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RESUMO

Oleos essenciais sdo uma rica fonte de metabdlitos secundarios volateis,
comumente associados a importantes atividades bioldgicas. Entre as plantas
produtoras de Oleo essencial, destaca-se a representatividade da Familia
Asteraceae, destacando-se no grupo as espécies do género Pectis. O presente
trabalho determinou a composicdo quimica do 6leo essencial de Pectis
elongata, bem como sua atividade antifingica contra fungos do género
Candida (C. albicans, C. parapisilosis e C. tropicalis). Para a extracdo do 6leo
foi usado a técnica de hidrodestilagdo, em aparelho tipo Clevenger por 2 horas,
seguida por caracterizacdo quimica através de CG-EM. Os ensaios de
atividade antimicrobiana foram realizados in vitro usando as técnicas de Disco
Difusdo em Agar e Microdiluicdo em Caldo. Quanto a composi¢éo quimica do
Oleo essencial o Neral e Geranial, que juntos dao origem ao Citral, representam
92,63% da composicéo do 6leo. No teste de Disco Difusdo em Agar, as cepas
fungicas testadas foram sensiveis frente ao 6leo, bem como ao citral, ambos
apresentaram halos de inibicdo maiores que 40 mm. Ja no teste de
Microdiluicdo em Caldo, o 6leo essencial apresentou valores de CIM variando
de 0,55 ug mL™* e 17,6 ug mL™ e CFM, variando entre 281,3 ug mL™ a 562,5 pg
mL™. O citral apresentou valores de CIM entre 2,19 pg mL™* e 35 pg mL™.
Fluconazol apresentou valores de CIM variando entre 2 pgmL™ e 64 ug mL™ e
CFM de 128 pg mL™ para todas as cepas testadas. Assim, o 6leo essencial,
extraido de galhos e folhas frescas da espécie P. elongata, exibiu forte
atividade antifungica, provavelmente devido alta concentracdo do composto
Citral (formado pela mistura dos isémeros Neral e Geranial), A presenca do
linalol no 6leo essencial de P. elongata, assim como de outros compostos,
presentes em menor concentracdo, também pode ter contribuido, de maneira

sinérgica, para a atividade antimicrobiana.

Palavras-Chave: Pectis elongata. Antimicrobiana. Citral. Disco difuséo.



ABSTRACT

Essential oils are a rich source of volatile secondary metabolites commonly
associated with important biological activities. Among the essential oil-
producing plants, the Asteraceae Family stands out, especially in the group the
species of the genus Pectis. The present work determined the chemical
composition of the essential oil of Pectis elongata, as well as its antifungal
activity against fungi of the genus Candida (C. albicans, C. parapisilosis and C.
tropicalis). For oil extraction, the hydrodistillation technique was used in
Clevenger type apparatus for 2 hours, followed by chemical characterization by
GC-MS. Antimicrobial activity assays were performed in vitro using Disc Agar
Diffusion and Broth Microdilution techniques. As for the chemical composition of
the essential oil, Neral and Geranial, which together give rise to Citral, represent
92.63% of the oil composition. In the agar diffusion disc test, the fungal strains
tested were sensitive to oil as well as citral, both presented inhibition halos
greater than 40 mm. In the Broth Microdilution test, the essential oil presented
MIC values ranging from 0.55 ug mL™ and 17.6 ug mL™ and CFM, ranging from
281.3 pg mL™ to 562.5 pg mL™. The citral presented MIC values between 2.19
pug mL* and 35 pg mL™. Fluconazole showed MIC values ranging from 2 pg mL’
' to 64 pg mL* and CFM of 128 ug mL™ for all strains tested. Thus, the
essential oil, extracted from fresh P. elongata branches and leaves, exhibited
strong antifungal activity, probably due to the high concentration of the Citral
compound (formed by the mixture of the Neral and Geranial isomers).

synergistically for antimicrobial activity.

Keywords: Pectis elongata. Antimicrobial. Citral. Disk diffusion.
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Ao longo dos dltimos anos 90, a incidéncia de fungos invasivos,
promovendo infec¢des, tais como candidiase, aumentaram significativamente
em todo o mundo. Fato preocupante, pois infec¢ées flngicas invasivas sdo de
dificil diagnéstico, prevencdo e tratamento (COLOMBO, 2000; NUCCI &
COLOMBO, 2002, MEDRANO et al.,, 2006; MORGAN, 2006;). O género
Candida esta associado a quase 80% de todos os casos de infec¢des fungicas
nosocomiais, representando a principal causa de fungemia, com altas taxas de
mortalidade (40%) (COLOMBO et al., 1999; BRITO et al., 2006; COLOMBO et
al., 2006; MEDRANO et al., 2006).

O Surgimento de resisténcia a drogas entre isolados de Candida spp., e entre
espécies ndo C. albicans, em situacdes clinicas, aumentou a taxa de
mortalidade associada a candidiase (REX et al. 1995; ALBERTSON et al. 1996;
CALABRESE et al. 2000; COWEN et al. 2000; KREMERY & BARNES 2002).
Este fendmeno esta ligado de alguma forma ao uso indiscriminado de
antifangicos que, por um processo de selecao, tornaram alguns fungos menos
susceptiveis a determinadas drogas (FRANZ et al.,, 1999; PANIZZO, et al.,
2000; NUCCI et al., 2002; CIRAK et al., 2003). Nesse contexto, torna-se
também crescente o numero de estudo envolvendo propriedades terapéuticas
de plantas que podem representar uma alternativa no combate a diferentes
infecgdes, incluindo a candidiase (HOFLING et al. 2010, NEWMAN & CRAGG,
2012). Além disso, as plantas sdo consideradas os primeiros medicamentos
utilizados pelas civilizacbes, bem como, é utilizado até hoje em diversos tipos
de tratamentos, devido as suas diferentes atividades bioldgicas (CUNHA et al.
2012).

