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RESUMO

A levedura Cryptococcus neoformans € agente etiolégico da criptococose, uma infec¢ao
fingica que acomete principalmente seres humanos imunocomprometidos, como
soropositivos para HIV. O tratamento da criptococose € realizado através do uso da
anfotericina B, um farmaco com elevada toxicidade. Desse modo, a pesquisa com produtos
naturais tem sido relevante, pois possibilita o estudo de novas substdncias com acao
antiflingica e que sejam menos toxicas. O fitoconstituinte carvacrol é encontrado em diversos
Oleos essenciais de plantas, além de possuir ampla acdo bioldgica, incluindo a atividade
antifiingica e antibacteriana. O objetivo deste trabalho foi investigar a acdo antifiingica e o
modo de acdo do carvacrol contra cepas de C. neoformans. A concentra¢ao inibitéria minima
(CIM) foi determinada pelo método de microdiluicdo; para investigar a Concentra¢ao
Fungicida Minima (CFM) foi realizada a técnica de semeadura em meio sélido e para o
estudo do modo de agdo, foi utilizada a microdiluicdo e de acordo com Escalante et al (2008).
A CIM variou de 25pg/mL a 81 pg/mL e a CFM variou de 25pg/mL a 102pug/mL. O carvacrol
interagiu com o ergosterol e com o colesterol exdgeno, este ultimo, presentes nas células de

mamiferos.

Palavras-chaves: Cryptococcus neoformans; carvacrol; atividade antifingica.



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans yeast is the etiological agent of cryptococcosis, a fungal infection
that mainly affects immunocompromised humans, as seropositive patients. The treatment of
cryptococcosis is accomplished through the use of amphotericin B, a toxic drug for humans.
Thus, research on natural products has been important because it enables the study of new
substances with antifungal activity and are less toxic. The carvacrol fitoconstituinte is found
in several essential oils of plants, as well as having broad biological action, including
antifungal and antibacterial activity. The objective of this study was to investigate the
antifungal action and carvacrol action mode against strains of C. neoformans. The minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined by the microdilution method; to investigate
the Minimum Fungicidal Concentration (MFC) was determined by seeding technique on solid
media and for studying the mode of action, was used and microdilution according Escalante et
al (2008).The MIC ranged from 25 pg/mL to 81 pg/mL and ranged from CFM 25 pg/mL to
102 pg/mL. The carvacrol interacted with the exogenous ergosterol and cholesterol, the latter

present in mammalian cells.

Key-Words: Cryptococcus neoformans; carvacrol; antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

Os fungos, extensamente dispersos no meio ambiente, sdo cada vez mais reconhecidos
como importantes patégenos pela frequéncia de doengas flingicas sistémicas graves, que tém
aumentado nas tultimas décadas. A maior ocorréncia de infecgdes fungicas em humanos tem
despertado o interesse no estudo de algumas enfermidades flingicas, como criptococose que se
tornou comum em todo o mundo (PIERCE, et al., 2008).

A criptococose € uma doenca infecciosa flngica que acomete mais comumente
pessoas com o sistema imunolégico comprometido. O agente etiolégico € Cryptococcus
neoformans. Esse fungo se apresenta como uma levedura envolta por uma cédpsula
(QUEIROZ et al., 2008), um dos principais fatores de sua viruléncia (COSTA, 2011). O
Cryptococcus neoformans variedade neoformans possui distribui¢cao universal, apresentando
um predominio nas regides de clima temperado e frio, em dreas urbanas. Estudos apontam
que os pombos ndo apresentam manifestacoes clinicas, esse fato provavelmente possa estar
relacionado a alta temperatura corporal (entre 40 e 42° C), mas sao considerados propagadores
da doenca (GAZZONI, 2007). A infec¢do se da pela inalagdo de particulas infecciosas e pode
atingir vdrias partes do corpo, como pulmao e ainda apresenta tropismo pelo sistema nervoso
central, causando meningite (CONTIN et al., 2011).

A criptococose € tratada com famacos fungistaticos e/ou fungicidas (NOBRE et al.,
2002) e que podem ser utilizados em associagdo como, Anfotericina B com 5- flucitosina e o
fluconazol para manutencdo do tratamento (FAVALESSA et al., 2009; SAAG et al., 2000).
Porém, o surgimento das cepas resistentes e a reincidéncia das infeccdes fungicas tem sido
uma das causas na falha da terapéutica classica (FAVALESSA et al., 2009). Como por
exemplo, a resisténcia ao fluconazol €é possivel principalmente durante tratamentos
supressivos prolongados como nos casos de meningite por C. neoformans, ha relatos da nao
melhora clinica e micoldgica de um paciente soropositivo apresentando meningite por
Cryptococcus neoformans ap0s tratamento de manutencdo com Fluconazol (BIVANCO et al.,
2006). As limitacOes do uso de antifingicos fizeram com que buscasse alternativas para o
tratamento e os fitoconstituintes isolados dos Oleos essenciais, sdo alternativas eficazes
(BAKKALI et al., 2008).

Para este fim, novos compostos podem ser testados como o carvacrol, um
fitoconstituinte com propriedade bioldgica presente nos O6leos essenciais, por exemplo,

orégano (Origanum vulgare), tomilho (Tymus vulgaris), lipia (Lippia graveolens) e alecrim-
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pimenta (Lipia sidoides) (POZZATTI et al., 2006; FREISTAS et al., 2013). Os estudos estdao
cada vez mais concentrado nessa area no intuito de elucidar o mecanismo, a toxicidade e as
atividades desse monoterpeno. Atividades antimicrobiana, antiparasitdria, inseticida,

antiprotozodrios e antioxidante ja foram observados em muitos das substancias quimicas de

origem natural (COWAN, 1999; BURT, 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifiingica de monoterpeno carvacrol contra cepas de

Cryptococcus neoformans.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Fungicida Minima (CFM) do

fitoconstituinte carvacrol frete as cepas de Cryptococcus neoformans ;

- Avaliar da interferéncia do ergosterol e colesterol frente a CIM no intuito de nortear

o possivel mecanismo de atividade do carvacrol.



16

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Cryptococcus neoformans

C. neoformans é um fungo que se apresenta como uma levedura encapsulada,
encontrado no ambiente, como solo contaminado e nas fezes de aves, como por exemplo, o
pombo. A referida espécie é o agente etioldgico da criptococose, uma micose sist€émica
oportunista (DINIZ et al., 2005), que acomete pacientes com o sistema imunoldgico
comprometido, como os soropositivos para HIV (QUEIROZ et al., 2008).

