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Resumo @ @
. . .. . . .

Disphania ambrosioides (L.), comumente conhecida como "mastruz", ¢ um medicinal
reconhecida por suas propriedades antiftingicas, anti-helminticas e antiimorais.” Sporothrix
brasiliensis, o agente causador da esporotricose, € uma espécie flingica termodimorfica clinicamente
relevante, e seu tratamento com itraconazol frequentemente resulta em efeitosicolaterais em humanos
e felinos. Este estudo teve como objetivo extrair e analisar o perfil qui Qﬁ%leo essencial (OE) de
D. ambrosioides, avaliando sua atividade antiflingica contra cepas de liensis. Partes aéreas de
D. ambrosioides foram coletadas durante as estagdes seca e chuvosa.e metidas a extracdo de OE
por hidrodestilacio usando um aparelho Clevenger. O p o do OE foi analisado por
Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas (GC- i@nsalos microbioldgicos foram
conduzidos para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima"¥CIM) e a Concentracdo Fungicida
Minima (CFM). Os principais compostos identificados no OE obtido de plantas coletadas durante a
estacdo chuvosa foram ascaridol (58,86%), a-terpineno (22,09%) e p-cimeno (11,36%), enquanto o
OE de plantas coletadas durante a esta¢do seca conti terpineno (46,81%), ascaridol (34,82%) e p-
cimeno (11,54%). Os OE obtidos de ambas as e Ns exibiram uma CIM de 16 pg/mL e uma CFM
de 64 pg/mL para a maioria das cepas testad uma razdo CFM/CIM de quatro, demonstrando
atividade fungicida. Os resultados indica EO de D. ambrosioides tem potencial como um
agente fungicida contra S. brasiliensis. Estejestudo € o primeiro a relatar a atividade antiftingica e
fungicida in vitro do EO de D. am@ro@,x contra cepas de S. brasiliensis.
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Dysphania ambrosi Mosyakln e Clemants essential oil: In vitro antifungal
lty on Sporothrix brasiliensis strains
Abstract
Dysphania ambrosioides<(L.), commonly known as "mastruz," is a medicinal herb recognized for its
antifungal, anthelmintic, and antitumor properties. Sporothrix brasiliensis, the causative agent of
sporotrichosis, clinically relevant thermodimorphic fungal species, and its treatment with
itraconazol en results in side effects in humans and felines. This study aimed to extract and

analyze hemical profile of the essential oil (EO) of D. ambrosioides, evaluating its antifungal
acti @;st S. brasiliensis strains. Aerial parts of D. ambrosioides were collected during dry and
ri%ﬁons and subjected to EO extraction by hydrodistillation using a Clevenger apparatus. The
chemical profile of the EO was analyzed by Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS).
Microbiological assays were conducted to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and Minimum Fungicidal Concentration (MFC). The major compounds identified in the EO obtained
from plants collected during the rainy season were ascaridole (58.86%), a-terpinene (22.09%), and p-
cymene (11.36%), while the EO from plants collected during the dry season contained a-terpinene
(46.81%), ascaridole (34.82%), and p-cymene (11.54%). The EOs obtained from both seasons
exhibited an MIC of 16 ug/mL and an MFC of 64 ug/mL for most tested strains, with an MFC/MIC
ratio of four, demonstrating fungicidal activity. The findings indicate that the EO of D. ambrosioides
has potential as a fungicidal agent against S. brasiliensis. This study is the first to report the in vitro
antifungal and fungicidal activity of D. ambrosioides EO against S. brasiliensis strains.
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1. Introducao

O género Sporothrix compreende fungos saprofiticos de distribui¢do geogréfica mundial e que
formam o complexo Sporothrix schenckii, agrupando espécies de relevancia clinica, como Sporothrix
brasiliensis (Marimon et al., 2006, 2007). Esses fungos sdo termodimorficos, com caracteristicas
micro e macromorfoldgicas distintas que variam de acordo com a temperatura. Em temperaturas de
aproximadamente 25°C, apresentam-se na forma micelial, filamentosa e de vida saprofitica. Em
temperaturas proximas a 37°C, no entanto, adotam a fase leveduriforme e de vida parasitéaria (Carlos et
al., 2009). Sao considerados fungos patogénicos, causadores da esporotricose, estando presentes em
solo, plantas e matéria orginica em decomposi¢do (Gremido et al., 2021).

