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RESUMO

O aumento significativo de microrganismos resistentes aos antifungicos tem se
tornado um problema a saude publica, causando elevacdo na morbidade e
mortalidade de pacientes. Uma alternativa para superar a resisténcia aos
antimicrobianos pode ser 0 uso de produtos naturais. A busca de novas substancias
com atividade antifungica tornou-se cada vez mais necessaria, no entanto, outra
estratégia bastante estudada é a associagdo entre agentes antimicrobianos, cuja
combinacdo procura promover uma maior eficacia no tratamento, permitindo a
utilizacdo de doses menores de cada farmaco, diminuindo o risco de toxicidade. Nas
duas ultimas décadas o género Rhodotorula tem sido reconhecido como agente
patogénico emergente em seres humanos. O objetivo deste trabalho foi determinar a
concentracao inibitéria minima (CIM) do carvacrol e dos antifungicos (anfotericina B,
cetoconazol e itraconazol) contra Rhodotorula spp.. Para as cepas sensiveis aos
farmacos testados, também foi avaliado a eficacia dos agentes antifungicos quando
associado com o carvacrol contra Rhodotorula spp.. As determinacdes das CIMs do
carvacrol e dos antifungicos foram realizadas pelo método de microdiluicdo em
caldo. Para o estudo de associacao foi utilizado a metodologia Checkerboard. As
CIMs do carvacrol variaram entre 8ug/mL e 128ug/mL, enquanto as CIMs da
anfotericina B, do cetoconazol e do itraconazol foram entre 2ug/mL e 64ug/mL. No
ensaio de Checkerboard, a combinacdo do carvacrol com cetoconazol forneceu
resultado sinérgico para uma cepa de Rhodotorula spp.. Resultados aditivos foram
demonstrados na associacdo do carvacrol com o itraconazol e com o cetoconazol,
para anfotericina B todos os resultados foram indiferentes. E importante observar
que nao houve resultados antag6nicos nesse trabalho. Associacdes de substancias
oriundas de plantas, como componentes de O6leos essenciais, com antifingicos
podem ser promissores no combate de microrganismos causadores de infeccoes em
seres humanos, como a Rhodotorula spp..

Palavras-chave: Rhodotorula spp.. Antifungicos. Monoterpeno. Checkerboard.



ABSTRACT

The significant increase of microorganisms resistant to antifungal agents has become
a problem of public health, causing high morbidity and mortality of patients. An
alternative to overcome antimicrobial resistance may be the use of natural products.
The search for new substances with antifungal activity has become increasingly
necessary, however, another well-studied strategy is the association between
antimicrobial agents, the combination of which seeks to promote greater efficiency in
the treatment, allowing the use of less of each drug doses, reducing the risk of
toxicity. In the last two decades the Rhodotorula genus has been recognized as an
emerging pathogen in humans. The objective of this study was to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) of carvacrol and antifungals (amphotericin B,
ketoconazole and itraconazole) against Rhodotorula spp.. For sensitive strains to test
drugs, it was also evaluated the effectiveness of antifungal agents when associated
with carvacrol against Rhodotorula spp.. The determination of MICs carvacrol and
antifungals were performed by the broth microdilution method. For the association
study we used the methodology Checkerboard. The MIC of the range between
carvacrol 8ug/mL and 128ug/mL, whereas the MIC of amphotericin B, ketoconazole
and itraconazole were between 2ug/mL and 64pg/mL. In the checkerboard assay,
the combination of carvacrol with ketoconazole provide synergistic results for a strain
of Rhodotorula spp.. Results additives were demonstrated in association with
carvacrol itraconazole and ketoconazole, amphotericin B for all results were
indifferent. It is important to note that there were no antagonistic results in this work.
Combinations of substances originating from plants as constituents of essential oils,
may be antifungal promising in fighting infectious agents in humans such as
Rhodotorula spp..

Keywords: Rhodotorula spp.. Antifungals. Monoterpene. Checkerboard.
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1. INTRODUCAO

O aumento progressivo da resisténcia de microrganismos a antifungicos tem
sido uma crescente preocupagdo na area micologica. A resisténcia microbiana
mostra-se como um grave problema de saude publica, pois o indice de mortalidade
devido as infeccdes é alto (BEDOUT; GOMEZ, 2010; COLOMBO et al., 2013).

A terapéutica antifungica, apesar de mais diversificada, ainda apresenta
algumas limitagdes referente a toxicidade sobre as células humanas e a resisténcia,
podendo ser intrinseca ao organismo especifico ou pode ser adquirida pelo
organismo durante a terapia. Essa resisténcia pode estar atribuida a uma mutacao
que aumenta a expressdo de enzimas ou a outras alteragdes do alvo do farmaco
(BARKER; ROGERS, 2006; NISHI et al., 2009). As cepas de Rhodotorula spp. foram
consideradas a quarta espécie de maior prevaléncia entre as leveduras nao-Candida
isoladas de amostras clinicas (PFALLER et al., 2009). Espécies de Rhodotorula,
incluindo R. mucilaginosa (R. rubra) e R. glutinis, sdo muitas vezes resistentes ao
fluconazol e ao voriconazol. A anfotericina B € o agente antifungico de primeira
escolha para o tratamento de infec¢des por Rhodotorula spp., entretanto, seu uso
ainda é bastante limitado devido a problemas de reacdes adversas, principalmente a
nefrotoxicidade (PFALLER et al., 2007).

Uma alternativa para superar os problemas como a resisténcia dos
microrganismos aos antimicrobianos pode ser estabelecida com o uso de produtos
naturais e fitoquimicos. Plantas medicinais tém sido utilizadas para o tratamento de
doencas e infeccbes por milhares de anos na medicina tradicional, demonstrando
que as plantas e os seus produtos aromaticos tém alta atividade antimicrobiana
(TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