Por estar presente no ambiente, a sua transmissao ocorre pela inalacdo de particulas
infecciosas de C. neoformans carregadas pelo ar ou proveniente de basididsporos. Essas
particulas, uma vez inaladas, se alojam no trato respiratério superior ou se depositam nos
alvéolos pulmonares, podendo acarretar pneumonia fingica (SILVA; GAGLIANI, 2014) e se
a 1imunidade do hospedeiro estiver comprometida, a infec¢cdo pode disseminar-se
sistematicamente (LIN; HEITMAN, 2006) podendo acometer outros 6rgdos, principalmente o
sistema nervoso central causando a meningoencefalite, a mesma torna-se fatal quando nao
tratado com farmacos antifingicos ou quando se encontrar imunocomprometido
(MITCHELL; PERFECT, 1995).

C. neoformans € classificado em trés variedades: C. neoformans (sorotipo A) var.
grubii, Cryptococcus neoformans (sorotipo D) var. neoformans, essas de ampla distribuicdo
mundial, e Cryptococcus neoformans (sorotipo B e C) pertencentes a variedade gattii, que
estd limitada as regides tropicais e subtropicais do mundo (LENGELER et al., 2001). C.
neoforamans var. neoformans e C. neoformans var. gatti sio 0s que mais comumente causam
infeccilo no homem (ROSENBAUM; GONCALVES, 1994), sendo que um atinge
hospedeiros infectados pelo HIV, enquanto que, o outro acomete hospedeiros
imunocompetentes, respectivamente (FILIU et al., 2002). Ambas as variedades exibem
tropismo para o Sistema Nervoso Central (CONTIN, 2011). O tratamento antifungico €
prolongado na variedade garti, enquanto que, os pacientes infectados com a variedade
neoformans, a mortalidade € alta (CONTIN, 2011).

Em rotina laboratorial, colonias de C. neoformans desenvolvem-se entre 36 a 72 horas.
Elas sdao de cor branca a creme e opaco e podem ser de varios milimetros de didmetro. As

coldnias sdo tipicamente mucoides (MITCHELL; PERFECT, 1995).



17

Microscopicamente, apresentam-se como leveduras globosas ou ovaladas, com 3 a
8um de didmetro, com brotamento Unico ou multiplo, de colo estreito, e envolvido por
capsula mucopolissacaridia (KON et al., 2008), conforme a Figura 1. A cdpsula é um
importante fator de viruléncia, mas ndo € o tnico (COSTA, 2011). A levedura pode ser vista
no escarro, lavado bronquico, liquido cefalorraquidiano (LCR), pus de abscesso, urina,

aspirados de medula dssea e de ganglios, fragmentos de tecidos (KON et al., 2008).

Figura 1. Células de levedura de C. neoformans com visualizagdo da capsula.

Capsula
Célula

Fonte: RODRIGUES; ALVIANO; TRAVASSOS, 1999.

Para o diagndstico da criptococose, o exame direto € o mais utilizado para pesquisa de
fungos em fluidos corporais, o LCR é o principal apés centrifugacio. E uma técnica simples e
de baixo custo. Permite a visualizacdo direta das leveduras encapsuladas com a adi¢do da tinta
de nanquim ao fluido (COSTA, 2011; CASADEVAL; PERFECT, 1998). Também ¢ feito a
cultura dos fungos em Agar Sabouraud e incubadas a 72 horas de cinco a oito dias e em
seguida observa-se as caracteristicas das colonias (COSTA, 2011). Quando o exame direto e
de cultura sdo negativos (ZAITZ, 1998), € feito a deteccdo de antigenos no soro e no local da
infeccdo pelo teste de aglutinagdo de particulas de litex sensibilizadas com o anticorpo
monoclonal da cipsula de C. neoformans (COSTA, 2011).

A cédpsula atua inibindo a quimiotaxia dos leucdcitos, inibindo a fagocitose,
diminuindo apresentacdo do antigeno as células T com a consequente redugdo da resposta
imune, e pode ainda mascarar os fatores do sistema complemento (BUCHANAM; MURPLY,
1998; CAMPOS; BARONI, 2010).

A gravidade da doenca depende da integridade do sistema imune do
hospedeiro, das caracteristicas das espécies de Cryptococcus (WORMLEY; PERFECT, 2005)

e do processo patolégico. Um dos fatores determinantes do processo patoldgico € o tamanho
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da particula, a viruléncia do micro-organismo e a intensidade da resposta inflamatéria

(GAZZONTI, 2007).

3.2 Epidemiologia da Criptococose

As linhagens de Cryptococcus neoformans var. neoformans tém uma maior
prevaléncia no meio ambiente e nos casos clinicos e se encontram em solo e excretas de aves,
como o pombo (CASALLI et al., 2001). Os mesmos podem permanecer em suas fezes durante
anos e acaba por se tornar um depdsito de infeccoes (BARONI et al., 2006). Devido a
movimentacdo das aves se tem a dispersdo do fungo no ar e consequentemente a inalacdo de
€sporos.

A infeccdo por C. neoformans ocorre esporadicamente em todas as partes do mundo.
De acordo com o relatério de outubro de 1998 do Programa Conjunto das Nac¢des Unidas
sobre HIV / AIDS, a meningite criptocdcica € a mais frequente infec¢do fingica sist€émica em
pessoas infectadas com HIV. Vale ressaltar, outras condi¢des em que a criptococose €
frequente, como em pacientes com extenso tratamento com corticosteroides, leucemias
cronicas e linfomas, e sarcoidose (MITCHELL; PERFECT, 1995). O relatério mostrou ainda
a prevaléncia da criptococose em seis Paises: Costa do Marfim 5%, Brasil 5%, México 7-
11%, Tailandia 2%, Estados Unidos 7%, Zaire 19%. Ainda no Brasil, o C. gatti é endémica na
regido Nordeste, representando 62,7 a 91,2 % doa casos (CONTIN, 2011).

Em cerca de 4,4 % dos casos de AIDS, a criptococose se mostra como a principal
infeccdo oportunista. No Brasil, dados recentes demonstram que houve um aumento da
prevaléncia da criptococose, de 8-12% na regido Sudeste deste Pais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2012). As estimativas atuais indicam que a cada ano, cerca de um milhdo de casos
de meningite criptocdcica sdo diagnosticados em todo o mundo e que a doenga € responsavel
por mais de 600 mil mortes (PARK et al., 2009). De acordo com Moreira, Ferreira e Borges
(2006), a criptococose € considerada atualmente a doenca oportunista com maior morbidade e
mortalidade entre os pacientes soropositivos para HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana)
sendo um agente um patdgeno humano emergente.

Estudo realizado no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia com
96 pacientes acometidos por micose, onde 81,3 % portador de AIDS, em 56,3% dos casos a

meningite criptocdcica foi a manifestacio mais descrita, 59,4 % foram tratados com
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anfotericina B e derivados tiazdlicos, sendo que 72,9% evoluiram para 6bito, em particular os
portadores de AIDS, que representam 62,5 % dos casos (MOREIRA et al., 2006).