A esporotricose € uma micose zoondtica negligenciada, de tratamento e controle desafi es,
muitas vezes em decorréncia da caréncia de informagdes e conscientizagdo da popula¢do; sobre a
doenga (Silva et al., 2012). A enfermidade representa um risco significativo a saud u% , uma vez
que felinos domésticos infectados podem conter elevadas concentragdes de células fungicas nas lesdes
cutineas, unhas e cavidade oral, transmitindo a doenga pelo contato com secre¢ dessas lesoes,
arranhdes ou mordidas, sendo os principais meios de contdgios. A transmissdo inalatéria para
humanos, por sua vez, tende a resultar em pneumonia granulomatosa e cayitésig (Gremido et al., 2021;
Sobral et al., 2019). Além de humanos e felinos, a esporotricose afetar também equinos,
canideos, bovinos, suinos, roedores, coelhos, primatas e aves (Aiello §,7; Cruz, 2010; Schubach et

al., 2012).
O tratamento da esporotricose geralmente inclui o uso.de. i nazol, medicamento que atua na
membrana plasmética do fungo, alterando sua permeabilidade. Otitrfaconazol inibe a enzima citocromo

P450 (14-a-demetilase), responsavel pela conversdo de langsterol em ergosterol, um esterol essencial
para a estabilidade da membrana celular fingica. A interrup¢do dessa conversdo leva ao

enfraquecimento da membrana celular, resultand extravasamento do conteido celular e,
consequentemente, na morte da célula fungica (Wiebe; Karriker, 2005).
O itraconazol, entretanto, pode proyoc eitos colaterais em felinos, como diminui¢do do

apetite, perda de peso, vOmitos e diarreia w nerz et al., 2007), além de ictericia decorrente de
problemas hepaticos (Anvisa, 2024). A hepatotoxicidade desse farmaco também foi reportada por
Lloret et al. (2013). Em 2016, a A blicou uma lista de efeitos adversos do itraconazol em
humanos, como dores abdominais s, u escura e, em raros casos, insuficiéncia hepdtica (Anvisa,
2016). Adicionalmente, ha s%g que indicam a capacidade de Sporothrix brasiliensis de
desenvolver resisténcia ao i nazol, dificultando ainda mais o tratamento (Waller et al., 2021).

Pesquisas fitoquimicasy tém buscado identificar moléculas promissoras contra patdégenos
resistentes aos antifingicos ‘convencionais. O 6leo essencial de Dysphania ambrosioides (L.)
Mosyakin & Clemants, larmente conhecido como mastruz ou erva-de-Santa-Maria, pertencente a
familia Amara‘pth Kasali et al., 2021), tem demonstrado eficidcia como agente fungicida contra
fungos filamentesos,ecomo Aspergillus, Fusarium e Colletotrichum (Jardim et al., 2008). Chekem et al.
(2010), em estudo’de atividade in vitro do 6leo essencial de mastruz, destacaram sua a¢@o antiftingica
contra vdsias espécies de Candida spp., incluindo cepas ATCC de C. albicans e C. glabrata, C.
guilli rn@i, C. krusei, C. lusitaneae, C. parapsilosis e C. tropicalis.
astruz é amplamente utilizado pela populacdo em sucos e infusdes para tratar feridas,
inflamacdes, verminoses, parasitoses € problemas respiratérios (Sd; Soares; Randau, 2015). Seu 6leo
essencial é composto principalmente de monoterpenos, com destaque para o ascaridol, que aparece em
elevadas concentra¢des (Jardim et al., 2008). A quantidade de ascaridol, contudo, varia conforme o
6rgdo vegetal utilizado, sendo que nos 6leos essenciais extraidos de folhas esse composto representa
até 9,2%, enquanto nos frutos a concentracdo pode variar de 20% a 90% (Alonso, 2004; Jardim,
2008).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar as atividades antifingicas e
fungicidas de Oleos essenciais de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, obtidos em
dois periodos distintos (janeiro/2023 e junho/2023), frente a cepas de Sporothrix brasiliensis.

Este trabalho estd dividido em quatro seg¢des principais: a secdo 2 descreve a metodologia
utilizada na pesquisa, abrangendo desde a coleta para identificacdo botdnica até a avaliacdo das




atividades antifungicas dos 6leos essenciais dos mastruz; a secdo 3 aborda os principais resultados
obtidos, desde a caracterizacdo morfolégica da planta até as atividades antifiingicas dos dleos
essenciais do mastruz; a seco 4 discute os resultados alcancados; e a secao 5 conta com as conclusdes
do presente trabalho.

2. Método da pesquisa

Esta secdo descreve o método de pesquisa utilizado para a coleta, caracterizagdo morfoldgica,
extracdo e andlise de Oleos essenciais de Dysphania ambrosioides (L.), assim como a avaliacdo das
atividades antiftingicas e fungicidas desses 6leos.

2.1 Identificacao botanica

Partes aéreas de Dysphania ambrosioides (L.) foram coletadas a partir de plantas adu todas
propagadas vegetativamente de um unico lote inicial mantido no horto de plantas, m@nais do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), na Universidade E de& Paraiba,
Jodo Pessoa, estada da Paraiba — PB (latitude 7° 8’ 28’ S, longitude 34° 50° 7’% xsicata foi
produzida, identificada pela mestre Anauara Lima e Silva e depositada no Herbario Prof. Lauro Pires
Xavier da UFPB, Campus I, sob o nimero de registro 66814. A atividade foi cadastrada no SisGen,
em conformidade com a Lei n® 13.123/2015, sob o nimero A3919A5. \%