A busca de novos farmacos e agentes mais eficientes torna-se cada vez mais
necessaria, como também, a associagdo entre agentes antimicrobianos é uma
estratégia bastante importante. Essa combinacdo busca promover uma maior
eficacia no tratamento, permitindo a utilizacdo de doses menores de cada farmaco,
diminuindo assim o risco de toxicidade dos farmacos, além da prevencao a
resisténcia (DRAGO et al,. 2007). Segundo Langeveld; Veldhuizen; Burt (2014) a
atividade antimicrobiana dos éleos essenciais e 0s seus componentes pode atuar

em sinergia com alguns antimicrobianos, aumentando essa atividade.
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Busca-se a partir disso, estudar a atividade antifungica do carvacrol,
anfotericina B, cetoconazol e itraconazol isoladamente, bem como em associacao
pela técnica de Checkerboard, esse método visa determinar a concentracao
inibitéria minima (CIM) de cada componente em combinacdo um com o outro em
diferentes concentragbes. Além disso, a atividade antifungica foi avaliada pela
determinacao da CIM do carvacrol, anfotericina B, cetoconazol e itraconazol contra

as cepas de Rhodotorula spp.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Os fungos sao microrganismos eucariontes, heterotréficos (MEIRELES;
NASCENTE, 2009). Constituidos por parede celular rica em quitina e glucanos, além
disso, apresentam como principal componente na sua membrana plasmatica o
ergosterol (BOWMAN, FREE, 2006). Classificados morfologicamente em dois grupos
principais: leveduras e filamentosos. As leveduras s&o unicelulares, arredondadas
ou ovaladas e podem se reproduzir de forma assexuada ou sexuadamente. Os
fungos filamentosos sao multicelulares, sao constituidos de um conjunto de células
tubulares denominadas hifas, cujo conjunto é denominado micélio (SIDRIM;
ROCHA, 2010). Existem ainda os fungos dimérficos, que se apresentam sob ambas
as formas, dependendo principalmente da temperatura, mas sob influéncia também
do teor de CO; e de condi¢des nutricionais (BRASIL, 2004).

Os fungos apresentam uma ampla distribuicdo na natureza podendo ser
encontrados em diversos ambientes entre eles: ar, agua, solo, animais e alimentos.
Dependendo das espécies podem sofrer variagdes conforme a estagdo do ano, grau
higroscopico do ar, localidade, entre outros (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA,
2010).

Nas ultimas décadas tém surgido infec¢des causadas por leveduras como uma
causa comum e significativa de morbidade e mortalidade em pacientes
imunocomprometidos. A maioria das infecgbes fungicas é causada por fungos
oportunistas geralmente reconhecidos, tais como Candida spp., Cryptococcus
neoformans e fungos dimérficos. No entanto, as leveduras atualmente saprofitas
como Rhodotorula spp., Trichosporon spp., Malassezia spp. e Geotrichum candidum
vém surgindo como patdégenos oportunistas (THAKUR et al., 2007).

Rhodotorula € uma levedura do tipo basidiomiceto, que pertence ao filo
Basidiomycota, ordem Sporidiales, familia Sporodiobolaceae e subfamilia
Rhodotorulalodeae (FELL et al., 2000; SCORZETTI et al., 2002). O género
Rhodotorula integra trinta e quatro espécies embora apenas trés estejam
relacionadas a infeccdes no homem, R. glutinis, R. minuta e R. mucilaginosa. A
diferenca entre estas espécies reside principalmente no perfil de assimilacao de
carboidratos e nitratos. As Rhodotorula spp. geralmente apresentam aspecto liso
e/ou mucoso, e pigmento carotendide tipico, variando de cor amarelada a vermelho
(FELL; STATZELL-TALLMAN, 1998; WARREN; HAZEN, 1999; ALMEIDA, 2005).
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Varios autores tém isolado espécies de Rhodotorula em diferentes
ecossistemas e ambientes, podendo ser encontrado no ar atmosférico, bem como
na colonizagdo da pele, saliva, urina e fezes, além das infecgbes descritas em
animais. Nas duas ultimas décadas o género Rhodotorula tem sido reconhecido
como agentes patogénicos (LARONE, 1995; MICELI; DIAZ; LEE, 2011).

Com o aumento acentuado e cada vez maior de individuos com a imunidade
comprometida, como doentes infectados com virus da imunodeficiéncia humana,
com diabetes, com céancer, transplantados, entre outros, do mesmo modo que, 0
aumento da resisténcia aos antifungicos disponiveis e a utilizacdo de determinados
métodos médicos invasivos, formam um conjunto de fatores que causam o aumento
das infec¢des fungicas emergentes (MCCALL; BADDLEY, 2010; ABU-ELTEEN;
HAMAD, 2012).

O primeiro relato de fungemia causada por Rhodotorula spp. foi feita por
Louria; Greenberg; Molander (1960). Subsequentemente, um numero crescente de
casos, tem sido publicado, especialmente nas ultimas duas décadas. No entanto,
este aumento de publicacdo pode ser ap6s o reconhecimento desse agente como
patdbgeno. Outra explicagcdo, possivel, é a dramatica expansdao de novas
modalidades de tratamento relacionada a medicina intensiva e transplante, além do
uso prévio de antimicrobianos, nutricdo parenteral, e cirurgia abdominal. (ZAAS et
al., 2003; MICELI; DIAZ; LEE, 2011; WIRTH; GOLDANI, 2012; SPILIOPOULOU;
ANASTASSIOU; CHRISTOFIDOU, 2012).

Infeccao da corrente sanguinea € a forma mais frequente descrita na literatura,
estudos sobre essa incidéncia mostrou-se entre 0,5% e 2,3% nos EUA e na Europa,
respectivamente (LUNARDI et al., 2006; ALMEIDA et al., 2008). Outras infeccoes
que estao relacionadas a esse tipo de patégeno incluem endoftalmite, onicomicose,
meningite, infecgbes de proteses articulares e peritonite, tém sido relatados em
pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos (DUGGAL et al.,, 2011;
WIRTH; GOLDANI, 2012).

Estudo realizado por Garcia-Suérez et al. (2011) analisa 29 casos de fungemia
por Rhodotorula em pacientes com doencas hematologicas, mostrando que 100%
dos pacientes que desenvolveram fungemia estavam associados a algum tipo de
acesso venoso central. Um levantamento de infecgdes por espécies de Rhodotorula
realizado por Tuon; Costa (2008) analisando 66 pacientes com fungemia, mostra
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que a R. mucilaginosa foi responsavel pela maioria dos casos, seguida por R.
glutinis.

Segundo Nunes et al. (2013) a correlagdo entre fungemia ocasionada por
Rhodotorula spp. estar diretamente relacionada com a duragdo do uso do cateter,
atribuido na formacédo de biofilmes, dados publicados pelo autor demonstrou a
capacidade dessas espécies, principalmente R. mucilaginosa e R. minuta,
verificando também que isolados clinicos sdo melhores na formag&o de biofilmes do
que cepas isoladas do ambiente.

Os agentes terapéuticos atuais podem ser divididos em dois grupos: o primeiro,
os antifingicos que ocorrem naturalmente, tais como os polienos e as
equinocandinas, e o segundo, os farmacos sintéticos, incluindo os azdéis e as
pirimidinas fluoradas (RANG et al., 2007). Os antifungicos podem atuar em

diferentes alvos moleculares (Figura 1, pag. 16).

