento de microrganismos. A fixacdo desses pode causar mau halito e levar
ao desenvolvimento da estomatite protética (Liana et al., 2024).

Devido a facilidade com que Candida se adere e coloniza préteses dentarias, essa
condicao é vista como uma infecgao biofilme dependente. Estudos indicam que C. albicans

€ encontrada com maior frequéncia na superficie das proteses do que na mucosa palatina
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adjacente. Por isso, o tratamento clinico costuma focar principalmente na remocdo do
biofilme presente, com o objetivo de evitar uma nova colonizag&o e o retorno da infecgéo
(Sultan et al. 2019).

2.2 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA CANDIDIASE

Com o aumento da incidéncia e prevaléncia de candidiase oral nos ultimos anos, o
uso de medicamentos antifangicos também cresceu (Vila et al. 2020). O tratamento com
antifungicos topicos e sistémicos tem sido indicado de acordo com a gravidade da infeccao.
Embora sejam prescritas ambas as abordagens, as terapias tdpicas costumam ser
preferidas, uma vez que apresentam menor risco de toxicidade renal e hepatica em
comparacao com os tratamentos sistémicos (Cernakova; Rodrigues, 2020).

O tratamento da candidiase, seja em mucosas ou invasiva, conta com um namero
limitado de opcdes antifungicas, divididas em trés classes principais: polienos, azéis e
equinocandinas. Essa variedade restrita, somada as limitacdes dos tratamentos existentes,
compromete a eficacia no combate as infec¢des fungicas. Os principais problemas incluem
baixa seletividade, toxicidade elevada e um risco maior de desenvolvimento de resisténcia
aos tratamentos (Spampinato; Leonardi, 2013; Vila et al. 2020).

Na odontologia, os antifingicos sdo de extrema importancia no tratamento da
candidiase oral, especialmente aquelas causadas por Candida albicans. Antifingicos como
a nistatina e a anfotericina B, ambos pertencentes a classe dos poliénicos, atuam
aumentando a permeabilidade da membrana celular dos fungos. Ja os azdis, como
fluconazol, cetoconazol e miconazol, inibem a enzima responsavel pela sintese de
ergosterol, um componente essencial para a integridade da membrana fangica. A escolha
desses medicamentos depende da gravidade da infeccdo, com a nistatina sendo
geralmente indicada para tratamentos tdpicos e os azlis para infeccdes sistémicas
(Brandéo et al., 2021; Do Prado et al., 2021).

A terapia tépica com nistatina € considerada o pilar central no tratamento da
candidiase oral. Isso se deve a sua alta eficacia, baixo custo e menor incidéncia de efeitos
colaterais em comparacao aos triazois e equinocandinas. Esse farmaco possui baixa
solubilidade e baixa permeabilidade. Devido a sua baixa permeabilidade, é fracamente
absorvido pela pele, mucosas ou trato gastrointestinal, e seu uso terapéutico € restrito ao

tratamento de infecgBes fungicas por via tépica (Virag et al. 2021).
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A anfotericina B, por exemplo, € amplamente considerada padréo ouro no tratamento
antifingico, mas sua falta de seletividade resulta em toxicidade elevada, pois tanto células
fungicas quanto humanas sdo eucaribticas e compartilham processos bioldgicos similares.
De modo geral, vale ressaltar que os azéis também apresentam limitacées, podendo
apresentar efeito hepatotéxico, interacdo com outras drogas (ja que inibem as enzimas do
citocromo P450 de mamiferos), além de desenvolvimento de resisténcia por algumas cepas
(Lee et al., 2020; Santos et al., 2018).

A classe mais recente de antifingicos, as equinocandinas, como a caspofungina,
atua diretamente na parede celular do fungo, ao inibir a enzima -(1,3)-D-glucana sintase
e, consequentemente, a sintese de [-(1,3)-D-glucano, um polissacarideo presente
majoritariamente na parede celular fingica e que esta ausente em células de mamiferos,
sendo entdo mais seletivas. Tal inibicdo acarreta perda da osmolaridade e da integridade
da parede celular, impedindo o brotamento em leveduras e o crescimento de hifas em
fungos filamentosos. No entanto, seu uso € restrito a infec¢des sistémicas (Nivoix; Ledoux;
Herbrecht, 2020; Tortorano et al., 2021).

O aumento de espécies resistentes, C.albicans e Candida néo-albicans, € uma
preocupacao crescente. Tal fato reforca a urgéncia em desenvolver novos alvos
terapéuticos que possam superar as limitacbes dos tratamentos antifingicos atuais
(Pristov; Ghannoum, 2019; Vila et al. 2020).

Assim, a resisténcia aos antifUngicos tem se tornado um desafio eminente no
tratamento da candidiase oral. Um fator relevante para essa resisténcia € 0 uso excessivo
de antifingicos na pratica clinica, muitas vezes sem um diagnaostico laboratorial apropriado,
0 que contribui para o desenvolvimento de resisténcia medicamentosa (Rabaan et al.,
2023).

2.3 USO DE PRODUTOS NATURAIS

As plantas medicinais e aromaticas desempenham um papel crucial na medicina
tradicional e sdo amplamente estudadas em pesquisas cientificas, visando descobrir
compostos mais eficientes e com menor toxicidade. Elas constituem uma fonte abundante
de moléculas bioativas, fornecendo substancias promissoras para o desenvolvimento de

tratamentos contra diversas doencas infecciosas (Anand et al., 2019).
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Derivados do metabdlito secundario das plantas, os Oleos essenciais (OES)
geralmente sdo extraidos de flores, folhas, raizes, frutos ou cascas. Esse processo ocorre
por meio de destilagédo, prensagem a frio ou extracao por solvente (Valdivieso-Ugarte et al.,
2019; Spisni et al., 2020). Os OEs séo liquidos oleosos volateis compostos principalmente
por terpendides e acidos fendlicos (Da Silva et al., 2021). Além de compostos volateis, como
fendis, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas (Dhifi et al., 2016).

Hodiernamente, os consumidores demonstram um interesse cada vez maior nesses
compostos naturais, amplamente aplicados em diferentes contextos. Esse interesse
também tem sido acompanhado por diversas industrias, como a farmacéutica, cosmética e
alimenticia, que buscam explora-los devido as suas notaveis propriedades bioldgicas,
incluindo a¢des antifungicas, antibacterianas e antioxidantes (Duarte; Luis; Gallardo, 2022).

Os oOleos essenciais s@o produtos naturais caracterizados por eficacia, seguranca,
auséncia de resisténcia microbiana, boa tolerancia no organismo animal e efeitos colaterais
toxicos minimos, posicionando-os como alternativas promissoras. Ao contrario de alguns
medicamentos quimicos, a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais resulta do
sinergismo de varios componentes trabalhando juntos. A complexidade da composicao dos
oleos essenciais dificulta o desenvolvimento de resisténcia microbiana, minimizando esse
risco (Hou; Huang, 2024).

Na busca por novos medicamentos, os produtos naturais sdo extremamente
indicados como fontes de novos compostos. Um estudo realizado em 2020, por Newman e
Cragg, avaliou todos os medicamentos autorizados pela Food and Drug Administration
(FDA) entre janeiro de 1981 e setembro de 2019, revelando que os compostos originados
de produtos naturais foram o segundo grupo mais comum nas formulacfes. Tanto 0s
extratos totais quanto os compostos isolados séo objeto de investigacdo continua (Duarte;
Luis; Gallardo, 2022).

2.3.1 Pogostemon cablin

Patchouli, pertencente a familia Lamiaceae, é uma planta nativa do sudeste asiatico
e amplamente cultivada em muitas regides tropicais e subtropicais, incluindo China,
Indonésia, Filipinas e Tailandia. Possui grande relevancia, sendo usada frequentemente
nas industrias de fragrancias, com varios beneficios terapéuticos comprovados na literatura

cientifica. Mais de 140 substancias, incluindo alcoois, terpenoides, flavonoides, acidos
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organicos, fitoesterdis, ligninas, aldeidos, alcaldides e glicosideos foram identificados
(Junren et al., 2021; Fatima et al., 2023).

