MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E BIODIVERSIDADE

OLEO ESSENCIAL DE ACESSOS DE Varronia curassavica
(CORDIACEAE) COMO POTENCIAL AGENTE DE
BIOCONTROLE SOBRE Phytomonas serpens

KLEITON PAULO SILVA

2019



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E BIODIVERSIDADE

KLEITON PAULO SILVA

OLEO ESSENCIAL DE ACESSOS DE Varronia curassavica (CORDIACEAE) COMO
POTENCIAL AGENTE DE BIOCONTROLE SOBRE Phytomonas serpens

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Sergipe, como parte das exigéncias
do Curso de Mestrado em Agricultura e
Biodiversidade, area de concentracdo em
Agricultura e Biodiversidade, para obtencdo do
titulo de “Mestre em Ciéncias”.

Orientadora
Profé. Dr?. Roberta Pereira Miranda Fernandes

SAO CRISTOVAO
SERGIPE — BRASIL
2019



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

S5860

Silva, Kleiton Paulo
Oleo essencial de acessos de Varronia curassavica (Cordiaceae) como potencial
agente de biocontrole e sobre Phytomonas serpens / Kleiton Paulo Silva ;
orientadora Roberta Pereira Miranda Fernandes. — Sdo Cristévao, SE, 2019.
4111l

Dissertacdo/Tese (Mestrado/Doutorado em Agricultura e Biodiversidade) —
Programa de Pds-Graduagdo em Agricultura e Biodiversidade, Universidade
Federal de Sergipe, 2019.

Orientador: Profé. Dr2, Roberta Pereira Miranda Fernandes

1. Erva-baleeira. 2. Plantas medicinais. 3. Fitomonas. 4. Tripanossomatideo. 5.
Solanum lycopersycum. I. Fernandes, Roberda Pereira Miranda, orient. Il. Titulo.

CDU: 633.88




KLEITON PAULO SILVA

OLEO ESSENCIAL DE ACESSOS DE Varronia curassavica (CORDIACEAE) COMO
POTENCIAL AGENTE DE BIOCONTROLE SOBRE Phytomonas serpens

Dissertacdo apresentada & Universidade
Federal de Sergipe, como parte das exigéncias
do Curso de Mestrado em Agricultura e
Biodiversidade, &rea de concentragdo em
Agricultura e Biodiversidade, para obtencéo do
titulo de “Mestre em Ciéncias”.

APROVADA em 25 de fevereiro de 2019.

Prof. Dr. Ricardo Scher Prof. Dr. EImo Eduardo de Almeida Amaral
Universidade Federal de Sergipe - UFS Fundacéo Oswaldo Cruz - Fiocruz

Profe. Dr®. Roberta Pereira Miranda Fernandes
Universidade Federal de Sergipe
(Orientadora)

SAO CRISTOVAO
SERGIPE — BRASIL



Aos meus pais José Maria da Silva Carmo e
Maria Tereza Paulo Silva, principais
formadores de carater e educacdo, amores
verdadeiros por toda a vida.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus primeiramente, por ter me dado forga para superar minhas dificuldades
e pela oportunidade de realizar meus sonhos.

Aos meus pais, por todo o incentivo e dedicacdo de forma incondicional, que se
sacrificaram para que eu chegasse aqui.

A Universidade Federal de Sergipe - UFS, ao Programa de Pés-Graduagio em
Agricultura e Biodiversidade (PPGAGRI) e seu corpo docente, direcdo e administragdo, por
terem sido os responsaveis pelo meu conhecimento académico tedrico e préatico, além de outros
ensinamentos que serdo utilizados na minha vida profissional e por todo meu cotidiano.

A minha orientadora de mestrado, professora Roberta Pereira Miranda Fernandes, pelas
orientacBes, puxdes de orelha, conselhos de varias formas, ndo somente de vida académica,
tendo a importancia de uma segunda mée como orientadora, onde pelo pouco tempo que passei
pelas suas maos, fui gratificado com tamanho conhecimento para a minha vida profissional e
académica.

Aos meus amigos do laboratério de Enzimologia, Brenda Moutinho, Isabela
Vasconcelos, Mayara Mendes, Tamires Carvalho e Rafael Salomé&o, sem vocés o dia a dia de
trabalho ndo seria 0 mesmo, ndo teria graca, nao teria risos, nem dedicacdo, e eu digo: todos
contribuiram enormemente para que eu chegasse neste ponto de conclusdo, TODOS! E a todos
sou muito agradecido. Obrigado, de nada.

Aos professores Cristiane Bani e Ricardo Scher pela coorientacdo e conselhos que
auxiliaram no desenvolvimento do meu trabalho, além da paciéncia no transmitir de
conhecimento e na sanacdo de minhas duvidas, vocés sempre serdo responsaveis pelo
engrandecimento deste trabalho.

E atodos os parceiros de laboratorio, colegas, alunos de iniciacéo cientifica, técnicos de
laboratério, pds-graduandos e professores, que direta ou indiretamente fizeram parte e
contribuiram com a minha formacéo e nossa pesquisa, 0 meu muito obrigado.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ..ottt
LISTA DE TABELAS ..ottt
LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS ......cocoeeveveceereeeeeseeeeen,
RESUMO ..ottt en et s s snens
ABSTRACT oottt s sttt ea et en st esene s e
1. INTRODUGAO GERAL ..ottt an s
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt

2.1. Familia dos Tripan0oSSOMALIAEOS ........ccceeruerieririeierie et
2.2. GENEro PRYLOMONAS .....ccueiviiiiiiiiiciieiete ettt
2.3. PRYIOMONAS SEIPENS .....viuiiiiieitisie ettt ettt sb bbb ene e
2.4, OlEOS ESSENCIALS .....cooverveevreeereeseieteseeesieteseesesaes st s ssssesessssesses s sses s sesssnesseesanes
2.5. Mecanismos de aGA0 A0S OES ........ccciieriririresiineeiise e
2.6. Varronia CUMASSAVICA ........ccurieuueieeiieseeieseesieseesiesiesses et st e se s e sn et sn e nne e

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ooeeoeeeeeee oo

4. ARTIGO 1: OLEO ESSENCIAL DE Varronia curassavica (CORDIACEAE) COMO

POTENCIAL AGENTE DE BIOCONTROLE SOBRE Phytomonas serpens ..............

RESUIMO ...ttt e e e e e s st r e e e e e e s e e bbb b e e e e e e e e anns
N 01 1 = Tod OSSR
I 1€ oo 110 (o PP PP TP
4.2. Material @ IMETOTOS ......ccuviiiiiiiiieiie e
4.2.1. Material VEgELaAl .........cccvoveiiee e
4.2.2. EXtraca@o d0oS Ole0S BSSENCIAIS ......civveiveieeieeriesiiesiestesseeseeie e sre e e e e enaesraeseeas
4.2.3. Anélise quimica do 6leo eSSENCIAl ...........cccccvevieeieiiiie e
4.2.4. Manutencao e cultivo de promastigotas de Phytomonas Serpens ...................
4.2.5. Atividade dos 6leos essenciais de Varronia curassavica em promastigotas de
PRYtOMONAS SEIPEINS ....viieitiiieetiet ettt ettt sttt ettt sr et sr et e
4.2.6. Curva de crescimento de promastigotas de Phytomonas serpens na presenca
de diferentes concentracdes do OEVC-202 ........cccoveiveiecieiiisie s
4.2.7. Analise dos niveis de producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
promastigotas de PhytomONas SEIPENS ......ccueeeerieiieeieeieetiesiesieese et e e e eraesreans
4.2.8. Andlise da integridade da membrana plasméatica de promastigotas de
PRYtOMONAS SEIPENS ....oviiiiitiiieiieieeiie st ettt st st sttt b et se e nr e nnes
4.2.8.1. Espectrofotometria de fluOresCeNCIa .........ccccvvevevvevieiivciie e,
4.2.8.2. Microscopia de fluOreSCENCIA ........cecueivieiiiiicie e
4.2.9. Andlise do potencial de membrana mitocondrial (Aym) de promastigotas de
PRYtOMONAS SEIPEINS ...ttt ettt st bbbt b e ene e ereas
4.2.10. ANALISE ESLALISTICA ..vvevvevveeiie it et
4.3. ReSUIAd0S € QISCUSSAD .....cvveiuiieiiiieiie it ettt
4.3.1. Andlise quimica do Gleo essencial de Varronia curassavica .................cou.....
4.3.2. Atividade dos 0leos essenciais de Varronia curassavica sobre a viabilidade de
promastigotas de Phytomonas Serpens — IN VItro .........cccccovvevecieiiivec i
4.3.3. Anélise dos niveis de producdo de espécies reativas de oxigenio (ROS) em
promastigotas de PhytomoNas SEFPENS ......cc.ccveveiieeiiecieiie e eseetee s
4.3.4. Avaliacdo da integridade da membrana celular de promastigotas de
PRYtOMONAS SEIPEINS ....eviiietieietie e st ettt se ettt ese et enee e enaeseenee e
4.3.5. Determinacéo do potencial de membrana mitocondrial Aym) .....................
A4, CONCIUSDES ...ttt ettt ettt e e bee e
T Ao | - Yo [=Tod 0 11T 0| ( o 1SS UPSR

20

20

20
20
21

21
21
21
21

22
22
23
23

24
24



A 0. FINANCIAMEINTO ..o oo e ettt ettt ee et et e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeererenaaeaaeaees

4.7. Referéncias ..

Figuras e Tabelas



Figura

3

4

5
ARTIGO 1

Figura
1

LISTA DE FIGURAS

Representacdo da morfologia dos tripanossomatideos ..........ccoceecvveveresnnnnne
Desenho ilustrativo do polimorfismo da Phytomonas serpens: 1 e 2, formas
de selva do fruto; 3 e 4, flagelados de meio bifésico &gar-sangue/LIT; 5 e 6,
formas alongadas de fase estacionaria de meio de cultura LIT; 7 e 8, formas
ndo flageladas de urina de vetores hemipteros; 9 e 10, flagelados do trato
AIGESTIVO A8 VEIOK ...t
Fotos dos insetos fitofagos Nezara viridula (A) e Phthia picta (B) ....................
Tomate infectado por Phytomonas SErPeNS ........ccccveeeeieseererreeneeneeseeee e
Planta de Varronia curassavica (A), inflorescéncia (B) e frutos (C) ...............