A criptococose relacionada a AIDS em homens, é predominante na regido Sul e
Sudeste com mortalidade em cerca de 35% a 40%, ocasionada pela variedade neoformans
(MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Um estudo epidemioldgico da criptococose feito no
Hospital Publico de Porto Alegre por Mezzari et al (2013), observaram que a criptococose
teve uma maior prevaléncia em pacientes do sexo masculino, brancos, na faixa etaria entre 30

e 49 anos e que apresentava alguma imunodeficiéncia, sendo a AIDS dominante nos casos.

3.3Tratamento Farmacologico

O tratamento precoce é um fator importante na tentativa de minimizar a mortalidade e
este € realizado com farmacos antifiingicos. Os mesmos exercem acdes fungistaticas ou
fungicidas, direta ou indiretamente. Apresentam caracteristicas importantes quanto ao seu
mecanismo de acdo, via de administracdo, podendo ser classificados com base no sitio-alvo e
estrutura quimica (NOBRE, et al., 2002). Os principais alvos dos farmacos antifiingicos sdo a
parede celular, membrana e nucleo da célula fungica (RANG; DALE, 2012).

Os principais agentes utilizados na terapia fungica sdo: azdlicos, triazdlicos, poli€nicos
e a flucitosina (KAUFFMAN, 1996). A terapéutica medicamentosa para Cryptococcus sSpp. €
outas espécies flngicas estdo descritas no quadro 1 (LIMA, 2011).

Os azdlicos sdo os antifungicos mais utilizados, caracterizados por apresentar um anel
pentagonal na estrutura molecular (MARTINEZ, 2006) e atuam inibindo a esterol-14-a-
lanosterol-desmetilase, um sistema de enzimas microssoOmicas dependentes do citocromo
P450 (CHEN; SORRELL, 2007), comprometendo a sintese de ergosterol na membrana
plasmatica e, por conseguinte a viabilidade fungica (MARTINEZ, 2006). Dentro dessa classe
existem ainda dois grupos, os Imidazdlicos e os Triazois, um contém trés dtomos de carbono e
dois de nitrogénio e o outro dois de carbono e trés de nitrogénio, respectivamente
(MARTINEZ, 2006). A utilizacdo de Imidazéis (cetoconazol) se limita a tratar micoses
superficiais. Os Triazdis (fluconazol e itraconazol) t€ém ampla aplicacdo na terapia tanto
superficial quanto na infeccdo fungica invasiva (CHEN; SORRELL, 2007).

Os novos triazdis de segunda geracdo voriconazol, posaconazol e ravuconazol

apresentam maior poténcia e espectro de acao mais amplo do que os antigos azéis (TKACKZ;
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DIDOMENICO, 2001), sao resultantes de modificacdes na estrutura quimica de,
respectivamente, fluconazol e itraconazol. Os principais efeitos adversos das drogas azdlicas
relacionam-se com intolerancia gastrintestinal, hepatotoxicidade, hipersensibilidade e, para o
cetoconazol em doses elevadas, ginecomastia e irregularidades menstruais (MARTINEZ,
2006). Os azdis de primeira geracdo e ja alguns de segunda geracdo apresentam jad muitas
resisténcias, toxicidade e efeitos adversos. Assim, novas estratégias tém que se delineadas

para os antiftingicos disponiveis e novos farmacos t€ém que ser desenvolvidos (GUPTA;

TOMAS, 2003).

Quadro 1. Classes de medicamentos antiflingicos utilizadas no tratamento da criptococose e de algumas
espécies flingicas.

Classe dos Farmaco Micro-organismo alvo Referéncia
Antifiingicos
Azdlicos Fluconazol Candida spp. MARTINEZ,
Itraconazol Cryptococcus spp. 2006.
Cetoconazol Aspergillus fumigatus.
Triazéis Voriconazol Cryptococcus spp. MARTINEZ,
Posaconazol Candida spp. resistentes aos 2006.
azois
Polienos Anfotericina-B | Candida spp. MARTINEZ,
Nistatina Cryptococcus spp. 2006.
Paracoccidioides brasiliensis,
Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis,
Blastomyces dermatitidis.
Anélogos de Flucitosina Cryptococcus spp SANGLARD,
Pirimidina Candida spp 2003;
MUKHERIJEE
et al., 2005.

Fonte: Adaptado de Lima, 2011.

Na classe dos Poli€nicos fazem parte a anfotericina-B (AB) e a nistatina. AB €
eficiente no tratamento com um amplo espectro de infec¢des fungicas, porém apresentam
desvantagens farmacoldgicas como: efeitos adversos, baixa disponibilidade oral havendo
necessidade de administragdo via endovenosa, toxicidade celular, principalmente associada a
nefrotoxicidade (DAS; SURESH, 2011). Atua ligando-se ao ergosterol, o que altera a
permeabilidade da membrana e causando a perda de constituintes -citoplasmaticos
(MARTINEZ, 2006).

A flucitosina é um anélogo fluorado da citosina que se converte em 5-fluorouracil nas

células dos fungos. O fluorouracil inibe a timidilato sintetase, interferindo na sintese de DNA
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e na sintese protéica do fungo (FRATTARELLI et al., 2004). O antiftingico € administrado
em combina¢cdo com a AB para o tratamento de meningite causada por Cryptococcus spp.
(CHEN; SORRELL, 2007), ja que a AB apresenta uma boa penetra¢do no sistema nervoso
central (FRATTARELLI et al., 2004) e ndo é recomendado sua administracio como agente
Unico porque as cepas desenvolvem rdpida resisténcia (CHEN; SORRELL, 2007). Os
mecanismos na resisténcia a flucitosina envolvem alteraches em varias etapas enzimaticas
intracelulares envolvidas no mecanismo de ac¢do, incluindo alteragcdes nas enzimas
pirofosforilase monofosfato de urudina, citosina permease e citosina desaminase, ou o
aumento de pirimidinas (PEREA et al., 2002). Na figura 5, mostra a acdo geral dos

anitifiingicos.

Figura 2. Ilustracdo dos mecanismos de acao dos antiftingicos.

. Sintese do Ergosterol

Azo6licos
Sintese da parede celular
Equinocandinas
Citoplasma
Func¢io da Membrana Sintese de acidos nucléicos
Polienos Flucitosina

Fonte: Adaptado de Ashley et al (2006).