Dentre essas substancias, o Alcool de Patchouli (AP), € o componente bioativo
dominante no Oleo extraido das partes aéreas de P. cablin. Um sesquiterpeno triciclico, que
vem se mostrando promissor potencial farmacolégico, incluindo atividades neuroprotetoras,
repelentes de cupins, antivirais, antibacterianas e antifungicas (Wu et al., 2011; Wang et
al., 2021; Pandey et al., 2022).

Pogostemon cablin, amplamente empregado na medicina tradicional, € uma planta
aromatica reconhecida pela producdo de 6leos essenciais com diversas propriedades
terapéuticas. De acordo com Swamy e Sinniah (2016), aproximadamente 90% do Oleo
essencial € consumido pelas indastrias de aromas e fragrancias para a fabricacdo de
cosméticos, perfumes, alimentos e outros produtos relacionados a saude. Suas folhas
produzem um 6leo aromatico muito valorizado na perfumaria e na aromaterapia devido a
sua fragrancia marcante. Por esse motivo, o 6leo é amplamente utilizado na producéo de
fragrancias para diversos produtos de saude, incluindo sabonetes, detergentes, locdes
corporais e perfumes.

Esse 0leo possui caracteristicas distintas, como um aroma persistente, com notas
amadeiradas, canforadas e terrosas (Donelian et al., 2009). O 6leo obtido das partes aéreas
do patchouli € composto principalmente por alcool de patchouli (AP) (55,7%), a-guaieno
(13,1%), a-bulneseno (11,1%) e outros compostos. Ja o 6leo extraido das raizes tem como
principal componente o pogostone (70,2%), com o AP representando apenas 4% (Verma
et al., 2019).

Os extratos e compostos principais do 6leo essencial de P.cablin, como o alcool de
patchouli e 0 pogostone, mostraram eficacia contra uma ampla gama de microrganismos.
Esses compostos demonstraram acao antibacteriana significativa contra varias bactérias
gram-positivas e gram-negativas, bem como contra diversas espécies de fungos, em
especial varias cepas de C. albicans. Além disso, o 0leo essencial de patchouli apresenta
atividade contra algumas espécies virais (Swamy; Sinniah, 2016).

Segundo Lee et al. (2020), o alcool de patchouli (AP) é um medicamento vantajoso
para a prevencao e tratamento de doencas humanas. Esse sesquiterpeno triciclico também
apresenta diversas aplicagfes terapéuticas como: efeitos antidepressivo, antinociceptivo,

vasorelaxante, protecdo pulmonar, protecdo cerebral, antiulcerogénica, anticolite, preé-
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bidtica, anti-inflamatéria, anticancer e atividades protetoras contra doencas metabdlicas.
Tais estudos ressaltam a importancia dos produtos naturais na descoberta de farmacos e
a necessidade de explorar ainda mais suas potencialidades.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

e Investigar o potencial antifingico do éleo essencial de Patchouli (Pogostemon cablin)
sobre isolados orais de Candida albicans utilizando testes in vitro.

3.2 ESPECIFICOS

e Realizar caracterizacao fitoquimica do 6leo essencial de P. cablin;
e Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de P. cablin
frente as cepas de Candida albicans;

e Determinar a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial de P. cablin
frente as cepas de Candida albicans;

e Analisar o possivel mecanismo de acdo do P. cablin avaliando sua interagdo com a
parede celular e o ergosterol da membrana plasmatica dos fungos;

e Observar a transicdo de blastoconidios para hifas verdadeiras (morfogénese) em C.
albicans na presenca do P. cablin;

e Verificar o comprimento das hifas apos inducdo da morfogénese na presenca do
P.cablin;

e Analisar a formacéao de biofilme por cepas de C. albicans isolados da cavidade oral
na presenca do P.cablin.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE PESQUISA E LOCAL DOS ENSAIOS LABORATORIAIS
Trata-se de um estudo experimental tipo laboratorial, com abordagem indutiva e de
natureza quantitativa. Os testes laboratoriais para avaliacdo da atividade antifungica foram
conduzidos no Laboratério de Micologia pertencente ao Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas (DCF) localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) do campus | da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2 CEPAS FUNGICAS

Para este estudo, foram utilizadas cepas de Candida albicans, 11 clinicas coletadas
de pacientes com candidiase oral e 1 padrao, previamente identificadas e codificadas como:
ATCC 90028, LABM 094, LABM 096, LABM 097, LABM 100, LABM 187, LABM 186, LABM
177, LABM 191, LABM 178, LABM 179, LABM 181. Todas as amostras pertencem a
micoteca do Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
(DCF/CCS) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Todas estas linhagens clinicas
foram coletadas anteriormente (protocolo CAAE: 43911715.8.0000.5188 e protocolo CAAE:
23611519.6.0000.5292), armazenadas a -20°C em Caldo Sabouraud Dextrose (CDS)
(KASVI®, Curitiba, Brasil) suplementado por glicerol (40% v/v), em criotubos (2 mL). Foram

utilizadas nos ensaios repiques de 24-48 horas incubadas a 35 + 2 °C.

4.3 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados nos experimentos foram Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) (KASVI®, Curitiba, Brasil) e o RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 com L-
glutamina e sem bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, SP, Brasil), preparados

conforme as descri¢Bes do fabricante.

4.4 SUBSTANCIAS
A substancia-teste, 6leo essencial de Patchouli (Pogostemon cablin), foi adquirida
comercialmente na Herbia ® (Joinville, Santa Catarina, Brasil). Para realizacdo dos testes

farmacoldgicos, a substancia foi preparada no momento do experimento, sendo
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emulsionada em DMSO 5% e TWEEN 80 2% e posteriormente diluidas em meio RPMI
1640.

Anfotericina B, caspofungina, fluconazol, ergosterol, tween 80, DSMO foram
adquiridos da Sigma-Aldrich® (S&o Paulo, Brasil) e sorbitol (D-sorbitol anidro) (INLAB®,
Séo Paulo, Brasil). Todos serdo preparados conforme orientagcdes do fabricante.

4.5 PREPARO DO INOCULO

As suspensodes foram preparadas a partir de culturas recentes semeadas em ASD e
incubadas a 35 + 2 °C durante 24-48 horas. Apds a incubacdo, foi transferido
aproximadamente 4-5 colénias (com uma alca estéril) para tubos de ensaio contendo 10
mL de solucéo salina estéril (NaCl a 0.85 %). As suspensdes resultantes foram agitadas
durante 15 segundos com o auxilio de um aparelho vortex (Fanem Ltd., Guarulhos, SP,
Brasil). A turbidez do in6culo final foi normalizada utilizando uma suspenséo de sulfato de
bario (tubo de 0.5 na escala de McFarland). A concentracdo final obtida sera de 1-5 x 10°
unidades formadoras de col6nias por mililitros (UFC/mL) (CLSI, 2017; SVETAZ et al., 2010).

4.6 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

4.6.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas

A caracterizacdo dos componentes do 6leo essencial de patchouli que foi obtido
comercialmente na Herbia ® (Joinville, Santa Catarina, Brasil). foi realizada pelo
Cromatografo Gasoso acoplado a Espectréometro de Massas (CG-EM) (Shimadzu QP2010
Ultra, Japéo), utilizando o método descrito por Fontes et al. (2023), com adaptacdes.

A analise foi feita utilizando Hélio como gas de arraste em uma coluna capilar RTX-
5MS (30 m x 0.25 mm, 0.25 um) seguindo os parametros a seguir: a temperatura de injecao,
250°C; temperatura da coluna, 40°C; vazdo de gas hélio, 2.11 mL/min; o programa de
temperatura foi iniciado a 40°C por 2 min seguido de um aumento até 100°C, logo em
seguida aumenta a temperatura para 280°C por 12 min. A identificacdo dos componentes
detectados foi realizada através da comparacdo dos dados de tempo de retencédo e
espectro de massas com os disponiveis na biblioteca NIST (National Institute of Standarts

and Technology).
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4.7 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS IN VITRO

4.7.1 Determinacéo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM do d6leo essencial, bem como do fluconazol (antifingico padréo) foi
determinada pela técnica da microdiluicdo em caldo. Portanto, serdo utilizadas placas de
96 pocos estéreis com tampa com fundo em forma de “U” ALAMAR®), seguindo as
diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018) com algumas
modificacbes. O OE foi preparado no momento da execucao dos testes, diluido em Tween
80 (2%) e agua destilada estéril em quantidade suficiente para obter a concentracdo de
2048 pg/mL. As suspensodes do fungo Candida albicans foram preparadas em meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) e ajustadas pela equivaléncia de turbidez para 10°
UFC/mL conforme a Escala padréo de McFarland.