Efeito do OE de Varronia curassavica, genotipo VC-202, nas concentraces
ICs0, 2XICs0 € 4xICso sobre a curva de crescimento de promastigotas de
Phytomonas serpens. Dados representados pela media £ E.P em experimentos
realizados em triplicata em trés dias independentes. *p < 0.05, **p < 0.01 e
***p < 0.001. (Two-way ANOVA com teste de TUKEY) ....ccovevevveieeneninnnnn,
Avaliacdo do efeito permanente na proliferacdo celular em promastigotas de
Phytomonas serpens tratadas com ICsp, 2x1Cso e 4xICso do Oleo essencial de
Varronia curassavica, gendtipo VC-202, comparadas com o controle. Dados
representados pela média £ E.P em experimentos realizados em triplicata em
trés dias independentes. *p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001. (Two-way
ANOVA cOM teSte de TUKEBY) ..vevieieeie ettt
Niveis de producéo de Espécies Reativas a Oxigénio (ROS) em promastigotas
de Phytomonas serpens tratadas com ICso, 2xICso e 4xICso do Oleo essencial
de Varronia curassavica, genotipo VC-202, comparados com o controle.
Dados de media de fluorescéncia relativos ao controle negativo, representados
pela média £ E.P em experimentos realizados em triplicata em trés dias
independentes. *p < 0.05, **p <0.01 e ***p < 0.001. (two-way ANOVA com
TESEE B TUKEY) .ottt st er e re e e e eneas
Intensidade da fluorescéncia em promastigotas de Phytomonas serpens
tratadas com a ICso e 2xICso do Oleo essencial de Varronia curassavica,
gendtipo VC-202, marcadas com iodeto de propidio (PI). Células incubadas
no banho-maria (80°) foram usadas como controle positivo e células nédo
tratadas como controle negativo. Dados de média de fluorescéncia relativos
ao controle negativo, representados pela média £ E.P em experimentos
realizados em triplicata em trés dias independentes. *p < 0.05, **p < 0.0l e
***n < 0.001. (two-way ANOVA com teste de TUKEY) .....cccoveieveeieeiecieenie,
Imagens de microscopia (40x) de fluorescéncia de promastigotas de
Phytomonas serpens tratadas com 1Cso e 2x1Cso do 6leo essencial de Varronia
curassavica, gendtipo VC-202. (A, B e C) Células tratadas com 1Cso do 6leo
essencial de Varronia curassavica, gendtipo VC-202, coradas com DAPI e
iodeto de propidio (P1) com imagens sobrepostas (MERGE), respectivamente;
(D, E e F) Células tratadas com 2xICso do Oleo essencial de Varronia
curassavica, gendtipo VC-202, coradas com DAPI e iodeto de propidio (PI)
com imagens sobrepostas (MERGE), respectivamente; (G, H e I) Células
mortas em banho-maria (80°+10 min) coradas com DAPI e iodeto de propidio
(P1) com imagens sobrepostas (MERGE), respectivamente; (J, K e L) Células
vivas coradas com DAPI e iodeto de propidio (PI) com imagens sobrepostas

35

36

37

38



(MERGE), respectivamente. Imagens representativas de trés experimentos
INAEPENUENTES ...ttt er e
Imagem representativa da regido da populacdo de promastigotas de
Phytomonas serpens (FSC - Tamanho x SSC - Granulosidade) tratadas com
ICso, 2X1Cs0e 4x1Csodo Oleo essencial de Varronia curassavica, genétipo VC-
202. (A) Células vivas (Sem Rh123); (B) Controle negativo; (C) Células
tratadas com CCCP; (D) Células tratadas com ICsq do Oleo essencial de
Varronia curassavica, genétipo VC-202; (E) Células tratadas com 2xICso do
Oleo essencial de Varronia curassavica, gendtipo VC-202; (F) Células
tratadas com 4xICso do 6leo essencial de Varronia curassavica, genotipo VC-
202. Imagens representativas de trés experimentos independentes ...................
Potencial de membrana mitocondrial (Aym) de promastigotas de Phytomonas
serpens tratadas com a ICsp, 2XICso € 4xICso do 6leo essencial de Varronia
curassavica, genotipo VC-202 e CCCP, comparados com Controle Negativo
e coradas com Rodamina 123 (Rh123) ..o

39

40



LISTA DE TABELAS

Tabela Pagina
1 Deteccdo e isolamento de tripanossomatideos em plantas ............ccccccvevvnee.. 4
ARTIGO 1
Tabela
1 Composicdo quimica do 6leo essencial de sete genotipos de Varronia
CUTASSAVICA (Y0) ..veeveeiieiie ettt ettt bttt 31
2 Atividade antiprotozoaria dos 6leos essenciais de sete gendtipos de Varronia
curassavica em promastigotas de Phytomonas serpens com valores das 1Csg
(0T I S 33
3 Avaliacdo do Indice de variagio (1V) para analisar o potencial de membrana

mitocondrial (Aym) de promastigotas de Phytomonas serpens tratadas com
6leo essencial de Varronia curassavica, genotipo VC-202, e coradas com
Rodamina 123 (RN123) ...coooiiiiiiiee s 34



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

OE  Oleo essencial

OEVC Oleo essencial de Varronia curassavica

DMSO Dimetilsulfoxido

PBS Phosphate Buffered Saline (Tampdo fosfato-salino)
B.O.D.Biochemical Oxygen Demand (Demanda Bioquimica de Oxigénio)
Pl Propidium lodide (lodeto de Propideo)

Rh123 Rhodamine 123

CCCP (Carbonil cianeto 4-clorofenilhidrazona)

ROS Reactive Oxygen Species (Espécie Bioquimica de Oxigénio)

BAG Banco Ativo de Germoplasma

SisGen Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado

Fiocruz Fundacdo Oswaldo Cruz

UFS Universidade Federal de Sergipe

DAPI 4'.6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride
SFB  Soro bovino fetal



RESUMO

SILVA, Kleiton Paulo. Oleo essencial de acessos de Varronia curassavica (cordiaceae) como
potencial agente de biocontrole sobre Phytomonas serpens. Sdo Cristovdo: UFS, 2019. 41p.
(Dissertagdo— Mestrado em Agricultura e Biodiversidade). *

Os protozoérios do género Phytomonas sdo responsaveis por diversas doencas em culturas
agricolas de grande importancia econémica, no entanto ainda ndo existe nenhum tipo de
controle registrado para esses fitopatdgenos. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade antiprotozoéria do Gleo essencial (OE) de sete genotipos de Varronia curassavica e
seus efeitos morfofisiolgicos sobre as formas promastigotas de Phytomonas serpens. A analise
quimica dos Gleos essenciais por cromatografia gasosa com espectrometro de massa CG-MS
dos gendtipos VC-002, VC-104, VC-202, VC-302, VC-303, VC-601 e VC-701, demostrou
que o-pineno (56,69%), 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-metileno-10-(1-propil) (48,63%),
Germacreno D-4-o0l (32,16%), ar-curcumeno (20,37%),7-ciclodecen-1-ona, 7-metil-3-metileno-
10-(1-propil) (19,32%), trans-cariofileno (21,78%) e ar-turmerona (28,36%) sdo 0s compostos
majoritarios para cada genotipo, respectivamente. Todos os OEs demonstraram atividade
antiprotozoaria, sendo o genétipo VC-202 o que apresentou a menor 1Cso (14pg/mL), além de
possuir acdo permanente sobre P. serpens. As imagens obtidas em microscopia de
fluorescéncia e os dados de fluorescéncia obtidos utilizando o lodeto de Propidio (PI) por
espectrofotometria, demostraram que houve alteracbes celulares com permeabilizacdo na
membrana citoplasmatica. Através da citometria de fluxo, foi demonstrado que ocorreu perda
no potencial de membrana mitocondrial (Aym) das células tratadas. Os 0leos essenciais de V.
curassavica possuem grande variabilidade quimica e demonstraram atividade antiprotozoéria
sobre P. serpens. Até o presente momento ndo ha relatos da atividade de OEs sobre fitomonas,
sendo assim o Oleo essencial do gendtipo 202 é uma potencial fonte de matéria bruta para
formulacéo de bioprodutos para o controle de fitomonas.

Palavras-chave: Erva-baleeira, plantas medicinais, tripanossomatideo, fitomonas, Solanum
lycopersicum.

* Comité Orientador: Roberta Pereira Miranda Fernandes — UFS (Orientadora).
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ABSTRACT

SILVA, Kleiton Paulo. Using of Varronia curassavica (Cordiaceae) essential oil in the
biocontrol of Phytomonas serpens. Sao Cristovao: UFS, 2019. 41p. (Thesis — Master of
Science in Agriculture and Biodiversity). *

The protozoa of the genus Phytomonas cause diseases in crops of agricultural and economic
importance, however, there is still no control registered for these phytopathogens. The objective
of this research was to evaluate the antiprotozoal activity of essential oil (EO) from seven
Varronia curassavica genotypes and its morphophysiological effects on Phytomonas serpens
promastigotes forms. The chemical analysis of the essential oils by gas chromatography with
mass spectrometer GC-MS of the genotypes VC-002, VC-104, VC-202, VC-302, VC-303, VC-
601 and VC-701, demonstrated that o-Pinene (56,69%), 7-Cyclodecen-1-ona.7-methyl-3-
methylene-10-(1-propyl) (48,63%), Germacrene D-4-ol (32,16%), ar-Curcumene (20,37%),7-
Cyclodecen-1-ona.7-methyl-3-methylene-10-(1-propyl) (19,32%), E-Caryophyllene (21,78%)
e ar-Turmerone (28,36%) are the major compounds for each genotype, respectively. All the EO
demonstrated antiprotozoal activity and the genotype VC-202 presented the lower ICso
(14pg/mL), presenting permanent effect against P. serpens. The images obtained in
fluorescence microscopy and the data from fluorescence spectrophotometry using Propidium
lodide (PI), demonstrated cell alterations with permeabilization in cytoplasmic membrane.
Through flow cytometry, it was demonstrated loss of mitochondrial membrane potential (Aym)
in EO treated cells. The EO of different V. curassavica genotypes presented wide chemical
variability and demonstrated antiprotozoal activity against P. serpens. Until the present
moment, there are not reports about EOs activity against Phytomonas, therefore, the EO of
genotype 202 is a potential source of raw material for formulations of bioproducts for
Phytomonas control.

Key-words: Erva-baleeira, medicinal plants, trypanosomatid, Phytomonas, Solanum
lycopersicum.

* Supervising Committee: Roberta Pereira Miranda Fernandes — UFS (Orientador).



1. INTRODUCAO GERAL

Os protozoarios do género Phytomonas, pertencente a Familia Trypanosomatidae, sdo
causadores de diversas doencas em plantas tropicais de importancia agricola, tais como,
coqueiro (Cocos nucifera), dendezeiro (Elaeis guineenses), cafeeiro (Coffea sp), mandioca
(Manihot esculenta), entre outras (JASKOWSKA et al., 2015). Nenhuma das doengas de
plantas causadas por esses protozoarios possui controle quimico registrado, sendo as Unicas
alternativas para manejo desses fitopatdgenos a eliminacdo da planta, o controle dos insetos
vetores e técnicas de manejo da cultura. Algumas espécies de Phytomonas causam doencas que
trazem perdas totais para a cultura cultivada na area quando ndo controladas no inicio da
manifestacdo da doenga.

No estado do Amazonas - Brasil, em 2001, foi constatada a presenca de diversas plantas
de coqueiro infectadas com Phytomonas staheli, sendo a doenca identificada em sete
municipios, atingindo cerca de 47% das plantagdes (ARAUJO et al., 2003). No Espirito Santo
— Brasil, foi confirmado o protozoario Phytomonas francai como causador da doenca
“chochamento das raizes” em plantas de mandioca, chegando a atingir 50% das plantas
causando enormes perdas na producao (KITAJIMA et al., 1986).

Phytomonas serpens é uma especie do género Phytomonas que possui versatilidade e
facilidade para manuseio. A especie Phytomonas serpens, primeiramente classificada com o
nome Leptomonas serpens, foi isolada em frutos de tomates, descrita como uma espécie de alto
polimorfismo (GIBBS 1957; JANKEVICIUS et al., 1989; BATISTOTI et al., 2001). Esses
parasitos flagelados foram isolados também no trato digestivo e glandulas salivares de duas
espécies de insetos hemipteros fitofagos Phthia picta e Nezara viridula (BATISTOTI et al.,
2001; CAMARGO, 1999).

Os danos causados por P. serpens em tomate podem tornar o fruto menos viavel para
comercializacdo, tendo como consequéncia a perda na renda para o produtor. A maioria dos
estudos sobre esse parasita sdo sobre suas caracteristicas morfologicas, bioquimicas e
moleculares, sendo 0s aspectos sobre a patogenicidade desses organismos ainda pouco
explorados. No mercado ainda ndo ha produtos registrados para o controle desse patogeno,
tendo somente algumas pesquisas que estudam o seu controle. Com isso, ha necessidade de
pesquisas que desenvolvam produtos que possam ser usados no controle desses patdgenos de
plantas.