Figura 1 - Mecanismo de acao dos antifungicos

Inibicdo da sintese de

DNA/RNA no nucleo Inibi¢do da biossintese
Pirimidinas Fluoradas de ergosterol
Flucitosina A Azois:

...... Esqualeno Fluconazol

§ Ecquatens eporitase Cetoconazol

Lanosterol |

. l_ 14-g-desmetilase ltraconazo

2 Voriconazol

"Esgostwnl
7

Posaconazol

Inibicdo da sintese de
B-1,3-glucana da parede
celular

Inativagao do ergosterol
na membrana celular

Equinocandinas: — Polier.u.)s:
Caspofungina Anrl:lqtterlt.clna B
istatina

Micafungina
Anidulafungina

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Introduzido na década de 1950, a classe dos polienos representa a mais antiga
familia de farmacos antifungicos (MOHR et al., 2008; MATHEW; NATH, 2009).
Apesar do amplo grupo de polienos, apenas dois farmacos sdo os mais usados
clinicamente, a anfotericina B e a nistatina, apresentam estruturas quimicas similares

e 0 mesmo mecanismo de acdo (RANG et al., 2007). A anfotericina B é uma mistura
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de substancias derivadas de cepas de Streptomyces nudous, bactéria que habita o
solo. A anfotericina B apresenta um espectro de agdo muito amplo, mostrando uma
atividade maior para a maioria dos fungos patogénicos. Dependendo da sua
concentragdo e da sensibilidade do microrganismo, pode assumir uma acao
fungicida (BOSSCHE; ENGELEN; ROCHETTE, 2003; DELUCIA; OLIVEIRA, 2004;
LUISI et al., 2008; KLEPSER, 2011).

A atividade antifungica dos polienos € mediada por meio da ligacao ao
ergosterol, um componente primordial para a membrana fuangica, a formag¢ao desse
complexo, resulta na criacdo de poros na membrana. Esses canais formados
aumentam a permeabilidade da membrana, gerando um desequilibrio nas
concentragbes de componentes celulares, incluindo proteinas e cations
monovalentes e divalentes, levando a perda do potencial de membrana e
consequentemente, morte celular (MOHR et al., 2008; MATHEW; NATH, 2009;
CHANDRASEKAR, 2011).

As caracteristicas semelhantes entre os esteroides lipidicos, ergosterol e
colesterol, explicam em grande parte, os efeitos colaterais ocasionados pela
anfotericina B, principalmente a nefrotoxicidade, apresentando uma alta incidéncia e
morbidade em pacientes. Esses efeitos colaterais s&o justificados pelo mecanismo
de acdo da molécula que apresenta uma alta afinidade com o colesterol, um esterol
lipidico encontrado nas células dos mamiferos (ODDS et al., 2003; LANIARDO-
LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).

Os azdis sao os antifungicos mais utilizados na pratica clinica e,
consequentemente, sdo também a classe mais estudada pela comunidade cientifica.
Dividem-se em dois grupos: os imidazdis (cetoconazol e miconazol) e os triazdis
(itraconazol, fluconazol e voriconazol) (VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012).
Os azo6is também exercem seus efeitos na membrana da célula fungica, atuando na
via de inibicdo do ergosterol. Sua atividade se da por meio da inibicao da 14-a-
desmetilase, acarretando no acumulo do lanosterol na célula fungica e na
interrupcdo da biossintese de ergosterol, gerando a perda da integridade da
membrana. Estes antifingicos, principalmente o fluconazol, causam menos efeitos
adversos que a anfotericina B, embora apresente menor poténcia antifUngica
(THOMPSON; CADENA; PATTERSON, 2009; PFALLER, 2012).

Representando uma nova classe de farmacos antifungicos, as equinocandinas,

aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento de infec¢des
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fungicas sistémicas, tém como alvo farmacoldgico a B-1,3-glucano sintase, uma
enzima responsavel para a sintese de (3-1,3-D-glucano, componente essencial da
parede celular de varios fungos. A agdo desses antifungicos leva a desestabilizagcao
da parede celular fungica, consequentemente lise e morte celular (PFALLER et al.,
2011).

O analogo de pirimidina, a flucitosina, apresenta uma acao limitada e toxicidade
consideravel quando usado isoladamente, além da facilidade dos microrganismos
desenvolverem mecanismos de resisténcia. Seu mecanismo ocorre quando a
flucitosina € convertida no antimetabdlito 5-fluorouracil nas células fungicas. A 5-
fluorouracil, que inibe a timidilato sintetase e, portanto, a sintese de DNA (MATHEW;
NATH, 2009; WILSON; DREW; PERFECT, 2009).

Outra classe descoberta em 1970 € a alilaminas que atuam inibindo a sintese
de ergosterol, porém por uma via diferente dos compostos azélicos. Sao inibidores
reversiveis da esqualeno epoxidase, uma enzima envolvida nas etapas iniciais da
sintese de esteréis (ODDS; BROWN; GOW, 2003; CARRILO-MUNOZ et al., 2010).

Existem poucos estudos que determinam a sensibilidade de isolados clinicos
de Rhodotorula spp. contra diferentes agentes antifungicos (ZAAS et al., 2003;
ALMEIDA et al., 2008; KRZYSCIAK; MACURA, 2010). Todas as Rhodotorula spp.
foram consideradas intrinsecamente resistentes aos azdis (voriconazol e fluconazol)
e equinocandinas. Recentemente, a profilaxia ou o tratamento com fluconazol foi
considerado um fator de risco para fungemia por Rhodotorula, pacientes que
receberam azb6is e equinocandinas tiveram risco de avango de desenvolver
fungemia (PFALLER et al, 2009; POSTERARO et al., 2015).

Ainda é um desafio constante o tratamento das infecgdes fungicas emergentes,
pois os dados existentes sobre a dose ideal e o tipo de terapia adequada estao
condicionados, a falta da realizacdo de testes de sensibilidade. O tratamento tende a
ser mais duradouro, muitos farmacos antifingicos sdo demasiados caros e tem um
grande potencial de causar toxicidade ou interagbes com outros tipos de
medicamentos (HUPRIKAR; SHOHAM, 2013).

O aumento significativo da resisténcia clinica aos antifingicos, devido ao
diagndstico tardio e o relativo numero reduzido de classes de antifungicos
acessiveis, favorecem o aumento da mortalidade atribuida as infecgdes sistémicas.
Associado a isso, a resisténcia fungica aos agentes disponiveis tornou-se um

problema para alguns grupos de pacientes, especialmente os imunocomprometidos
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(CANNON et al., 2009). Muitos microrganismos que causam danos a saude humana
exibem resisténcia aos antimicrobianos devido ao seu uso inadequado (SILVA et al.,
2008).

