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Novos agentes antifungicos naturais sGo constantemente descobertos a cada dia. E é através das plantas,
que essas novas fitomoléculas ou sinergismos dessas que apresentam importantes resultados de atividades
biolégicas como antifuingica sobre o género Candida. O objetivo do trabalho foi avaliar o rendimento de dleo
essencial de Himatanthus obovathus e verificar a atividade antifungica sobre espécies de Candida. Flores de
H. obovathus foram obtidas em uma drea de reserva permanente. As flores foram processadas e o dleo
essencial obtido pelo método de Clevenger. O rendimento determinado em porcentagem. A atividade
antifungica foi determinada pelo método de difusdo em disco em diferentes concentragées. Como resultados,
o dleo essencial, apresentou rendimento médio de 0,067%. A atividade antifungica sobre Candida
demonstrou nas concentragbes avaliadas, baixa atividade antifingica inclusive para o dleo puro para as
espécies C. albicans, C. guilliermondii e C. tropicalis, com inibigGo mdxima de 16,3; 11,3 e 8,6 mm na
concentragdo de 100 ul mL?, ja para C. krusei com 23,8 mm na mesma concentragdo, o dleo essencial
demonstrou ser mais eficaz mesmo em baixas concentragées, no entanto, o éleo de H. obovathus demonstrou
baixa e inferior atividade antifingica frente ao antifungico de referéncia Cetoconazol 50 ug mL™. Este foi o
primeiro relato de rendimento e atividade antifungica sobre Candida a partir do dleo essencial floral de
Himatanthus obovathus. Trabalhos futuros deverdo ser realizados na caracterizagéo do dleo essencial, bem
como na determinagdo deste, sobre os mecanismos de agdo fungistdtica sobre espécies de Candida.

New natural antifungal agents are constantly discovered every day. And it is through plants, that these new
phytomolecules or synergisms of these that present important results of biological activities as antifungal on
the genus Candida. The objective this work, was to evaluate the yield of essential oil of Himatanthus
obovathus and to verify the antifungal activity on Candida species. Flowers of H. obovathus were obtained
from a permanent reserve area. The flowers were processed and the essential oil obtained by the Clevenger
method. The yield determined in percentage. The antifungal activity was determined by the disk diffusion
method at different concentrations. As a result, the essential oil showed an average yield of 0.067%. The
antifungal activity on Candida demonstrated in the evaluated concentrations, low antifungal activity even for
pure oil for the species C. albicans, C. guilliermondii and C. tropicalis, with a maximum inhibition of 16.3; 11.3
and 8.6 mm at a concentration of 100 uL mL”, where as for C. krusei with 23.8 mm at the same
concentration, essential oil proved to be more effective even at low concentrations, however, H. obovathus oil
demonstrated low and inferior antifungal activity compared to the reference antifungal Ketoconazole 50 ug
mL™. This was the first report of yield and antifungal activity on Candida from the floral essential oil of
Himatanthus obovathus. Future work should be carried out in the characterization of the essential oil, as well
as in its determination, on the mechanisms of fungistatic action on Candida species.

INTRODUGCAO

ambiente natural com inumeras fitofisionomias, onde

O dominio Cerrado é o segundo maior em area territorial
do Brasil com 2.036.448 km’ correspondendo a 22% do
territorio nacional, estando atrdas apenas do bioma
Amazonico (BATALHA, 2011; SILVA et al., 2019). E é neste

encontramos um banco inestimdvel de espécies vegetais,
muitas delas farmacologicamente ativas, distribuidas em
uma exuberante diversidade de formagdes florestais,
savanicas, campestres, rupestres, de sentido restrito, dentre
outras. De acordo com Bueno et al. (2018) e Menezes e
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Castro (2020), sdo identificadas mais de 11.000 espécies
vegetais nativas, onde dentre estas, 4.400 sdo endémicas do
Cerrado.