Os Oleos essenciais, substancias obtidas do metabolismo secundario de
plantas, podem ser sintetizados por todos os érgéos das plantas: flores, folhas,
caules, galhos, sementes, frutas, raizes, madeira e cascas da arvore e dos
frutos (denominados citricos) (Bizzo et al. 2009). Sao composicbes de
substancias com diferentes fungdes quimicas, tais como aldeidos, alcodis,
fendis, cetonas, etc. (SELL, 2010).

A familia Asteraceae, com cerca de 1535 géneros e aproximadamente 23000
espécies, representa cerca de 10% da flora mundial (BREMMER, 1994).
Dentre as espécies de plantas pertencentes a familia Asteraceae, produtoras

de 6leos essenciais, destacam-se as pertencentes ao Género Pectis. A espécie
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Pectis elongata, rica em 6leo essencial, € uma planta herbacea que ainda é
pouco estudada. No norte do Brasil, esta espécie é conhecida como ‘cuminho’,
devido ao seu perfume, que lembra o cominho (Cuminum cyminum, Apiaceae).
Nesta regido, a espécie tem sido utilizada empiricamente para o tratamento de
febre, dor de estomago e gripe (DEFILIPPS et al., 2004).

Os principais compostos volateis encontrados no 6leo essencial de P. elongata
sao citral (neral e geranial) e limoneno (GRENAND et al., 1987; HEYWOOD et
al., 1977). Tais compostos apresentam propriedades antibacterianas e
antifangicas ja comprovadas (PRUDENT et al., 1995).

Com o surgimento de cepas fangicas que apresentam resisténcia aos atuais
antifingicos de mercado, faz-se necesséaria a busca de novos produtos com
propriedades antifungicas, que sejam economicamente viaveis, e com eficacia
comprovada. Assim, no presente trabalho, avaliou-se o potencial antifingico de

Pectis elongata frente a fungos do género Candida.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Fungos

Os fungos sdo organismos comuns no meio ambiente, incluindo ar,
solo e agua ou podem ainda colonizar outros organismos como plantas e
animais. (MARTINS et al., 2015). S&do dotados de parede celular, cujas
principais funcdes sdo manter a forma das células e mediar a comunicacéo
entre estas e 0 meio ambiente, no que respeita a nutricdo e a capacidade de
funcionar como uma barreira que protege o microrganismo de danos fisicos e
osmoticos. Os principais componentes da parede celular (80 a 90 %) sao
polimeros de manose, covalentemente associados com proteinas para formar
glicoproteinas, B-glucanos, polimeros de glicose contendo ligagdes p-1,3 e B-
1,6, e quitina, polimero de N-acetil-D-glucosamina contendo ligacbes [B-1,4
(SANTOS & SATO, 2009). As proteinas e lipidos sdo constituintes da parede
celular presentes em menor proporcao. Os polimeros estruturais, B-glucano e
quitina, sdo responsaveis pela rigidez da parede celular. Os polimeros de
manose constituem uma matriz amorfa na qual os polimeros estruturais estao

inseridos. Proteinas e manoproteinas sdo capazes de induzir uma potente
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resposta imune humoral no hospedeiro, incluindo a producdo de alguns
anticorpos, o que pode ser utilizado como uma estratégia para o
desenvolvimento de vacinas, por exemplo (LOPEZ-RIBOT et al., 2004).

2.2. O género Candida

Algumas espécies fangicas sdo capazes de promover doencas em seres
humanos, dentre estas, destacam-se as pertencentes ao Género Candida. As
infeccbes ocasionadas por espécies deste Género sdo genericamente
conhecidas como candidiases, sendo a espécie C. albicans o principal agente
etioldgico. Porém, outras espécies nao C. albicans, tais como C. parapsilosis,
C. glabrata e C. tropicalis, também podem sado responsaveis por desenvolver
candidiase (OLIVEIRA et al. 2001; LACAZ et al. 2002).

Estas infeccdes sdo cada vez mais comuns em pacientes
imunodeprimidos ou nos que foram submetidos a regimes terapéuticos
especiais. Essas infeccbes apresentam um custo hospitalar elevado, pois
aumentam o tempo de internacdo do paciente, aléem de causarem elevada
mortalidade (ALANGADEN, 2011).

A espécie C. albicans € um fungo dimorfico, que se apresenta sob
formas leveduriformes (blastoconidios) no estado saprofitico, estando
associado a colonizagao assintomatica; ou como formas filamentosas (pseudo-
hifas e hifas verdadeiras), observadas em processos patogénicos. Além disso,
sob condicbes de crescimento suboétimas, nesse fungo pode ocorrer a
formacédo de clamiddsporos (esporos arredondados que possuem uma espessa
parede celular). Dessa forma, o fungo tem a capacidade de se adaptar a
diferentes nichos bioldgicos, podendo ser considerado, a rigor, um organismo
“pleomorfico”. (CHAFFIN, 1998; LACAZ, 1991).

Candida parapsilosis tem emergido nos ultimos anos, sendo um isolado
comum em candidemias, sobretudo em alguns grupos de pacientes, como
neonatos e transplantados (ALMIRANTE et al., 2006; HORN et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2010; ALANGADEN, 2011). Em muitas regiées do mundo,
€ considerada a segunda espécie mais isolada em amostras de candidemia.
Esse aumento da sua incidéncia de isolados tem sido explicado, em parte, por

sua consideravel capacidade de formar biofilme e, portanto, alta afinidade com
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dispositivos intravasculares e de nutricdo parenteral (ALMIRANTE et al., 2006;
LOCKHART et al., 2008; MEDRANO et al., 2006, TROFA et al., 2008).