O fenbmeno de resisténcia pode ser entendido como uma selecdo de cepas
com perfil genético modificado. Existem diferentes mecanismos bioquimicos que
colaboram para o fendétipo de resisténcia a farmacos. Os mais rotineiros entre eles
envolvem uma modificagdo na membrana plasmatica reduzindo a permeabilidade ou
a capitacado do farmaco, alteragdes estruturais no sitio alvo e um aumento no efluxo
dos farmacos ou alteragao nos niveis intracelulares dos farmacos (BOSSCHE, 1997;
DEISING et al., 2008).

A utilizagdo de plantas com fins medicinais € uma pratica antiga, até hoje é
empregada na medicina popular. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, entre
70 a 90% paises em desenvolvimento depende do uso de plantas medicinais como
tnica forma de terapia para as mais diversas doencas (ARAUJO et al, 2013). Assim,
existe uma necessidade para a descoberta de novos farmacos a partir de fontes
naturais, incluindo plantas, na busca de substancias mais eficazes e menos toxicas
(HUSSAIN et al., 2015).

As plantas produzem uma grande diversidade de metabdlitos secundarios.
Acredita-se que existam mais de 100.000 metabdlitos secundarios envolvidos nos
sistemas de defesa das plantas, surgindo como uma resposta quimica as interagdes
com predadores ao longo de séculos de evolucao (WINK, 1999; SCHAFER; WINK,
2009).

Os 6bleos essenciais sdo considerados metabdlitos secundarios importantes
para a defesa das plantas, extraidos a partir de plantas aroméaticas, geralmente
conhecidas devido suas propriedades medicinais e por serem amplamente utilizadas
para tratar uma variedade de doencas. Os seus constituintes variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis,
ésteres, éteres, 6xidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinos,
até compostos de enxofre. Esses constituintes podem variar as concentragdes entre
os 6leos, e na maioria das vezes um deles € o componente majoritario, existindo
outros em menores teores (BAKKALI et al., 2008; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER,
2010; HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

Os dleos essenciais mais conhecidos e utilizados s&o constituidos basicamente
por duas classes de compostos, os terpenos e fenilpropenos, sendo os terpenos
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mais abundantes. Os terpenos sao compostos hidrogenados de cadeias carbdnicas
ciclicas ou alifaticas, a sua nomenclatura e classificacdo se da em funcao das
unidades de isoprenos (CsHs) presentes na molécula. Os monoterpenos consistem
em uma estrutura de 10 carbonos, constituida a partir do acoplamento de duas
unidades de isoprenos. Trés unidades de isoprenos (C15) constituem os
sesquiterpenos, quatro unidades (C20) constituem os diterpenos, e assim por diante
(WATERMAN, 1993; LOPES, 1997).

Diversas plantas apresentam o carvacrol como principal constituinte de seus
Oleos essenciais, dentre as espécies de vegetais que apresentam este
fitoconstituintes estao, Lippia gracilis Schauer, Lippia grandis Schauer, Origanum
dictammus, Origanum vulgare (orégano), Origanum Majorana, Timbra capitata,
Satureja hortensis, Thymus wvulgaris, Thymus serpyllum e Satureja montana
(VOKOU; KOKKINI; BESSIERE, 1993; ULTEE; BENNIK; MOEZELAAR, 2002;
BURT, 2004; DE VINCENZI et al., 2004; ALBUQUERQUE, 2006; MONZQOTE et al.,
2009; LIOLIOS et al., 2010; SARRAZIN et al., 2012). O carvacrol (2-metil-5-
isopropilfenol) € um monoterpeno (Figura 2, pag. 20) fendlico, sendo um dos
fitoconstituintes mais estudados dentre os 0Oleos essenciais, devido as diversas
propriedades que apresenta, entre elas, antioxidante, hepatoprotetor, espasmolitico,
vaso-relaxante, ainda possui atividade contra o cancer, além de apresentar atividade
antimicrobiana (SIKKEMA et al., 1995; NOSTRO; PAPALIA, 2012; BUCHBAUER,;
ILIC, 2013).

Figura 2 - Estrutura quimica do carvacrol

OH

Fonte: HYLDGAARD et al. (2012).
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Na literatura é possivel encontrar diversos estudos que exemplificam a
atividade antimicrobiana de extrato de plantas, 6leos essenciais e seus constituintes
quimicos contra cepas de diferentes géneros. O carvacrol, por exemplo, ja foi
testado contra  Staphylococcus  epidermidis,  Pseudomonas  aeroginosa,
Staphylococcus aureus, Candida spp. e Streptococcus spp. (NOSTRO et al., 2007;
FREITAS et al., 2013; MAGI, MARINI; FACINELLI, 2015).

Apesar dos recentes progressos no tratamento de infecgdes fungicas invasivas,
a incidéncia dessas infeccoes é crescente e as taxas de resposta a terapia de
primeira linha continuam a ser insuficientes. Esta falha clinica levou a algumas
alternativas como, o incentivo no desenvolvimento de novos agentes antifungicos,
ou ainda associar dois ou mais agentes antifungicos (FOHRER et al., 2006).

Existem varias razbées para o uso de duas ou mais substancias combinadas
com atividade antifungica. As combinacdes podem permitir a diminuicdo das
dosagens de farmaco e, portanto, diminuir o perfil de efeitos adversos, além disso,
uma combinag¢do melhoraria a seguranca e tolerabilidade de farmacos considerados
toxicos, como também proporcionaria o aumento da eficacia. Outra razdo seria
alcancar atividade fungicida que pode nao ser possivel com apenas um agente,
retardando ainda o surgimento de resisténcia aos medicamentos. A terapia de
combinacdo pode fornecer cobertura de amplo espectro para os pacientes
gravemente doentes. Desta forma, o uso de mudltiplos farmacos com diferentes
mecanismos de acgao, provavelmente, pode atingir diversos alvos, agindo de modo
mais eficaz contra o microrganismo (LEWIS; KONTOYIANNIS, 2001; CHOU, 2006;
VAZQUEZ, 2008).