Em cada orificio da placa foram adicionados 100 yL do caldo RPMI-1640 duplamente
concentrado. Em seguida 100 pL da solucdo da substancia teste/antifingico foram
dispensadas nas cavidades da primeira linha da placa. Por meio de uma diluicdo seriada a
uma razéo de dois foram obtidas concentracdes de 1024 pg/mL até 0,5 ug/mL para o OE,
e 64 pg/mL a 1 pg/mL para o fluconazol, de modo que na primeira linha da placa se
encontrara a maior concentracdo e na ultima a menor concentracdo. Por fim, serdo
adicionados 10pL do in6culo previamente preparado em todas as cavidades da placa, onde
cada coluna refere-se a uma cepa fungica especificamente.

Paralelamente, foi realizado controle de viabilidade das cepas ensaiadas (100uL do
mesmo RPMI-1640 duplamente concentrado e 10uL do in6culo de cada cepa). E para
verificar a auséncia de interferéncia nos resultados pelos agentes emulsificantes utilizados
na solubilizacdo do Pogostemon cablin, foi feito um controle no qual sera colocado nas
cavidades 100uL do RPMI-1640, DMSO, tween 80 e 10uL da suspensao fungica. Um
controle de esterilidade do meio de cultura também foi realizado, colocando-se 100uL do
RPMI-1640 em cavidades sem a suspensao fungica.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas para
a realizacdo da leitura. A CIM sera definida como a menor concentracao capaz de inibir o
crescimento fungico visualmente verificado nos orificios da placa, quando comparado com

0 crescimento controle. Os ensaios serdo realizados em triplicata.
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4.7.2 Determinacdo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

A CFM é definida como a menor concentracao da droga capaz de inibir o crescimento
visivel em meio sélido. Para isso, apds a leitura da CIM em 24 horas, aliquotas de 20 pL
dos pocos correspondentes & CIM, CIMx2 e CIMx4 foram subcultivadas em Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) e incubadas a 35°C por 24 horas. A leitura foi realizada por
observacéo visual do crescimento fungico no meio sélido com base na contagem de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC). A razao CFM/CIM foi calculada para determinar
se a substancia tem atividade fungistatica (CFM/CIM = 4) ou fungicida (CFM/CIM < 4).

Com base na metodologia proposta por Alves et al. (2021), que sugere uma
classificacdo para avaliar o potencial antifingico de novos compostos com atividade
farmacologica contra espécies de Candida, a bioatividade dos compostos foi entdo
determinada por meio dos valores de CIM e classificada nas seguintes categorias: (a)
bioatividade muito forte (CIM < 3,515 pg/mL); (b) bioatividade forte (CIM entre 3,515 e 25
pg/mL); (c) bioatividade moderada (CIM entre 26 e 100 pg/mL); (d) bioatividade fraca (CIM
entre 101 e 500 pg/mL); e (e) bioatividade muito fraca (CIM entre 501 e 2000 pg/mL).

4.7.3 Acéo sobre a parede celular fungica - ensaio com sorbitol

O teste foi realizado através da técnica de microdiluicdo em caldo, porém o mesmo
processo é feito com o RPMI na auséncia do sorbitol, e com adi¢do do sorbitol a 0,8M. O
aumento do valor da CIM na presenca do sorbitol indica que a parede celular € um dos
possiveis alvos da substancia em estudo (Sousa et al., 2016; Freires et al., 2014).

A caspofungina é o antifangico mais aplicado como controle positivo para este teste,
em concentracao inicial de 4 pg/mL (diacetato de caspofungina—Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA), devido a sua acéo ja conhecida sobre a parede celular. Além disso, foram
realizados os controles de esterilidade do RPMI 1640 com e sem o sorbitol, e o de

viabilidade do inéculo com adicdo do RPMI 1640 com e sem o sorbitol

4.7.4 Acdo sobre membrana celular fungica - ensaio com ergosterol
O teste foi realizado pela técnica da microdiluicdo em caldo, porém na auséncia e
com adigéo do ergosterol 400 pug/mL ao meio de cultura. Alguns agentes antifingicos agem

sobre o ergosterol da membrana plasmatica, formando complexos ou inibindo a biossintese
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da membrana. Assim, o aumento da CIM na presenca do ergosterol exdgeno indicara uma
atividade do agente em estudo sobre o ergosterol presente na membrana plasmatica
fungica (Sousa et al., 2016). Para o controle, o mesmo procedimento foi executado com o
antifingico anfotericina B, cujo mecanismo de acdo é conhecido e envolve sua ligagdo ao
ergosterol presente na membrana fungica. Além disso, como descritos anteriormente, foram
realizados os controles de esterilidade com e sem o ergosterol, e o de viabilidade do inéculo

com e sem o ergosterol (Escalante et al., 2008).

4.7.5 Efeito do P. cablin na adeséo do biofilme

Foi avaliado no estagio inicial da formacé&o do biofilme, conforme descrito por Plyuta
et al., 2013, com adaptacdes. O inéculo (108 UFC-mL) de C. albicans ATCC 90028
juntamente com as concentragdes de P. cablin previamente determinadas pelos valores de
CIM (4 pg/mL), CIMx2 (8 pg/mL), CIMx4 (16 pg/mL) e CIMx10 (40 pg/mL), foram
adicionadas em placas de 24 pocos e incubadas por 48h a 35°C. Apés a incubacao, as
células plancténicas foram cuidadosamente removidas dos poc¢os por meio de enxague
com PBS e secas por 45 minutos. As células aderidas foram entdo coradas com cristal
violeta a 0,4%. Os valores de absorbancia foram lidos a 595 nm usando um leitor de plasma.
O teste foi realizado em quatro amostras. O biofilme néo tratado correspondeu ao controle
de crescimento, enquanto 0s po¢os com meio de cultura sem a adicdo do microrganismo

sdo os controles de esterilidade.

4.7.6 Efeitos do P. cablin na reducéo do biofilme

Aliquotas de 1000 pL do in6culo de C. albicans ATCC 90028 contendo
aproximadamente 10® UFC/mL foram transferidas para uma placa de microdiluicdo de 24
pocos e incubadas por 48 horas a 35°C. Os pocos foram lavados com solugcdo salina
tamponada com fosfato (PBS) para remover as células planctbnicas, em seguida foi
adicionado um meio novo de cultura. As concentracbes de OE P.cablin previamente
determinadas pelos valores de CIM (4 pg/mL); CIMx2 (8 ug/mL); CIMx4 (16 pg/mL); CIMx10
(40 pg/mL) e Fluconazol (controle positivo) nas concentracdes de CIM (2 ug/mL); CIMx2 (4
pg/mL); CIMx4 (8 ug/mL); CIMx10 (20 ug/mL) foram adicionadas aos pocos, seguidas de
incubagé&o por 48 horas a 35°C. Para a quantificacdo do biofilme, os pogos foram lavados

duas vezes com PBS, secos ao ar por 45 minutos e corados com solucgéo de violeta cristal
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a 0,4%. Os valores de absorbancia foram lidos a 595 nm usando um leitor de placas
(DJORDJEVIC; WIEDMANN; MCLANDSBOROUGH, 2002). O ensaio foi realizado em
guadruplicata. O biofilme n&o tratado correspondeu ao controle de crescimento e o0 meio de

cultura sem adi¢ao de microrganismos ao controle de esterilidade.

4.7.8 Ensaio da morfogénese

O ensaio de morfogénese foi realizado de acordo com a técnica descrita por Chaves
et al. 2007 com algumas modificacdes. As células de C. albicans foram cultivadas durante
a noite (18 a 24 horas) em meio YPD na presenga e na auséncia de P.cablin. A absorbancia
do crescimento celular foi medida usando espectrofotometria (600 nm), e a concentragao
foi padronizada para 1 x 108 células/mL.