No entanto, anualmente, este ambiente vem sofrendo
grandes perdas de areas verdes, devido a queimadas ilegais
para abertura de areas agricultaveis e de criagdo de gado.
Embora o fogo seja um aliado em certas formagdes florestais
desse ambiente, para quebra de dorméncia e como agente
de evolugdo de muitas espécies vegetais, ele ainda é o
grande vildo para a manutengcdao deste ecossistema
(CERQUEIRA et al., 2017; SILVA et al., 2020).

A familia Apocynaceae estd bem representada dentro do
Cerrado, sendo esta, estabelecida sistematicamente em
1789 por Jussieu, onde inicialmente com o nome Apocineae,
o qual englobava Apocynaceae e Asclepiadaceae como uma
Unica grande familia. No entanto, em 1810, Brown
considerou em estudo, que se tratava de familias separadas,
sendo assim, foi realizada a separa¢dao de ambas as familias
que foi prontamente aceita e implementada nos estudos
sistematicos futuros, apresentando um total de 366 géneros,
sendo um deles o Himatanthus (SOBRAL; RAPINI;
ALBUQUERQUE, 2018).

Nos ultimos estudos de classificagdo de espécies dentro
do género Himatanthus Willd. ex Schult. consideraram este,
exclusivamente sul-americano, apresentando vegetais que
habitam ambientes de regiGes tropicais e subtropicais
(SPINA; BRITTRICH; KINOSHITA, 2013), estando um grande
numero de espécies distribuidas principalmente no territério
pertencente ao Brasil, principalmente na regido Amazobnica e
do dominio Cerrado brasileiro. Dentre estas, podemos citar a
espécie Himatanthus obovathus (Mull. Arg.) Woodson sendo
encontrada em fitofisionomias de Cerrado ralo, sentido
restrito, cerraddo e também préximas a areas antropizadas

(LINHARES; PINHEIRO, 2013; SOBRAL; RAPINI;
ALBUQUERQUE, 2018).
Estudos preliminares com espécies da familia

Apocynaceae, descrevem inumeras classes fitoquimicas de
importante interesse farmacolégico, como a presenca de
laticiferos que produzem exsudato (latex) rico em alcaloides
que promovem a defesa do vegetal contra a herbivoria
(LINHARES; PINHEIRO, 2013; SOBRAL; RAPINI;
ALBUQUERQUE, 2018). Algumas fitomoléculas ja foram
elucidadas como a fulvoplumierina, isoplumericina e a
plumericina (iridoides), bem como depsideos e terpenos.
Essas biomoléculas apresentam importantes ag¢des e/ou
atividades farmacoldgicas como antineoplasica, antiflogistica
e antimicrobiana, e os triterpenos pentaciclicos como o
lupeol vem apresentando em estudos, alto potencial com
atividade antiinflamatdria, impedindo a producdo de
mediadores pro-inflamatdrios como TNF-a e IL-1B (COLARES

etal., 2008; LUCETTI et al., 2010).
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H. obovathus é conhecida popularmente por “janadba ou

lirio-do-campo”, sendo  conferidos alguns efeitos

fitoterdpicos produzidos a partir dos metabdlitos
secundarios distribuidos ao longo de todo o vegetal, parte
foliar, nas raizes, no latex e nas cascas do tronco,
costumeiramente utilizados no tratamento de desordens
uterinas e ovarianas, como protetor gastrico, contra o
desenvolvimento de células tumorais, visto que, os iridéides
e ésteres triterpénicos promovem essa agao antitumoral, no
uso veterindrio, e como complemento alimentar (SOARES et
al., 2016). No entanto, ainda pouco se conhece sobre os
produtos advindos do metabolismo secundario desse
vegetal, principalmente sobre a classe de volateis que inclui
os Oleos essenciais que apresentam em sua composi¢do,
complexas estruturas de monoterpenos, sesquiterpenos
oxigenados ora hidrogenados e de fenilpropanoides.
Inimeros dleos essenciais tém demonstrando em
estudos, importante
antifungico em diversos grupos de fungos causadores de
fitopatologias quanto em patologias, como é o caso do
género Candida, causador da candidiase em humanos
(OLIVEIRA et al., 2016; PIMENTA et al., 2019; FERRAO et al.,
2020; MENEZES FILHO; CASTRO, 2020b).