A espécie Candida tropicalis surge como uma das espécies mais
importantes do género Candida em termos de epidemiologia e viruléncia. E
capaz de produzir hifas verdadeiras, uma propriedade exclusiva de Candida
albicans e de sua espécie irma Candida dubliniensis. C. tropicalis também tem
sido considerada uma forte espécie produtora de biofiime e é altamente
aderente as células epiteliais e endoteliais (MARCOS-ZAMBRANO et al.,
2014). Além disso, vérias investigacdes recentes relataram a emergéncia de C.
tropicalis resistente aos medicamentos antifungicos atualmente disponiveis,
como os derivados de azois, anfotericina B e equinocandinas (CHOI et al.,
2016; SENEVIRATNE et al., 2016). Esta espécie tem sido considerada um
microrganismo osmotolerante, e essa capacidade de sobreviver a altas
concentracdo de sal pode ser importante para a persisténcia de fungos em
ambientes salinos, contribuindo para a expressao da viruléncia e resisténcia a
antifangicos (ZUZA-ALVES et al., 2016).

As dificuldades quanto ao tratamento da candidiase (alto custo, longo
tempo de administracdo, toxicidade e resisténcia aos atuais antifUngicos de
mercado), levaram a uma intensificacdo das pesquisas cientificas na busca por
alternativas eficazes, seguras e economicamente viaveis, tais como compostos

antifangicos derivados de produtos vegetais (GIORDANI et al., 2015).

2.3. O uso de plantas medicinais no tratamento de doencas

A preocupagdo com a cura de doencas sempre se fez presente ao
longo da histéria da humanidade. Desde os tempos antigos, as civilizacbes
primitivas notaram que algumas plantas, dotadas de maior ou menor
toxicidade, ao serem experimentadas no combate as doencas, revelaram o seu
potencial curativo, ainda que empiricamente (REZENDE; COCCO, 2002).
Embora o Brasil possua a maior diversidade vegetal do mundo, com mais de
60.000 espécies vegetais catalogadas, apenas uma pequena fracdo €
estudada para pesquisas de compostos bioativos e avaliagdo de suas
propriedades medicinais (GUERRA et al., 2001).
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Estima-se que, aproximadamente, 40% dos medicamentos disponiveis
foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, sendo
estes 25% provindo de plantas (CALIXTO, 2000). Das 252 drogas
consideradas basicas e essenciais pela OMS 11% sé&o originarias de plantas e
um nuamero significativo sdo drogas sintéticas obtidas de precursores naturais
(RATES, 2001; ABIFISA, 2011).

A utilizacdo de plantas medicinais para tratamento de doencas é
favoravel a saude humana, desde que o usuério tenha conhecimento prévio de
sua finalidade, riscos e beneficios (ISERHARD et al., 2009). As plantas
medicinais apresentam uma ou mais substancias quimicas com acao
farmacolégica capazes de interagir com o organismo humano e de outros
animais. Muitas vezes 0s constituintes quimicos responsaveis pela atividade
farmacologica ndo séo conhecidos e envolvem a interacdo de varias moléculas
presentes no extrato ou em outros componentes do vegetal (EMBRAPA, 2004).
Logo, pelo fato de desconhecer a acdo de determinados compostos, se faz
necessario cada vez mais estudos acerca da agcao dos mesmos.

A partir de 2006, novos marcos regulatorios brasileiros apoiam e
fomentam o uso seguro e racional de plantas medicinais e fitoterapicos como a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e a Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde
(RENISUS), tais medidas tem como principal objetivo a ampliacdo das opcdes
terapéuticas aos usuarios do SUS, garantindo acesso as plantas medicinais,
fitoterapicos e servigcos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e
gualidade, na perspectiva da integralidade da atencdo e promocdo a saude
(BRASIL, 2009).

Em 2018, criou-se o0 (RENAME) - Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (BRASIL, 2018). A lista é composta por 12 medicamentos
fitoterapicos, sendo estes formulados a partir de algumas espécies medicinais
listadas na RENISUS, e que sdo ofertados gratuitamente a populacdo como
forma de incentivo ao seu uso.

Em 2019, Rempel e colaboradores apresentaram uma revisdo
bibliografica sobre o efeito antimicrobiano das plantas que pertencem a lista

RENISUS e que constam na lista de fitoterapicos do RENAME, a fim de
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disseminar sua comprovacao cientifica e garantir o conhecimento a respeito de
sua eficacia.

Com o surgimento da problematica da resisténcia antimicrobiana, a
tendéncia atual nas pesquisas com produtos naturais € a obtencdo de
principios ativos, contidos nas espécies vegetais, para uma possivel aplicacdo
no tratamento de infecgbes causadas por microrganismos, entre eles, 0s
fungos. Nesse contexto destacam-se 0s Oleos essenciais, compostos quimicos
oriundos do metabolismo secundéario das espécies vegetais, que constituem
uma rica fonte de compostos biologicamente ativos, que pode representar uma
alternativa contra os mecanismos de resisténcia que inativam antifingicos
padrdoes (ABRANTES, et al., 2013).