Para induzir a morfogénese, 30 pL do crescimento padronizado foram inoculados em
caldo YPD suplementado com 20% de soro bovino fetal (SFB) (4 mL de YPD liquido, 1 mL
de SFB) em tubos e incubados a 37°C por 1 hora, seguidos por mais 2 horas, totalizando 3
horas de incubacao.

Ao final do periodo de 1 hora, uma aliquota de 500 pL da suspensao foi adicionada
a tubos eppendorf de 2 mL contendo 500 pL de formalina a 10% para posterior exame
microscopico. Os tubos contendo os inéculos foram incubados novamente para completar
0 periodo de incubacédo de 3 horas. ApOs esse periodo, uma aliquota de 500 pL foi
transferida para tubos eppendorf contendo 500 pL de formalina a 10% e armazenada a 4°C
para posterior observacdo microscopica.

Todas as laminas foram lidas em triplicata. As laminas da incubacéo de 1 hora foram
avaliadas por meio da contagem de 100 células por lamina e da determinacdo da
porcentagem de células que apresentaram formacao de tubo germinativo.

Com relacdo as laminas das amostras submetidas a 3 horas de incubacéo, foi
calculado o indice de Morfologia, pois se espera uma maior variabilidade morfologica das
células de C. albicans apos esse periodo. Portanto, 100 células de C. albicans foram
contadas em cada lamina, com as seguintes classificacbes morfoldgicas: blastoconidios
(células redondas) receberam um valor de IM de 1; células alongadas com diametro duas
vezes maior que o comprimento receberam IM = 2; células semelhantes a pseudo-hifas
receberam IM = 3; e hifas longas e verdadeiras com lados paralelos receberam IM = 4. O

indice de Morfologia (IM) foi determinado usando a seguinte féormula:
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(IM1x1) + (IM2x2) + (IM3x3) + (IM4x4)
M= 100

Nesse contexto, valores proximos a um indicam uma populacéo de células esféricas
de levedura; valores préximos a quatro indicam uma populacdo de hifas verdadeiras; e
valores entre um e quatro sugerem a presenca de morfologias variadas ou,

predominantemente, pseudo-hifas.

4.7.9 Medicao do comprimento hifico de Candida albicans

O comprimento da célula de C. albicans, especificamente a cepa 97, foi medido apds
a inducédo da morfogénese (incubacgao por 3 horas em YPD + 20% SFB). O software NIS-
Elements D foi usado para essa finalidade. Para cada cepa, o comprimento médio de 100
células hifais foi determinado para isolados previamente cultivados na presenca ou

auséncia de P.cablin.

5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios para avaliacdo da atividade antimicrobiana e morfogénese foram
realizados em triplicata e em trés experimentos independentes. Foi realizada uma analise
estatistica descritiva e inferencial utilizando testes adequados através do software
GraphPad Prism 9.0, com nivel significancia de 5%. Os dados foram analisados por

ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey em relacdo ao controle de crescimento.
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6. RESULTADOS
6.1 CROMATOGRAFIA GASOSA E ESPECTOFOMETRIA DE MASSAS

A partir dos dados obtidos pelo detector, 19 (dezenove) moléculas foram sugeridas,
dispostas na Tabela 1, aquelas com maior indice de similaridade com os Bancos de
Dados: NIST 2008, NIST 2008+Shimadzu e FFNSC 1.3.

O componente majoritario indicado foi o Terephthalic acid, di(2-ethylhexyl) ester
com 35.69% de area considerando 100% dos picos identificados, seguido por patchouli
alcohol 15.11%, A-Guaiene (9.85%), a-Guaiene (8.06%) e a-Patchoulene (5.03%)
comumente encontrados em identificacdes da composicao do 6éleo essencial de Patchouli.

Componente TR(min) Area(%)
B-Patchoulene 11.997 2,88
Seychellene 12.245 0.58
Caryophyllene 12.286 2.05
a-Guaiene 12.389 8.06
Seychellene 12.511 5.50
a-Humulene 12.550 0.43
a-Patchoulene 12.608 5.03
Patchoulene 12.660 0.69
Azulene, 1,2,3,4,5,6,7,8-Octahydro-1,4- 12.693 0.16

dimethyl-7-(1-methylethenyl)-,[1S-(1 a,4 a,7 a)]-
B-Selinene 12.793 0.40
Azulene, 1,2,3,4,5,6,7,8-Octahydro-1,4- 12.850 2.45
dimethyl-7-(1-methylethenyl)-,[1S-(1 a,4 a,7 a)]-
A-Guaiene 12.905 9.85
a-Maaliene 13.025 0.16
(-)-Caryophyllene oxide 13,388 1.34
Viridiflorol 13.940 1.96
Patchouli alcohol 14.069 15.11
Terephthalic acid, di(2-ethylhecyl) ester 19.616 0.61
Terephthalic acid, di(2-ethylhecyl) ester 20.041 35.69

Terephthalic acid, di(2-ethylhecyl) ester 20.179 7.04

Tabela 1. Composic¢ao quimica do 6leo essencial de patchouli por CG-EM.



30

Para identificac&o foi realizada uma comparacao dos valores de indice de Retencéo
(IR) dos compostos com valores cadastrados na base de dados NIST, como descrito acima.
Na Tabela 2, constatou-se que 6 (seis) componentes tiveram suas identidades

confirmadas através desta analise.

Componente TR Area IR IR Referéncia

(min) (%) (exp)  (lit)
B-Patchoulene 11991 2.88 1404 1406 Moio, Piombino, et al., 2000
a-Guaiene 12,384 8.06 1461 1456 Hudaib, Grazia Bellardi, et al.,
a-Humulene 12,545 0.43 1483 1474 2001

Yu, Kim, et al., 2004

a-Patchoulene 12,604 5.03 1492 1486 Gudaityte and Venskutonis
Caryophyllene 12,286  2.05 1446 1440 R.P., 2007

Cardeal, da Silva, et al., 2006
(-)-Caryophyllene 13,384 1.34 1602 1595 Liu J.M., Nan P., et al., 2006

oxide

Legenda: TR: tempo de retencdo do componente na coluna; IR (exp): indice de retencéo experimental; IR

(Iit): indice de retencéo da literatura.

Tabela 2 - Identificacdo dos componentes em relacdo a base de dados NIST.

6.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA (CIM) E CONCENTRACAO
FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Neste estudo, observou-se o efeito antifangico do 6leo essencial de Patchouli
(Pogostemon cablin) em 12 cepas de C. albicans. A Tabela 3 apresenta os valores de CIM
e CFM para o Pogostemon cablin e o fluconazol, utilizado como farmaco de referéncia.

O 6leo essencial inibiu o crescimento de 11 das 12 cepas de Candida albicans
(aproximadamente 91,6%) em concentracbes de até 4 ug/mL, enquanto uma cepa
(aproximadamente 8,4%) foi inibida a uma concentracdo de 128 pg/mL, esses valores de
CIM representam a menor concentracdo do 6leo essencial capaz de inibir o crescimento
visivel do microrganismo. Para o fluconazol, utilizado como controle nos testes, os valores
de CIM variaram entre 0,5 e 8 pg/mL.

Na analise comparativa entre CIM e CFM expressa na tabela 3, observou-se que 5

das 12 cepas ensaiadas apresentaram a CFM quatro vezes superiores a CIM,
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caracterizando-se como efeito fungistéatico e as outras 7, apresentaram valores idénticos de
CFM e CIM, demonstrando efeito fungicida, de acordo com os parametros estabelecidos
por Siddique et al. (2013).