fungico, pertencente a classe Saccharomycetes divisao

atividade bioldgica com efeito

Esse género

Ascomicota, que consiste de leveduras que vivem em
diploidia, onde a maioria apresenta vida comensal em
animais e principalmente no homem acometendo
principalmente pacientes imunossuprimidos (HIV) ou em
tratamento prolongado com antibidticos. Sendo as cepas de
Candida albicans, C. krusei, C. guilliermondii e C. tropicalis as
principais causadoras de candidiases em varias infecgOes
nosocomiais (AHMAD et al., 2011; AHMAD et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2016).

Outro problema é a resisténcia que esses patogenos
oportunistas vém sofrendo ao longo dos anos, tornando os
principais antifungicos alopaticos ineficazes (MENEZES et al.,
2009; ALMEIDA et al., 2017, MACHADO et al., 2019). Com
isso, os estudos para o desenvolvimento de novos farmacos
a base de plantas medicinais, vém ganhando foco e interesse
entre os laboratérios de pesquisas farmacéuticas, bem como
entre os pesquisadores de quimica de produtos naturais que
estdo constantemente avaliando diferentes vegetais e seus
metabdlitos secunddrios in natura ou isolados contra a
resisténcia dessas leveduras, produzindo novas fontes
(drogas) para o beneficio humano e animal contra esses
agentes patoldgicos (JESUS et al., 2019).

Dessa forma, este estudo teve por objetivo avaliar o
rendimento e a agdo antifungica sobre Candida a partir do

6leo essencial das flores de Himatanthus obovathus.

MATERIAIS E METODOS
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Reagentes

Os reagentes utilizados sdo todos de grau analitico (P.A —
ACS). Diclorometano (Alphatec, pureza 99,9%), Sulfato de
Sédio (Fmaia, pureza 99,0%), Caldo Brian Heart Infusion
(4gar infusdo cérebro e coracdo) (BHI) (Merck), meio Agar,
Dextrose e Batata (BDA) (Kasvi), dimetilsulfoxido (DMSO)
(Vetec, pureza 99,9%) e Cetoconazol (Crovell, pureza 99,9%).

Material vegetal
As flores de H. obovathus foram coletadas em uma area

de preservagdo (APP)
Universidade de Rio Verde, municipio de Rio Verde, Goias,

permanente localizada na

Brasil, com as seguintes coordenadas geograficas
(17°47°17.2”S  50°57’58.2"W) Mod. 64x

GPS/Glosnass). Um total de 900 g de flores foi coletado em

(Garmin,

varios individuos jovens e adultos dispersos dentro da area
natural em estudo, mantidas em embalagem hermética
refrigerada. As coletas foram realizadas entre os meses de
outubro com maior intensidade em novembro de 2020,
periodo que compreende as chuvas.

O Cerrado de coleta prevalece o sentido restrito
(MENEZES FILHO; CASTRO, 2020a), e entre os anos de 2019 e
2020 nao houve registro de queimadas de origem criminosa
na APP. A espécie foi identificada pelo Bidlogo Msc?. Rafael
Marques, e em seguida, uma exsicata foi herborizada e
depositada no Herbario do Instituto Federal Goiano, Campus
Rio Verde, com o seguinte Voucher: HRV 12.090.

Extragdo do dleo essencial

Para a extracdo, foram utilizadas aliquotas de 250 g de
flores, com massa determinada em balanga analitica digital
(Shimadzu, Mod. AY220).
processado em processador de alimentos (Philco, Mod.
PH900) com 500 mL de agua destilada. A solugdo foi
transferida para um baldo de 2 L. O sistema empregado foi

Em seguida, o material foi

por arraste a vapor do tipo Clevenger, onde permaneceu sob
refluxo por 3 horas.