2.4. Oleos essenciais

Os Oleos essenciais (OEs) séo produtos naturais, volateis e complexos,
oriundos do metabolismo secundario das plantas, podendo ser encontrados em
varias partes das mesmas, tais como folhas, caule, cascas, frutos, sementes e
flores. Esses compostos apresentam grande potencial terapéutico e
farmacologico, possuem diferentes propriedades, sendo uma delas a acéo
antimicrobiana (B1ZZO et al., 2009; CHINSEMBU, 2015). Devido ao seu grande
uso, os OEs vém sendo estudados, em busca da caraterizacdo de seus
componentes quimicos e suas propriedades terapéuticas (HERMAN, A;
TAMBOR, K.; HERMAN, A., 2016).

Os oOleos essenciais geralmente apresentam odor e fragrancia
caracteristica. Em sua mistura complexa podem ser encontrados terpenos,
terpenos oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. Também
podem conter pequenas quantidades de diterpenos e outros componentes em
funcao da planta aroméatica (SERAFINI et al., 2001). Além disso, eventualmente
pode-se encontrar fenilpropandides, acrescidos de moléculas menores, como
alcodis, aldeidos, cetonas de cadeias curtas e o perfil terpénico, podendo
apresentar substancias constituidas de moléculas de dez e de quinze carbonos
(SIANI, 2000).
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Figura 1: Terpeno e Sequiterpeno

A regido geografica onde a planta se encontra, bem como as condicbes
de cultivo da planta, podem influenciar na producdo de seus metabdlitos
secundarios. Ambientes com baixas temperaturas e baixos niveis de oxigénio
também contribuem para uma maior producédo desses compostos, melhorando
a acao dos OEs ap0s sua extracao, ja que esses metabdlitos sao produzidos a
fim de proteger a planta contra predadores (BURT, 2004; OLIVEIRA et al.,
2006; BIZZO et al., 2009).

Ao longo dos ultimos anos, estudos in vitro demonstraram a atividade

antimicrobiana dos OEs frente as bactérias Gram positivas e negativas isoladas
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de diferentes amostras de seres humanos e de animais domésticos e
silvestres, além de bactérias oriundas de alimentos, fungos e virus (HILI;
EVANS; VENESS, 1997; PARANAGAMA et al., 2003; BURT, 2004; FISHER,;
PHILLIPS, 2006). Devido a variedade de compostos quimicos presentes nos
OEs, é provavel que sua atividade antimicrobiana ndo seja atribuida a um
mecanismo especifico, mas sim, um conjunto de compostos (BURT, 2004).

Diferentes métodos sdo usados para separar 6leos de varias partes
das plantas. Embora pareca relativamente simples isolar tais 6leos, a
composicdo do Oleo pode variar em grande parte dependendo do método da
extracdo usado. As vantagens e as desvantagens de alguns métodos foram
discutidas por Scheffer (1993) e Cassel e Vargas (2006).

Existem inumeros processos industriais e artesanais de extracao,
alguns deles séo: Extracdo a vapor (mais conhecido e comum); Extracdo por
hidrodestilacdo (utilizado em laboratoério); Extracdo supercritica (utilizado em
pesquisas); Extracdo subcritica; Extracdo por gas refrigerante; Extracdo por
extrusao ou prensagem (utilizado pela industria de sucos citricos); Extracdo a
vacuo; Extracdo enfleurage (tradicional e ainda utlizado); Extracdo por
solvente; Extracdo por 6leo (para fins culinarios e massagens). Nao se pode
declarar indistintamente que exista um método de extracdo melhor que todos
0S outros, pois cada um deles gera um 6leo essencial puro com composi¢cao
guimica especifica (Simdes et al. 2004; Saito & Scramin, 2000; Carlson, 2012).

2.5. Cromatografia gasosa na identificacdo dos constituintes

volateis presentes nos 0leos essenciais

A técnica mais utilizada em laboratério para a analise dos constituintes
volateis presentes em 0Oleos essenciais € a Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Esta técnica consiste numa fase movel e uma fase

estacionaria, onde a fase movel é um gas (geralmente He, N2 ou H2) e a fase

estacionaria € geralmente um liquido nado-volatil, podendo ser também um
sélido. Na cromatografia gasosa, o constituinte gasoso (ou liquido volatil) &
transportado pela coluna por uma fase movel gasosa, chamada gas de arraste.
A escolha do gas de arraste depende do detector e da eficiéncia e velocidade

de separacao desejada. De maneira geral, a cromatografia gasosa é aplicavel
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para a separagdo e andlise de misturas cujos constituintes tenham pontos de
ebulicdo de até 300°C e que sejam termicamente estaveis (STEFFENS, 2010).

2.6. Pectis elongata Kunt

Figura 02: Espécie coletada - Pectis elongata

Classe: Angiospermas

Subclasse: Eudicotiledoenas

Clado: Asteridea- subclado nuclear Campanuliidea,
Ordem: Asterales

Familia: Asteraceae,

Subfamilia: Asteroideae,

Tribo: Tageteae

Género: Pectis

Pectis elongata Kunth [sin. Pectis fasciculiflora DC., P. floribunda A.
Rich., P. oerstediana Rydb., P. elongata var. fasciculiflora (DC.) DJ Keil, P.
elongata var. floribunda (A. Rich.) DJ Keil, P. elongata var. oerstediana (Rydb.)
DJ Keil] pertence a familia Asteraceae e é encontrado na América Central e do
Sul, em todo o Brasil, Guiana, Colémbia, Venezuela e indias Ocidentais (KEIL,
1983; BAUTISTA, 1987). E uma pequena erva anual, com cerca de 80 cm de
altura. Nos estados do Pard e Amapa (Norte do Brasil), € conhecido como
‘cuminho”, devido ao seu perfume, que lembra o cominho (Cuminum cyminum,
Apiaceae). Albuquerque et al. (2007) em artigo de revisdo de espécies da
caatinga cita o uso de P. elongata no tratamento para influenza, resfriados,
disturbios gastricos e hipotensdo. Ha também relatos do uso de P. elongata em