A analise dos resultados da Concentracao Fungicida Minima (CFM) fornece insights
importantes sobre a eficacia do 6leo essencial contra Candida albicans. Essa métrica reflete
a menor concentracdo necesséria para eliminar completamente o microrganismo,
diferenciando-se da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), que apenas inibe o crescimento

visivel.
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Pogostemon cablin Fluconazol Controles
CEPAS CIM CFM CFM Atividade antifiingica CIM *MO **Est
CIM

C. albicans ATCC 90028 4 yg/mL >16 pg/mL >4 Fungistatico 2 yg/mL + -
C. albicans LABM 094 4 ug/mL >16 pg/mL >4 Fungistatico 0,5 pg/mL + -
C. albicans LABM 096 2 pg/mL >8 ug/mL >4 Fungistatico 0,5 pg/mL + -
C. albicans LABM 097 128 pg/mL 128 pg/mL 1 Fungicida 8 ug/mL + -
C. albicans LABM 100 2 ug/mL >8 ug/mL >4 Fungistatico 4 yg/mL + -
C. albicans LABM 187 4 ug/mL 4 yg/mL 1 Fungicida 2 yg/mL + -
C. albicans LABM 186 2 ug/mL >8 ug/mL >4 Fungistatico 1 pg/mL + -
C. albicans LABM 177 2 ug/mL 4 ug/mL 1 Fungicida 4 pg/mL + -
C. albicans LABM 191 4 yg/mL 2 ug/mL 1 Fungicida 2 pg/mL + -
C. albicans LABM 178 2 ug/mL 2 ug/mL 1 Fungicida 4 pg/mL + -
C. albicans LABM 179 2 ug/mL 2 ug/mL 1 Fungicida 4 pg/mL + -
C. albicans LABM 181 2 ug/mL 2 ug/mL 1 Fungicida 4 pg/mL + -

Legenda: CFM/CIM= Raz&o CFM sobre CIM; *MO= controle de viabilidade; **Est= controle de esterilidade; += crescimento do microrganismo; -=
auséncia de crescimento de microrganismo. expressas em ug/mL. CFM/CIM> 4 significa que é fungistatico, <4 significa que é fungicida.

Tabela 3. Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL) e Concentragao Fungicida Minima (ug/mL) do éleo essencial de Patchouli
(Pogostemon cablin) e do Fluconazol sobre C. albicans.
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6.3 ACAO DO OLEO ESSENCIAL DE P. cablin SOBRE A PAREDE E A MEMBRANA
CELULAR FUNGICAS

Os ensaios realizados confirmaram o potencial antifangico do 6leo essencial de P.
cablin e sugerem que seu efeito ocorre por meio da interagdo com o ergosterol presente na
membrana celular fungica. Isso € evidenciado pelos valores de CIM, que foram maiores na
presenca do ergosterol exdgeno para ambas as cepas (= 1024 ug/mL) em comparagéo a

sua auséncia, 4 ug/mL para a cepa ATCC e 128 ug/mL para a cepa clinica (Tabela 4).

Microrganismos C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans
ATCC 90028 LABMO097 ATCC 90028 LABMO097 ATCC 90028 LABMO097

Substéncias Controle +Sorbitol +Ergosterol
Pogostemon cablin 4 128 4 128 21024 > 1024
Anfotericina B 0,125 0,25 - - 4 4
Caspofungina 0,03 0,06 0,12 0,12 - -

Legenda: - = ndo foi testado; +Sorbitol= presenca de sorbitol; +Ergosterol= presenca de ergosterol;

Tabela 4. Valores de CIM (ug/mL) do Pogostemon cablin e antifangicos controles na
auséncia e na presenca do sorbitol e do ergosterol contra C. albicans ATCC 90028 e C.
albicans LBMO097.

6.4 ENSAIO DA MORFOGENESE

O impacto do Pogostemon cablin na filamentacdo de Candida albicans foi analisado
utilizando soro fetal bovino como e uma temperatura de 37°C como indutores. Apos 1 hora
de incubacao, avaliou-se a capacidade de formacao de tubos germinativos. Na auséncia
do fitocomplexo, a taxa média de formacdo de tubos germinativos entre as cepas
analisadas foi de 94,99%. A presenca do composto ndo resultou em reducéo significativa
dessa capacidade.

Apos 3 horas de incubaco, foi calculado o indice de Morfologia (IM), uma vez que
diferentes formas morfolégicas sdo mais evidentes nesse periodo. Na cepa ATCC,

observou-se o predominio de hifas verdadeiras em condigdes sem o P. cablin, com um IM
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médio de 2,61 entre as cepas avaliadas. Contudo, na presenca do composto, o predominio
mudou para pseudo-hifas, reduzindo o IM para 2,51.

A cepa 97 apresentou alta capacidade filamentosa, com um IM de 3,42,
caracterizando-se pela formacdo de hifas longas e verdadeiras, além de pseudo-hifas,
enquanto blastoconidios eram raros. Na presenca do 6leo essencial, o indice de Morfologia

dessa cepa reduziu levemente para 3,38.

6.5 MEDICAO DO COMPRIMENTO HIFICO DE Candida albicans

Apés a analise dos resultados obtidos na etapa de morfogénese em meio liquido (3
horas), constatou-se que a cepa 97 apresentava uma capacidade de filamentacao superior
as demais. Na presenca da substancia testada, observou-se uma reducédo no comprimento
dos filamentos. A cepa 97 foi escolhida para medi¢cdes detalhadas utilizando um
microscopio optico e o software NIS-Elements D (Eclipse Ci, Nikon, Japao).

Em condicfes sem a presenca do OE de P.cablin, as hifas analisadas apresentaram
um comprimento médio geral de 285,0 micrémetros. No entanto, na presenca de OE
estudado, esse comprimento reduziu significativamente (p<0,0001) para 220,5

micrOmetros.

6.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DE P.
cablin SOBRE A INIBICAO DA FORMACAO DO BIOFILME FUNGICO

Os resultados da atividade antimicrobiana sobre a inibicdo da formacao do biofilme

fungico do 6leo essencial de Pogostemon cablin e fluconazol estdo expressos na Figura 1.

Hl Growth Control

100
] 4 ug/mL
8 pg/mL
16 pg/mL
40 ug/mL

2 pg/mL

Biofilm (%)

4 ug/mL
8 pg/mL
20 ug/mL

Pogostemon cablin Fluconazole



35

Figura 1. Efeito inibitério (média, desvio padrao) do 6leo essencial de Pogostemon cablin
e do Fluconazol na formacao de biofilme de espécies Unicas de Candida. Os resultados séo
apresentados como média + DP. (One-way ANOVA with Tukey post-test, *p<0.0001).

O ¢6leo essencial de P. cablin apresentou reducéo na formacéo de biofilme de 26%
a 59% entre as concentracdes 4 a 40 pg/mL, respectivamente. Ja o fluconazol apresentou
reducédo de 88% a 90% entre as concentragdes 2 a 20 ug/mL. Houve diferenca significativa

guando comparado o controle de crescimento com todos os grupos testados (p<0.0001).

6.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DE P.
cablin SOBRE A REDUCAO DO BIOFILME FUNGICO

Os resultados da atividade antimicrobiana sobre a reducdo do biofilme fungico do

oleo essencial de Pogostemon cablin e fluconazol estdo expressos na Figura 2.
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Figura 2. Efeito inibitorio (média, desvio padrao) do 6leo essencial de Pogostemon
cablin e do Fluconazol no biofilme de espécies Unicas de Candida. Os resultados séo

apresentados como média + DP. (One-way ANOVA with Tukey post-test, *p<0.0001).

O Oleo essencial de P. cablin apresentou reducdo de 49% a 68% entre as
concentragfes 4 a 40 ug/mL. Fluconazol apresentou reducdo de 74% a 87% entre as
respectivas concentracfes 2 a 20 ug/mL. Houve diferenca significativa quando comparado

0 controle de crescimento com todos o0s grupos testados (p<0.0001).
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7. DISCUSSAO

Os produtos vegetais tém sido cada vez mais utilizados na industria farmacéutica
nos ultimos anos. Ao combinar técnicas convencionais e metodologia moderna, o futuro
dos fitomedicamentos tem se apresentado cientificamente eficaz (Fatima et al., 2023). De
acordo com Santos et al. (2022), o principal subproduto do P. cablin é o seu 6leo essencial,
amplamente conhecido como 6leo de patchouli.

A CG-EM do 6leo essencial de patchouli avaliado nesse estudo identificou o alcool
de patchouli (15,11%), A-guaieno (9,85%) e a-guaieno (8,06%), compostos frequentemente
encontrados em P. cablin, 0 mesmo também foi verificado por Verma et al., (2019).