Em seguida, o hidrolato contendo OE foi lavado trés vezes
com diclorometano e seco com sulfato de sédio anidro. O
frasco béquer de 150 mL foi revestido externamente com
papel aluminio e mantido em local seco, arejado e livre da
incidéncia de luz por 12 horas, até completa evaporagdo do
solvente residual. Em seguida, o OE foi determinado por
diferenca de peso em balanca analitica digital. O rendimento

foi expresso em porcentagem (%).
Atividade antifungica sobre Candida

O ensaio antifiingico avaliando o OE de H. obovathus foi
realizado pelo método em difusdo em disco, conforme
descrito por Menezes et al. (2009), com modificagdes. As
cepas fungicas utilizadas foram adquiridas comercialmente:
Candida tropicalis (ATCC 4563), Candida guilliermondii (ATCC
56822), Candida albicans (ATCC 10231) e Candida krusei
(ATCC 34135) mantidas em meio BDA. As cepas foram entdo
repicadas em solugdo caldo Brain Heart Infusion (BHI),
incubadas a 36 °C por 20 horas.

Inicialmente, foi preparado o inéculo contendo 100 plL a
partir de uma suspensao fungica em diluigdo a 10° mL™ de
células, padronizada conforme a escala de McFarland com
turbidez de 0,5, sendo realizada em espectrofotémetro UV-
Vis (Belphotonics, Mod. M-51) e cubeta de quartzo de
campo Unico com 1 cm, e densidade 6ptica em 530 nm. A
solucdo fungica foi dispersa em placa de Petri de 10 cm,
contendo meio batata, dextrose e agar (BDA). Diferentes
concentra¢des partindo do OE (puro) e das diluicGes
decrescentes de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13 e 1,56 uL mL' e
como diluidor, foi utilizado dimetilsulféxido (DMSQO). Discos
de papel de filtro qualitativo, faixa azul (Unifil C42) com
diametro de 6 mm foram impregnados com 25 pL para cada
concentracdo de OE. Logo em seguida, os discos foram
adicionados sobre o agar contendo a solugdo fungica, e o
sistema foi mantido em incubadora bacteriolégica a 36 °C
por 48 horas.

Foi considerado o halo de inibicdo igual ou superior a 8
mm de diametro aferido utilizando um paquimetro digital
(Digimess, Mod. MTX) de 150 mm. Como controle negativo
foi utilizado DMSO e como controle positivo, uma solugdo
aquosa de Cetoconazol na concentragdo de 50 ug mL™.

Estatistica

Os experimentos de rendimento de OE e antifungico
foram realizados em triplicata, onde a média aritmética foi
determinada seguida de + desvio padrdo. Os resultados
foram avaliados utilizando o programa PAST-3 (versao livre
2019).

RESULTADOS
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Na Figura 1, observa-se um exemplar de H. obovathus
com inflorescéncia no més de novembro de 2020.

Figura 1. Individuo de Himatanthus obovathus com
inflorescéncia. Barra: ~5 cm.

Fonte: Autores, 2020.

O periodo de floragdao observado na area de estudo para
H. obovathus em ambiente de Cerrado sentido restrito na
regidao sudoeste de Goids, Brasil, dura entre os meses de
setembro a novembro com maxima floragdo em novembro,
periodo de maior intensidade de chuvas. A espécie
apresenta flores aromaticas no inicio da manha e no fim da
tarde sendo esses os horarios com maior odor, no entanto,
observagdes realizadas entre as 13-15 horas, apresentou-se
levemente aromdtica com intensa presenca de insetos
polinizadores principalmente dos géneros Apis (A. mellifera),
Tetragonisca (T. angustula) e Euglossa (E. bazinga).

O conteudo de OE floral produzido apresentou

rendimento de 0,067%, sendo este, considerado baixo,
devido a grande quantidade em massa in natura de flores
utilizadas (250 g).

Na Figura 2, estd apresentado o ensaio antifungico a
partir do OE floral de H. obovathus sobre quatro cepas de
Candida.