substituicdo a citronela, (Cymbopogon citratus), e para o tratamento sintomas
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de febre, dor de estbmago e gripe (DEFILIPPS et al., 2004). A espécie é rica
em Oleo essencial, apresentando como constituinte majoritario o citral
(PRUDENT et al.,1995). Este constituinte aromatizante € comumente utilizado
nas industrias de alimentos, bebidas e fragrancias (SHI, et al., 2016). Estudos
experimentais e clinicos demonstraram que o citral possui efeito antimicrobiano

j& comprovado (SHI, et al., 2016).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Avaliar a atividade antifingica e determinar a composi¢do quimica do
oleo essencial de Pectis elongata Kunth.

3.2. Objetivos especificos

e Identificacdo dos compostos volateis da espécie Pectis elongata;
e Avaliar a atividade antifangica de Pectis elongata frente a trés potenciais
patdogenos humanos: Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida

tropicallis.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal e citral

Partes aéreas (folhas, flores e ramos finos) de Pectis elongata foram
coletados entre 8 e 10h em agosto de 2018, em um campo experimental da
Universidade Federal do Oeste do Pard (UFOPA), municipio de Santarém,
Para, Brasil (02°, 25°03.2” S e 054° 44°25.1” W, a uma altitude de 26 m acima
do nivel do mar) exsicatas estdo depositadas no Herbario HSTM da UFOPA
sob o numero 003432. Citral (pureza de 95%), foi obtido comercialmente da

Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha)

4.2. Extracdo do 6leo essencial e determinacdo do rendimento

O Oleo essencial de Pectis elongata foi obtido de 180 g de partes

aéreas, previamente secas em estufa de circulacdo de ar, sob temperatura
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controlada de 37 + 2 °C. Apés secagem, o material vegetal foi submetido ao
processo de hidrodestilagéo, utilizando aparelho tipo Clevenger, por 2 horas.
Para determinacdo do teor de umidade, em % (calculado em leituras em
triplicata) as amostras vegetais foram secas em temperatura de 100° C, até
ndo haver variacdo na pesagem. O Oleo obtido foi seco com sulfato de sédio
anidro, e o seu teor (rendimento em %) foi determinado com base no peso seco
da planta, que corresponde ao volume (mL) de 6leo essencial em relagdo a
massa seca (Equacéo 01, proposta por Santos et al., 2004):

TO = Vo x 100
Bm-(BmxU)
100

Onde:
TO = teor de 6leo (mL de 6leo essencial em 100 g de biomassa seca)
ou rendimento de extragéo (%).
VO = volume de 6leo extraido (mL), lido diretamente na escala do tubo
separador.
Bm = biomassa aérea vegetal (folhas e ramos finos), medida em
gramas.
(Bm x U ) = quantidade de umidade ou agua presente na biomassa.
100

BM - (Bm x U ) = quantidade de biomassa seca, livre de umidade.
100

100 = fator de converséao para porcentagem.

4.3. Analise da composicdo quimica do 6leo essencial (OE)

A extracdo do Oleo foi feita por uma equipe do Laboratério de
Biosprospeccédo e Biologia Experimental (LABBex), bem como a identificacao
dos compostos. A analise da composicdo quimica do OE foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
utilizando um equipamento QP-2010-Plus (Shimadzu Corporation, Tokyo,
Japan), com auxilio do software MS Solution e de bibliotecas-padrées (Adams,

2007; NIST, 2011). A andlise foi realizada em coluna capilar de silica (Rtx-5ms,
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30 m x 0,25 mm x 0,25 um). A temperatura do forno foi estabelecida a 60°C),
com gradiente de 3°C/min até 240 °C; temperatura do injetor de 250°C. Hélio
foi utilizado como gas de arraste, com fluxo constante de 1,0 mL min™ e
pressdo de entrada de 16,5 psi. Amostras do 6leo essencial (1,0 yL) foram
diluidas em hexano e injetadas em modo split. Os espectros de massa foram
obtidos por impacto eletronico a 70 eV de energia. As temperaturas da camara
de ionizagcdo e a linha de transferéncia foram mantidas a 200 e 250°C,
respectivamente. Os compostos foram identificados pelo tempo de retencao
dos padrdes e por comparacao dos seus respectivos espectros de massas com
aqueles das bibliotecas acima referidas.

4.4. Microrganismos e condi¢des de cultivo

O presente estudo utilizou as seguintes cepas de referéncia: Candida
albicans ATCC 24433, Candida parapsilosis ATCC 90018, e Candida tropicalis
ATCC 750. As cepas foram adquiridas comercialmente em sua forma liofilizada
(Cefar diagnéstico, Sado Paulo — Brasil). Os microorganismos foram
rehidratados em Caldo Sabouraund Dextrose (SDB) (Himedia, Mumbai - India),
e acondicionados em estufa a 27 + 2 °C, durante 48h. Os in6culi foram
preparados através da inoculacdo direta de coldnias em 1 mL de solucéo salina
estéril, e ajustados ao padréao 0,5 na escala de McFarland, correspondendo 2 -
5 x 10° UFC mL™ (NCCLS/CLSI - National Committee for Clinical Laboratory
Standards, 2002).