Muitos estudos tém sido realizados sobre a atividade biologica dos 6leos essenciais, tais
como inseticida, bactericida, virucida, fungicida, antiparasitaria, citotoxica, cosmeética,
medicinal e em aplicacbes alimentares (BASILE et al., 2006; GOMES et al.,, 2013;
GONGCALVES et al., 2012; LIU et al., 2006; BAKKALI et al., 2008; KYARIMPA et al., 2014).
Assim, o uso dos 6leos essenciais com acdo inibitdria de protozoarios fitopatogénicos, como as
fitomonas, tem um papel importante para a criacdo de produtos naturais para o controle de
doencas de plantas.

A Varronia curassavica Jacq. - sinonimia Cordia verbenacea DC ou Cordia
curassavica (Jacg.) Roem. & Schults (erva-baleeira), pertencente a Familia Boraginaceae, é
utilizada na medicina popular devido as suas propriedades anti-inflamatéria, analgésica e
cicatrizante. A atividade antimicrobiana do 0leo essencial da V. Curassavica também tem sido
amplamente estudada, podendo-se citar a inibicdo de bactérias, larvas de mosquito e fungos
patogénicos tanto para humanos como para plantas, e em protozoarios (BRAGA et al., 2007;
MICHIELIN et al., 2009; RODRIGUES et al., 2012; SANTOS et al., 2006).

O 6leo essencial de V. curassavica possui uma grande diversidade em sua composicdo
quimica e em sua atividade antimicrobiana, podendo ser utilizada no controle de diversos
patdgenos, inclusive em espécies do género Phytomonas. Com isso, o0 estudo da atividade
inibitéria de Gleos essenciais da V. curassavica sobre a P. serpens pode contribuir para o
desenvolvimento de um método de controle alternativo sobre diversos protozoarios
fitopatogénicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia dos Tripanossomatideos

A Familia Trypanosomatidae do Sub-Reino Protozoa, pertence ao Filo Euglenozoa,
Classe Kinetoplastida, Ordem Trypanosomatida e Subordem Trypanosomatina (LEVINE et al.,
1980). Essa familia compreende um grande niumero de protozoérios flagelados agrupados nos
géneros Blastocrithidia, Crithidia, Herpetomonas, Leptomonas, Rhynchoidomonas,
Endotrypanum, Leishmania, Phytomonas e Trypanosoma, sendo que posteriormente foram
incluidos os géneros, Wallaceina, Sergeia, Angomonas e Strigomonas (PODLIPAEYV, 1986;
PODLIPAEYV, 2000; SVOBODOVA et al., 2007).

Esses géneros compartilnam caracteristicas peculiares, porém nem sempre exclusivas
da Familia Trypanosomatidae, tais como (Figura 1): presenca de um Unico flagelo,
compartimentalizacdo das primeiras reacdes da via glicolitica em organelas conhecidas como
glicossomas, presenca do cinetoplasto (MCGHEE; COSGROVE, 1980; VICKERMAN, 1994).
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Figura 1. Representacdo da morfologia dos tripénossomatideos.
Fonte: Adaptado de Elias (2009).

Os membros dessa familia de protozoarios sdo responsaveis por diversas doengas
parasitarias de grande importancia agropecuéria e para a saude humana. As doencas
parasitarias, intestinais e ndo-intestinais, estdo entre as mais dominantes do mundo, atingindo
milhdes de pessoas. Entre as doengas parasitarias ndo-intestinais mais importantes destacam-se
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as causadas por parasitos dos géneros Trypanosoma (doenca de Chagas e doenca do sono) e
Leishmania (leishmaniose visceral, mucocutanea e cutanea) (MELOS; ECHEVARRIA, 2012).

2.2. Género Phytomonas

Além da importéncia para a saide humana, a Familia Trypanosomatidae possui também
grande importancia no setor agropecudrio, j& que algumas espécies sdo potencialmente
patogénicas para as plantas e animais, causando prejuizos econdmicos para esse setor. O género
Phytomonas é um dos que possuem espécies de protozoarios fitopatogénicos de importancia
agricola (YAMADA-OGATTA et al., 2015).

Esse género possui parasitas heterdxenos que podem ser isolados no floema, dos tubos
lactiferos, frutos ou sementes de véarias familias de plantas com ampla distribuicdo geografica,
de grande importancia econémica e que sdo transmitidos por insetos fitéfagos infectados e
pertencentes as Familias Coreidae, Lygaeidae, Pyrrhocoridae e Pentatomidae (SANTOS et al.,
2007). As formas promastigotas, formas alongadas do parasita apresentando flagelo livre na
extremidade anterior da célula e com cinetoplasto localizado na regido anterior ao nucleo,
presentes na saliva no momento da picada dos insetos, infectam as plantas (BATISTOTI et al.,
2001).

A transmissao no inseto é propagativa e persistente, ja que o inseto infectado possui as
fitomonas em todo trato digestivo, hemolinfa e glandulas salivares (COSTA, 2006). Os
parasitas em todo seu ciclo de vida estdo sempre na forma promastigota, porém possuem alto
grau de polimorfismo (Figura 2), isto €, seu tamanho, extensdo do flagelo, forma do corpo
celular e nimero de tor¢des ao longo do corpo podem variar em diferentes meios de cultura e
hospedeiros, sendo esse polimorfismo também encontrado na mesma cultura e no mesmo
hospedeiro, mostrando uma enorme plasticidade (COSTA, 2006).
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Figura 2. Desenho ilustrativo do polimorfismo da Phytomonas serpens: 1 e 2, formas de selva
do fruto; 3 e 4, flagelados de meio bifasico agar-sangue/LIT; 5 e 6, formas alongadas de fase
estacionaria de meio de cultura LIT; 7 e 8, formas nédo flageladas de urina de vetores hemipteros;
9 e 10, flagelados do trato digestivo de vetor.

Fonte: Jankevicius et al. (1989).

Com relagdo as caracteristicas bioquimicas, espécies do género Phytomonas sao capazes

de converter amido e celulose em monossacarideos, sendo utilizados como nutriente
(YAMADA-OGATTA et al., 2015). Durante a fase de crescimento exponencial, esses
microrganismos utilizam glicose como principal fonte de carbono e energia, gerando assim
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etanol e acetato, principalmente como produtos finais do catabolismo (CHAUMONT et al.,
1994).

Diversas espécies do género Phytomonas ja foram relatadas em diferentes plantas, como
demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Deteccdo e isolamento de tripanossomatideos em plantas.

Hospedeiro

Referéncias

Amora (Morus sp.)

Bergamota (Citrus bergamia)
Café (Coffea arabica)

Caju (Anacardium occidentale)
Carambola (Averhoa carambola)
Caruru (Amaranthus retroflexus)
Cherimolia (Annona cherimolia)
Coqueiro (Cocos nucifera)
Espécies de Euphorbia

Feijdo guandu (Cajanus flavus)
Jil6 (Solanum gilo)

Laranja (Citrus aurantium)
Leguminosas

Maca (Malus sp.)

Mandioca (Manihot palmata; M. esculenta)
Manga (Mangifera indica)
Milho (Zea mays)

Palmeira

Péssego (Prunus persica)
Pitanga (Eugenia spp.)

Cavazzana et al., 1993.

Conchon et al., 1989.

Stahel, 1931; Felts, 1981.

Conchon et al., 1989.

Conchon et al., 1989.
Sanchez-Moreno et al., 1998.
Sanchez-Moreno et al., 1995.
Parthasarathy et al., 1976.

Attias e De Souza, 1986; Fiorini et al., 1993.
Cavazzana et al., 1993.

Fiorini et al., 1986.

Fiorini et al.,1990; Carrara et al., 1992.
Itow-Jankevicius et al., 1987.
Cavazzana et al., 1995.

Aragdo, 1927; Vainstein et al., 1984.
Sanchez-Moreno et al., 1998.
Itow-Jankevicius et al., 1991.

Dollet et al., 1977.

Conchon et al., 1989.

Cavazzana et al., 1996.

Catarino et al., 1991.
Conchon et al., 1989.

Roma (Punica granatum)
Tangerina (Citrus reticulata)

Tomate (Solanum lycopersicum) Gibbs, 1957; Fiorini et al.,, 1986, 1993;
Jankevicius et al., 1989.; Sanchez-Moreno et
al., 1995a.

Sanchez-Moreno et al., 1998.
Almeida et al., 1990.
Carrara etal., 1992.

Trifolium glomeratum
Urucum (Bixa orellana)
Uva (Vitis vinifera)

Fonte: Yamada-Ogatta et al. (2015).

Dependendo da espécie e da planta hospedeira, esses organismos podem ou néo ter
alguma patogenicidade para as plantas. Por exemplo, algumas espécies de Phytomonas foram
encontradas infectando plantas de milho e leguminosas, mas sem patogenicidade para esses
hospedeiros (YAMADA-OGATTA et al., 2015). As fitomonas comecaram a despertar um
interesse especial na comunidade cientifica quando se constatou que varios dos organismos
desse género causavam diversas enfermidades em plantacfes de interesse econémico, tais como
mandioca (“chochamento das raizes”), café (necrose do floema), coco (“hartrot’) e palmeiras
produtoras de 6leo (“marchitez sorpressiva”), principalmente na América Latina (DOLLET,
1984).

No estado do Amazonas - Brasil, em 2001, foi constatada a presenca de diversas plantas
de coqueiro infectadas com Phytomonas staheli, sendo a doenca identificada em sete
municipios, atingindo cerca de 47% das plantagdes (ARAUJO et al., 2003). No Espirito Santo
— Brasil, foi confirmado o protozoario Phytomonas francai como causador da doenca
“chochamento das raizes” em plantas de mandioca, chegando a atingir 50% das plantas
causando enormes perdas na producdo (KITAJIMA et al., 1986). E importante ressaltar que,
nenhuma das doengas de plantas causadas por esses protozodrios, possuem algum controle
quimico registrado, sendo as Unicas alternativas para manejo desses fitopatdgenos a eliminacdo
da planta, o controle dos insetos vetores e técnicas de manejo da cultura adequadas.

2.3. Phytomonas serpens
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Gibbs, em 1957, ao estudar seiva de tomates (Lycopersicum sculentum), encontrou
vérios flagelados de extremo polimorfismo, descrevendo-o como um tripanossomatideo
parasita exclusivo de tomate, denominando-o Leptomonas serpens, posteriormente
reclassificado como Phytomonas serpens por Podlipaev (1986) (GIBBS, 1957; JANKEVICIUS
et al., 1989). Os parasitos flagelados foram isolados tanto do tomate maduro quanto do trato
digestivo e das glandulas salivares das duas espécies de insetos hemipteros fit6fagos (Phthia
picta e Nezara viridula), permitindo identifica-los como vetores naturais para P. serpens
(ELIAS, 2009).

P. serpens se desenvolve tanto na planta quanto no inseto. Este fato foi verificado
infectando experimentalmente insetos fitdfagos Phthia picta e Nezara viridula (Figura 3), que
sdo 0s principais transmissores do protozoario (COSTA, 2006; JANKEVICIUS, 1989.). Os
insetos se alimentam dos tomates contaminados e se infectam apds 10 a 15 dias, apresentando
0s parasitos no sistema digestivo e glandulas salivares. Formas promastigotas colonizam o trato
digestivo dos insetos, atravessando o intestino e atingindo a face externa das glandulas salivares
pela hemolinfa (COSTA, 2006; YAMADA-OGATTA et al., 2015; JANKEVICIUS, 1989).
Quando ligados a essa superficie, esses parasitos atravessam o epitélio, alcangcam o limen da
glandula e assim sdo inoculados em frutos ndo infectados maduros através da saliva no
momento da picada (YAMADA-OGATTA et al., 2015; JANKEVICIUS, 1989).