2.2 Coleta e caracterizacao morfolégica do material vegetal

O experimento foi conduzido no Instituto de Pesquisa em Far s e Medicamentos (IPeFarM)
e no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia d iba (IFPB), Campus Cabedelo. As
coletas ocorreram em janeiro e junho de 2023, sempre as 08h00::@ material vegetal foi submetido ao

tratamento de “quenching” em nitrogénio liquido paraginterromper as reagdes metabdlicas e
possibilitar a andlise precisa do perfil metabdlico no momento da coleta. Em seguida, foi armazenado
a —20°C. Dois tratamentos foram definidos: Tl ( em janeiro) e T2 (coleta em junho). No
momento da coleta, registrou-se o estddio de? nvolvimento das plantas. Janeiro e junho
representam, respectivamente, periodos de chuva na regido. Dados de precipitagdo e
temperatura foram obtidos do Instituto Nacid% eteorologia (INMET).

2.3 Extracao e calculo dos rendil‘r'le s Oleos essenciais

Para o processo de extracdo, % utilizados 110 g de material vegetal previamente congelado,
triturado em um processador (Skymsen, LS-08MB-N) com 1000 mL de 4dgua destilada, por
um periodo de 2 minutos, objetivo de aumentar a superficie de contato do material vegetal com
o solvente extrator. Em seguidas a solug@o resultante foi transferida para um baldo de hidrodestilagdo
com capacidade de 6 L exdiluida até alcangar o volume final de 3 L. com 4gua destilada. O método de
hidrodestilacdo foi r&{ln o utilizando-se um aparelho de Clevenger, com duracdo de 180 minutos a
partir do inicip dﬁ cdo da agua. O tempo de extracdo foi previamente determinado de forma
experimental, s bservado que, apds 3 horas, ndo havia mais destilacdo de 6leo essencial. Dessa
forma, esse pe &’) foi estabelecido para todas as extracdes, padronizando e tornando a metodologia
reprodutivel. Esse processo foi replicado trés vezes para os dois tratamentos estudados: T1 (material
col 0‘@ aneiro) e T2 (material coletado em junho).

leos essenciais (OE’s) obtidos foram armazenados em frascos de vidro ambar estéreis, com

capacidade de 10 mL, e mantidos em freezer a —20°C. Para calcular o rendimento dos 6leos essenciais,
utilizou-se a seguinte equacao:

mo
R (%) = s 100 (1)

onde R € o rendimento (%);mo representa a massa do 6leo essencial (em g); mf € massa fresca do
material vegetal utilizado na extrac¢do (em g).

Para andlise estatistica dos rendimentos, foram realizados o teste de homogeneidade de
variancia (Levene) e o teste de normalidade (Shapiro-Wilk). Em seguida, aplicou-se o teste t de



Student para comparagdo entre os rendimentos dos tratamentos T1 e T2, com o auxilio do software
Jamovi (versdo 2.3.28.0).

2.4 Avaliacio qualitativa do perfil quimico dos 6leos essenciais

Os perfis quimicos dos 6leos essenciais (OEs) obtidos de plantas coletadas nos periodos seco e
chuvoso foram analisados no Laboratério Multiusudrio de Caracterizacdo e Andlises (LMCA) da
UFPB, Campus I. Uma aliquota de 1 pL. de OE foi diluida em 999 pL de hexano de alta pureza e
submetida a andlise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
utilizando o equipamento SHIMADZU QP2010-PLUS-A. As condicdes operacionais incluiram uma
coluna capilar de silica fundida (modelo RTX-5MS), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme, operando com fluxo de gis hélio a 1,0 mL.min. A
temperatura inicial do forno foi de 60 °C, com uma taxa de aquecimento de 3 °C.min™" até 2 As
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a 220 °C e 230 °C, respectlvamenle

Os compostos volateis foram identificados por meio da comparagdo de seus e e e massas
com os registros da biblioteca computacional (62 NIST.Lib) e pela determinaca 1ndlces de
retencdo de acordo com o método de Van Den Dool e Kratz (1963), utilizando um ie de n-alcanos
(C8-C40) nas mesmas condigbes cromatograficas dos OEs. Esses valores foram comparados com os
Indices de Adams (IA) conforme descrito por Adams (2017) na literatur q

2.5 Atividades antifiingicas e fungicidas dos oleos essenciais

As atividades antifingicas in vitro foram testadas contra gep porothrlx brasiliensis (SB),
incluindo as cepas SB 0051, SB 485, SB 366, SB 394, SB 26 , todas pertencentes a Micoteca
do Laboratério de Micologia Clinica da UFPB, Campus 1. ComéyeoOntrole positivo, utilizou-se a cepa
ATCC-22019 de Candida parapsilosis. Para a preparacio }) in6culo, foram realizados repiques em
Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e, ap6s cinco dias, as clilturas foram cobertas com solugdo salina
estéril a 0,9% para coleta dos conidios. A suspensaoéaltante foi transferida para um tubo estéril, e,
ap0Os aguardar trés minutos para a deposicdo das hi ansferiu-se a suspensdo para outro recipiente.
O inéculo foi a]ustado por contagem em he tro de Neubauer, para uma concentracdo entre
1x10° e 5x10° conidios/mL, correspondente} la de McFarland 2, mediante comparagdo visual.
Para a cepa controle, o inéculo de C pag sis ATCC-22019 foi ajustado para a concentracio de
McFarland 0,5, conforme recomenda fungos leveduriformes.