Diferentes métodos possibilitam o estudo dos efeitos da combinacao entre
farmacos. O teste Checkerboard € o mais utilizado, por ser um método de facil
execucao, capaz de determinar a inibicdo do crescimento de células fungicas na
presenca da combinagcédo de dois farmacos em diferentes concentracoes, utilizando
microplacas de microdiluicdo ou tubos de ensaios, as diluicbes variam acima e
abaixo da CIM, sendo calculado em relagdo ao controle positivo para crescimento
fungico. A interpretacdo dos resultados é determinada através do indice da
concentracao inibitéria fracionada (ICIF) (ODDS, 2003; O’'SHAUGHNESSY et al.,
2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

e Avaliar a atividade antifungica do carvacrol quando associado com os
agentes antifungicos contra cepas de Rhodotorula spp..

3.2 Objetivos especificos:

e Avaliar a CIM do carvacrol frente as cepas Rhodotorula spp..

e Determinar as CIMs da anfotericina B, cetoconazol e itraconazol contra
cepas de Rhodotorula spp..

e Avaliar o efeito da combinagdo do carvacrol quando associado com

anfotericina B, cetoconazol e itraconazol.
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4. METODOLOGIA
4.1 Local

Os ensaios laboratoriais referentes aos estudos de investigacdo da atividade
antifungica foram realizados nos Laboratérios de Bioquimica (J-08) e Microbiologia
(J-11) do Centro de Educagdo e Saude da Universidade Federal de Campina

Grande, campus Cuité, Paraiba.
4.2 Meios de cultura

Na execugdo dos ensaios da atividade antifungica, foi utilizado para o cultivo
das cepas fungicas o meio sélido agar sabouraud dextrose (ASD) e para a
realizacdo dos experimentos o meio liquido caldo sabouraud dextrose (CSD),
adquiridos da Difco® (Le Pont de Claix, France). O preparo e acondicionamento

destes meios seguiram as instru¢des do fabricante.
4.3 Cepas fungicas

Para realizagdo dos ensaios de atividade antifungica foram selecionadas 6
cepas leveduriformes do género Rhodotorula: LMP-1, LM-139, LM-680, LM-702, LM-
840 e LM-940, fornecidas pelo Laboratério de Micologia da Universidade Federal da

Paraiba.
4.4 Antifungicos

Foram utilizados os antifungicos: anfotericina B, cetoconazol e itraconazol. O
preparo das solugbes foi realizado no momento da execugdo dos experimentos,
utilizando agua destilada estéril com adi¢do de dimetilsulféxido (DMSO), com auxilio
do vértex para a completa solubilizacdo das solucbes dos antifiungicos. Foram
realizados testes controles com o DMSO nas mesmas concentracdes utilizadas com

os antifungicos.
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4.5 Preparacao da emulsao do carvacrol

O carvacrol utilizado no ensaio foi adquirido da Sigma-Aldrich® (Steinheim,
Germany). As emulsées do fitoconstituinte foram preparadas no momento do
experimento, dissolvido primeiramente em agua destilada estérii e em seguida
adicionado o Tween® 80 (polissorbato), utilizando o auxilio do vortex para
solubilizagéo.

4.6 Preparacao do inéculo

As cepas de Rhodotorula spp. foram mantidas em meio de cultura ASD durante
24-48 horas a 28°C. Para o preparo das suspensdes com 0s microrganismos foram
utilizados tubos contendo solucao salina (NaCl a 0,9%). Em seguida, as suspensodes
foram agitadas com o auxilio do vortex até total dissolu¢do e homogeneizagdo. A
turbidez dos inéculos foi comparada e ajustada com o tubo 0,5 da escala McFarland
que corresponde a 1-5 x 10° unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL)
(Figura 3, pag. 24) (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000).

Figura 3 - Esquema llustrativo da preparacao do in6culo

Agitagdo da
suspensdo em Vortex

Comparar
e aturbidez |fF—S

YR LAS
. U

Ingtiii Tubo 0,5 da
Escala McFarland

»

Solugéo salina

Cepas de Rhodotorula spp.
em meio sélido ASD

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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4.7 Determinacao da concentrac¢ao inibitoria minima

As determinagbes das CIMs do carvacrol e dos agentes antifungicos
(anfotericina B, cetoconazol e itraconazol) foram realizadas através do método de
microdiluicdo em caldo estabelecido pelo protocolo da CLSI (2008) (Clinical and
Laboratory Standards Institute), documento M27-A3, realizando algumas
modificagées. Foram utilizadas microplacas de 96 cavidades preenchidas com CSD
(100uL em cada cavidade) como meio de cultura (1, Figura 4, pag. 26),
posteriormente foi realizada a adicdo das substancias nas primeiras fileiras das
microplacas, realizando a diluicdo seriada 1:2 de cada substancia, individualmente.
O carvacrol e os antifungicos foram testados nas concentracbes 2048ug/mL a
2ug/mL e 1024pg/mL a 1pg/mL, respectivamente (2, Figura 4, pag. 26).
Adicionando, por ultimo, 10uL do indéculo do microrganismo, sendo conduzido com
aproximadamente 1-5 x 10°UFC/mL, em cada cavidade (3, Figura 4, pag. 26). Os
experimentos foram realizados em triplicata, garantindo sempre nas ultimas linhas os
controles positivos (CSD e microrganismo) e os controles negativos (apenas CSD).
As microplacas foram incubadas em temperatura de 28°C por 24-48 horas, até sua
leitura. As leituras foram feitas tanto visualmente como também com a utilizacao de
20uL de cloreto 2,3,5-trifenil tetrazdlio (CTT) a 1% (4, Figura 4, pag. 26).

A CIM foi considerada como a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento visivel das cepas fungicas nas cavidades, sem turvagdo ou formacgéao de
aglomerado (botao), comparando com os controles positivos e confirmado pelo CTT
(CLSI, 2008). O CTT é uma substancia incolor que quando na presenca de
microrganismo viaveis se reduz para formazano com coloracédo vermelha, através de

uma agao enzimatica (Figura 5, pag. 27) (BELOTI et al., 1999).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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Figura 5 - Resultado ilustrativo utilizando o CTT
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4.8 Método Checkerboard

O estudo de associagdo entre o carvacrol e os antifungicos (anfotericina B,
cetoconazol e itraconazol) foi executado utilizando a técnica Checkerboard, a partir
dos resultados obtidos das CIMs pela técnica de microdiluicdo em caldo.
Inicialmente, foram preparadas sete diluicbes com concentragdes diferentes tanto do
carvacrol quanto dos antifungicos, CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4 e
CIM/8.