45. Teste de Disco Difusdo em Agar

O teste de disco difusdo em &gar foi preparado de acordo com
metodologia padronizada por Bauer et al. (1966). Esta metodologia foi
empregada para avaliar o espectro de inibicdo do 6leo essencial de P. elongata
e do citral, composto majoritario presente no 6leo essencial, frente aos
microorganismos ensaiados. Os inoculi, previamente ajustados ao padrédo 0,5
na escala de McFarland, foram semeados em agar Sabouraud dextrose (SDA)

e, logo apads, discos estéreis de papel de filtro (6 mm de diametro), contendo 10
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pL de OE néo diluido, ou 10 uL do citral, foram levemente pressionados contra
a superficie do 4gar. Ap6s 30 minutos a temperatura ambiente, as placas foram
incubadas em estufa bacteriologica a 27 + 2°C durante 24 a 48 h. No final do
periodo de encubacdo, o diametro da zona de inibicdo foi mensurado em

milimetros. Os testes foram realizados em triplicata.

4.6. Teste de Microdiluichio em caldo - determinacdo da
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

O Teste de Microdiluicdo em caldo, utilizado para determinagéo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM), foi preparado de acordo com a Norma
M27-A2 - Método de Referéncia para Testes de Diluicio em Caldo
(NCCLS,2002).

Para determinacdo da CIM, diluicbes em série do OE de Pectis
elongata (10 - 0,00025 pg mL™) e do citral (10 - 0,00025 pug mL1), foram
preparadas utilizando Tween 80 (solucdo a 0,5%) como solvente (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo - Brasil). Os testes foram realizados em placas de 96 pocos,
onde cada poco recebeu 90 pL da concentracdo especifica de composto teste
(OE ou citral), 90 uL de meio liquido Sabouraud Dextrose (SDB) e 20 pyL do
in6culo, previamente ajustado na concentracdo de 1,5 x 10°> UFC mL™. As
culturas foram incubadas a 27 = 2°C durante 24 h (NCCLS/CLSI, 2002).
Decorrido o periodo de incubacdo, e para testar a possivel inibicdo de
crescimento desencadeada pelo OE de P. elongata e do citral, procedeu-se a
leitura da absorbancia das culturas, utilizando espectrofotdmetro de
microplacas (BIO RAD, modelo 680), com filtro de 595 nm. Os valores obtidos
foram considerados para a confeccdo de graficos que expressam a
porcentagem de viabilidade dos microorganismos, de acordo com metodologia
descrita por GUDINA et al., (2010), com modificacdes. Para fins comparativos,
Fluconazol foi utilizado como controle padréo positivo, em concentracfes
variando entre 128 pgmL™ a 0,25 pgmL™. Os testes foram realizados em

triplicata.

4.7. Calculo daviabilidade microbiana
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A partir da leitura espectrofotométrica, determinou-se a viabilidade
microbiana para cada microorganismo, que foi calculada através da
porcentagem de inibichio do crescimento microbiano, em diferentes
concentracfes das substancias testadas (6leo essencial, citral e fluconazol),
para cada microorganismo de acordo com a equacao 3:

% Inibicdo do crescimento microbiano = [1- (Ac/A0)] x 100

Onde:

Ac representa a média das absorbancias por concentracdo de
substancia testada, ja subtraida do valor da absorbancia obtida para cada
concentracdo de substancia sem a adicdo do inéculo e A0 a média das
absorbancias do controle de crescimento microbiano (sem a substancia
testada) (GUDINA et al., 2010). Este resultado representa a porcentagem de
células microbianas que a substancia testada foi capaz de inibir, evidenciada
pela auséncia de crescimento no meio, onde a CIM é determinada pela menor
concentracdo da amostra teste capaz de inibir o crescimento de 90% das
cepas (HAWSER & ISLAM, 1999; HORNER et al, 2008).

4.8. Leitura da concentracéo Inibitéria Minima com corante
revelador

Para confirmacdo dos resultados de CIM, utilizou-se o método
colorimeétrico, onde 20 pL de solucédo aquosa de resazurina a 0,02% (Vetec, Rio
de Janeiro - Brasil) foram adicionados a cada poco, com posterior re-incubacéo
por mais 3 h. A mudanca de cor de azul para rosa, resultante do processo de
reducdo de resazurina a refazurina, indicou a presenca de microorganismos
viaveis. Os valores de CIM foram definidos pela menor concentracdo do OE
capaz de inibir o crescimento dos microorganismos. Os testes foram realizados

em triplicata.

4.9. Concentracao Fungicida Minima (CFM)
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Os pogos que ndo mostraram crescimento aparente no teste de
microdiluicdo em caldo (permanéncia da coloracao azul), foram selecionados
para avaliacdo da CFM, que foi determinada pela auséncia de crescimento
microbiano apdés semeio de amostras contidas nos pocos, sobre placas
contendo SDA estéril. Apés periodo de incubacgéo a 27°C, por 48h, realizou-se
a leitura visual das placas e CFM foi definida como a menor concentracdo do
OE capaz de eliminar 99,99% dos microorganismos. Em todos o0s ensaios
foram utilizados um controle negativo (caldo SDB acrescido de Tween 80 a 0,5
% e 6leo essencial ou citral), e um controle positivo, contendo SDB, acrescido
de Tween 80 a 0,5% e in6culo bacteriano. Os testes foram realizados em
triplicata.