Os testes de atividade antﬁ e fungicida foram realizados com os 6leos essenciais de
Dysphania ambrosioides (L) de plantas coletadas nos periodos de janeiro (T1) e junho
(T2). Os dleos essenciais " blhzados em dimetilsulféoxido (DMSO) a 5% e Tween 80 a 2%,
sendo o volume completado agua destilada estéril para formar uma emulsdo com concentracio
inicial de 2048 p g/mL mo ontrole positivo, foi utilizado itraconazol em concentragdo inicial de 64
pug/mL, garantindo K@ nizacdo, validacdo da metodologia e comparabilidade dos estudos de
avaliacdo antlfun nforme descrito na norma CLSI M38A2 (2008).

A concer g% inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentra¢do de OE capaz
de inibir v g te o crescimento de microrganismos. A determinagdo da CIM foi realizada por
meio da t de microdilui¢do em caldo, padronizada segundo o documento CLSI M38A2 (2008),
em dupl . Em placas de 96 pocgos, foram adicionados 100 pL. do indéculo, previamente diluido em
@1? P I 1640 duplamente concentrado, a cada poco. Em seguida, 100 pL das solu¢des dos
ifépgicos, também duplamente concentrados, foram pipetados nas cavidades da primeira linha da
placa. Por meio de uma diluicdo seriada com razdo de dois, foram obtidas diferentes concentracdes do
OE.

O controle de viabilidade dos microrganismos foi realizado pela adi¢cao de 100 uL do inéculo de
cada cepa em meio RPMI 1640 duplamente concentrado. Um controle de esterilidade também foi
estabelecido, no qual 200 uL. de RPMI 1640 foram pipetados em um poco, sem a adi¢do da suspensdo
fingica. As placas foram devidamente seladas e incubadas a uma temperatura entre 25 e 28°C por até
cinco dias, com o objetivo de favorecer o crescimento dos fungos. Apds esse periodo, a leitura foi
realizada visualmente, com base na comparacdo da turbidez.

Para a determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM), definida como a menor
concentracio necessdria para matar os fungos, aliquotas de 10 puL dos pogos correspondentes a CIM,



CIM x 2, CIM x 4 e CIM x 8 foram transferidas para uma nova placa de 96 pogos contendo 200 pL de
RPMI 1640. As placas foram novamente seladas e incubadas a 25-28 °C por até cinco dias, realizando-
se a leitura visual ao término do periodo.

3. Resultados

Esta secdo apresenta os resultados do estudo, detalhando a caracterizagdo morfologica do
material vegetal, o rendimento e perfil quimico dos 6leos essenciais extraidos, e as atividades
antifingicas observadas.

3.1 Caracterizacio morfologica do material vegetal coletado

O mastruz coletado em ambos os periodos apresentou variagdes significativas em ‘suas
caracteristicas morfoldgicas, de acordo com a época da coleta, ainda que todas as amostr am
sido colhidas no mesmo canteiro. Essas variagdes devem-se ao ciclo de vida curto dg m@z, que é
uma planta anual ou, em alguns casos, bianual, possibilitando uma observagdo c a& iferentes
estidgios de desenvolvimento.

No més de janeiro de 2023, as plantas encontravam-se no inicio da flo , apresentando
inflorescéncias abundantes e folhas com limbo foliar mais amplo. Em contrapartida, as plantas
coletadas em junho de 2023 estavam na fase final do ciclo de vida, ¢ adas por uma grande
producdo de frutos secos do tipo aquénio, contendo sementes maduraxg loracdo preta. Nessa
etapa, observaram-se poucas inflorescé€ncias e folhas com limbo foliar %1; do (Figura 1). As analises
morfolégicas realizadas nos dois periodos influenciaram os co
momentos. No més de janeiro de 2023, obteve-se maior conc e a-terpineno, enquanto no mes
de junho de 2023, o composto predominante foi o ascaridol. e ressaltar que ambos os meses
apresentaram o-terpineno e ascaridol, cuja descri¢ao detalhzya ¢ apresentada posteriormente.

S

joritarios de cada um desses

Figura 1 — Ramos aéreos de Dysphania ambrosioides (L..) as do horto medicinal do IPeFarM. (a) Oriundos

Fonte: dados da pesquisa

3.2 Rendimento dos dleos essenciais

O 6leo essencial das plantas coletadas em janeiro de 2023 apresentou uma colora¢do amarela
mais escura, enquanto o 6leo das plantas de junho de 2023 mostrou uma coloragdo amarela mais clara.
Na andlise sensorial, ambos os OE’s apresentaram o odor forte caracteristico da planta.