Alguns compostos, como (-)-Caryophyllene oxide, apresentaram areas percentuais
relativamente baixas (1,34%), mas sdo bioativos e contribuem para as propriedades
terapéuticas do Oleo essencial. Componentes como a-Guaiene e A-Guaiene sao
conhecidos por suas propriedades antimicrobianas e fragrancias caracteristicas,
fundamentais para aplicacdes na industria de cosméticos e farmacéutica (Jirovetz et al.,
2005; Aisyah et al. 2008; Swamy et al., 2016).

O componente majoritario Terephthalic acid, di(2-ethylhexyl) ester, embora nao seja
comum em Oleos essenciais, pode ser um contaminante ou um marcador de processos
especificos de extracdo. Investigacdes adicionais seriam necessarias para esclarecer sua
origem.

Galovicova et al. (2022) identificaram como 0s principais componentes volateis do
Oleo essencial de P.cablin, o alcool de patchouli (31,0%), a-bulneseno (21,3%), a-guaieno
(14,3%) e seicheleno (6,9%).

Kusuma et al. (2018), em seu estudo analisaram o 6leo essencial das folhas secas
de P.cablin e identificaram alcool de patchouli com 53,68%, a-guaieno 11,26% e azuleno
10,75% como os principais componentes. Os autores empregaram a extragcao por micro-
ondas sem 0 uso de solvente, um método que pode alterar a composicao do 6leo essencial
em relacdo a CG-MS, técnica utilizada para obter o 6leo essencial analisado neste estudo.

De acordo com Feng et al. (2019), a analise do 6leo essencial de P. cablin
determinaram que o principal componente do 6leo essencial foi o alccol de patchouli
(51,1%), seqguido pela fluoroacetofenona (23,5%) e B -patchoulene (7,3%).

A analise cromatogréafica feita por Storck et al. (2015) identificou a presenca de 13

diferentes constituintes no 6leo essencial: alcool de patchouli, a-bulneseno, a-guaieno,
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gama-patchouleno, gama-gurjuneno, germacreno-D, acifileno, 7-epi-alfa-selineno, beta-
elemeno, beta-patchouleno, cariofileno, alfa-patchouleno e seicheleno. As variagbes na
composicdo do P. cablin sdo atribuidas, principalmente, as diferencas climaticas e
geogréficas de cultivo, como colheita, secagem, processamento, método de extracdo, entre
outros.

O dleo essencial é isolado principalmente da folha seca de patchouli por destilacdo
a vapor. Alcool de patchouli e a-patchoulene s&o os principais constituintes que regulam e
controlam a qualidade do 6leo essencial de patchouli. Os principais compostos deste 6leo
essencial sdo alcool de patchouli, a-guaieno, a-bulneseno, B-cariofileno, a-patchouleno, y-
curcumeno e alguns dos compostos menores sao pogostona, limoneno, cedreno,
viridiflorol, y-himacaleno, dentre outros (Pandey et al., 2021).

Conforme proposto por Sartoratto et al. (2004), a atividade antimicrobiana para 6leos
essenciais é classificada como forte quando estes apresentarem uma CIM de 50-500
pMg/mL, moderada para valores de CIM entre 600 a 1500 pg/mL e fraca, ou produto inativo,
para CIM acima de 1500 pg/mL. Enquanto Webster e colaboradores, propuseram um valor
de CIM satisfatorio entre 1000pg/mL ou menos. Assim, 0s resultados deste estudo
confirmam que o 6leo essencial de Pogostemon cablin apresenta uma forte atividade
antimicrobiana, exibindo elevada inibicdo contra as cepas de Candida albicans.

A metodologia apresentada por Alves et al. (2021) propde um sistema de
classificacdo para medir o potencial antifingico de novos compostos com acao
farmacoldgica contra espécies de Candida. A avaliacdo da bioatividade foi realizada com
base nos valores de CIM e distribuida em cinco categorias: (a) bioatividade muito forte
(CIM< 3,515 pg/mL); (b) bioatividade forte (CIM entre 3,515 e 25 ug/mL); (c) bioatividade
moderada (CIM entre 26 e 100 pg/mL); (d) bioatividade fraca (CIM entre 101 e 500 pg/mL);
(e) bioatividade muito fraca (CIM entre 501 e 2000 pg/mL). Dessa forma, esse estudo
demostrou que o OE de P. cablin exibiu bioatividade considerada muito forte e forte frente
a quase totalidade dos isolados clinicos testados com valores de CIM entre 2 e 4 pg/mL;
apenas uma cepa clinica apresentou bioatividade considerada fraca, com CIM igual a 128
pg/mL.

A cepa 97, sendo altamente filamentosa, demonstrou maior resisténcia ao 6leo
essencial, exigindo uma concentragcdo de 128 pg/mL para inibicdo. Essa resisténcia pode

estar associada a diversos fatores, como a formacao de biofilme, que dificulta a penetracao
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do dleo, e a expressédo de genes relacionados a viruléncia e resisténcia antifangica. Além
disso, a morfologia filamentosa parece influenciar diretamente a susceptibilidade ao 6leo
essencial, tornando a cepa 97 menos sensivel. Isso refor¢ca a importancia de considerar a
morfologia e a capacidade de formacgédo de biofilmes ao avaliar novos agentes antifingicos.

O OE mostrou-se eficaz contra 91,6% das cepas de C. albicans em concentragdes
de até 4 pg/mL, tal valor indica sua elevada poténcia antifingica. O efeito fungistéatico foi
observado em 5 das 12 cepas testadas, indicando que o OE pode inibir o crescimento sem
necessariamente eliminar o microrganismo em algumas cepas, sendo necessarias
concentragcbes mais elevadas para matar as células fungicas. Para as 7 demais,
demonstrou efeito fungicida direto, assim este ndo apenas inibiu o0 crescimento, como
também erradicou o microrganismo de maneira eficiente.

A capacidade do P. cablin de atuar de forma fungistatica ou fungicida sugere que
sua eficacia pode depender de fatores como a especificidade da cepa, a concentracao
utilizada e o tempo de exposicao, 0 que pode ser vantajoso, visto que permite aplicacoes
direcionadas, como tratamentos topicos ou em combina¢cdo com outros antifingicos para
maximizar a eficacia, priorizando ser utilizado em situacdes onde o efeito fungicida €&
desejado.

Banu et al. (2018), ao estudar a atividade antifUngica dos 0leos essenciais de
Pogostemon heyneanus, Cinnamomum tamala e C. camphora frente a cepas de Candida
albicans, observou uma CIM de 0,6 pg/mL para os dois primeiros Oleos e de 1 pg/mL para
a C. camphora. Por outro lado, em um estudo in vitro, Zhang et al. (2024) avaliaram o alcool
de patchouli, um componente majoritario do 6leo essencial de P. cablin. Este inibiu 10 cepas
de C. albicans, sendo 9 advindas de isolados clinicos e um padrdo. Como resultado da CIM,
todas as cepas obtiveram um valor de 64 ug/mL, o que corrobora com esse estudo em que
todas as cepas ensaiadas apresentaram sensibilidade ao fitocomposto testado.

A atividade desse 6leo também foi testada frente a outras cepas do género Candida.
Em 2019, Cavalcante et al. obtiveram valores de CIM 50 igual a 128 pg/mL, sendo essa a
menor concentracao capaz de inibir o crescimento de metade das cepas de C. tropicalis
ensaiadas. Adicionalmente, Alves et al. (2019) evidenciaram que o 6leo de Pogostemon
cablin exerce atividade antifungica contra cepas de Candida krusei, apresentando valores
de CIM igual a 32 pg/mL.
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Da Cunha et al. (2023) analisaram a atividade antifingica e a citotoxicidade do éleo
essencial de Patchouli frente a cepas de C. albicans e C. parapsilosis. Para ambas as
espécies os resultados de CIM variaram entre 4 e 16 ug/mL, observou-se, contudo, que o
Oleo essencial de Patchouli demonstrou uma atividade mais potente contra cepas de
Candida albicans em comparacdo com sua atividade frente as cepas de C. parapsilosis.
Ademais, esse apresentou baixa taxa de hemdlise em eritrécitos humanos do sistema ABO
nas concentracdes de 50 a 100 pg/mL e exibiu um efeito anti-hemolitico moderado nas
concentragfes de 500 a 1000 pg/mL nos tipos sanguineos B e O.