A eficdcia para qualquer agente terapéutico depende do potencial de tolerancia e
resisténcia deste composto apds sua primeira utilizagdo. A resisténcia dos fungos ou bactérias
¢ devido a mecanismos fisiolégicos e bioquimicos, bem como o uso excessivo ou indevido de
farmacos (DAVIES; DAVIES, 2010). O aparecimento da resisténcia torna-se uma grande
dificuldade para o tratamento, visto que os pacientes estdo debilitados e de alto risco (LIN,

2009).
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O tratamento com esses farmacos ndo € sempre efetivo, pois alguns fungos sdo menos
susceptiveis ou resistentes a agentes antiftingicos, além disso, apresentam toxicidade e sao de
alto custo (CHEN; SORRELL, 2007).

Os indesejados resultados das terapias antiflingicas atuais enfatizam (LIN, 2009) a
urgéncia de buscar por terapias alternativas. As plantas sdo fontes importantes de compostos
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um
grande nimero de farmacos (LIMA et al., 2007). A sintese de tais moléculas em laboratério é
dificil devido a complexidade em funcionalidade e quiralidade das mesmas (DAVIES;

DAVIES, 2010).

3.4 Fitoconstituinte Carvacrol

Fitoconstituinte € o termo que se refere a compostos quimicos, ndo nutritivos, que
ocorrem naturalmente em plantas e apresentam atividade bioldgica. Possuem atividades
protetoras e ou preventivas de doengas (DANTAS, 2013). E identificado a partir de extratos
de plantas e de Oleos essenciais. Os fitocontituintes vém sendo bastante estudados por
representarem uma possibilidade para obten¢cdo de novos farmacos que sejam utilizados no
tratamento contra agentes infecciosos ou outras doencas (LIMA et al., 2005; BEZERRA, et
al., 2013)

O fitoconstituinte carvacrol, encontra-se presente nos Oleos essenciais de orégano
mexicano (Lippia graveolens), tomilho (Tymus vulgaris) e orégano (Origanum vulgare), onde
neste ultimo apresenta-se como componente marjoritdrio (POZATTI et al.,2006). O 6leo
essencial de O. vulgare L., tem mostrado destacaveis resultados in vitro na inibi¢do de
diferentes micro-organismos, como Candida albicans e Candida kruzei (SOUZA et al.,
2007), A. hidrophyla, B. cereus, Bacillus sutilis, Enterobacter aerogenes, E. coli, K.
pneumoniae, L. monocytogenes, P. aeruginosa, S. aureus, Salmonella choleraesius, S.
enterica, Serratia mercencens, Shigella flexneri, S. sonei e Y. enterocolitica. (SOUZA;
STAMFORD; LIMA, 2006).

O carvacrol, composto fendlico, apresenta caracteristica pungente e odor
aromatico, semelhante ao orégano, e pouca solubilidade em dgua (NEVES, 2009). A presenca
do grupamento hidroxila e de um sistema de elétrons deslocalizados na molécula de carvacrol

parecem ser fatores importantes para a sua atividade antimicrobiana. Agindo como um
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trocador de cations através da troca do préton (H*) da hidroxila pelo fon K* (mecanismo
proposto na figura 4) reduz o gradiente de pH da célula, causando um colapso na forca
préton-motriz. Como consequéncia, ndo pode mais haver a sintese de ATP (Trifosfato de
Adenosina), o que pode levar a morte celular (ULTEE; BENNIK; MOEZLAAR, 2002).

Essa hipétese é apoiada pelo efluxo observado de K* e influxo de H* em B. cereus
durante a exposi¢do ao carvacrol (ULTEE; KETS; SMID, 1999) e pelos resultados com
mentol. Embora o mentol tenha um grupo hidroxila, ele ndo possui uma elevada atividade
antimicrobiana. A baixa atividade € causada pela auséncia de um sistema de elétrons
deslocalizados (ligagdes duplas) e, consequentemente, a incapacidade de o grupo hidroxila

liberar o seu préton (ULTEE; BENNIK; MOEZLAAR, 2002).

Figura 3. Mecanismo de agdo proposto para o carvacrol: molécula ndo dissociada difunde-se através da
membrana celular e se dissocia no interior da célula, liberando H* no citoplasma. Retorna novamente ao meio
extracelular na forma ndo dissociada, carregando um fon K*. Um novo préton ¢é ligado a molécula de carvacrol e
esta difunde-se novamente através da membrana, reiniciando o processo.

Meio Memb Meio
externo NSO EATA interno
celular
CHs CH;
o S _OH
CH; (CH, CHy ©CHy
(1 "'* 1
CH; CHy
e : o
I = + H
CH, CH; CHy CH;
+ . ~ K
| -
CH, CH;
o K oK
cHy CHi cH; CH,

Fonte: Adaptado de Ultee, Bennik e Moezelaar (2002).

Botelho et al (2007) relataram que timol e carvacrol inibem efetivamente o
crescimento de patdégenos orais como Streptococcus mutans e Candida albicans,

apresentando atividade antibacteriana e antifungica. Em outro estudo, Nostro et al (2004)
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demonstrou que o carvacrol, timol e O6leo essencial de orégano apresentaram atividade
antimicrobiana contra S. epidermidis e S. aureus resistente a meticilina.

Sobral-Souza et al (2014) avaliaram o potencial antiparasitirio do carvacrol e do a-
pinemo, e os mesmos foram eficazes contra as cepas de parasitos testadas apresentando uma
fonte alternativa de produtos naturais com atividade contra L. brasiliensis.

Além da atividade antifiingica e antimicrobiana, estudos mostram que o carvacrol
possui propriedades antitumorais, antioxidantes, antidepressivo, ansiolitico e com isso a sua

atuacao no sistema nervoso central (KOPARAL et al., 2003; ZOTTI et al., 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

Foram utilizados meios de cultura Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e caldo Sabouraud
Dextrose (DIFCO® - Laboratories Ltda). O carvacrol, tween 80, anfotericina B, ergosterol,

colesterol foram adquiridos da Sigma Aldrich®.

4.2 Cepas fangicas

As cepas de Cryptococcus neoformans (LM-0310, FCF-119, ICB-59, FCF-102, ICB-
2601, JM-10, LM-5, LM-120, LM-39, LM-22) que foram utilizadas, foram gentilmente
cedidas pela Prof.* Dr.* Edeltrudes de Oliveira Lima (Micoteca do Laboratério de Micologia /
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas / CCS / UFPB).

As mesmas foram estocadas em Agar Sabouraud Dextrose e mantidas a 28-30 °C

(temperatura ambiente) e a 4° C.

4.3 Local de trabalho

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia (J11) da Universidade

Federal de Campina Grande, Centro de Educagdo e Saide, Campus Cuité-PB.

4.4 Preparo do fitoconstituinte

Para solubilizar o carvacrol, foi utilizado tween 80 a 1%, concentragdo que nao
interfere no crescimento fungico (LIMA, 2011). O fitoconstituinte foi suspenso com tween 80

em 4gua destilada.