Quanto ao rendimento, o OE obtido de plantas em estdgio de floracdo expressiva, coletadas no
periodo seco, foi de 0,5%, superior ao OE de plantas em frutificacdo no periodo chuvoso, com



rendimento de 0,4%. Essa diferenca foi estatisticamente significativa (teste t de Student, n = 3, p =
0,03).

3.3 Perfil quimico dos 6leos essenciais

As Figuras 2 e 3 mostram os cromatogramas de fons totais dos 6leos essenciais extraidos das
partes aéreas de Dysphania ambrosioides (L.), submetidas a um “quenching” em nitrogénio liquido,
obtidos por CG-EM nos meses de janeiro e junho de 2023, respectivamente. As diferencas observadas
nos cromatogramas demonstram a adequacio do método de separagdo e a variacdo no perfil quimico
entre os dois 6leos essenciais, conforme evidenciado na Tabela 1.

Figura 2 — Cromatograma de {ons totais da amostra de 6leo essencial das partes areas de Dysphani
ambrosioides (L.), coletadas em janeiro de 2023, Jodo Pessoa, Paraiba pa
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Figura 3 — Cromatograma de 10@21 amostra de 6leo essencial das partes aéreas de Dysphania
ambroszoz‘dgg;( letadas em junho de 2023, Jodo Pessoa, Paraiba
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Tabela 1 — Perfil quimico dos 6leos essenciais de partes aéreas de Dysphania ambrosioides (L.), coletadas em
janeiro e junho de 2023 em Jodo Pessoa, Paraiba

Periodos
Janeiro/23 | Junho/23
Compostos % TR IRC IRP
n-Hexanal 0,07 0,00 4,260 801 801%*
Myrceno 0,07 0,03 7,478 | 1000 993*
0-3-Careno 0,06 0,02 7,869 | 1012 1012*
a-Terpineno 46,81 22,09 7,990 | 1016 1015*
p-Cimeno 11,54 11,36 8,113 | 1020 1016* &
Limoneno 0,66 0,42 8,186 | 1022 1030*
Ascaridol 34,82 58,86 11,767 | 1239 1234* #
o-Humuleno 0,07 0,00 14,937 | 1457 145

Periodo seco (janeiro/2023); periodo chuvoso (junho/2023); ( % ); Area relativa do pico cromatografico; Mmpo de Retengdo do
composto; (IRC): Indice de Retengdo Calculado; (IRP): Indice de Reteng@do Publicado. (*) Adams (2017)
Fonte: dados da pesquisa

(janeiro de 2023) e chuvoso (junho de 2023). No 6leo essencial de Jan 0, foram identificados 94,1%
dos compostos, totalizando oito compostos: n-hexanal (0,07%), ,07%), 6-3-careno (0,06%),
a-terpineno (46,81%), limoneno (0,66%), p-cimeno (11,5 dol (34,82%) e o-humuleno
(0,07%). No 6leo essencial de junho, foram identificados 92, dos compostos, totalizando seis
compostos: mirceno (0,03%), 8-3-careno (0,02%), a—terpine}o (22,09%), limoneno (0,42%), p-cimeno
(11,36%), ascaridol (58,86%).

Ambos os periodos apresentaram trés cqm majoritdrios (ascaridol, a-terpineno e p-
cimeno). Na Figura 4, observa-se que esses compo maram 93,17% e 92,31% nos 6leos coletados
em janeiro e junho de 2023, respectlvame Q do de Brahim et al. (2015) com Dysphania

S

A Tabela 1 apresenta a composi¢cdo quimica dos 6leos essencia E eta 0s nos periodos seco

ambrosioides encontrou esses mesmos col como majoritdrios, corroborando os dados de
Alitonou et al. (2012).

Figura 4 — Variacdo dos compostos maj S presentes nos 6leos essenciais das partes aéreas de Dysphania
ambrosioides (L. ) s em janeiro e junho de 2023, Jodo Pessoa, Paraiba
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/
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Fonte: dados da pesquisa



3.4 Atividades antifiingicas e fungicidas dos 6leos essenciais

Os resultados das concentragdes inibitérias minimas (CIM) das substancias testadas, incluindo o
antifingico itraconazol, frente as cepas de Sporothrix brasiliensis e Candida parapsilosis encontram-
se na Tabela 2. As amostras utilizadas consistem em 6leos essenciais obtidos de partes aéreas de
Dysphania ambrosioides (L.) coletadas no periodo seco (janeiro/2023) e no periodo chuvoso
(junho/2023).