Ao testarem o extrato da folha de P. cablin como um agente de limpeza de
dentaduras, Liana et al. (2024) demostraram que concentracdes de 25% e 50% desse
extrato apresentaram um menor namero de col6nias de C. albicans aderidas a superficie
da resina acrilica quando comparadas a clorexidina 0,2%, um dos controles comerciais de
enxaguatorio bucal. Assim, mostrou-se como uma opc¢ao promissora para a limpeza de
dentaduras devido as suas propriedades bioativas e a capacidade de reduzir o crescimento
de fungico.

A acao antifungica foi igualmente demonstrada por Aisyah, Yunita e Amanda (2021),
utilizando a técnica de difusdo em disco, observaram que a combinacao do 6leo de citronela
com o Oleo de Patchouli proporcionou uma inibicdo mais eficiente do fungo Aspergillus niger
em comparacao a nistatina, um antifUngico comercial de efeito conhecido. Além disso,
demonstrou capacidade de inibir o crescimento de C. albicans em um diametro de zona de
inibicdo de 6,80 mm.

A membrana plasmatica e a parede celular dos fungos sédo alvos principais para a
acao de medicamentos antifungicos. Quando uma molécula inibe a sintese da parede
celular, ocorre a lise das células fungicas; no entanto, esse efeito é reduzido na presenca
de um agente protetor osmotico. Esse mecanismo € observado pelo aumento nos valores
de CIM em meio contendo sorbitol, em comparacdo com o meio sem sorbitol. Outro
mecanismo frequente envolve a interacdo direta com o ergosterol. Com a adicdo de
ergosterol exdgeno ao meio, a molécula se liga a ele, exigindo uma concentracdo mais alta
para que a acao na célula fungica seja efetiva. Consequentemente, o valor de CIM aumenta
em meios com ergosterol em relacdo aos meios sem ergosterol (Escalante et al., 2008;
Sousa et al., 2020).
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Nos ensaios desse estudo, a adi¢cdo de ergosterol exdgeno aumentou os valores de
CIM (= 1024 pg/mL), sugerindo que o ergosterol adicional "sequestra" os compostos ativos
do P.cablin, reduzindo sua disponibilidade para interagir com as membranas flngicas. Isso
sugere que o OE atua diretamente sobre o ergosterol para exercer seu efeito antifiingico.

Recentemente, estudos também investigaram o mecanismo de acdo do 6leo
essencial de P. cablin (patchouli) como antifungico. Zang et al. (2024) indicaram que seus
efeitos se devem principalmente a presenca de componentes como o alcool de patchouli
(PA). Neste estudo, evidenciou-se que o PA inibiu o crescimento de multiplas cepas de do
género Candida, dentre elas, C. albicans, C. glabrata, C. parapslosis, C. krusei e C.
tropicalis, com CIMs de 64 pug/mL e CFMs de 64 a 128 pg/mL. Ademais, através de
microscopia confocal foi possivel observar que o fitoconstituinte inibiu a formacdo de
biofilme e que o mecanismo anti-Candida pode estar associado a danos nas membranas
celulares e a superproducéo de ROS (espécies reativas de oxigénio).

Em contrapartida, em seu estudo, Da Cunha et al. (2023) constataram que o OE de
P. cablin ndo teve alteracdo na CIM tanto na presenca como na auséncia do sorbitol e
ergosterol. Entretanto nesse mesmo estudo obteve-se um efeito sinérgico ao associar o P.
cablin a anfotericina B, antifiangico que possui seu mecanismo de acdo consagrado na
literatura. Essa interacao € considerada promissora, principalmente para o tratamento de
cepas resistentes, pois pode-se potencializar a eficacia terapéutica desse farmaco. Dessa
maneira, faz-se necessario uma investigacdo mais abrangente, utlizando outras
metodologias, a fim de identificar os alvos especificos de atuacdo desse 6leo essencial.

O estudo sobre a formacédo de biofiimes € essencial para avaliar as propriedades
antifangicas de compostos naturais. Portanto, foi investigado se o 6leo essencial de P.
cablin poderia influenciar a capacidade de C. albicans de formar biofilmes. No presente
estudo, o 6leo essencial testado demonstrou um efeito dose-dependente na inibicdo da
formacédo de biofilme, com a reduc¢éo variando de 26% na concentracdo de 4 pg/mL, valor
correspondente a concentracdo inibitéria minima (CIM), a 59% na concentracdo de 40
pg/mL.

Tais resultados sugerem que o OE possui compostos ativos capazes de interferir na
aderéncia inicial ou no desenvolvimento estrutural do biofilme. Embora os percentuais de

inibicdo sejam moderados, o efeito dose-dependente indica a possibilidade de otimizagao
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das concentracdes. Assim, o efeito observado refor¢a o potencial desse 6leo como uma
alternativa ou um coadjuvante no manejo de infec¢des associadas a biofilmes por Candida.

O fluconazol apresentou uma reducéo significativamente maior na formacao de
biofilmes, variando de 88% a 90% nas concentragdes de 2 a 20 pg/mL. No entanto, mesmo
com sua alta eficacia, o surgimento de cepas resistentes como um problema crescente em
tratamentos antifungicos deve ser levado em consideracéo. Nessa perspectiva, o OE de P.
cablin pode ser avaliado como uma alternativa complementar para reduzir a formacao de
biofilmes e a resisténcia associada.

Em relacdo a reducdo do biofilme maduro, o 6leo essencial exibiu uma reducao
significativa, concentragdes de 4, 8, 16 e 40 pg/mL resultaram em reducgdes progressivas
do biofilme, variando entre aproximadamente 49% e 68%. Esses resultados evidenciam o
potencial antimicrobiano do OE de P.cablin, que possivelmente esta relacionado a sua
composic¢ao quimica, rica em compostos bioativos.

O fluconazol, um antifangico amplamente utilizado, mostrou maior capacidade de
inibicdo do biofilme (74% a 87%) mesmo em concentracdes mais baixas (2 a 20 ug/mL),
reafirmando sua eficacia como padrao-ouro no tratamento de infec¢des por Candida.

A andlise estatistica confirmou que tanto o Oleo essencial quanto o fluconazol
apresentaram reducdes significativas em relacdo ao controle de crescimento. Essa
significancia reforca a relevancia dos resultados e a eficacia dos tratamentos testados, 0
gue ressalta a importancia de explorar alternativas naturais, como Oleos essenciais,
principalmente considerando o atual cenario de resisténcia microbiana.

Galovicova et al. (2022) indicam que o Oleo essencial de P. cablin possui atividade
antifangica contra C. albicans e exibe significativa atividade antibiofilme, sugerindo seu
potencial uso na preservacao de alimentos devido as suas propriedades antimicrobianas
frente aos varios microrganismos testados e ao seu elevado poder antioxidante.

Yue et al. (2022) investigaram 0os mecanismos antifungicos do extrato aquoso de
Cao Huang Gui Xiang (CHGX), medicamento utilizado ha 20 anos pela medicina tradicional
chinesa. Este contém dentre seus constituintes 15g das partes aéreas do P.cablin.
reconhecido por suas propriedades bioativas. No estudo, C. albicans ndo conseguiu formar
biofilmes maduros em superficies plasticas quando exposta a concentracdes de 20, 10e 5
mg/mL do extrato aguoso de CHGX, evidenciando sua eficacia na inibi¢cdo da formacao de

biofilmes.
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A intensidade do crescimento do biofilme variou conforme a concentragao do extrato,
sendo que o valor de CIM para o extrato aquoso de CHGX contra C. albicans foi de 20
mg/mL, significativamente superior & concentragao inibitéria minima do biofilme (5 mg/mL).
Esses resultados indicam que o efeito inibidor sobre a formacao do biofilme é atribuido a
atividade anti-biofilme do CHGX, e ndo a sua capacidade de inibir diretamente o
crescimento da levedura (Yue et al. 2022).