Figura 3. Fotos dos insetos fitofagos Nezara viridula (A) e Phthia picta (B).
Fonte:http://entnemdept.ufl.edu/creatures/veg/bean/southern_green stink bug.htm;
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=994851#
null

P. serpens possui as mesmas caracteristicas celulares de outros organismos do género
Phytomonas, porém ao contrario das outras espécies que sdo encontradas no latex e seiva de
plantas, P. serpens se encontram nos frutos de tomateiros, sendo de facil isolamento e cultivo,
tornando-o um excelente modelo para estudo (COSTA, 2006). Embora P. serpens ndo seja
considerado um microrganismo classicamente patogénico, um tomate maduro infectado por
este tripanossomatideo exibe manchas circulares e amareladas na superficie (Figura 4), além de
apresentar queda na qualidade do seu contetdo, possivelmente por acdo do metabolismo
energético dos parasitos (ELIAS, 2009). Tomates ainda verdes, folhas, flores e caule ndo sdo
infectados, restringindo os danos aos frutos maduros (FIORINI et al., 1993).


http://entnemdept.ufl.edu/creatures/veg/bean/southern_green_stink_bug.htm
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=994851#null
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=994851#null

Figura 4. Tomate infectado por Phytomonas serpens.
Fonte: Adaptado de Elias (2009)

Outras caracteristicas importantes encontradas nas P. serpens sdo as diversas funcdes
mitocondriais que sdo encontradas em outros tripanossomatideos, porém sdo ausentes no
genoma do cinetoplasto do parasito, como respiracdo mediada por citocromo e ciclo de Krebs,
sendo que a producdo energética da célula é baseada na glicolise realizada nos glicossomos
localizados no corpo celular desses organismos (COSTA, 2006; MASLOV et al., 2001).

Um estudo também importante, realizado com este parasita, foi a comprovagao de uma
reacdo antigénica cruzada entre P. serpens e T. cruzi, em experimentos com camundongos
BALB/c, com soro de pacientes chagéasicos e de coelhos, onde revelou alto grau de protecao
em camundongos BALB/c, altamente suscetiveis, ap0s imunizagdo com P. serpens
(BREGANO et al., 2003), demonstrando a semelhanca entre 0s parasitas.

2.4. Oleos essenciais

Dentre os métodos de controle sobre os organismos fitopatogénicos, o uso de dleos
essenciais (OEs) ¢ um dos mais explorados. Os OEs sdo uma mistura complexa de compostos
organicos, como ésteres, alcoois, cetonas, acidos, terpenoides e fendis, provenientes do
metabolismo secundario de plantas (WEISS et al., 2009). Os OEs também podem ser chamados
de Oleos volateis ou Oleos estéreos devido as suas caracteristicas fisico-quimicas como
volatilidade, solubilidade em solventes organicos e aroma intenso, muitas vezes agradavel
(MATTOS et al., 2007).

Segundo Regnalt-Roger et al. (2012), os 6leos essenciais sdo produzidos em mais de
17.000 espécies aromaticas de plantas superiores, pertencentes principalmente as Familias
Myrtaceae, Lauraceae, Lamiaceae e Asteraceae. A sintese e acumulacdo dos OEs estdo
associados a presenca de estruturas secretoras complexas, como tricomas glandulares
(Lamiaceae), cavidades secretoras (Myrtaceae, Rutaceae) e ductos de resina (Asteraceae,
Apiaceae) (RODRIGUEZ et al., 1984). Dependendo da espécie da planta, os Gleos sdo
armazenados em diferentes 6rgdos, como exemplo, flores (bergamota, laranja, Citrus,
bergamia), folhas (capim-limdo, Citronella spp.; Eucalipto, Eucalyptus spp.), madeira (sandalo,
Santalum spp.), raizes (capim vetiver, Chrysopogon zizanioides), rizomas (gengibre, Zingiber
officinale; cdrcuma, Curcuma longa), frutos (anis, Pimpinella anisum) e sementes (noz-
moscada, Myristica fragrans) (RIOS, 2016).

Muitos estudos tém sido realizados sobre a atividade bioldgica dos 6leos essenciais, tais
como inseticida, bactericida, virucida, fungicida, antiparasitaria, citotoxica, cosmética,
medicinal e em aplicagfes alimentares (BASILE et al., 2006; GOMES et al., 2013;
GONGCALVES etal., 2012; LIU et al., 2006; BAKKALI et al., 2008; KYARIMPA et al., 2014).
Diversos 6leos essenciais de familias de plantas como Myrtaceae, Lamiaceae, Verbenaceae e
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Zingiberaceae sdo abundantemente estudadas como meios de controle de microrganismos
fitopatogénicos, como exemplo o uso de 6leo essencial de Eucalyptus citriodora no controle de
fungos fitopatogénicos de solo como Fusarium oxysporum, Pythium ultimum e Rhizoctonia
solani. J& foi demonstrada a inibi¢cdo do crescimento e disseminacdo desses fungos por esse
OE em plantas de tomate, pimenta e pimentdo (AYINDE, 2016). O 6leo essencial de cravo-da-
india possui grande capacidade inibidora sobre o fungo Colletotrichum musae e a bactéria
Raustonia solanacearum, patégenos importantes em plantacdes de bananas (BARBOSA et al.,
2015).

Outros Oleos essenciais sdo estudados como controle alternativo de patdgenos de
plantas, podendo citar o uso dos 6leos essenciais de Lippia sidoides, Cymbopogon citratus,
Ocimum gratissimum no controle Colletotrichum gloeosporioides em frutos de maracuja
(AQUINO et al., 2012), Cymbopogon nardus e Zingiber officinalis no controle do moko-da-
bananeira (AMORIM et al., 2011), Origanum vulgare, Thymus vulgaris e Verbena officinali
no controle de fungos de p6s-colheita como Phytophthora citrophthora, Rhyzopus stolonifer e
Penicillium italicum (CAMELE et al., 2010), Ocimum ciliatum na inibigdo de Xanthomonas
citri (MOGHADDAM et al., 2014), Ocimum basilicum, Rosmarinus officinalis, Rosmarinus
officinalis, Salvia officinalis, Origanum vulgare no controle de Pilidiella granati em Romé
(THOMIDIS; FILOTHEOU, 2016), dentre outros.

O uso dos 6leos essenciais em pesquisas sobre acao inibitoria de patdogenos de plantas
possui um amplo destaque na comunidade cientifica como demonstrado. Devido a diversidade
na composi¢do quimica que apresenta diversas moléculas toxicas aos microrganismos, ha uma
grande variedade de OE que pode ser utilizada no controle alternativo de microrganismos
fitopatogénicos.

2.5. Mecanismos de acédo dos OEs

As propriedades antimicrobiana e 0s provaveis mecanismos de a¢do dos 0leos essenciais
sdo devido as substancias quimicas presentes nesses 0leos (BAKKALLI et al., 2008). Um dos
modos de acgdo ¢ a alteracdo da membrana citoplasmatica, devido a hidrofobicidade dos 6leos
gue causam mudangas estruturais em camadas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios,
tornando essas células permeaveis (TURINA et al., 2006).

Em um experimento sobre a atividade antiprotozoaria do 6leo essencial Ocimum
gratissimum sobre Leishmania amazonensis, foi observado danos nas células protozoérias,
causadas por alteracbes na membrana mitocondrial interna desses parasitas (UEDA-
NAKAMURA et al., 2006). O aumento nos niveis de espécies reativas ao oxigénio (ROS) e
espécies reativas ao nitrogénio (RNS), devido as alteracdes intracelulares causadas pelos 6leos
essenciais, também podem comumente levar a morte celular dos protozoarios, fato demonstrado
quando células peritoneais de macrofagos de ratos infectadas com L. amazonensis foram
tratadas com 6leo essencial de O. gratissimum, no qual se observou um alto nivel de RNS
(UEDA-NAKAMURA et al., 2006). Também ja foi observado o aumento de niveis de ROS em
células de L. donovani quando tratadas com zerumbona, que é o composto majoritario do éleo
essencial de Zingiber zerumbet (MUKHERJEE et al., 2016).

As células dos tripanossomatideos possuem organelas normalmente ricas em lipideos,
sendo que um aumento anormal desses corpos lipidicos por acdo de dleos essenciais, causam
instabilidade na membrana plasmatica e flagelar, desorganizacdo do reticulo plasmatico e do
complexo de Golgi (RODRIGUES et al., 2002, 2008; SILVA et al., 2018). O aumento de corpos
lipidicos podem ser devido ao acUmulo de lipidios intermediarios endogenos que foram
células de L. amazonensis quando tratadas com 6leo essencial de Ocimum canum, que resultou
em alteragdes na membrana do nucleo celular (SILVA et al., 2018). Também foi relatado o
acumulo de grandes corpos lipidicos no citoplasma de promastigotas de L. amazonensis quando
tratadas com 0Oleo essencial de Lippia sidoides (MEDEIROS et al., 2011).
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Diversas alteracdes podem ocorrer nas células protozoérias devido a presenca de
moléculas presentes nos Oleos essenciais, principalmente devido a sua caracteristica
hidrofébica. Essa caracteristica resulta ndo somente em um Unico possivel mecanismo de a¢do
sobre as células, mas sim a possibilidade de que ocorram vérias a¢6es, desordem e injlrias ao
mesmo tempo.

2.6. Varronia curassavica

Varronia curassavica Jacg. - sinonimia Cordia verbenacea DC ou Cordia curassavica
(Jacq.) Roem. & Schults, pertencente a Familia Boraginaceae, € uma espécie arbustiva com
cerca de 0,5 a 4 m de altura, perene, com folhas simples, alternas, coriaceas, aromaticas, com
5-10 cm de comprimento (Figura 5). As inflorescéncias séo terminais em espiga com flores
branca, os frutos sdo cariopses esféricas, de coloracdo vermelha quando maduras (LORENZI e
MATOQOS, 2008).

Flgu rab. Planta de Varronla curassavica (A), inflorescéncia (B) e frutos (C)
Fonte: Nizio (2015)

Popularmente recebe varios nomes, dentre os quais podem se destacar: catinga-de-
bardo, erva-preta, erva-baleeira, maria-milagrosa, maria-rezadeira e salicinia (LORENZI e
MATQOS, 2008). As folhas aromaticas sdo utilizadas na medicina popular devido as suas
propriedades anti-inflamatoria, analgésica e cicatrizante. Suas propriedades medicinais séo
atribuidas ao 6leo essencial presente nas folhas, devido a presenca de mono e sesquiterpenos,
dentre os quais destacam-se o a-pineno, o-humuleno, B-cariofileno e aloaromadendreno
(CARVALHO et al., 2004; SANTOS et al., 2006; FEIJO et al., 2014).

Diversos autores ja confirmaram as propriedades anti-inflamatorias e analgésicas da V.
curassavica (SERTIE et al., 1991; FERNANDES et al., 2007; PIMENTEL et al., 2012;
SERTIE et al, 2005), sendo que a atividade anti-inflamatéria da espécie é atribuida
principalmente a presenca do composto a-humuleno (MEDEIROS et al., 2007). Também ja foi
demonstrado que o dleo essencial de V. curassavica possui agdes anti-inflamatérias quando
aplicadas sob via orais em roedores, esta acdo foi atribuida a presenga dos compostos o-
humuleno e E-cariofileno (PASSOS et al., 2007).