4.5 Antifangico padrao
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Para o controle positivo da atividade antiftingica do carvacrol testado, foi utilizada
anfotericina B como padrdo. O tween 80 a 1% foi utilizado para suspender o antiftingico em

dgua destilada.

4.6 Inoculo

As cepas foram mantidas em meio de cultura ASD, durante 72 horas a 37 °C. Para o
preparo do indculo, a colonias flingicas foram suspensas em SmL de solucdo salina estéril
(0,85%). Em seguida, as suspensdes foram agitadas com o auxilio do Vortex e ajustada para a
escala 0,5 McFarland, que corresponde 1-5 x 10°® UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991;
HADACEK; GREGER, 2000).

4.7 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e da

Concentracao Fungicida Minima (CFM)

A determinagdo da CIM do fitoconstituinte Carvacrol foi realizada pela técnica da
microdilui¢do em Placa de 96 orificios e fundo em “U” para cada uma das cepas. Através da
diluicdo seriada a uma razdo de 2, foram obtidas as concentracdes de 1024 a 1 pg/mL,
efetuadas na propria placa, da coluna 1 até a 11. A dltima coluna (12) foi reservada para o
controle de crescimento do micro-organismo (caldo Sabouraud dextrose, sem o produto
testado). Foi realizado o controle com o antifiingico padrao sintético (anfotericina B).

Em seguida, foram adicionados 10uL do in6culo em cada uma das cavidades. O
ensaio foi realizado em duplicata e submetido a incubagdo na temperatura de 37°C no periodo
de 24-48 horas. A leitura foi procedida, visualmente, pela auséncia ou presenca de
crescimento do micro-organismo através da observacdo da turvacdo do meio indicando
crescimento do micro-organismo. Portanto, foi determinada como CIM, a menor concentracao
do produto capaz de inibir o crescimento do micro-organismo ensaiado, verificado por uma
nao mudanga da turvacdo do meio (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER,
2000; CLSI 2002; ELOFF, 1998).

Para determinar a CFM, 10uL de volume foi retirado da cavidade em que ndo houve
crescimento fiingico (CIM, 2xCIM e 4xCIM) e este volume foi semeado em placas com Agar

Saboroud Dextrose. O material foi incubado a 35°C durante 24-48 horas e em seguida, foi
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realizada a contagem do ndmero de unidades formadoras de colonias (UFCs). A CFM foi
considerada como a mais baixa concentragdo capaz de inibir o crescimento flingico até o
nimero de trés UFCs (KLEPSER et al., 1998; ERNST et al., 1999; CANTON et al., 2003;
COSTA et al., 2008).

4.8 Ensaio do ergosterol e colesterol

Este ensaio foi realizado de acordo com Escalante et al (2008) com algumas
modificagdes, onde a CIM do carvacrol frente as cepas FCF-102 e LM-22 foram
determinados pela técnica de microdilui¢do, de acordo com ensaio anterior, na presenca €
auséncia do ergosterol e colesterol nas concentragdes de 100, 200 e 400 pg/mL. Como
controle positivo, foi utilizada a anfotericina B e o controle que foi constituido de meio de

cultura com veiculo e indculo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A resisténcia dos micro-organismos a terapia medicamentosa tem aumentado e com
isso a reincidéncia das infec¢des e o estudo com fitoconstituinte € uma alternativa para
pesquisa de novos agentes antifingicos e até mesmo a sua utilizacdo na potencializacdo do
efeito do farmaco e por fim o efeito terapéutico desejado.

Para avaliar a atividade antifiingica in vitro foi feita a técnica de diluicdo em caldo, em
que foi determinada a concentragdo inibitéria minima (CIM), que corresponde a concentragdao
minima capaz de inibir o crescimento do micro-organismo. Essa técnica € padronizada pela
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) e avalia a atividade antimicrobiana sobre
bactérias e micro-organismos em geral (CLSI, 2002).

Os resultados dos testes da determinacdo da concentracdo inibitéria minima se
encontram descritos na Tabela 1. A CIM do carvacrol variou de 25ug/mL a 81pg/mL. Houve
crescimento no controle positivo (meio de cultura e indculo) e ndo houve no controle de
esterilidade (meio de cultura), os mesmos foram utilizados para validar o método do presente
estudo (CAVALCANTI et al., 2011).

A anfotericina B (AB) foi utilizada na determinacido da CIM como controle positivo.
O valor da CIM variou de 0,5 a 1ug/mL (Tabela 1). Todas as cepas foram sensiveis a AB,
visto que, Nguyen e Yu (1998) e Lozano-Chiu et al (1998) definiram resisténcia a AB com

valores de CIM iguais ou superiores a 2ug/mL.

Tabela 1. Resultado da CIM da anfotericina B e carvacrol contra cepas de C. neoformans.

Cepas Controle (Micro- Anfotericina B Carvacrol
organismos)
LM-05 + 0,62 pg/mL 25 ug/Ml
FCF-102 + 0,5 pg/mL 32 ug/Ml
FCF-119 + 0,62 pg/mL 40 ng/Ml
ICB-59 + 0,5 pg/mL 40 pg/mL
JIM-10 + I pg/mL 51 pg/mL
LM-39 + 0,79 pg/mL 51 pg/mL
ICB-2601 + 0,62 pg/mL 51 pg/mL
LM-120 + 0,5 pg/mL 64 ug/mL
LM-0310 + 0,5 pg/mL 64 ug/mL
LM-22 + 1 pg/mL 81 ug/mL

+: Presenca de Crescimento flingico.

A CIM foi determinada pelo cédlculo da média geométrica.
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O carvacrol € encontrado no 6leo essencial de outras plantas como: Thymus capitatus,
Thymus vugaris, Origanum dictaminus, Origanum majorana (DE VICENZI et al., 2004).
Além do orégano, outras plantas da familia Lamiaceae sdo ricas em 6leos essenciais com alta
quantidade de compostos fendlicos (FERRARA; MONTESANTO; CHIANTESE, 2003).

De acordo com os resultados, eles foram menores e diferentes do que os resultados
obtidos por Lima et al (2013), onde avaliaram a atividade antifingica do carvacrol frente a
cepa de Candida albicans e obtiveram CIM de 128 e 256 pg/mL, demostrando que esse
fitoconstituinte tem efeito antiftingico e de outro estudo realizado por Kaulastion et al (2008),
que obtiveram CIM do carvacrol pelo método de dilui¢do em caldo para os micro-organismos
E. coli ATCC 10536 e S. aureus ATCC 65288 de 400 pg/mL. Tais resultados corroboraram
com os resultados obtidos por Carmo et al (2008), no qual determinou a atividade antifiingica
do 6leo essencial do orégano contra espécies de Aspergillus e encontrou CIM entre 20 e 80
pL/mL.