Adicionando primeiramente 100uL do CSD em cada cavidade da microplaca (1,
Figura 6, pag. 28). Posteriormente, foi adicionado 50uL do carvacrol no sentido
vertical na placa nas seguintes concentracdes, CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2,
CIM/4 e CIM/8 (2, Figura 6, pag. 28), e 50uL dos antifungicos (individualmente) no
sentido horizontal, CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4 e CIM/8 (3, Figura 6,
pag. 28). Desta maneira, as diversas concentracées do carvacrol foram testadas na
presenca de varias concentracdes de cada um dos antifungicos. Adicionando 20uL
do in6culo em cada cavidade, sempre garantindo os controles positivos e 0s

controles negativos (4, Figura 6, pag. 28). As microplacas foram incubadas a 28°C
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por 24-48 horas. A leitura das microplacas também foi feita visualmente e com a

utilizacdo do CTT (5, Figura 7, pag. 28). Todos os testes foram realizados em

triplicata.

Figura 6 - Esquema ilustrativo de como foi preparado o Checkerboard
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O indice da Concentragao Inibitéria Fracionada (ICIF) foi calculado através da
soma da concentracdo inibitéria fracionada do CIF* + CIF®, onde A representa o
carvacrol e B os antifingicos. O CIF”, por sua vez, foi calculado através da relagdo
CIM* em combinagdo/ CIM* individual, enquanto que o FIC® = CIM® em
combinacdo/CIM® individual. O ICIF foi interpretado da seguinte forma: sinergismo
(£0,5), aditividade (>0,5 a 1,0), indiferenca (>1 e <4) ou antagonismo (=4,0) (CHIN;
WEITZMAN; DELLA-LATTA, 1997).

ICIF = CIFA + CIFB

CIM# em combinac¢io  CIM? em combinacio

ICIF =
¢ CIMA individual + CIME individual
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao da concentracgao inibitéria minima do carvacrol

Foram determinadas as CIMs do carvacrol frente a 6 cepas de Rhodotorula
spp.. Os valores das CIMs sdo mostradas na Tabela 1. O carvacrol apresentou uma
inibicdo frente a todos os microrganismos testados, variando a concentragao entre
8ug/mL a 128ug/mL, sendo que a cepa LM-139 apresentou uma maior sensibilidade
ao carvacrol.

De acordo com Sartoratto et al. (2004) a CIM entre 50 e 500ug/ml é
considerada uma forte atividade antimicrobiana, CIM entre 600 e 1500ug/mL
atividade moderada e CIM acima de 1500ug/mL é considerada uma atividade fraca.
Portanto, pode-se considerar que o carvacrol possui forte atividade contra isolados
clinicos de Rhodotorula spp. apresentando resultados abaixo de 500ug/mL.

Devendo salientar que nos controles positivos (CSD e microrganismo) houve
crescimento dos microrganismos, demonstrando a viabilidade das cepas, e nos
controles negativos (apenas CSD) nao foi observado crescimento fungico,

mostrando assim a esterilidade do meio utilizado.

Tabela 1 - Resultados das CIMs (ug/mL) do carvacrol frente as cepas estudadas

Cepas Rhodotorula spp. Carvacrol
LMP-1 128
LM-139 8
LM-680 32
LM-702 64
LM-840 64
LM-940 64

Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

Inumeros trabalhos vém relatando a atividade antimicrobiana do carvacrol
contra diferentes espécies de fungos. Resultado encontrado por Abbaszadeh et al.
(2014), com fungos filamentosos, entre eles Aspergillus niger (CIM 50ug/mL),
Cladosporium spp. (CIM 100ug/mL), Fusarium oxysporum (CIM 125ug/mL) e
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Rhizopus oryzae (CIM 200ug/mL). Lima et al. (2013) relatou uma alta atividade do
carvacrol frente isolados clinicos de Candida albicans (CIM 128ul/mL). Atividade
anti-candida também foi demostrado pelo carvacrol em estudo realizado por Ahmad
et al. (2011) com cepas de Candida sensiveis e resistentes ao fluconazol,
apresentando valores de CIMs de 75mg/L a 90mg/L e 75mg/L a 100mg/L,
respectivamente. Nobrega et al. (2016) avaliando a atividade do carvacrol contra
Cryptococcus neuformans, evidenciou resultados significativos com CIMs entre 25-
81ug/mL. E importante relatar que até o momento ndo foi encontrado na literatura
trabalhos que determine a CIM do fitoconstituinte carvacrol contra cepas
Rhodotorula spp..

Sua atividade também foi evidenciada contra espécies de bactérias.
Estreptococos do grupo A resistente a eritromicina teve seu crescimento inibido na
presenca do carvacrol (CIM 64ug/mL a 256ug/mL) (MAGI; MARINI; FACINELLI,
2015). Assim como isolados clinicos de Mycoplasma hominis (SLEHA et al., 2014) e
Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum
(CIANDRINI et al., 2014).

Além disso, diferentes 06leos essenciais demonstraram uma consideravel
atividade antimicrobiana, apresentando o carvacrol como componente majoritario.
Zomorodian et al. (2015) avaliando atividades de Oleos essenciais em fungos e
bactérias observaram que Oleos ricos em monoterpenos fendlicos, incluindo
carvacrol, mostraram uma maior atividade antimicrobiana, principalmente do 6leo
Satureja khuzestanica (87% de carvacrol). Essa atividade também foi demonstrada
pelo 6leo Origanum vulgare (64,5% de carvacrol) contra Bacillus subtilis,
Enterobacter cloacae, Micrococcus flavus, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis e S.
typhimurium (SOKOVIC et al., 2010).

Os resultados deste trabalho corroboram com 0s encontrados por outros
autores com relagéo a atividade do carvacrol em inibir o crescimento fuangico. O uso
de plantas aromaticas para fins medicinais € feito hd milhares de anos, logo essa
pratica permanece até os dias atuais. As plantas ainda sdo a maior fonte de novas
moléculas promissoras (KINGHORN et al., 2011).

A comparacgéo entre os resultados de testes de sensibilidade antimicrobiana
in vitro, € muitas vezes dificil, sendo justificada pela falta de padronizacao entre as
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técnicas utilizadas, como por exemplo, a preparagcdo do indéculo, meio de
crescimento, condi¢cdes de incubacao, entre outros (BALOUIRI et al., 2016).

Existem diferentes métodos para avaliar atividade antimicrobiana de produtos
naturais, os mais conhecidos sao, método de difusdo em agar, difusdo em disco,
macro e microdiluicdo em caldo. Este ultimo apresenta diversas vantagens quando
comparado aos demais. Por exemplo, a facilidade de reprodutibilidade, sendo trinta
vezes mais sensiveis que outros métodos usados na literatura, além de ser simples
e econbmico, requerendo pouca quantidade de amostra e meio de cultura.
(NASCIMENTO et al., 2007; SCORZONI et al., 2007; OSTROSKY et al., 2008). Esse
método permite quantificar a atividade antimicrobiana in vitro, estimando a menor
concentragdo da substancia utilizada capaz de inibir o crescimento visivel do
microrganismo (PFALLER et al., 2004).