Outra atividade biolégica importante do 6leo essencial de V. curassavica é sua agdo
antimicrobiana, podendo-se citar sua atividade em diferentes microrganismos, como por
exemplo, inibicdo das bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, e de
bactérias gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (MICHIELIN et al.,
2009), atividade larvicida contra Aedes aegypti (SANTOS et al., 2006) e o efeito fungiestatico
sobre Candida albicans e Candida krusei (RODRIGUES et al., 2012).
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Além disso, as plantas de V. curassavica tém demonstrado a¢do antiprotozoéria em
alguns parasitas, tais como em L. amazonenses e L. chagasi (BRAGA et al., 2007), j& Nizio et
al. (2018) ao avaliarem os OEs de quatro gendtipos de V. curassavica, demonstraram a
atividade antiprotozoéria dos 6leos em um protozodrio de peixe, Ichthyophthirius multifiliis.
Possivelmente os OEs de V. curassavica também possuam acéo inibitoria em outras espécies
de protozoarios patogénicos.
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4. ARTIGO 1
OLEO ESSENCIAL DE Varronia curassavica (CORDIACEAE) COMO POTENCIAL
AGENTE DE BIOCONTROLE SOBRE Phytomonas serpens

Periodico a ser submetido: Industrial crops and Products
RESUMO

Os protozoérios do género Phytomonas sdo responsaveis por diversas doencas em culturas
agricolas de grande importancia econdmica, no entanto ainda ndo existe nenhum tipo de
controle registrado para esses fitopatdgenos. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade antiprotozoéaria do 6leo essencial (OE) de sete gen6tipos de Varronia curassavica e
seus efeitos morfofisiologicos sobre as formas promastigotas de Phytomonas serpens. A analise
quimica dos Gleos essenciais por cromatografia gasosa com espectrometro de massa CG-MS
dos gendtipos VC-002, VC-104, VC-202, VC-302, VC-303, VC-601 e VC-701, demostrou
que o-pineno (56,69%), 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-metileno-10-(1-propil) (48,63%),
Germacreno D-4-o0l (32,16%), ar-curcumeno (20,37%),7-ciclodecen-1-ona, 7-metil-3-metileno-
10-(1-propil) (19,32%), trans-cariofileno (21,78%) e ar-turmerona (28,36%) sdo 0S compostos
majoritarios para cada gendtipo, respectivamente. Todos os OEs demonstraram atividade
antiprotozoaria, sendo o genotipo VC-202 o que apresentou a menor 1Cso (14pg/mL), além de
possuir acdo permanente sobre P. serpens. As imagens obtidas em microscopia de
fluorescéncia e os dados de fluorescéncia obtidos utilizando o lodeto de Propidio (PI) por
espectrofotometria, demostraram que houve alteracGes celulares com permeabilizacdo na
membrana citoplasmatica. Através da citometria de fluxo, foi demonstrado que ocorreu perda
no potencial de membrana mitocondrial (Aym) das células tratadas. Os 0leos essenciais de V.
curassavica possuem grande variabilidade quimica e demonstraram atividade antiprotozoéria
sobre P. serpens. Até o presente momento ndo ha relatos da atividade de OEs sobre fitomonas,
sendo assim o 0Oleo essencial do gendtipo 202 é uma potencial fonte de matéria bruta para
formulacéo de bioprodutos para o controle de fitomonas.

Palavras-chave: Erva-baleeira, plantas medicinais, tripanossomatideo, fitomonas, Solanum
lycopersicum.
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ABSTRACT
Using of Varronia curassavica (Cordiaceae) essential oil in the biocontrol of Phytomonas
serpens.

The protozoa of the genus Phytomonas cause diseases in crops of agricultural and economic
importance, however, there is still no control registered for these phytopathogens. The objective
of this research was to evaluate the antiprotozoal activity of essential oil (EO) from seven
Varronia curassavica genotypes and its morphophysiological effects on Phytomonas serpens
promastigotes forms. The chemical analysis of the essential oils by gas chromatography with
mass spectrometer GC-MS of the genotypes VC-002, VC-104, VC-202, VC-302, VC-303, VC-
601 and VC-701, demonstrated that o-Pinene (56,69%), 7-Cyclodecen-1-ona.7-methyl-3-
methylene-10-(1-propyl) (48,63%), Germacrene D-4-ol (32,16%), ar-Curcumene (20,37%),7-
Cyclodecen-1-ona.7-methyl-3-methylene-10-(1-propyl) (19,32%), E-Caryophyllene (21,78%)
e ar-Turmerone (28,36%) are the major compounds for each genotype, respectively. All the EO
demonstrated antiprotozoal activity and the genotype VC-202 presented the lower ICso
(14pg/mL), presenting permanent effect against P. serpens. The images obtained in
fluorescence microscopy and the data from fluorescence spectrophotometry using Propidium
lodide (PI), demonstrated cell alterations with permeabilization in cytoplasmic membrane.
Through flow cytometry, it was demonstrated loss of mitochondrial membrane potential (Aym)
in EO treated cells. The EO of different V. curassavica genotypes presented wide chemical
variability and demonstrated antiprotozoal activity against P. serpens. Until the present
moment, there are not reports about EOs activity against Phytomonas, therefore, the EO of
genotype 202 is a potential source of raw material for formulations of bioproducts for
Phytomonas control.

Key-words: Erva-baleeira, medicinal plants, trypanosomatid, Phytomonas, Solanum
lycopersicum.

HighLights

o Oleos essenciais de Varronia curassavica (OEVC) possuem atividade inibitdria sobre
Phytomonas serpens;

e A menor ICs foi do OEVC, gendtipo 202 (14pg/mL);

e |Cs0e 2xICso (OEVC-202) causaram permeabilizacdo na membrana plasmética em P.
serpens;

e Ocorreu perda no potencial de membrana mitocondrial (Aym) em P. serpens tratadas
com ICso e 2x1Cso (OEVC-202).

4.1. Introducéo

Os protozoarios do género Phytomonas, pertencentes a Familia Trypanosomatidae, sdo
causadores de diversas doencas em plantas tropicais de importancia econdmica, tais como,
coqueiro (Cocos nucifera), dendezeiro (Elaeis guineenses), cafeeiro (Coffea sp), mandioca
(Manihot esculenta), entre outras (Jaskowska et al., 2015). No estado do Amazonas - Brasil,
em 2001, foi constatada a presenca de diversas plantas de coqueiro infectadas com Phytomonas
staheli, atingindo cerca de 47% das plantacGes de sete municipios (Aradjo et al., 2003). No
Espirito Santo — Brasil, foi confirmado o protozoario Phytomonas francai como causador da
doenca “chochamento das raizes” em plantas de mandioca, chegando a atingir 50% das plantas
causando enormes perdas na producdo (Kitajima et al., 1986). Vale ressaltar que nenhuma das
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doencas de plantas causadas por esses protozoarios possuem algum controle quimico
registrado.

A espécie Phytomonas serpens foi isolada em frutos de tomates e descrita como uma
espécie de alto polimorfismo exclusivo de tomate. Inicialmente recebeu o nome Leptomonas
serpens e posteriormente foi reclassificada como Phytomonas serpens (Gibbs 1957;
Jankevicius et al., 1989; Batistoti et al., 2001). Ainda que o P. serpens nédo seja considerado um
parasita fitopatogénico, existem relatos de danos causados em frutos de tomateiro por esse
microrganismo, como a perda da viabilidade de frutos maduros com alteragdo na coloragéo,
passando de uma cor avermelhada para uma cor dourada (Camargo, 1999). A P. serpens
também pode produzir auxinas, que interferem na producdo hormonal da planta (lenne et al.,
2014; Jaskowska et al., 2015). Além disso, devido as diversas caracteristicas e facilidade para
isolamento e manutencdo desse protozoario em meio de cultura, o P. serpens é considerado um
6timo modelo para estudos biolégicos do género Phytomonas (Camargo, 1999).

N&o ha produtos registrados para o controle de Phytomonas, sendo necessaria a pesquisa
de métodos de controle para esse patdgeno. Dentre os métodos de controle, o uso de 6leos
essenciais (OEs) sdo um dos mais explorados. O OE é um produto natural que contém uma
mistura complexa de compostos organicos, como ésteres, alcoois, cetonas, acidos, terpenoides
e fenois, provenientes do metabolismo secundario de plantas (Weiss et al., 2009). Muitos
estudos tém sido realizados sobre a atividade biologica dos dleos essenciais (OEs), tais como
inseticida, bactericida, virucida, fungicida, antiparasitaria, citotoxica, cosmética, medicinal e
em aplicagcdes alimentares (Bakkali et al., 2008; Basile et al., 2006; Gomes et al., 2013;
Gongcalves et al., 2012; Kyarimpa et al., 2014; Liu et al., 2006).

Os OEs tém sido muito utilizados na medicina tradicional e em pesquisas para estudos
de novas atividades biologicas, tais como atividade leishmanicida ( Silva et al., 2018), como &
0 caso do OE de Varronia curassavica. A V. curassavica Jacg, sinonimia Cordia verbenacea
DC ou Cordia curassavica (Jacg.), comumente conhecida como erva-baleeira (Roem. &
Schults), pertencente a Familia Boraginaceae, € utilizada na medicina popular devido as suas
propriedades anti-inflamatoria, analgésica e cicatrizante (Lorenzi e Matos, 2008). Suas
propriedades estdo atribuidas a presenca de substancias como a-pineno, a-humuleno, f-
cariofileno e aloaromadendreno ( Carvalho et al., 2004; Feijo et al., 2014; Santos et al., 2006)
presentes em seu Oleo essencial.

Outra atividade importante relatada em pesquisas com o 6leo essencial de V. curassavica
(OEVC) é sua acdo antimicrobiana que ja foi relatada em varios estudos, tais como: inibicdo de
bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) e bactérias gram-negativas
(Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) (Michielin et al., 2009); efeito fungiestatico
sobre Candida albicans e Candida krusei (Rodrigues et al., 2012); atividade larvicida contra
Aedes aegypti (Santos et al., 2006); controle de formigas Dorymyrmex thoracius (Oliveira et
al., 2019); acdo leishmanicida em Leishmania amazonenses e Leishmania chagasi (Braga et al.,
2007) e atividade antiprotozoaria em Ichthyophthirius multifiliis (Nizio et al., 2018).

Assim, 0 uso dos OEs com ac¢do inibitdria sobre protozoérios fitopatogénicos, como as
fitomonas, tem um papel importante para a criacdo de produtos naturais, com uso no controle
de doencas de plantas. Deste modo, neste trabalho foi avaliada a composi¢do quimica dos OEs
de genotipos de V. curassavica, sua atividade antiprotozoéaria sobre P. serpens e analise dos
efeitos morfofisioldgicos do dleo essencial sobre as fitomonas.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Material vegetal

As plantas foram coletadas no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de V. curassavica
que esta implantado no Horto de Plantas Medicinais da Fazenda Experimental "Campus Rural
da UFS", localizada no municipio de S&o Cristovao-SE, latitude 11° 00’ S e longitude 37° 12’
O. Foram utilizados 7 genotipos do BAG da Universidade Federal de Sergipe: VC-002, VC-
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202, VC-104, VC-302, VC-303, VC-601 e VC-701. Os gendtipos escolhidos sdo os principais
representantes dos grupos quimicos que compdem o BAG de V. curassavica.

O acesso ao patrimdnio genético foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com nimero
A8CCB3B.

4.2.2. Extracao dos 6leos essenciais

As folhas das plantas foram coletadas em desfolha manual e acondicionadas em estufa
de circulacdo de ar forcado a 40°C durante cinco dias para secagem. A extracdo do OE foi
realizada através do método de hidrodestilacdo com aparelho Clevenger, acoplado a um baldo
de fundo redondo de 3000 mL. Foram utilizados 75g de folhas secas por baldo, para dois litros
de &gua destilada durante 2h (Ehlert et al., 2006). Apds extracao, os OEs foram estocados em
frascos &mbar e armazenados em freezer (-20°C).