A atividade antibiofilme do extrato aquoso de patchouli também foi testada frente
ao Vibrio harveyi multirresistente, onde este pode inibir efetivamente a formacao de
biofilme, induzindo a regulacédo positiva dos genes bacterianos relacionados ao biofilme
luxR e flaB e regulando negativamente a expressao de luxS, hfqg e ompW com uma CIM de
31,25 mg/mL (Ji JiaLi et al., 2018).

Ademais, Zang et al. (2024), observaram que o tratamento com o alcool de patchouli
(AP) pode prejudicar a formacao de biofilmes de C. albicans. A andlise demonstrou que o
aumento da concentracdo de AP leva a biofilmes mais esparsos e mais finos. E os biofilmes
formados na presenca de AP em maior concentragcao foram associados a perda de hifas.

Esses achados estdo em concordancia com o presente estudo, no qual o 6leo
essencial de P. cablin demonstrou capacidade de inibir a formacdo de biofilmes em
concentracfes até mil vezes menores do que as utilizadas nos estudos mencionados
anteriormente.

A habilidade de alternar entre as formas de levedura e hifas filamentosas ndo apenas
esta diretamente relacionada a formacao de biofilmes, mas também desempenha um papel
crucial na viruléncia e no processo de patogénese de C. albicans (Sudbery, 2011; Noble et
al., 2017). Para explorar os efeitos do P. cablin na morfogénese, a transicdo de levedura
para a forma filamentosa foi examinada.

Os resultados demonstram que o 6leo essencial de P. cablin tem um impacto
moderado, mas relevante, na filamentacdo de C. albicans, especialmente no que diz
respeito a alteracdo das formas morfolégicas predominantes.

Na analise inicial, ap6s 1 hora de incubacao, a presenca do composto de P. cablin
nao gerou uma reducao significativa na taxa de formacéao de tubos germinativos, indicando
gue o fitocomplexo néo interfere de forma substancial nos estagios iniciais da transicao

morfoldgica induzida pelo soro bovino fetal e pela temperatura de 37°C. Essa auséncia de
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efeito inicial sugere que o composto pode nédo atuar diretamente na inibicdo da formacao
de tubos germinativos ou que sua agao depende de fatores cumulativos ao longo do tempo.

Apos 3 horas, a anélise baseada no indice de Morfologia (IM) revelou alteragcdes na
morfologia das células. Na cepa ATCC, observou-se um predominio de hifas verdadeiras
na auséncia do composto, com um IM médio de 2,61. Entretanto, na presenga do P. cablin,
o predominio mudou para pseudo-hifas, resultando em uma reducédo do IM para 2,51. Essa
mudanga sugere que o fitocomplexo exerce uma agdo moduladora que favorece uma
morfologia menos filamentosa, o que pode estar relacionado a reducao da viruléncia da C.
albicans.

A cepa 97, conhecida por sua elevada capacidade de formacéo de hifas verdadeiras
(IM de 3,42), apresentou apenas uma leve reducéo do IM para 3,38 na presenca do 6leo
essencial. Essa diferenca sutil sugere que, para cepas com alta propensao a filamentacao,
0 impacto do P. cablin € menos expressivo, 0 que pode estar relacionado a diferencas
genéticas ou a robustez intrinseca da cepa na transicdo morfoldgica.

Os dados sugerem que o Pogostemon cablin tem um efeito mais perceptivel em
cepas que apresentam menor capacidade filamentosa, promovendo uma alteracdo na
predominancia morfologica de hifas verdadeiras para pseudo-hifas. Essa modulagcédo pode
ser promissora no controle da viruléncia de C. albicans, ja que a formacdo de hifas
verdadeiras é essencial para a capacidade de invasdo e a formacdo de biofilmes. No
entanto, o impacto reduzido em cepas altamente filamentosas sugere que o composto pode
ser mais eficaz como parte de uma estratégia combinada, associada a outros agentes
antifangicos ou moduladores.

A presenca do OE resultou em uma reducdo significativa no comprimento das hifas,
de 285,0 um para 220,5 pm. Essa diminuicdo demonstra que o P. cablin interfere na
extensdo do crescimento filamentoso, mesmo em uma cepa altamente filamentosa como a
97. Tal fato pode impactar negativamente na viruléncia do patdgeno e limitar seu impacto
clinico em infec¢des associadas a biofilmes.

O mesmo foi observado no estudo de Yue et al. (2022). Apés 3 horas de incubacéo
em meio de glicose de Lee com 10% de soro fetal bovino, mais de 90% das células de C.
albicans se transformaram em hifas. Com o extrato aquoso de CHGX, houve uma reduc¢éo
significativa na formacé&o de hifas, que diminuiu ainda mais com o tempo de incubagéo. O

mesmo efeito foi confirmado no meio RPMI 1640, onde, apo6s 24 horas, as células tratadas
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com CHGX apresentaram menos hifas em comparac¢éo as néo tratadas. Esses resultados
indicam que o CHGX inibe a formacéo de hifas e possui atividade anti-biofilme contra C.
albicans.

No meio agar-spider, o alcool de patchouli (AP) desempenhou um papel significativo
na inibicdo da transicdo de levedura para hifa em Candida albicans, as coldnias
apresentaram bordas mais lisas e menos hifas na presenca de AP, indicando que o
composto afeta diretamente a capacidade de C. albicans de formar estruturas invasivas
(Zang et al. 2024).

Ademais, em um modelo de camundongo humanizado de colite ulcerativa, estudos
puderam identificar que o alcool de patchouli pode exercer efeitos benéficos adicionais ao
inibir o crescimento de C. albicans e a formacé&o de hifas (Qu et al., 2017 , Wu et al., 2020).

Barroso et al. (2023) avaliaram a atividade antifungica de derivados de 2-
ariloxazolinas sobre espécies de Candida, incluindo C. albicans. Os compostos testados
inibiram a formacé&o de hifas e a expresséo de genes relacionados a morfogénese. Silva-
Rocha et al. (2017), ao estudar a fracdo acetato de etila de E. uniflora, sugeriram que esta
atua na parede celular de C. albicans, interagindo diretamente com proteinas importantes
envolvidas na organizacao estrutural da morfologia e vias essenciais do metabolismo, o
gue refletiu em alteracdes estruturais que levaram a inibicdo da morfogénese. Esses
achados sugerem que compostos direcionados a parede celular de C. albicans podem
efetivamente inibir a morfogénese, dessa forma, como neste estudo o P. cablin teve sua
acao direcionada a membrana celular fangica, isso pode ter restringido seu efeito sobre a
morfogénese, resultando em uma inibicéo parcial desse processo.

Esses resultados enfatizam a necessidade de estudos adicionais para compreender
0S mecanismos subjacentes a acdo do P. cablin, incluindo sua influéncia na transicéao
morfoldgica e sua potencial aplicacdo clinica no manejo de infec¢bes causadas por C.
albicans. Além disso, seria interessante investigar se o OE apresenta efeitos similares em

outras espécies de Candida e determinar sua toxicidade e seguranca em aplicacdes in vivo.
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8. CONCLUSAO

O 6leo essencial de P. cablin apresentou composicdo quimica complexa e relevante
atividade sobre C.albicans, sendo essa atividade considerada fungicida para a maioria das
cepas testadas. Sugere-se que essa acao antifingica acontece pela complexacao do 6leo
essencial ao ergosterol da membrana plasmatica fangica. Ademais, P. cablin atuou na
formacdo e reducdo do biofilme e também exerceu influéncia sobre a morfogénese de
Candida albicans. Esses resultados destacam seu potencial terapéutico como agente
antifingico natural. No entanto, sdo necessarios mais estudos a fim de detalhar seu
mecanismo de agdo. Assim, mais investigacbes devem ser realizadas para avaliar sua
aplicabilidade in vivo, buscando analisar sua citotoxicidade e investigar seus alvos
terapéuticos. Essas pesquisas futuras contribuirdo para validar o uso potencial como uma

alternativa terapéutica, ajudando no tratamento das manifestacdes clinicas da candidiase.
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