Tabela 2 — Concentra¢des Inibitérias Minimas (CIM) em pg/mL dos 6leos essenciais e do antiftingico
itraconazol sobre as cepas de Sporothrix brasiliensis e Candida parapsilosis

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) pg/mL

Microrganismos

ez

& —

0 3 8 X N g\ =8

Produtos testados 3 I « o o o 5 8

9 a a a a SO

%) QU

o <

OE de Janeiro/2023 1024 16 16 16 6 16 512
OE de Junho/2023 512 16 16 1 16 16 16

Itraconazol >64 025 0,125 01 0,125 0,125 0,25
Controle de esterilidade - - — — - -
Controle de viabilidade + + + + + + +

Janeiro/2023 (periodo seco); Junho/2023 (periodo chuvoso); (OE): dleo essencial;SB): Sporothrix brasiliensis; (C): Candida parapsilosis;
(+): crescimento do microrganismo; (-) auséncia de crescimento do microrganism

Fonte: dados da pesquisa (b
@
}r

As cepas de S. brasiliensis mostraram-se eis aos oleos essenciais coletados em ambos os
periodos, com inibi¢do das cepas SB-485, -QBS%, SB-260 e SB-44, mesmo na concentragio
de 16 pg/mL. A cepa SB-0051, porém, a g&o ma CIM de 1024 pg/mL para o 6leo essencial de
janeiro/2023 e de 512 pg/mL para o 0/2023, indicando maior resisténcia em comparacio as
demais cepas. ®

Para o controle com a ce dida parapsilosis (ATCC-22019), observou-se resisténcia ao
6leo essencial de janeiro/2 CIM de 512 pg/mL, enquanto o 6leo de junho/2023 foi mais
eficaz, inibindo o crescin‘@a concentracdo de 16 pg/mL. Esses resultados sugerem que o dleo
essencial obtido no periodo ¢huvoso, quando as plantas estdo em frutificagdo, apresentou maior
atividade antiftingica dfvue o 6leo obtido no periodo seco, quando as plantas estdo em fase de
floracao.
O antifan i%raconazol demonstrou eficacia contra todas as cepas de Sporothrix brasiliensis,
com CIM vari e 0,125 pg/mL até valores superiores a 64 pg/mL, sendo a cepa SB-0051 a mais
resistente. K&a cepa de C. parapsilosis utilizada como controle, a CIM do itraconazol foi de 0,25
pg/mL. @sultados das concentra¢des fungicidas minimas (CFM) frente as cepas de S. brasiliensis

ntados na Tabela 3.

e%r’
ela 3 — Concentragdes Fungicidas Minimas (CFM) em pg/mL dos 6leos essenciais e do antiftingico
itraconazol sobre as cepas de Sporothrix brasiliensis e Candida parapsilosis

Concentracao Fungicida Minima (CFM) pg/mL

Microrganismos



n NS g o <3
] 3 © o Ne) 3 RS
Produtos testados S ;{ 2 g’ :';1 o §‘ O
> A A % % “ S O
L
U<
OE de Janeiro/2023 > 1024 64 64 64 64 64 > 1024
OE de Junho/2023 > 1024 64 64 64 64 64 64
Itraconazol > 64 > 2 > 1 > 1 > 1 > 1 >2
Controle de esterilidade - - - - - - #
Controle de viabilidade + + + + + +
Janeiro/2023 (periodo seco); Junho/2023 (periodo chuvoso); OE: 6leo essencial; SB: Sporothrix brasiliensis; C: €andida parapsilosis;
(+):crescimento do microrganismo; (-) auséncia de crescimento do microrganismo
Fonte: dados da pesquisa E
A CFM do OE oriundo do més de junho/2023 de D. ambrosioides (L.) testado contra as cepas
de Sporothrix brasiliensis foi estabelecida em >1024 pg/mL (SB-0051), 64 para (SB- 485, SB-

366, SB- 394, SB-260, SB-44) e também para a cepa ATCC-22019 de%t parapsilosis. Para o
6leo essencial oriundo de plantas coletadas em janeiro/2023 de AD. brosioides a CFM foi
estabelecida em >1024 pg/mL (SB- 0051 e Candida parapsilosis - 22019) e 64 pg/mL para
todas demais (SB-485, SB- 366, SB-394, SB- 260, SB-44). Apena C. parapsilosis percebe-se que
o0 6leo de junho/23 foi mais eficaz em sua acao fungicida.
A CFM do 6leo essencial de junho/2023 para D. ambrosioides foi de >1024 pg/mL para a cepa
SB-0051 e de 64 pg/mL para as demais cepas de Sporothriﬁrasiliensis e para C. parapsilosis ATCC-
22019. J4 para o 6leo essencial de janeiro/2023‘ a‘ﬁ[ foi de >1024 pg/mL para SB-0051 e C.
parapsilosis ATCC-22019, e de 64 pg/mL para ais cepas de S. brasiliensis. Notou-se que
apenas para C. parapsilosis, o 6leo essencial @ 023 apresentou maior eficdcia fungicida.

A razdo entre a Concentragdo Fungl’c' a“Minima (CFM) e a Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM), amplamente utilizada para determi tureza do efeito antimicrobiano contra um agente
patogénico — ou seja, informar se o m apresenta efeito fungicida (eliminacdo dos fungos) ou
fungistatico (inibicdo do crescime @ reproducdo dos fungos) (Farshori et al., 2010) — foi
calculada para as cepas mais se is"aos produtos testados, estando os resultados apresentados na

&para avaliar a eficdcia da substancia utilizada, permitindo a

Tabela 4. Essa razdo é
comparacao entre diferentes tgatamentos, como observado no presente estudo.