4.2.3. Anélise quimica do 6leo essencial

A andlise da composicdo quimica dos OEs foi realizada utilizando um Cromatdgrafo
Gasoso acoplado a Espectrometro de Massas, acoplado por Detector 16nico de Chamas (CG-
EM) por meio do equipamento GCMSQP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao)
equipado com injecdo automatica AOC-20i (Shimadzu). As separacdes foram realizadas em
uma coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS Restek (5%-difenil-95%-dimetilpolisiloxano)
30 m x 0,25 mm de didmetro interno, 0,25 um de espessura de filme, em um fluxo constante de
Hélio 5.0 com taxa de 1,0 mL min™. A temperatura de injegdo foi de 280 °C, 1,0 uL (10 mg
mL™), com uma razéo de split de 1:30. A programagéo de temperatura do forno iniciou a partir
de 50 °C (isoterma durante 1,5 min), com um aumento de 4 °C min’, até 200 °C, em seguida,
a 10 °C min! até 300 °C, permanecendo por 5 min.

Para 0 CG/EM as moléculas foram ionizadas por elétrons com energia de 70 eV. Os
fragmentos analisados por um sistema quadrupolar programado para filtrar fragmentos/ions
com m/z na ordem de 40 a 500 Da e detectados por um multiplicador de elétrons. O
processamento de dados foi realizado com auxilio do software CGMS Postrun Analysis
(Labsolutions- Shimadzu).

A identificacdo dos componentes dos OEs foi realizada com base na comparacao dos
indices de retencdo e espectro de massas existentes na literatura (Adams, 2007). Para o indice
de retencédo foi utilizada a equacdo de Van den Dool e Kratz (1963) em relagdo a uma série
homologa de n-alcanos (nC9-nC31). Para os espectros de massas foram utilizadas trés
bibliotecas do equipamento WILEYS8, NIST107 e NIST21 que permitem a comparacdo dos
dados dos espectros com aqueles constantes das bibliotecas utilizando um indice de
similaridade de 80%.

4.2.4. Manutencdo e cultivo de promastigotas de Phytomonas serpens

O isolado de P. serpens (Estirpe 9T) foi obtido da colecdo de tripanossomatideos da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) — Rio de Janeiro, Brasil. As formas promastigotas de P.
serpens foram mantidas em meio de cultura Schneider® suplementado com soro fetal bovino
(S.F.B) a 10% e 1% de penicilina streptomicina e foram incubados em uma incubadora B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand) a 26°C. Os protozoarios em fase exponencial, foram utilizados
para os experimentos de analise da atividade antiprotozoaria do 6leo essencial.

4.2.5. Atividade dos O6leos essenciais de Varronia curassavica em promastigotas de
Phytomonas serpens

As formas promastigotas de P. serpens (5x10° células/mL) de uma cultura em fase log
de crescimento (72 hrs) foram adicionadas a uma placa de 96 pogos com diferentes
concentragdes (125-3,9ug/mL) dos OEs dos sete genotipos V. curassavica. Pogos contendo ou
ndo uma droga de referéncia (Anfotericina B 10 - 0,15 pg/mL), foram usados como controles.
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A placa foi incubada em estufa B.O.D. a 26°C e a viabilidade dos parasitas foi avaliada apds
48h usando o metodo fluorimétrico da resazurina. Apés a incubacéo, foram adicionados 50uL
de uma solucdo de Resazurina (200LM) em cada pogo, e as placas foram incubadas no escuro
por 45 minutos. A leitura da fluorescéncia emitida foi realizada em um espectrofotometro leitor
de microplacas (Synergy™ HI1, BioTekHybrid Technology) no comprimento de onda de
550/590nm (excitagcdo/emisséo). Os dados foram transformados e normalizados e os resultados
utilizados no célculo da ICso (concentracdo que inibiu 50% das células). Os OEs foram
solubilizados com o solvente DMSO (Dimetilsulfoxido) em concentracGes abaixo de 0,1%, ndo
afetando as células de P. serpens nos experimentos (dados ndo demonstrados). O OE que
apresentou menor 1Csq foi utilizado nos experimentos subsequentes.

4.2.6. Curva de crescimento de promastigotas de Phytomonas serpens na presenca de
diferentes concentragdes do OEVC-202

As fitomonas (1x10° células/mL) foram tratadas ou ndo com a ICso, 2XICso, 4XICso do
OEVC-202 e cultivadas em placa com 12 pocos. A placa foi incubada em uma B.O.D. a 26°C,
sendo o crescimento de células da cultura avaliado por contagem diéria através da camara de
Neubauer, durante cinco dias, com auxilio de um microscépio 6ptico invertido na lente objetiva
10x. Na mesma placa, foram retiradas amostras de células tratadas ao entrarem em fase
exponencial de crescimento, lavadas cinco vezes com tampao fosfato salino (PBS) e re-
inoculadas (1x10° células/mL) em uma nova placa de 12 pogos contendo meio de cultura livres
de OEVC-202, com o crescimento celular analisado por contagem diaria através da camara de
Neubauer.

4.2.7. Andlise dos niveis de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
promastigotas de Phytomonas serpens

Os niveis intracelulares de ROS (espécies reativas de oxigénio), subproduto do
metabolismo natural do oxigénio em células em condi¢es de estresse, foram mensurados em
promastigotas de P. serpens (5x10° células/mL) tratadas ou ndo com ICso, 2xICso € 4xICso do
OEVC-202. As células foram incubadas durante uma hora em placa de 12 pogos. Apos o
periodo de incubacdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS e ressuspendidas em
200uL de PBS, com a suspencdo de células transferidas para uma placa de 96 pocos, e
incubadas com 20uM de H2DCFDA (2’,7’-diclorodihidrofluresceina diacetato) durante 30
minutos. Ao mesmo tempo, como controle positivo, as células ndo tratadas foram lavadas com
PBS duas vezes, e tratadas com 750uM de H202, sendo incubadas na estufa durante 30 minutos,
apos esse tempo, as células foram ressuspendidas em 200uL de PBS em placa de 96 pocos, e
incubadas com 20uM de H2DCFDA durante 30 minutos. A fluorescéncia produzida foi lida
em um espectrofotémetro leitor de microplaca (Synergy™ H1, BioTekHybrid Technology), no
comprimento de onda de 492/527nm (excitacdo/emissao).

4.2.8. Andlise da integridade da membrana plasmatica de promastigotas de Phytomonas
serpens

4.2.8.1. Espectrofotometria de fluorescéncia

Para avaliar a integridade da membrana plasmatica dos parasitas, foi utilizado o lodeto
de Propideo (PI), sonda fluorescente que marca o DNA das células quando ocorre perda da
integridade da membrana celular. As promastigotas das fitomonas (5x10° células/mL) foram
cultivadas em placa com 12 pocos, tratadas ou ndo com a ICsp e 2xICso do OEVC-202. Como
controle positivo, as células foram aquecidas em banho-maria a 80°C durante 10 minutos. A
placa foi incubada durante 48 horas em uma B.O.D. a 26°C. Ap0s esse periodo, foram lavadas
duas vezes com PBS e depois coradas com 2L de PI (100ug/mL) e incubadas no escuro por
10 minutos. A fluorescéncia produzida foi lida em um espectrofotdmetro leitor de microplaca



21

(Synergy™ HI1, BioTekHybrid Technology), no comprimento de onda de 535/527nm
(excitacdo/emissdo).

4.2.8.2. Microscopia de fluorescéncia

As promastigotas das fitomonas (5x10° células/mL) foram tratadas com 1Cso € 2XI1Cso
do OEVC-202, e incubadas em placa de 12 pocos por 48 horas, o controle negativo foi feito
com o meio de cultura contendo somente fitomonas. Ap6s o tempo de incubacdo de 48 horas,
foram feitas duas lavagens em PBS e as células foram ressuspendidas em 100pL do tampéo.
Ao mesmo tempo, foram tratadas células em banho-maria a 80°C durante 10 minutos como o
controle positivo. Com isso, adicionou 5 pL do fluorocromo lodeto de Propidio (PI) com
concentracdo de 100pug/mL, apds tempo de incubacdo de 10 minutos no escuro, foi adicionado
10 pL do corante DAPI (100 pg/mL), sendo incubado novamente no escuro durante 15 minutos.
Assim, foi analisada a integridade morfoldgica dos protozoéarios, através do microscopio de
fluorescéncia (Zeiss Axio Imager 2).

4.2.9. Andlise do potencial de membrana mitocondrial (Aym) de promastigotas de
Phytomonas serpens

Para avaliar o efeito do OEVC-202 sobre o potencial de membrana mitocondrial (Aym),
foi utilizada a Rodamina 123 (Rh123), uma sonda fluorescente especifica para mitocondrias em
células vivas (Garner et al., 1997), que emite menor fluorescéncia quando o potencial de
membrana mitocondrial é alterado. As promastigotas (1x10° células/mL) foram tratadas com
ICs0, 2X1Cs0 € 4xI1Cs0 do OEVC-202 e incubadas durante 24 horas. Como controle positivo, foi
incubado células com CCCP (Carbonil cianeto 4-clorofenilhidrazona — 50 uM) durante 15
minutos no escuro. As células foram lavadas duas vezes com PBS, e coradas com 10ug/mL de
Rh123, durante 15 minutos no escuro, realizando a analise por citometria de fluxo através do
Citdmetro Attune® Acoustic Focusing (Life Technologies). Um total de 10.000 eventos foram
adquiridos e analisados pelo programa Attune® Cytometer Software.

Mudancas na emissdo da fluorescéncia foram quantificados através do indice de
variacdo (IV) dado pela equagao IV=[ (MT-MC) /MC], onde MT é a mediana de fluorescéncia
emitida pela Rodamina nos protozoarios tratados, e MC é a mediana da fluorescéncia do
controle. Quando IV for negativo, demonstra que houve despolarizacdo da membrana das
mitocondrias.

4.2.10. Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata em trés dias independentes. A
ICso foi obtida por regressao sigmoidal e os valores expressos em média + erro padréo. Os dados
foram analisados estatisticamente utilizando two-way ANOVA e teste de Tukey. As anélises
dos dados foram efetuadas através do programa GraphPad Prism 7.01. As diferencas foram
consideradas significantes quando: *p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001.

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Andlise quimica do 6leo essencial de Varronia curassavica

Os compostos presentes nos OEs foram ordenados conforme o indice de retencdo e
quantificados pela porcentagem de area relativa. Foram identificados e analisados cerca de 84
compostos nos OEVC, genotipos VC-002, VC-104, VC-202, VC-302, VC-303, VC-601 e VC-
701. Os compostos majoritarios foram: a-pineno (56,69%), 7-ciclodecen-1-ona,7-metil-3-
metileno-10-(1-propil) (48,63%), Germacreno D-4-ol (32,16%), ar-curcumeno (20,37%),7-
ciclodecen-1-ona,7-metil-3-metileno-10-(1-propil) (19,32%), E-cariofileno (21,78%) e ar-
turmerona (28,36%), para cada gendtipo, respectivamente (Tabela 1).

A composicdo quimica dos OEs avaliados é composta, em maioria, por sesquiterpenos,
com excegdo do gendtipo VC-002, que possui cerca de 60,09% de monoterpenos. Além desse,
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0 genotipo VC-601 possui cerca de um terco de monoterpenos, uma grande parcela se
comparado a outros genotipos. Os OEs de todos os gendtipos analisados possuem E-cariofileno
(1,46-21,78%) e a-humuleno (0,61-4,98%). O a-humuleno é considerado um marcador quimico
do OEVC (Gilbert e Favoreto, 2012). Esses compostos sdo importantes na acdo anti-
inflamatoria cuja atividade fitoterépica j& foi confirmada por diversos autores (Medeiros et al.,
2007; Passos et al., 2007; Pimentel et al., 2012; Sertié et al., 2005).