Estudos afirmam que a maior atividade antifingica € designada ao 6leo essencial
presente na planta, por exemplo, Rangel e Silva (2010) avaliaram a atividade antifingica do
extrato etandlico de Thymus vulgaris L. (tomilho) e verificaram que o extrato na concentracao
de 50 mg/mL teve uma maior acdo fuingica para Candida glabrata e nao teve acdo para
Cryptococcus neoformans e Candida albicans.

A comparacgdo dos resultados do presente estudo com os achados de outros autores,
mostra que existe concordancia entre eles, ainda que, alguns fatores podem interferir nos
valores da CIM, como: condi¢des de cultivo (tempo de incubagdo, temperatura, taxa
oxigénio), meio de cultura, concentracdo das substincias testadas, dispersdo e emulsificacdo
dos agentes utilizados na emulsdo 6leo-dgua (RIOS; RECIO, 2005; HAMMER et al., 1999).
Assim, esses fatores podem contribuir para a diferenca de resultados e dificultar a comparagao
com outros estudos.

Ap6s a determinagdo da CIM do carvacrol, foi feita a determinacdo da concentracio
fungicida minima (CFM) de acordo com a metodologia de Ernst et al (1999). Os resultados
estdo descritos na Tabela 2.

Foi considerada a CFM do carvacrol a menor concentracdo que decorreu o
crescimento de trés colonias (ERNST et al., 1999). Foi empregado o controle de cada cepa
para viabilizar o crescimento das mesmas em meio sélido. A CFM variou de 25 a 102 pg/mL,
para todas as cepas a CFM foi a CIM, com excecdo das cepas ICB-59 e LM-309 que a CFM
foi 2xCIM.
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Tabela 2. Resultado da CFM do carvacrol frente ds cepas de C. neoformans.

Cepas Controle. (Micro- Carvacrol

organismo)

LM-05 + 25 pg/mL
FCF-102 + 32 ug/mL
FCF-119 + 40 pg/mL

IM-10 + 51 pg/mL
ICB-2601 + 51 pg/mL
LM-120 + 64 pg/mL
LM-0310 + 64 ng/mL

ICB-59 + 80 ug/mL

LM-22 + 81 ug/mL
LM-308 + 102 pg/mL

+: Presenca de Crescimento flingico.

A CFM foi determinada pelo cédlculo da média geométrica.

Lima et al (2013) determinaram a CFM do carvacrol contra cepas de Candida albicans
e obtiveram valores entre 256 e 512 pg/mL. No presente estudo, a CFM do carvacrol foi entre
25 e 102 pg/mL, sendo este valor diferente do obtido por Lima et al (2013). Em outro estudo,
feito por Manohar et al (2001), a CFM do carvacrol contra uma cepa padrido de C. albicans
(ATCC-48274) foi de 500ug/mL. As concentragdes da CIM e CFM determinados no presente
estudo foram baixas e conseguiu inibir totalmente as cepas, o que demonstra que nas
concentracdes avaliadas, o carvacrol apresentou acao fungicida. Acredita-se que para inibir o
crescimento fungico o carvacrol atue alterando a parede celular ou fun¢do da membrana (LEE

et al., 1999).

A membrana plasmdtica dos fungos € constituida por uma dupla camada de
fosfolipidios, parte desses fosfolipidios € hidrofilico e a parte mais interna da membrana ¢é
hidrofébica. Apresenta ainda um arranjo de proteinas infiltrado na bicamada lipidica,
proteinas de superficie ligadas a membrana e alguns carboidratos, o lipidio ergosterol e
enzimas, como ATPase, e quitina que compdem a parede celular (LOGUERCIO-LEITE et
al.,, 2006), conforme a Figura 4. A caracteristica lipofilica do carvacrol permite que o

fitoconstituinte atravesse a membrana e penetre na célula fungica.
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Figura 4. Ilustragdo da membrana celular fingica do Cryptococcus ssp.

Membrana plasmética

Quitina

Parede celular

Fonte: Adaptado de Alexis, 2004; Kartsonis et al. (2003).

O ergosterol (esterol) é o componente lipidico da membrana fingica e considerado o
mais importante por ser responsavel pela permeabilidade e fluidez (THEVISSEN et al., 2003).

Para investigar o modo de acdo foi feito um ensaio em que o carvacrol foi colocado na
presenca e na auséncia do ergosterol de acordo com a metodologia de Escalante et al (2008) e
também na presenca e na auséncia do colesterol (LIMA et al., 2013), esterol presente nas
células de mamiferos (ZACCHUINO, 2001).

Pode-se observar que a CIM do carvacrol aumentou na presenca de ergosterol e
colesterol nas concentracdes de 100, 200, 400 pg/mL (Tabela 3 e Tabela 4).

Na presenca do ergosterol, a CIM aumentou 4 vezes na concentracdo de 100 e 200
ug/mL e 8 vezes na concentracdo de 400 ug/mL, quando testado para cepa LM-22 (Tabela 3).
Neste mesmo teste, quando realizado para cepa FCF-102, a CIM aumentou 8 vezes para todas

as concentragdes (100, 200, 400 pg/mL) quando testado com ergosterol (Tabela 3).
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Tabela 3. Estudo do efeito do ergosterol na CIM do carvacrol frente C. neoformans LM-22 e C. neoformans
FCF-102.

C. neoformans LM-22 C. neoformans FCF-102

Carvacrol FC%TB éé Eé éé :8373 é’é éé T‘Eé

wgmb) | 52| 23| 29 29| 32| 29| 2B £9

o o = o = & = = 38 2 3 2 3 2 2

&0 Bg| B2| B3| 28| B3| B2 Bg

ZA | A2 | A8 | M| 28| @S| A5 | BT
1024 pg/mL - - . 3 3 ) ) ]
512 pg/mL - - . + ) ) ) ]
256 pg/mL - - ; " 3 ) ) ]
128 pg/mL - + + + ) + + N
64 ug/mL - + + " 3 + 4 N
32 ug/mL + + + + ) + + N
16 pg/mL + + + " 3 + N N
8 nug/mL + + + + + + + +
4 pg/mL + + + + + + + +
2 pg/mL + + + + + + + +
I pg/mL + + + + + + + +
0,5 ug/mL + + + + + + + N

+ : Crescimento flingico; - : auséncia de crescimento fungico.

A CIM foi determinada pelo cdlculo da média geométrica.

Na tabela 4, observa-se que o carvacrol teve sua CIM alterada na presenca do
colesterol. Na cepa LM-22 a CIM aumentou 6 vezes nas concentracdes de 100 e 200 pg/mL, e
na concentracdo de 400 pg/mL aumentou 10 vezes (tabela 4). Ainda neste ensaio, foi
utilizada a cepa FCF-102 e observou que a CIM aumentou 8 vezes nas concentracdes de 100 e

200 pg/mL , e na concentragdo de 400 ug/mL a CIM aumentou em 14 vezes na presenga do

colesterol.
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Tabela 4. Estudo do efeito do colesterol na CIM do carvacrol frente C. neoformans LM-22 e C. neoformans
FCF-102.