Oleos essenciais testados, ou seja, menor valor de CIM

Tabela 4 — Razdo en@e CIM para as cepas de Sporothrix brasiliensis que exibiram maior sensibilidade
S
@

Produtos testados Microrganismos  CFM/CIM

'\ SB-485

@ OE de Junho/2023 SB-366

‘ &/_/ SB-394
SB-260

SB-44

SB-485

SB-366

OE de Janeiro/2023 SB-394

SB-260
SB-44 4

Fonte: dados da pesquisa. Janeiro/2023 (Periodo seco); Junho/2023 (Periodo chuvoso); EO: éleo essencial; SB: Sporothrix brasiliensis

N R R R




4. Discussao

Rahal et al. (2022), ao trabalhar com frutos frescos de mastruz coletados ao longo de um ano,
relataram que o rendimento do 6leo é maior nas plantas colhidas nos meses quentes e chuvosos
(primavera/verao). Na presente pesquisa, contudo, o periodo mais seco do ano mostrou-se mais
favordvel para o rendimento do 6leo, sugerindo que a sazonalidade influencia a producdo, com o més
seco favorecendo um rendimento superior.

No més de janeiro de 2023, considerado seco, a coleta foi realizada com uma temperatura média
de 28,2 °C e 0 mm de chuva acumulada. Em contraste, o més de junho de 2023, mais chuvoso,
apresentou uma temperatura de 25,5 °C e 22 mm de chuva no dia da coleta. Consequentemente,
janeiro registrou maior incidéncia de luz nas plantas de mastruz em comparagdo a junho, deyido ao
menor volume de chuva. Segundo Dembitsky, Shkrob e Hanus (2008), a conversao de o-terpingno em
ascaridol e p-cimeno depende da luz, sendo iniciada pelo cétion a-terpenila. Esses autgres@ervaram
que, em condi¢des de pouca luz, o o-terpineno apresentou maior propor¢ao ento do
ascaridol e do p-cimeno. Contudo, nesta pesquisa, os resultados indicam uma}ﬁ%@f quantidade de
ascaridol no periodo chuvoso e de a-terpineno no periodo seco, sugerindo uma inffti€ncia do estddio
de desenvolvimento da planta na composicdo quimica do 6leo. Gobbo-Neto e; Lopes (2007) apontam
que, além da sazonalidade, o desenvolvimento, idade e 6rgdos da planta.i tam diretamente tanto
no rendimento quanto na composicao quimica do 6leo essencial.

Em janeiro, os frutos estavam imaturos, enquanto em ju jd estavam maduros, com
abundancia de sementes. Isso sugere que o amadurecimento pode-r it'a quantidade de a-terpineno,
enquanto aumenta o ascaridol, corroborando a conversio p por Dembitsky, Shkrob e Hanus
(2008). A quantidade de ascaridol varia conforme o 6rgio co o: em folhas, representa cerca de
9,2% do 6leo, enquanto em frutos oscila entre 20% e 90%:(Alonso, 2004; Jardim, 2008). Santos e
Corréa (2006) relataram que a semente concentra a maior quantidade de ascaridol.

Barrales-Curefio et al. (2022) relataram que a tas podem liberar substancias quimicas no
ambiente, inibindo a germinagdo e o desenvolvimento”de outras plantas por alelopatia. Em estudos
com o Oleo essencial de Calyptranthes conci bservou-se inibi¢cdo quase total da germinagdo de

sementes de alface, atribuida ao monoterpem? ina (Fernandes et al., 2024).

Furini et al. (2020), ao estudar ektratos aquosos de folhas frescas de mastruz, observaram
efeitos alelopdticos na germinagdo de es de Lactuca sativa L. De modo semelhante, Carvalho e
Carnelossi (2005) notaram que o extrate. de mastruz diminui a velocidade de germinacio de sementes
de tomate. Jimenez-Osornio_et: al. 5(1996) identificaram compostos como saponinas, alcaloides,
monoterpenos e flavonoid e t€m potencial para atuar nas interacdes entre plantas e patdégenos,
além de atrair polinizadores. es compostos, incluindo o ascaridol, sdo responsdveis pelos efeitos
fitotoxicos, mesmo em baixas concentracoes.

Estes resultac& rem que a maior porcentagem de ascaridol nos 6leos obtidos de partes
aéreas de mastru frutos maduros pode indicar seu papel como substincia alelopética e sua
eficdcia na pro% as sementes contra herbivoros e possiveis competidores vegetais. Essa fungio
protetora poderia”incluir a indu¢do de dorméncia nas sementes e a garantia de recursos para o

desenvolyimento futuro.