Os OEs dos sete gendtipos de V. curassavica provenientes do BAG do "Campus Rural
da UFS", localizado no municipio de Séo Cristovao-SE, possuem uma alta variabilidade em
sua constituicdo quimica. Em alguns casos essa variabilidade em um OE é devido a condi¢des
climéticas, do solo, idade da planta, estacéo do ano e diversos outros fatores (Silva et al., 2018).
Porém, nesse estudo as plantas sdo provenientes de um BAG e pouco se diferenciam quanto
aos fatores abioticos, tais como, temperatura, precipitacdo e incidéncia solar, sendo os fatores
genéticos e a interacdo genotipo versus ambiente responsaveis pela diversificacdo da
constituicdo quimica dos OEs dos genotipos de V. curassavica (Nizio et al., 2015)

4.3.2. Atividade dos O6leos essenciais de Varronia curassavica sobre a viabilidade de
promastigotas de Phytomonas serpens — In vitro

O ensaio de atividade antiprotozoaria dos sete gendtipos do OEVC em promastigotas
de P. serpens, demonstrou que todos 0s gendtipos apresentaram atividade inibitdria sobre P.
serpens. As ICso variaram entre 13,94 a 42,77 pg/mL, sendo que o genotipo VC-202 foi 0 que
apresentou a menor ICso (Tabela 2). O valor da ICso para a Anfotericina B foi de 1,06 pg/mL.
Diversos autores ja relataram atividade antiprotozoaria dos OEs em parasitos da Familia
Trypanosomatidae, tais como Leishmania braziliensis, Leishmania amazonenses, Leishmania
chagasi e Trypanosoma cruzi (Azeredo et al., 2014; Ceole et al., 2017; Silva et al., 2018; Ueda-
Nakamura et al., 2006; Oliveira et al., 2013).

A acdo leishmanicida em L. amazonensis e L. chagasi (Andrade et al., 2016; Braga et
al., 2007) e atividade antiprotozoaria em |. multifiliis (Nizio et al., 2018) do OEVC também ja
foi relatada. Além disto, Nizio et al. (2018), ao avaliarem atividade do OE em quatro gendtipos
do mesmo BAG de V. curassavica sobre o parasita de peixes Ichthyophthirius multifiliis,
também observaram a melhor atividade do gendtipo VCUR-202 sobre esse protozoario. Vale
destacar que nenhuma atividade de 6leos essenciais sobre as fitomonas foi relatada até a
presente data, devido a isso, 0s resultados demonstrados aqui possuem grande importancia para
formulacédo de bioprodutos no controle de protozoarios fitopatogénicos.

O efeito de diferentes concentragdes do OEVC-202 (devido a sua baixa ICso e sua acao
antiprotozoaria ja estudada) sobre o crescimento das promastigotas de P. serpens foi avaliada
até 96 horas. Foi observada uma reducdo na proliferacdo das células de fitomonas em
aproximadamente 62,2%, 59,3% e 81,3% quando foram tratadas com 1Csp (14 pug/mL), 2xICso
(28 pg/mL) e 4xICso (56 pg/mL) do OEVC, respectivamente (Figura 1). O OEVC-202
demonstrou efeito permanente sobre o crescimento das células de fitomonas, uma vez que
quando as células foram recultivadas em meio de cultura livre do OE, ainda foi observada uma
reducdo de cerca de 50%, 66,2% e 75% na proliferacdo celular para as células anteriormente
tratadas com a 1Cso, 2xICso € 4x1Cso do OEVC, respectivamente, quando comparados com o
controle apds 72 horas sem exposi¢cdo ao OE (Figura 2).

4.3.3. Andlise dos niveis de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
promastigotas de Phytomonas serpens

Andlise dos niveis intracelulares de ROS das fitomonas tratadas com 1Cso, 2XICsg €
4x1Cso do OEVC-202, demonstra que ndo houve estresse oxidativo nas células, ndo se
diferenciando estatisticamente do controle. O tratamento com H2O2, que foi utilizado como
controle positivo, causou oxidacdo intracelular nas promastigotas de fitomonas e emitiu
fluorescéncia quando as células tratadas foram excitadas (Figura 3). Provavelmente o0 OEVC
possui propriedades antioxidantes, como ja foi relatado para outros éleos essenciais como de
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Cymbopogon flexuosus, Shinus terebinthifolius, Eugenia caryophyllata (Costa et al., 2018;
Dannenberg et al., 2016; Silvestri et al., 2010).

O extrato etanolico de V. curassavica também protegeu o estdmago de camundongos
contra lesGes induzidas por etanol, atribuindo esse efeito protetor a agdo antioxidante do extrato
(Rolddo et al., 2008). Dessa forma, a producdo de ROS ndo deve ser considerada como possivel
mecanismo de acdo do OEVC na inibi¢do do crescimento da P. Serpens.

4.3.4. Avaliacdo da integridade da membrana celular de promastigotas de Phytomonas
serpens

O iodeto de propidio (PI) é um marcador de DNA fluorescente amplamente utilizado
para diferenciar células vivas/mortas, pois somente penetra na célula que possua injirias na
membrana celular. As promastigotas tratadas com a 1Csp e 2x1Cso do OEVC-202 apresentaram
maior fluorescéncia devido ao acimulo de PI quando comparado com células vivas (Figura 4).
Esse efeito é consistente com danos na membrana celular das fitomonas causadas pelos OEs.
Devido as caracteristicas hidrofobicas dos 6leos essenciais, eles podem penetrar a membrana
plasmaética causando oxidacdo de lipidios (Bakkali et al., 2008; Ceole et al., 2017; Machado et
al., 2014), possibilitando a entrada do PI, evidenciando a morte celular causada pelo OE.

Oliveira et al. (2009), observaram também mudangas na permeabilidade da membrana
pelo aumento da fluorescéncia do Pl em promastigotas de L. chagasi, quando tratadas com 6leo
essencial Cymbopogon citratus. Em nosso estudo, o tratamento com a ICsodo OEVC apresentou
maior média de fluorescéncia se comparado ao tratamento com 2x1Csg. Possivelmente a maior
concentracdo do OEVC resultou em maior quantidade de células totalmente degradadas,
impossibilitando o acumulo de PI dentro das células.

As imagens de microscopia de fluorescéncia revelam perda da integridade da membrana
citoplasmatica do parasita, permitindo a entrada do Pl que se liga ao DNA do protozoario,
emitindo fluorescéncia quando excitada, nos tratamentos com a ICso e 2xICso (Figura 5). O
controle positivo com banho-mariatambém causou alteracdes na membrana das promastigotas
de P. serpens. Os efeitos na integridade da membrana observados aqui ja foram relatados no
uso de outros produtos naturais sobre tripanossomatideos (Ceole et al., 2017; Medina et al.,
2015; Santoro et al., 2007).

Os oleos essenciais de Origanum vulgare e Thymus vulgaris, quando utilizados em
tratamentos de células epimastigotas de T. cruzi, causaram alteracGes na membrana plasmatica
com arredondamento das células (Santoro et al., 2007). A tomatina, um glicoalcaloide presente
em plantas de tomate, quando utilizada para o controle de P. serpens, causou a morte das
promastigotas também por permebealizacdo da membrana plasmaética (Medina et al., 2015).
Assim, pelo menos um dos mecanismos da morte celular causada pelo OEVC, € a
permeabilizacdo da membrana celular do parasita, como ja observado em trabalhos anteriores.

4.3.5. Determinacdo do potencial de membrana mitocondrial (Aym)

Utilizando a citometria de fluxo, ao energizar as células tratadas, € possivel obter
resultado do acimulo de Rh123 nas mitocdndrias e a diferenga no Aym entre as células tratadas
e ndo tratadas. Imagens representativas da populacéo de células de P. serpens (FSC — Tamanho
x SSC — Granulosidade), obtidas por citometria, revelam que houve mudancas no formato das
células, com essa alteracdo proporcional ao aumento das concentracdes de 1Cso (Figura 6). Os
resultados também demonstram que houve diminuicdo na fluorescéncia dos tratamentos 2xICso
e 4xI1Cso quando comparadas com o controle (Figura 7). Ceole et al. (2017) relataram que células
de L. braziliensis, quando tratadas com ICso de nerolidol, composto majoritario do dleo
essencial de Piper aduncum, sofreram depolarizacdo do Awym e apresentaram tamanho
reduzido. O tratamento com I1Cso ndo causou a redugdo da fluorescéncia da Rh123.

A quantificacdo da perda do Aym foi feita através do calculo do IVV. Como demonstrado
pela tabela 3, somente o tratamento com a ICso ndo causou a despolarizagdo da membrana
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mitocondrial dos parasitas, ao contrario dos tratamentos 2x1Csg e 4xICso que afetaram Aym. O
controle positivo com o CCCP foi efetivo na avaliagdo, como demonstrado (Figura 8).

A mitocondria € uma organela essencial para os parasitas, atuando como o0 mecanismo
central de metabolismo energético durante fosforilagéo oxidativa, elétrons sdo movidos através
da cadeia respiratoria mitocondrial, estabelecendo um gradiente eletroquimico da matriz
mitocondrial para o espago de intermembranas, gerando enérgica celular na forma de adenosina
trifosfato (ATP) (Angrimani et al., 2015; Fonseca-Silva et al., 2011). Esse processo é vital para
sobrevivéncia das células, sendo que os efeitos da despolarizagdo do Aym podem levar a morte
celular (Machado et al., 2014).

Diversas substéncias extraidas de plantas, como dleo essencial, extrato de plantas,
dentre outras, ja foram estudadas em atividades leishmanicidas, que causaram a perda do Aym
(Angrimani et al., 2015; Ceole et al., 2017; Islamuddin et al., 2014; Machado et al., 2014). Os
resultados aqui obtidos sugerem que o OEVC-202 causou a inibi¢do das promastigotas de P.
serpens ao afetar a funcdo mitocondrial do parasita.

4.4. Conclusodes

Os OEs dos sete genotipos de V. curassavica apresentaram atividade antimicrobiana
sobre formas promastigotas de P. serpens. Os efeitos morfofisiologicos observados apds o
tratamento com OEVC-202 nos parasitas foram a perda da integralidade da membrana celular,
alteracdo no formato das células e a despolarizagao do Aym. Estratégias de aplicacdo do 0Oleo
essencial devem ser investigadas para melhorar a eficiéncia no seu uso.
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TABELAS

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial de sete gendtipos de Varronia curassavica
(%).

Tabela 2. Atividade antiprotozoaria dos éleos essenciais de sete genétipos de Varronia
curassavica em promastigotas de Phytomonas serpens com valores das 1Cso (ug/mL).

Tabela 3. Avaliacio do indice de variagdo (IV) para analisar o potencial de membrana
mitocondrial (Aym) de promastigotas de Phytomonas serpens tratadas com 6leo essencial de
Varronia curassavica, genotipo VC-202, e coradas com Rodamina 123 (Rh123).

FIGURAS

Figura 1. Efeito do OE de Varronia curassavica, genétipo VC-202, nas concentracdes ICsp,
2x1Csg e 4xI1Csp sobre a curva de crescimento de promastigotas de Phytomonas serpens. Dados
representados pela média + E.P em experimentos realizados em triplicata em trés dias
independentes. *p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001. (Two-way ANOVA com teste de Tukey).