C. neoformans LM-22 C. neoformans FCF-102

Carvacrol g S| e E] E g S E] = g 'é S ’é 'S ’é]

g S o CES L% Q L L O =

hgmb) | $5% 52| 32| 22(583 22| 52| 22
1024 pg/mL - - - + } ) ) N
512 pg/mL - - + ) ) ) N
256 pg/mL - + + + 3 ) ) N
128 pg/mL - + + + ) + + N
64 ug/mL - + + " 3 + + N
32 ug/mL + + + + ) + + N
16 pg/mL + + + " 3 + + N
8 pg/mL + + + + + + + N
4 pg/mL + + + + + + + +
2 pg/mL + + + + + + + N
I pg/mL + + + + + + + +
0,5 pg/mL + + + + + + + N

+ : Crescimento flingico; - : auséncia de crescimento fingico.

A CIM foi determinada pelo cdlculo da média geométrica.

Diante dos resultados obtidos, a CIM do carvacrol aumentou proporcionalmente ao
aumento da concentracdo do ergosterol no meio. Este resultado sugere que o carvacrol pode
atuar ligando ao ergosterol exdgeno. Como o ergosterol é o esterol presente nas células
fangicas, a ligacdo carvacrol-ergosterol teria como consequéncia o aumento da
permeabilidade, ocasionando a saida de fons de Ca**, K" radicais, proteinas (BAKKALII et
al., 2008) e com isso a desestabilizagdo da membrana e inibi¢cdo do crescimento fingico,
conforme figura 5. A integridade da membrana celular € essencial para sobrevivéncia dos

fungos porque é responsével pelas funcdes celulares.
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Figura 5. Acdo do Carvacrol na membrana fiingica do C. neoformans.

Carvacrol

N
-
Ergosterol \ N’

MMembrana -{W
celular %

.

+*
Ligacio do carvacrol ao Ca*”

ergosterol E MNa*~
- !‘ &:ﬁﬁ
K

-

Fonte: Adaptado de Gongalves (2011).

Hammer et al (2004) avaliaram a atividade antifingica do 6leo essencial de M.
alternifolia rico em terpendides sobre Candida albicans, C. glabrata e Saccharomyces
cerevisiae e verificaram que o 0leo essencial nas concentracdes de 0,25% e 1,0% alteraram a
fluidez e a permeabilidade da membrana fingica.

Gil e Holley (2006) investigaram o rompimento da membrana celular de cepas de L.
monocytogenes, Lb sake ¢ E. coli O157TH7 quando expostas a concentragdes bactericidas de
compostos aromaticos (carvacrol, eugenol e cinamaldeido). Os resultados indicaram que o
carvacrol provocou a ruptura da membrana citoplasmdtica e o aumento da sua
permeabilidade.

Porém, o carvacrol teve interacdo com o colesterol, tal resultado mostra que as CIM
foram bem maiores na presenca do colesterol, quando comparado com o meio com ergosterol.
Tal resultado sugere que o fitoconstituinte pode apresentar toxicidade frente as células
humanas, ja que o colesterol é componente das membranas plasmaticas de células animais.

Os hidrocarbonetos ciclicos, como terpenos, ciclo alcanos, podem apresentar
toxicidade. Esta acdo pode ser atribuida a interagdo da parte lipofilica desses grupos com a
parte hidrofébica da estrutura da membrana (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995), a parte
lipofilica dos 6leos essenciais tende a se acumular na membrana citoplasmatica (POZATTI et
al., 20006).

A lipofilicidade € uma carateristica fisico-quimica de um composto que depende de

outras caracteristicas, como polaridade, solubilidade e densidade (LEO; HANSCH; JOW,
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1976). Para obter informacdo sobre o cardter lipofilico do Carvacrol, Ultee, Bennik e
Moezelaar (2002) avaliaram o seu comportamento de particio em uma mistura de octanol e
dgua, onde o carvacrol teve uma preferéncia para a fase de octanol (mais hidrofébico) que
resultou em um log Pow 3.64. Diante dessa informacdo, o carvacrol pode apresentar afinidade
com o tecido adiposo e se concentrar no tecido e causar efeitos prejudiciais.

Wright e Shadnia (2008) encontraram uma co-existéncia de dois mecanismos para a
toxicidade de fendis, um sendo ndo-especifica e dependente da lipofilicidade, e a outra ligada
a capacidade de fendis para formar radicais por interagdo com as substincias reativas de
oxigénio geradas pelo stress oxidativo em células. Assim, se faz necessario um estudo
toxicoldgico do fitoconstituinte para assegurar o seu uso.

Entretanto, um estudo feito por Chami et al (2004), avaliaram atividades do carvacrol
e eugenol frente a candidiase oral em ratos imunocomprometidos, ndo observaram toxicidade
aguda nas doses utilizadas (160 e 380 pg/kg), categorizando esses 6leos como agentes
promissores para o tratamento de candidiase oral. Em outro estudo, esse realizado por Cleff et
al (2008), avaliaram a toxicidade do 6leo essencial de O. vulgare a 3% via oral e topica em
ratas. O mesmo quando utilizado por 30 dias ndo houve alteragdo na massa dos 6rgaos, no
eritrograma, e leucograma, mostrando que ndo apresenta efeitos toxicos.

Hoje, os lipossomas sdo bem utilizados no desenvolvimento de tecnologias. Sdo
vesiculas de natureza anfétera que permitem encapsular diversas moléculas hidrofilicas e/ou
lipofilicas. Quando utilizado como quimioterdpicos possibilita uma maior eficicia, reduz a
toxicidade e a dosagem da substincia (MACHADO; GNOATTO; KLUPPEL, 2007). Com
isso, os lipossomas seriam uma boa alternativa para veicular o carvacrol e atingir uma
aplicagdo terapéutica eficiente.

Foi realizado ainda nesse estudo o ensaio do ergosterol com a AB, como controle
positivo. Esse farmaco age ligando ao ergosterol, ocasionando o aumento da permeabilidade e
por fim a morte celular (MOREIRA, 2005).

Na presenca do ergosterol, para a cepa LM-22, a CIM da AB aumentou 10 vezes na
concentracdo de 100 pg/mL, e nas concentragdes de 200 e 400 pg/mL aumentou 14 vezes
(Tabela 5). Ainda neste ensaio, a CIM da AB para a cepa FCF-102 aumentou 10 vezes na
concentracdo de 100 ug/mL, e nas concentragdes de 200 e 400 pg/mL aumentou 12 vezes

(Tabela 5).
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Tabela 5. Estudo do efeito do ergosterol na CIM da anfotericina B frente C. neoformans LM-22 e C. neoformans
FCF-102.