No ensaio antifingico de microdiluigdo, foram
observados bons resultados para todas as cepas de Candida,
exceto para C. tropicalis, C. guilliermondii e C. albicans que
apresentaram resisténcia mesmo na presenga de OE puro
(100 pL mL?) com méxima inibicao, apresentando halo de
antibiose de 8,6, 11,3 e 16,3 mm.

apresentados resultados dentro da area estipulada de 8 mm.

Embora tenham

Observa-se ainda na Figura 2, que o OE mesmo tendo
apresentado baixa inibicdo, a cepa de C. tropicalis, C.
guilliermondii e C. albicans apresentou serem sensiveis e ndo
resistentes ao antifingico comercial de referéncia com halos
de antibiose de 28,6; 30,1 e 27,5 mm.

Os resultados mais expressivos foram observados entre
as concentragdes 6,25 a 100 pL mL™* para C. krusei que
demonstrou ser altamente sensivel mesmo em baixas
concentragbes de OE, no entanto, os
apresentaram ser inferiores ao obtido pelo Cetoconazol na
concentragao 50 pg mL™". Na menor concentragdo de 1,56 pL

resultados

mL™* n3o foi observado atividade fungistatica para nenhuma
cepa de Candida. Como titulo de curiosidade amostral, foi
demonstrado na (Fig. 2), atividade de antibiose inferior a 8
mm para todas as cepas de Candida.

DISCUSSAO

Figura 2. Atividade antifingica do dleo essencial floral de H. obovathus sobre Candida tropicalis, Candida

guilliermondii, Candida krusei e Candida albicans.
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Devido a falta de dados sobre o rendimento de dleo
essencial e da atividade antifungica sobre a familia
Apocynaceae, restrito ao género Himatanthus e em especial
para H. obovathus, este estudo levou a titulo de comparagdo
os resultados entre diferentes familias e seus géneros
gerando assim, conhecimento por comparagao da extragdo
de compostos volateis e da atividade de inibigdo de
crescimento sobre espécies fungicas do género Candida.

Observa-se que, o baixo rendimento de OE das flores de
H. obovathus é equiparavel a estudos com obtengdo de
compostos volateis a partir do material vegetal floral em
varias familias botadnicas e seus respectivos géneros e
respectivas espécies. Como nos estudos de Munhoz et al.
(2012), onde obtiveram rendimento de OE de 0,15% para
flores de Tagetes patula, no de Menezes Filho et al. (2019),
onde encontraram rendimento de OE de 0,07% para flores
de M. guianensis, e de Menezes Filho (2020), onde o
pesquisador obteve rendimento de OE floral de Fridericia
platyphylla de 0,01%.

Quanto a atividade antifungica do OE floral de H.
obovathus, inicialmente pode-se inferir que a constitui¢ao
guimica que deve ser analisada posteriormente. Este OE, ndo
apresentou boa eficacia para as cepas de C. tropicalis, C.
e C
resistentes em todas as concentragdes, inclusive no OE puro

guilliermondii albicans que demonstraram ser
e ao fungicida comercial de referéncia. Apenas para C. krusei,
foi observada baixa resisténcia a complexa composi¢cdo que o
OE apresenta, visto que, OEs apresentam inuUmeros
compostos, em menor quantidade para majoritarios, onde
em muitos estudos sdo os responsaveis pela atividade de
inibicdo de crescimento. Embora possa também ocorrer o
sinergismo entre todos os compostos com pronta atividade
de inibicdo miceliar como observado por Xavier e
colaboradores (2016).

Deve-se ainda observar que vdrias espécies de Candida
estdo apresentando resisténcias aos antifungicos alopaticos,
como C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e
Candida ndo albicans. Outro detalhe importante no estudo
sobre Candida é o alto indice de infectados inclusive em
paises tropicais como o Brasil que vem apresentando maior
incidéncia quando comparados aos paises na América do
Norte (QUINTERO, 2010; NUNES et al., 2011; ALMEIDA et al.,
2017).