Figura 2. Avaliacdo do efeito permanente na proliferacdo celular em promastigotas de
Phytomonas serpens tratadas com ICso, 2xICso € 4xICso do Oleo essencial de Varronia
curassavica, genotipo VC-202, comparadas com o controle. Dados representados pela media +
E.P em experimentos realizados em triplicata em trés dias independentes. *p < 0.05, **p < 0.01
e ***p < 0.001. (Two-way ANOVA com teste de Tukey).

Figura 3. Niveis de producdo de Espécies Reativas a Oxigénio (ROS) em promastigotas de
Phytomonas serpens tratadas com 1Csg, 2XICsp e 4xICso do Oleo essencial de Varronia
curassavica, genotipo VC-202, comparados com o controle. Dados de média de fluorescéncia
relativos ao controle negativo, representados pela média £ E.P em experimentos realizados em
triplicata em trés dias independentes. *p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001. (two-way ANOVA
com teste de Tukey).

Figura 4. Intensidade da fluorescéncia em promastigotas de Phytomonas serpens tratadas com
a 1Cso e 2xICso do Oleo essencial de Varronia curassavica, genotipo VC-202, marcadas com
iodeto de propidio (PI). Células incubadas no banho-maria (80°) foram usadas como controle
positivo e células ndo tratadas como controle negativo. Dados de meédia de fluorescéncia
relativos ao controle negativo, representados pela média £ E.P em experimentos realizados em
triplicata em trés dias independentes. *p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001. (two-way ANOVA
com teste de Tukey).

Figura 5. Imagens de microscopia (40x) de fluorescéncia de promastigotas de Phytomonas
serpens tratadas com I1Cso e 2x1Cso do 0leo essencial de Varronia curassavica, genotipo VC-
202. (A, B e C) Células tratadas com ICso do 6leo essencial de Varronia curassavica, gendtipo
VC-202, coradas com DAPI e iodeto de propidio (Pl) com imagens sobrepostas (MERGE),
respectivamente; (D, E e F) Células tratadas com 2xICso do 6leo essencial de Varronia
curassavica, gendtipo VC-202, coradas com DAPI e iodeto de propidio (PI) com imagens
sobrepostas (MERGE), respectivamente; (G, H e I) Células mortas em banho-maria (80°+10
min) coradas com DAPI e iodeto de propidio (Pl) com imagens sobrepostas (MERGE),
respectivamente; (J, K e L) Células vivas coradas com DAPI e iodeto de propidio (PI) com
imagens sobrepostas (MERGE), respectivamente. Imagens representativas de trés
experimentos independentes.
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Figura 6. Imagem representativa da regido da populagdo de promastigotas de Phytomonas
serpens (FSC - Tamanho x SSC - Granulosidade) tratadas com 1Csg, 2xICso e 4xICso do 6leo
essencial de Varronia curassavica, genotipo VC-202. (A) Células vivas (Sem Rh123); (B)
Controle negativo; (C) Células tratadas com CCCP; (D) Células tratadas com ICso do 6leo
essencial de Varronia curassavica, genotipo VC-202; (E) Células tratadas com 2xICso do 6leo
essencial de Varronia curassavica, genétipo VC-202; (F) Células tratadas com 4xICso do 6leo
essencial de Varronia curassavica, genétipo VC-202. Imagens representativas de trés
experimentos independentes.

Figura 7. Potencial de membrana mitocondrial (Aym) de promastigotas de Phytomonas serpens
tratadas com a ICso, 2xICso € 4xICso do bleo essencial de Varronia curassavica, gendtipo VC-
202 e CCCP, comparados com Controle Negativo e coradas com Rodamina 123 (Rh123).



Tabela 1.

Genotipos

N°  Constituinte IRRI VC-002 VC-104 VC-202 VC-302 VC-303 VC-601 VC-701
1 Tricicleno 921 0 0 0 0 0 0 0,61
2 o-tujeno 924 0 0 0 0 0 1,51 0
3 a-pineno 932 56,69 0 0 1,94 0 0,46 0,36
4 Canfeno 946 0,43 0 0 0 0 0 0
5  Sabineno 969 0,36 0 0 0,41 0 18,26 0,13
6 pB-pineno 974 0,33 0 0 0,24 0 0,75 0
7 p-cimeno 1020 0 0 0 0 0 0,77 0
8  o-cimeno 1022 0 0 0 0,14 0 0 0
9  limoneno 1024 0 0 0 0 0 0,92 0
10 B-felandreno 1025 0,79 0 0 2,64 0 0 0,42
11 1,8-cineol 1026 0,4 0 0 1,03 0 0,46 0,45
12 y-terpineno 1054 0 0 0 0 0 1,11 0
13 hidrato de cis-sabineno 1065 0 0 0 0 0 1,34 0
14 terpinoleno 1086 0 0 0 0 0 0,26 0
15 hidrato de trans-sabineno 1098 0 0 0 0 0 1,15 0
16  cis-p-ment-2-en-1-ol 1118 0 0 0 0 0 0,32 0
17  trans-pinocarveol 1135 0,25 0 0 0 0 0 0
18 cis-verbenol 1137 0,12 0 0 0 0 0 0
19  terpinen-4-ol 1174 0 0 0 0 0 4,24 0
20 acetato de isobornil 1287 0,72 0 0 0 0 0 0
21  §-elemeno 1335 0,91 0,27 2,24 0,09 0,08 1,41 0
22 trans-p-ment-2-en-1-ol 1336 0 0 0 0 0 0,19 0
23 a-cubebeno 1345 0 0 0 0 0 1,69 0
24 ciclosativeno 1369 0,21 0 0 0 0 0 0
25 a-ilangeno 1373 0 0 0,33 0,11 0 0 0
26  a-copaeno 1374 0,74 0 0 0 0 0,73 0
27  B-bourboneno 1387 0 0 0,43 0 0 0,38 0
28  B-elemeno 1389 1,38 0,19 1,28 0,24 0,44 1,9 0,15
29  o-gurjuneno 1409 0 0,27 0,45 0,58 0,24 0,29 0,18
30 E-cariofileno 1417 9,78 1,46 6,16 16,47 7,88 21,78 5,17
31 B-copaeno 1430 0 0 0,31 0 0 0,6 0
32 a-trans-bergamoteno 1432 0 0 0 2,57 0,93 0 1,84
33  y-elemeno 1434 0 0 0 0,79 0,41 0 0,64
34  Aromadendreno 1439 0 0 0 0 0 0,32 0
35 trans-B-farnezeno 1440 0 0 0 0,87 0 0 0,54
36 cis-murola-3,5-dieno 1448 0 0 0 0 0 1,32 0
37 a-humuleno 1452 1,84 0,61 1,94 4,98 2,02 4,5 1,59
38  Aloaromadendreno 1458 7,79 1,25 1,84 0,26 0,91 0,39 0
39  cis-muurola-4(14)5-dieno 1465 0 0 0 0 0,47 0 0
40  Shiobunona isémero | 1473 0 0 0 0 0,47 0 0
41  trans-cadina-1(6),4-dieno 1475 0 0 0 0 0 0,2 0
42 y-muroleno 1478 0,48 0 0,40 0 0 0,51 0
43 ar-curcumeno 1479 0 0 0 20,37 1,26 0 2,71
44 y-curcumeno 1481 0 0 0 0 0 0 0,38
45  Germacreno-D 1484 181 0 1,95 1,93 0,93 4,26 0,39
46  pB-selineno 1489 0 0 0 0 0,58 0,62 0
47  epi-cubebol 1493 0 0 0 7,74 0,6 1,32 0,76
48  Biciclogermacreno 1500 5,35 1,93 4,37 0,93 0 8,26 0
49  B-bisaboleno 1505 0 0 0 5,81 0 0 1,21
50  Shyobunone isémero |1 1511 0 0,5 0 0 1,64 0 0
51  y-cadineno 1513 0 0 0,66 0 0 0 0
52 Cubebol 1514 0,8 0 0 0 0 1,01 0
53  B-sesquifelandreno 1521 0 0 0 18,53 0 0 1,91



Genotipos

N°  Constituinte IRRI VC-002 VC-104 VC-202 VC-302 VC-303 VC-601 VC-701
54 3-cadineno 1522 1,95 0 0 0 0 5,36 0
55 cis-iso-y-bisaboleno 1528 0 0 0 0 0 0 0,42
56  Epizonarene 1530 0 0 16,67 0 0 0 0
57  trans-nerolidol 1531 0 0 8,7 0 0 0 0
58  10-epi-cubebol 1533 0 0 0 0 0 1,8 0
59 a-cadineno 1537 0 0 0,34 0 0 0 0
60 Shyobunona isémero IlI 1539 0 0 0 0 3,31 0 0
61 cis-nerolidol 1561 0 0 0 0,77 0 0 0,56
62 Germacreno D-4-ol 1574 0,21 1 32,16 0 1,04 0 0
63  Espatulenol 1577 2,14 3,37 0 3,58 2,83 2,71 31
64 Oxido de cariofileno 1582 1,04 0,71 0 3,78 3,06 2,02 5,39
65 Globulol 1590 0,26 0 2,99 0 0 0 6,64
66 Viridiflorol 1592 0 0 0,56 0,89 0 0,33 0
67  7-ciclodecen-1-ona,7-metil-
3-metileno-10-(1-propil) 1595 0 48,63 0 0 19,32 0 0,69
68 Ledol 1602 0,7 0 2,25 0 0 0,61 0
69 Epoxido de humuleno Il 1608 0,29 0 0 0,98 0 0,43 1,14
70  Helifolen-12-ol-D 1619 0 0 0 0 0 0 9,31
71  Eremoligenol 1626 0 0 1,03 0 0 0 0
72 1-epi-cubenol 1627 0 0 0,35 0 0 0,52 0
73 a-acorenol 1632 0,35 0 0 0 1,53 0 1,11
74 Epoxido allo-aromadendreno 1639 0 0 0 0 0 0,59 0
75  epi-a-muurolol 1640 0 0 3,86 0 1,54 0 0
76  o-muurulol 1644 0,8 0 0 0 0 0 0
77  Cubenol 1645 0,55 0 0 0 3,23 1 0
78 a-turmerona 1649 0 0 0 0 0 0 6,86
79  a-cadinol 1652 0,52 0,75 4,21 0 0 0,34 0
80 selin-11-en-4-o-ol 1658 0 0 0 0 0 0,28 0
81 ar-turmerona 1668 0 0 0 0 6,54 0 28,36
82  B-turmerona 1680 0 0 0 0 0 0 3,61
83  Shyobunol 1688 0 1,63 3,83 0 4,28 0 0
84 cis-o-atlantone 1777 0 0 0 0 0,99 0 1,16
Monoterpenos (%) - 60,09 0 0 6,40 0 31,55 1,97
Sesquiterpenos(%) - 39,90 62,57 99,31 92,27 66,53 67,67 85,82
Total (%) - 99,99 62,57 99,31 98,67 66,53 99,22 87,79

IRL7: Indice de retencdo dado pela literatura (Adams, 2007).



Tabela 2.

Gen6tipo I1Cs0 (pg/mL)
VC-002 28,56+4,10
VC-104 42,7748,75
VC-202 13,94+2,24
VC-302 25,85+5,04
VC-303 18,09+2,14
VC-601 40,0245,71
VC-701 19,00+4,42
Anfotericina B 1,06%0,09

Dados representados pela média + E.P. em experimentos realizados
em triplicata em trés dias independentes. 1Cso: Concentracdo que
inibiu 50% das células.



Tabela 3.

Média da fluorescéncia de Rh123 v
Controle negativo 7686 + 682 0
CCCP 2459 + 240 -0,6801
ICso 8443 + 176 0,0984
2x1Cso 6807 + 402 -0,1144
4x1Csp 4775+ 773 -0,3787

Dados representados pela média + E.P em experimentos realizados

em triplicata em trés dias independentes.
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