5.2 Determinacao da concentracao inibitéria minima dos antifungicos

Apesar do aumento significativo de infec¢des invasivas por Rhodotorula spp.
durante os ultimos anos, ainda existem poucos estudos na literatura que determinam
a sensibilidade desse género aos antifungicos (SEIFI; MAHMOUDABADI;
HYDRINIA, 2013).

Na Tabela 2, encontra-se descrita os resultados das CIMs dos antifungicos
(anfotericina B, cetoconazol e itraconazol), frente as cepas de Rhodotorula spp..

Tabela 2 - Resultados das CIMs (ug/mL) dos antifungicos contra Rhodotorula spp.

Cepas Anfotericina B Cetoconazol ltraconazol
Rhodotorula spp.
LMP-1 2 8 64
LM-139 2 32 64
LM-680 2 4 64
LM-702 2 4 64
LM-840 2 2 64
LM-940 2 2 64

Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

Em concordancia com este trabalho, Chitasombat et al. (2012) apresentaram
CIMs para anfotericina B superiores a 1ug/mL. Outros trabalhos apresentaram
resultados para anfotericina B entre 0,25-1ug/mL contra cepas de Rhodotorula
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(DICKEMA et al., 2005; CAPOOR et al., 2014). Embora este trabalho apresente
resultados um pouco mais elevados, a anfotericina B ainda é a melhor op¢éo para o
tratamento das infecgdes causadas por espécies do género Rhodotorula (NUNES et
al., 2013). Este antifungico apresentou melhores resultados quando comparado aos
demais.

Analisando a atividade do itraconazol contra o género Rhodotorula, Capoor et
al. (2014) obteve CIMs entre 32ug/mL a 256ug/mL contra 14 cepas, valores maiores
do que os encontrados nesse trabalho. Em estudo realizado por Diekema et al.
(2005) as CIMs para o itraconazol foram superiores a 4ug/mL para quase 30%
Rhodotorula spp.

Simon et al. (2014) analisando e comparando resultados de laboratérios
diferentes, que aplicaram metodologias diferentes (E-test, YeastOne e microdiluigcdo)
para determinar a susceptibilidade de Rhodotorula spp. aos antifungicos,
constataram uma falta de concordancia entre os resultados das CIMs dos
antifangicos, sugerindo que o teste de microdiluicdo do CLSI € o melhor método
para determinar a sensibilidade das cepas e que a mesma deveria ser pelo menos
um dos métodos aplicados em laboratérios, uma vez que esse é considerado o

padrao ouro atual para testes de sensibilidade.

5.3 Determinacao do indice da concentracao inibitoria fracionada

Os resultados das combinacdes entre o carvacrol e os antifiungicos contra as
cepas de Rhodotorula spp. (LM-139, LM-680 e LM-702), utilizando o método
Checkerboard, sao apresentados na Tabela 3. Neste estudo foi possivel observar
que o carvacrol exibiu resultados bastante significativos in vitro contra as cepas de
Rhodotorula spp.. O carvacrol foi capaz de reduzir as CIMs dos antifungicos em
cinco associagdes, comparando esses resultados com as CIMs dos antifungicos
sozinhos. Duas mantiveram as CIMs combinadas iguais as individuais. Os
resultados foram interpretados de acordo com o ICIF, obtendo um resultado

sinérgico, trés aditivos e cinco indiferentes, ndo houve resultados antagbnicos.
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Tabela 3 - indice da concentragao inibitéria fracionada (ICIF) da combinagdo do

carvacrol e antifungicos contra Rhodotorula spp.

Cepas CIM das substancias

Rhodotorula combinadas CIF ICIF .Efelto cja
interacao
Spp. (Mg/mL)
CAR ANF B CAR ANF B
LM -139 1 2 0,125 1 1,125 IND
LM - 680 4 4 0,125 2 2,125 IND
LM - 702 128 0,25 2 0,125 2,125 IND
CAR CET CAR CET
LM - 139 2 8 0,25 0,25 0,5 SIN
LM - 680 4 4 0,125 1 1,125 IND
LM - 702 32 2 0,5 0,5 1 ADI
CAR ITR CAR ITR
LM -139 1 32 0,125 0,5 0,625 ADI
LM - 680 4 128 0,125 2 2,125 IND
LM -702 32 32 0,5 0,5 1 ADI

Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

CIF, concentragao inibitéria fracionada.

ICIF, indice concentracao inibitéria fracionada.

ANF B, anfotericina B; CET, cetoconazol; ITR, ltraconazol.
ADI, aditivo; IND, indiferente; SIN, sinérgico.

Existem diversos estudos na literatura associando o carvacrol com
antimicrobianos contra diferentes microrganismos. Além do carvacrol diferentes
substancias extraidas a partir de plantas medicinais seguem em busca de alternativa
vidvel no controle de infecgdes. Isso é mostrado em diferentes estudos que
associam 6leos essenciais, extratos de plantas e fitoconstituintes. Vale salientar que
até o momento nao foram relatados estudos na literatura associando o carvacrol
com antifungicos contra cepas de Rhodotorula spp..

A combinacdo de 6leos essenciais que apresentaram o carvacrol como
componente majoritario, contra diferentes bactérias, foi mostrado por Fadli et al.
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(2012) quando associaram o Thymus maroccanus com Thymus broussonetii contra
Escherichia coli, Salmonella spp., Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,
Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Micrococcus Iuteus e Staphylococcus aureus, obtendo resultados sinérgicos e
aditivos. Da mesma forma, Stojkovic et al. (2013) também encontraram efeito
sinérgico na associagao de 6leos essenciais de Origanum vulgare L. (64,50% de
carvacrol) e Thymus wulgaris contra cepas de bactérias patogénicas
(Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium).

Mahboubi e Kazampour. (2016) investigando a combinacao do 6leo essencial
Satureja khuzestanica (seu principal fitoconstituinte o carvacrol com 94,1%) com
gentamicina e carvacrol com gentamicina observaram uma forte atividade sinérgica
para as duas combinagdes contra cepa Escherichia coli, evidenciando uma maior
atividade da combinagdo com o carvacrol. Em outro trabalho realizado por Magi,
Marini e Facinelli (2015), associando o carvacrol com eritromicina contra cepas de
Estreptococos do grupo A resistente a eritromicina teve resultados bastante
significativos obtendo efeito sinérgico para 21 cepas e aditivo para 11 cepas.