Vérios compostos volateis de OEs agem com certa
similaridade ao Cetoconazol pertencente a familia dos
imidazois, onde inibem enzimas do citocromo P-450 na cepa
fungica, bloqueando assim a sintese do ergosterol sobre a
desmetilacdo do lanosterol, com alta eficiéncia e com
especial interferéncia na permeabilidade de membranas,
levando a inviabilidade da cepa flngica e consecutivamente

a morte (DOLABELA et al., 2018).

Outras espécies de Himatanthus em relatos sobre a
atividade antifingica sdo citadas nos estudos de Paz e
colaboradores (2013) para H. sucuuba e por Dolabela e
colaboradores (2018), em H. articulatus. Nestes estudos, os
pesquisadores
inclusas nos grupos de

discutem sobre algumas fitomoléculas
iridoides glicosilados e nao
glicosilados de H. articulatus com atividade microbiana como
cinamato de lupeol, cinamato de a-amirina, cinamato de B-
amirina e acetato de lupeol, e em H. sucuuba como
plumericina 5 e isoplumericina 6 (iridoides) sobre atividade
fungicida em Cladosporium shaerospermum, no entanto,
para o extrato.

J& Luz e colaboradores (2014), verificaram através de
prospecgdo fitoquimica qualitativa preliminar, a partir do
extrato bruto hidroetandlico das cascas de H. drasticus, e
consecutivamente por cromatografia em coluna, onde foram
obtidas diferentes fragdes. Neste estudo, foram observadas a
presenca de taninos e triterpenos
comprovada agao fungistatica tanto no extrato in natura
quanto as fragdes e subfracdes.

Outros estudos relatam atividade antibacteriana a partir

do latex in natura e do extrato aceto etilico de H. drasticus

que apresentam

como no estudo de Nascimento e colaboradores (2018),
onde os pesquisadores obtiveram concentragdo inibitéria
minima (CIM) de 1024 e 1024 pg mL™ para Escherichia coli
(27) e (ATCC 10536), Staphylococcus aureus (AS 358) e (ATCC
25923), Pseudomonas aeruginosa (PA 03) e (ATCC 15442), e
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031), respectivamente.
Quando comparado a outros OEs, Menezes Filho (2020),
avaliando o OE floral de F platyphylla obteve bons
resultados de inibigdo sobre C. albicans entre 12 a 21 mm, C.
guilliermondii entre 6 a 12 mm, C. krusei entre 11 a 20 mm e
para C. tropicalis entre 0 a 14 mm avaliando concentragdes
expressas em (%) variando entre 2, 4, 6 e 8%. Rodrigues e
colaboradores (2018) associaram o OE de Lantana camara
com Fluconazol onde obtiveram nesta combinagdo
importante acdo de inibicdo miceliar em C. krusei e C.
tropicalis. Rivera e colaboradores (2017) encontraram
notdvel acdo fungistatica para C. tropicalis e C. albicans CIM
iguaisa 0,34 e 0,68 mg mL™* OE de Renealmia thyrsoidea.
Observa-se que, a combinacdo de doses entre os
produtos naturais e alopaticos altera significativamente a
permeabilidade da membrana celular dos fungos,
possibilitando a permeacdo no meio intracelular pelo
farmaco, inibindo assim, a sintese de ergosterol levando as
células a deplecdo mesmo em baixas concentragdes

(CALIXTO-JUNIOR et al., 2015).

CONCLUSAO

Este é o primeiro relato de rendimento e atividade
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fungistdtica sobre Candida a partir do 6leo essencial de
Handroanthus obovathus. Embora o d6leo essencial tenha
apresentado baixo rendimento e baixa atividade antiflngica,
ainda é um bom auxiliador podendo ser aplicado em
conjunto com outros dleos essenciais na terapia fungica
contra Candida, em especial C. krusei que apresentou ser
sensivel a complexa composi¢do volatil do mesmo.

Estudos futuros deverdo ser realizados comparando com
outros Oleos essenciais do género Handroanthus e a
realizagdo do seu perfil quimico para que se possam
conhecer melhor os mecanismos de agdo antifiingicos
promovidos pelo mesmo.
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