W@ et al. (2016), ao trabalharem com espécies da familia Lamiaceae, incluindo Origanum
V. riganum majorana € Rosmarinus officinalis, obtiveram CIM’s de 70 e 140 pg/mL; 140 e
560 wg/mL; e 280 e 1,120 ug/mL, respectivamente, contra espécies de Sporothrix brasiliensis. Além
disso, Lugman et al. (2007), ao investigarem o 6leo essencial (OE) de manjerona, observaram uma
CIM de 1.110 ug/mL contra S. schenckii. Testes realizados por Couto et al. (2015) com OE de
orégano, também contra Sporothrix spp. (S. schenckii e S. brasiliensis), revelaram CIMs variando
entre 216 pg/mL e 867 ug/mL. A atividade inibitdéria dos OE’s sobre S. schenckii e S. brasiliensis tem
sido atribuida por vérios autores a presenca do monoterpeno p-cimeno (Cleff et al., 2008; Couto et al.,
2015; Lugman et al., 2007; Waller et al., 2016). Em estudo sobre a atividade do p-cimeno isolado,
Lopes et al. (2020) concluiram que essa substancia é capaz de inibir o crescimento de 90% das cepas
de S. brasiliensis e S. schenckii, com CIM’s variando entre 128 pg/mL e 64 pg/mL.

No presente estudo, o OE de Dysphania ambrosioides (mastruz) apresentou trés compostos
majoritdrios: ascaridol, a-terpineno e p-cimeno, com este ultimo em menor concentracdo. As CIMs



obtidas indicam que o OE do mastruz foi mais eficiente em inibir a maioria das cepas de Sporothrix
testadas do que o p-cimeno isolado, conforme reportado por Lopes et al. (2020). Considerando o perfil
quimico do OE do mastruz, que é rico em ascaridol e a-terpineno, é possivel inferir a existéncia de um
efeito sinérgico entre esses trés compostos, tornando o OE mais eficaz. Esse fato sugere a importancia
de estudos adicionais para avaliar cada composto isoladamente, a fim de confirmar a eficicia
individual e comparé-la com a do dleo integral.

O mecanismo de a¢do dos OEs sobre microrganismos pode estar relacionado a presenca de uma
variedade de constituintes quimicos, ndo se limitando a uma dnica molécula especifica, o que pode
resultar em diferentes mecanismos de acfo, dificultando a identificacdo exata do mecanismo
molecular (Burt, 2004; Carson; Mee; Riley, 2002). Dorman e Deans (2000) relataram que a atividade
antifungica do OE do mastruz pode ser atribuida a presenca de mono e sesquiterpenos, 0§ ‘quais
aumentam a permeabilidade da membrana celular fungica, levando a perda de seu contet lar.
Esses compostos podem se dissolver na membrana, resultando em perda de sua fgng egundo
Ferrdo et al. (2020), o OE também interfere na sintese da parede celular, result dN orte do
fungo.

Com base nos critérios apresentados por Lopes et al. (2020), uma subst ¢ considerada
fungicida quando a razdao CFM/CIM ¢ igual ou inferior a 4; para valores superiores, é considerada
fungistética. No caso das cepas de Sporothrix brasiliensis mais sensivei 85, SB-366, SB-394,
SB-260, SB-44) ao OE, foi evidente a acdo fungicida do %e encial do mastruz,
independentemente do periodo de coleta das plantas (chuvoso & eco) ou do estigio de
desenvolvimento das mesmas.

5. Conclusao

Durante o més de janeiro, caracterizado como perio }seco observou-se um maior rendimento
de dleo essencial (OE) de Dysphania ambrosioides (L.) em comparagdo ao periodo chuvoso,
representado pelo més de junho. O OE obtido de plar@oletadas em junho de 2023, ao final do ciclo
de vida e com predominancia de infrutescéncias e ntes maduras, apresentou maior porcentagem
de ascaridol, seguido de a-terpineno. Em cont OE extraido de plantas coletadas em janeiro de
2023, no meio do ciclo de vida, com malss scéncias, revelou uma maior porcentagem de o-
terpineno, seguido de ascaridol. Em am 6leos essenciais, o p-cimeno foi o terceiro composto
majoritario.

Este estudo documentou, pél eira vez, a atividade antiftingica e fungicida in vitro do 6leo
essencial de Dysphania ambrosgﬁl/e .) frente a cepas de Sporothrix brasiliensis. No entanto, sdo
necessdrios estudos adicio elucidar o mecanismo de acdo deste OE sobre cepas de fungos
patogénicos.

Os dados deste trabalho sugerem que o 6leo essencial de Dysphania ambrosioides (L.) possui
potencial como trat eé&omplementar contra a esporotricose, possibilitando, eventualmente, o uso
conjunto com o azol Esse tratamento complementar, caso seja comprovada sua eficdcia,
representaria u %ao de baixo custo, oferecendo uma alternativa acessivel para a populacido que
muitas vez é& dispde de recursos financeiros para arcar com os altos custos do tratamento
exclusivo traconazol. Além de ser oneroso, o tratamento com itraconazol é de longa duragdo e
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