C. neoformans LM-22 C. neoformans FCF-102
Anfotelglcma g ?8) g . g B g . g ?8) g . g . g .
5822285228528 53z 28§28 z8¢E
(hg/ml) | 2= gl g=a g8 §F 227 g =9 598 §F 9
< 58 14 4 < a4 a8 s
64 ug/mL - - + + - - - -
32 ug/mL - - + + - - - -
16 pg/mL - + + + - - + +
8 ug/mL - + + + - + + +
4 ug/mL - + + + - + + +
2 ug/mL - + + + + + +
I ug/mL - + + + - + + +
0,5 pg/mL + + + + - + + +
0,25 pg/mL + + + + + + + +
0,125 pg/mL + + + + + + + +
0,062 pg/mL + + + + + + + +
0,031 pg/mL + + + + + + + +

+ : Crescimento flingico; - : auséncia de crescimento fingico.

A CIM foi determinada pelo calculo da média geométrica.

Tabela 6. Estudo do efeito do colesterol na CIM da anfotericina B frente C. neoformans LM-22 e C. neoformans
FCF-102.

C. neoformans LM-22 C. neoformans FCF-102
Anfotericina g S| © E S A 'S a g ERE a S A IS a
Bugml) | §5%| 2|28 38E587 738325 %8¢
IR R R R R R IR
< O 02|00 O < g o O O

64 ng/mL - - - - - - - -

32 ug/mL - - - - - - - -

16 pg/mL - - - - - - - -

8 ug/mL - - - - - - - -
4 ug/mL - - - - - - - -
2 ug/mL - - - - - - -

1 ug/mL - + + + - - - -

0,5 pg/mL + + + + - + + +
0,25 pg/mL + + + + + + + +
0,125 pg/mL + + + + + + + +
0,062 pg/mL + + + + + + + +
0,031 pg/mL + + + + + + + +

+ : Crescimento fungico; - : auséncia de crescimento fungico.

A CIM foi determinada pelo cdlculo da média geométrica
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No caso do caso do efeito do colesterol sob a CIM da AB, foi o dobro do valor da CIM
desse antifingico para LM-22 e FCF-109 em todas as concentracdes (Tabela 6). Vale
ressaltar, que foram realizados juntamente com estes experimentos 0s ensaios para o controle
positivo e negativo e que os mesmos indicaram que as cepas estavam vidveis e o meio estéril.

A AB ¢ utilizada na terapia antifingica sistémica, atua rapidamente e causa danos
letais na maioria dos agentes de micoses endémicas e oportunistas. Constituem indicac¢des
primdrias de terapia com AB casos de criptococose, aspergilose, infeccdes disseminadas por
Candida spp. resistentes a triazélicos e infeccdes por certos agentes de feohifomicoses e de
hialohifomicoses (GONCALVES, 2011).

As moléculas de AB quando estdo em altas concentracdes, elas se auto-associam
formando dimeros ou agregados maiores (LARABI et al, 2004). Um estudo realizado por
Huang et al (2002), constatou que AB tanto na forma monomérica quanto agregada, pode
formar canais em membranas contendo ergosterol, mas somente a forma agregada formou tais
canais em membranas contendo colesterol.

Assim, embora a AB possua maior afinidade por ergosterol, muitos dos efeitos toxicos
que lhe sdo atribuidos sdo resultados da sua capacidade em ligar-se ao colesterol
(BOLARD et al., 1993; HUANG et al., 2002). A toxicidade renal é um dos efeitos de maior
incidéncia causado pelo uso desse antiftingico, cujas principais manifestacdes sao: reducdo da
filtracdo glomerular, hipocalemia e hipomagnesemia (SARA et al., 1990). Em um estudo
comparativo entre anfotericina B e Caspofungin®, 24,8% dos pacientes que foram tratados
com AB (0,6 - 1,0 mg/kg/dia) apresentaram nefrotoxicidade comprovada através de achados
laboratoriais (MORA-DUARTE et al., 2002).

Outro fator limitante no tratamento das infeccdes fungicas é a resisténcia do fungo
frente a acdo dos farmacos disponiveis (OLIVEIRA, 2012). Dalazen et al (2011),
demostraram alta taxa de resisténcia a AB (96,6%) quando avaliaram isolados clinicos de
Candida sp. Trilles et al (2004), avaliaram a susceptibilidade in vitro de nove antifingicos
contra Cryptococcus gattii, em que mais de 90% dos isolados exibiram concentragdes
inibitérias minimas maiores que 16 pg/mL e 64 pg/mL ao itraconazol e fluconazol
respectivamente para 57 isolados avaliados, indicando assim resisténcia para esses
antifiingicos. Ainda nesse estudo, os resultados obtidos por estes autores apontam menor
susceptibilidade de C. gartii frente aos antifingicos testados quando comparados a C.
neoformans.

Diante das consideragdes, o fitoconstituinte carvacrol mostra-se como uma alternativa

promissora para o tratamento de infec¢des flingicas. Apesar da interagdo do carvacrol com o
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colesterol, € necessdrio estudos de toxicidade para comprovar tal efeito, visto que a técnica
desenvolvida no presente trabalho nio substitui os ensaios de toxicidade.

Uma forma de otimizar o uso do carvacrol, é a sua associacdo com farmacos
convencionais. Essas associacdes vém sendo bastante estudadas por métodos in vitro, sendo a
técnica de “checkerboard” bastante utilizada (ODDS, 2003; GRECO; BRAVO; PARSONS,
1995). Entdo, é necessdrio realizar a associagdo do carvacrol com a AB para assegurar o seu
uso e o efeito da sua possivel associacdo. Rosato et al (2008) demonstraram a potencial
atividade sinérgica entre Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia, Origanum vulgare,
Pelargonium graveolens e AB contra espécies de Candida sp. (ROSATO et al., 2008). Vale
ressaltar, que o composto farmacologicamente ativo presente no 6leo essencial do orégano € o
carvacrol (3 a 17%) (FARMACOPEIA ITALIANA, 1998).

O antifungico do futuro deve ter amplo espectro de atividade fungicida, ser seguro e
nio téxico para as células do hospedeiro (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). Assim, diante
dos resultados obtidos, o fitoconstituinte carvacrol pode futuramente torna-se um farmaco,

porém, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar seu mecanismo e a toxicidade.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir:

e Nas condi¢des avaliadas, o fitoconstituinte carvacrol apresentou acdo antiftingica
contra cepas de Cryptococcus neoformans;

e O caravacrol pode atuar ligando-se ao ergosterol exdgeno;

e O fitoconstituinte apresentou interacdo com o colesterol, esterol presente nas células

de mamiferos.
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