Os resultados de rendimento e atividade antimicrobiana foram
expressos como meédia + desvio padréo dos valores obtidos. As analises foram
realizadas no programa Prism, verséo 3.0, com nivel de confianga estabelecido
em 95%;

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacdo do rendimento e analise da composicéo

guimica do 6leo essencial

No presente trabalho, o rendimento do 6leo essencial de P. eongata foi
de 1,2%. Na analise da composicdo quimica, foi possivel identificar 35
componentes volateis. Seus compostos majoritarios sdo Geranial (55,4%) e
Neral (37,23%). Juntos, estes dois derivados isoméricos dao origem ao Citral,

totalizando, 92,63% da composicéo total do dleo essencial (Tabela 01).
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Tabela 01. Composi¢cado quimica do 6leo essencial de Pectis elongata

Componente IRcalc IRt OE (%)
2-hexanona 788 786 -
1- Octeno 792 788 0,01
Octano 796 800 0,01
4E-Octeno 799 801 0,03
3-metil-Pentanol 827 833 0,04
NI 848 - 0,02
Metanetiol butirato 942 950 0,04
2-Acetoxihexano 951 941 0,05
isopropil-Tiglato 965 970 0,01
Sabineno 972 969 -
6-metil-Hept-5-en-2-ona 985 981 0,15
Decano 1000 1000 0,01
Limoneno 1028 1024 0,21
E-beta-ocimeno 1046 1046 0,03
n-nonanal 1091 1100 0,05
Linalol 1100 1101 0,18
Exo-isocitral 1143 1140 0,11
Citronelal 1152 1152 0,05
Z-isocitral 1163 1160 1,05
Dill eter 1179 1184 0,05
Isogeranial 1181 1179 1,38
Alia-terpineol 1190 1195 0,02
Mirtanal 1206 1200 0,02
Nerol 1228 1229 0,95
*Neral 1242 1235 37,23
Geraniol 1254 1255 1,65
*Geranial 1273 1264 55,4
Dihidro-Linalol acetato 1279 1272 0,1
n-Tridec-1-eno 1291 1290 0,41
1-hidroxi-Undec-2-eno 1373 1370 0,03
Trans-ascardiol glicol 1275 1266 -
Hidroxi citronelal 1281 1286 -
Beta-elemeno 1391 1389 0,11
Cipereno 1399 1398 0,03
Z-cariofileno 1417 1413 0,06
Alfa-humuleno 1453 1452 0,36
Humuleno epoxido I 1607 1613 0,15
Total 97,14

IRCalc = indice de Retencdo calculado em coluna DB-5ms; IRLit = indice de Retencdo da
literatura (Adams, 2007). *Formam o Citral
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Os resultados de rendimento e composi¢cdo quimica de Pectis elongata
Kunth, foram proximos dos encontrados por Prudent et al. (1995), o qual em
sua andlise, com a referida espécie coletada em trés diferentes regides da
Martinica-Franca (Sainte-Anne, Robert e Schoelcher), obtiveram rendimento de
0,6 a 1,1%. Ao analisar a composicdo quimica do 6leo essencial de P. elongata
coletados no mesmo periodo, em diferentes estadios de maturidade, os autores
encontraram valores de 16,68%, 15,65% e 27,47% para Neral e 28,47%
24,56%, e 40,15% para Geranial, cuja soma, que representa o composto citral,
totalizou 45,15%, 40,21% e 67,62%, respectivamente.

Silva et al. (2005), obtiveram rendimento de 0,7 a 1,5% e identificaram
a presenca de aldeido perila (51,7-64,6%) e limoneno (43,7-33,7%) em
espécimes de P. elongata coletadas em Belém, Para-Brasil, ja em Ferreira
Gomes, Amapa-Brasil, estes autores identificaram como majoritarios 0s
constituintes aldeiddo perila (89,1%), alcool perila (5,6%) e acido perila (4,0%).
Essa divergencia na composi¢cao quimica pode ser explicada pela presenca de
guimiotipos distintos dentro da espécie P. elongata (SILVA et al., 2005).

5.2. Atividade anticandida do Oleo essencial de P. elongata e

citral

5.2.1. Teste de disco difusdo em agar
No presente estudo, com intuito de se determinar a sensibilidade de
Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis, frente ao 6leo
essencial de P. elongata e a seu composto isolado, o citral, realizou-se
inicialmente o teste de disco difusdo em &gar. Os resultados podem ser

observados na Tabela 2.
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Tabela 2: Teste de Disco Difusdo em agar para determinacéo do perfil de
sensibilidade de Candida albicas, C. parapsilosis e C. tropicalis frente ao

Oleo essencial (OE) de Pectis elongata e do citral

DD (mm)* £ DP
Amostras teste

Microorganismos

Candida albicans Candida parapsilosis | Candida tropicalis

ATCC 24433 ATCC 90018 ATCC 750
OE Pectis elongata >40+0 >40+0 >40+0
Citral >40+0 >40+0 >40+0

* Diametro da zona de inibicao de crescimento expresso em milimetros. DD — disco difusdo. DP
- Desvio Padréo da Média

Foram utilizados, como parametros, os padrbes de sensibilidade
adotados por Moreira et al. (2005), que classificaram a atividade de diferentes
Oleos essenciais de acordo com o tamanho do halo de inibigdo: n&o sensivel (-)
para didmetros < 8 mm; sensivel (+) para didmetros de 9-14 mm; muito
sensivel (++) para 15-19 mm e extremamente sensivel (+++) para os halos com
didmetros = 20mm. No presente trabalho, foi possivel verificar que as trés
cepas ensaiadas (C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis) foram
consideradas extremamente sensiveis (+++) frente ao OE de Pectis elongata
Kunth, assim como para o citral, uma vez que apresentaram halos de inibicao
com diametro > 40mm, para ambos 0s compostos testados.

O potencial antimicrobiano de plantas esta diretamente associado a
composicdo quimica das espécies. Estudos com o citral (neral+geranial),
composto majoritario presente no Oleo essencial de P. elongata, ja foram
anteriormente reportados. Silva et al. (2008), avaliaram o potencial antifungico
do citral frente a diferentes espécies de Candida spp, especialmente C.
albicans, e reportaram resultados com diametro da zona de inibicdo superior a

40 mm, quando empregado um volume de 8,0 uL da amostra por disco.
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5.2.2. Teste de microdiluicdo em caldo - determinagédo da

concentracgao inibitéria minima

Para se determinar qual a menor concentracdo do OE ou do citral,
capaz de inibir ou impedir o crescimento de microorganismos, as amostras
foram analisadas pelo método da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Os resultados sdo mostrados nas
Tabela 03 e 04 respectivamente. As figuras 02, 03 e 04 representam o
percentual de inibicAo do crescimento de microrganismos contemplantando
todas as concentragdes de Oleo Essencial e Citral utilizadas, bem como para o

Fluconazol.

Tabela 3: Valores da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), obtidos para o 0leo
essencial (OE) de P. elongata e citral, frente a C. albicans, C. Parapsilosis e C.
tropicalis. Para fins comparativos, Fluconazol foi utilizado como padréo positivo.

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) - Candida albicans ATCC 24433

Substancias teste Concentracdo (ug mL™)

Fluconazol 32
OE Pectis elongata 0,55
Citral 95% 2,19

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) - Candida parapsilosis ATCC 90018

Substancias teste

Concentracado (ug mL™)

Fluconazol 2
OE Pectis elongata 0,55
Citral 95% 2,19

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) - Candida tropicalis ATCC 750

Substancias teste

Concentracao (ug mL™)

Fluconazol 64
OE Pectis elongata 17,6
35

Citral 95%
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OLEO ESSENCIAL Pectis elongata
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Figura 03 — Inibi¢éo do crescimento de Candida Parapsilosis, C. albicans e C. tropicalis
na presenga do Oleo Essencial de P. elongata em concentragfes variando de 18.000 a
0,55 pg mL™.
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Figura 04 — Inibicdo do crescimento de Candida Parapsilosis, C. albicans e C. tropicalis, na
presenca do Citral, em concentracdes variando de 18.000 a 0,55 ug mL™.
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Figura 05 — Inibicdo do crescimento de Candida Parapsilosis, C. albicans e C. tropicalis, na

presenca do Fluconazol, em concentragGes variando de 128 pgm L a0,25 pgm L™

Para o 6leo essencial de P. elongata, os valores de CIM foram de 0,5,
0,5 e 17,6 pg mL™* frente & C. albicans, C. parapsiloses e C. tropicalis,
mostrando-se mais eficaz que o antifungico padrdo frente as trés cepas
ensaiadas. Prudent et al. (1995), avaliaram o 6leo essencial de P. elongata,
guimiotipo citral (neral + geranial), frente a C. albicans, e encontraram valores
de CIM entre 0,25 e 0,5 pg mL™, para exemplares coletados em trés diferentes

regides da Martinica, Franca.
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Tabela 4: Valores da Concentracdo Fungicida Minima (CFM), obtidos para o
6leo essencial (OE) de P. elongata e citral, frente a C. albicans, C. Parapsilosis
e C. tropicalis. Para fins comparativos, Fluconazol foi utilizado como padrao

positivo.

CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM) - Candida albicans ATCC

24433

Substancias teste

Concentrac&o (ug mL™)

Fluconazol > 128
OE Pectis elongata 281,3
Citral 95% 281,3

CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM) - Candida parapsilosis

ATCC 90018

Substancias teste

Concentracdo (ug mL™)

Fluconazol > 128
OE Pectis elongata 562,5
Citral 95% 562,5

CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM) - Candida tropicalis ATCC

750

Substancias teste

Concentracdo (ug mL™)

Fluconazol > 128
OE Pectis elongata 281,3
Citral 95% 1125

Os valores de CFM para o 6leo essencial de P. elongata variaram de

281,3 a 562,5 pg mL™ frente & C. albicans, C. parapsiloses e C. tropicalis,
respectivamente.

O citral é um composto bastante estudado como um agente
antifangico. Zore et al. (2011), relataram o potencial anticandida de seis
terpendides, incluindo citral, contra varios isolados de Candia albicans (n = 39)
e ndo C. albicans (n = 9). Todos o0s seis terpendides exibiram excelente
atividade sinérgica com fluconazol, incluindo cepas resistentes a este composto
azélico. Também foi relatado que o citral apresenta potente atividades

antifangica contra C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C.
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tropicalis (SILVA et al., 2008). O citral tem mostrado alta eficiéncia sobre cepas
de C. albicans, inclusive superando antifangicos como a nistatina e cloreto de
benzalcénio (SCHUCK et al., 2001; ONAWUNMI, 1989; SILVA et al., 2008;
ABE et al., 2003).

Segundo Silva et al. (2008), o citral atua como agente fungicida porque
€ capaz de formar um complexo de transferéncia de carga com um doador de

elétrons em células fungicas, resultando na morte do fungo.

6. CONCLUSOES

O 6leo essencial de galhos e folhas da espécie P. elongata exibiu forte
atividade antifungica, provavelmente devido alta concentracdo do composto
Citral (formado pela mistura dos isomeros Neral e Geranial), composto com
atividade antifungica e antibacteriana ja comprovada. A presenca do linalol no
Oleo essencial de P. elongata, assim como de outros compostos, presentes em
menor concentracao, também pode ter contribuido, de maneira sinérgica, para
a atividade antimicrobiana deste 6leo essencial. O método de extracdo por
Cromatografia Gasosa possibilitou a identificacdo de varios componentes do

Oleo essencial, identificando Neral e Geranial como componentes majoritarios.
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