Doke et al. (2014) avaliaram a atividade de 3 terpendides (carvacrol, eugenol
e timol) em combinag¢do como fluconazol contra Candida albicans, o carvacrol exibiu
uma excelente atividade sinérgica. Da mesma forma que Ahmad et al. (2013)
associando o fitoquimico carvacrol com o fluconazol contra cepas de Candida
sensiveis e resistente ao fluconazol obtiveram resultados do ICIF da combinacéo
entre 0,25-1 alcancando resultados sinérgicos e aditivos.

Em concordancia com este trabalho Jesus et al. (2015) associando o
carvacrol com diferentes antifiungicos contra 23 cepas de Pythium insidiosum,
observaram na associacdo entre o carvacrol e anfotericina B, interacdo do tipo
indiferente para 14 cepas. Foi observado também que na associacao entre carvacrol
e itraconazol uma interagao do tipo sinérgica para 22 cepas.

Saad et al. (2010) associando os 6leos essenciais de Thymus maroccanus
ou Thymus broussonetti com anfotericina B ou fluconazol contra Candida albicans
obtiveram efeitos sinérgicos, com o valor mais acentuado na associacado com 0
fluconazol. Resultados sinérgicos e indiferentes foram observados na combinagao
6leo essencial de Ocimum sanctum com fluconazol ou cetoconazol contra cepas de
Candida spp. (AMBER et al., 2010).
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A elevada toxicidade e a baixa tolerancia tém conduzido estudos da eficacia
terapéutica combinada no tratamento e controle das infec¢des fungicas invasivas e
geralmente essa associagéo relaciona antifungicos de diferentes mecanismos de
acao (MUKHERJEE et al., 2005; NISHI et al., 2009).

Ha evidéncias que o carvacrol € capaz de afetar a superficie eletrostatica da
membrana celular, provocando a saida do conteudo citoplasméatico, aumentando a
fluidez e a permeabilidade da mesma (HYLDGAARD al., 2012; RAO et al., 2010).

O cetoconazol e o itraconazol atuam no citoplasma fangico, inibindo a enzima
lanosterol 14a-desmetilase (RANG et al., 2007). E possivel dizer que, o carvacrol
intensifica a penetracdo intracelular dos azéis no citoplasma das células fungicas
acelerando o processo de morte do microrganismo.

Entre as metodologias para determinar uma combinacao de farmacos in vitro
estdo: E-test, time-kill e Checkerboard. Os dois ultimos métodos sdo os mais
utilizados. O método Checkerboard tem uma maior facilidade de reprodutibilidade e
interpretacdo, embora seja apenas uma medida relativa da poténcia para a
combinacdao, como também ndo fornece detalhes sobre a dindmica da interacao
entre os farmacos. O método time-kill é capaz de detectar diferencas nas atividades
antimicrobianas ao longo do tempo, avaliando a atividade fungicida e bactericida,
embora essa metodologia seja muito trabalhosa e requeria mais tempo para a sua
execugao (WHITE et al., 1996; LEWIS et al., 2002; MUKHERJEE et al., 2005;
TEIXEIRA-SANTOS et al., 2012).

A interacdo entre substdncias podem produzir quatro possiveis tipos de
efeitos: sinérgico, aditivo, indiferente e antagdnico. Nesse trabalho foi apresentado
resultados promissores como a sinergia, observada quando o efeito das substancias
combinadas é maior do que a soma dos efeitos individuais. O efeito aditivo também
foi evidenciado por esse trabalho, o qual significa dizer que o efeito combinado é
igual a soma dos efeitos individuais, enquanto a auséncia de interacdo € definida
como indiferenca. A combinacdo de agentes antifungicos também pode levar ao
antagonismo, tal combinacao pode reduzir a capacidade dos agentes em exercer a
sua acao. No entanto, esse resultado nao foi encontrado por esse trabalho, tornando
o carvacrol uma promissora substancia a ser usada em combinacdo com
antifngicos no tratamento de infecgcdes causadas por Rhodotorula spp. (BURT,
2004; FOHRER et al., 2006; BASSOLE; JULIANI, 2012).
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A combinacdo de dois medicamentos diferentes, que exercem seus efeitos
através de dois mecanismos diferentes, poderia evitar o aparecimento de resisténcia
medicamentosa e ampliar o espectro da atividade da combinagao. Além disso, com
as combinagdes entre substancias que possibilita 0 uso de doses mais baixas de
cada composto, reduzindo o risco de efeitos toxicos dos farmacos (ZHU et al., 2004).
Do ponto de vista farmacolégico, as substancias isoladas com acao apenas em um
alvo molecular, em geral, sdo menos eficientes para o tratamento de uma doenga,
do que a terapia combinada que atuam em varios alvos simultaneamente,
potencializando o efeito terapéutico (BIAVATTI, 2009).

Os resultados da associacao entre o carvacrol com anfotericina B assim como
a associagao do cetoconazol contra Rhodotorula LM-680 e com o itraconazol para
mesma cepa, ndo atingiram os critérios estabelecidos para que a combinagéo entre
as duas substancias fosse considerada sinérgica, mas isso ndo implica dizer que
essas combinagdes nao obtiveram resultados satisfatérios, visto que em algumas
combinacdes é possivel observar a diminuicdo das CIMs, quando comparado com
as CIMs individuais tanto dos antifungicos quanto do carvacrol. Segundo Zhu et al.
(2004) a combinacao ideal de farmacos é aquela que a interacdo entre elas é
sinérgica. Embora, seja possivel mesmo na inexisténcia de sinergismo, ocorrer
beneficios nas associacdes terapéuticas. De acordo com o autor, a associacao de
dois farmacos pode aumentar a taxa de morte do microrganismo e encurtar o

periodo de tratamento.



38

6. CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados por esse estudo foi possivel observar que
o carvacrol demonstrou atividade antifungica contra cepas de Rhodotorula spp..
Para os antifungicos foi possivel determinar as CIMs, com resultados significativos
principalmente para anfotericina B. O carvacrol quando associado com cetoconazol
o efeito observado foi sinérgica contra a cepa Rhodotorula spp. LM-139. Resultados
aditivos também foram evidenciados na associacdo do carvacrol com o itraconazol e
com o cetoconazol. Enquanto que a indiferenca foi demostrada em cinco
associacdes, principalmente na associagdo do carvacrol com a anfotericina B. E
importante observar que ndo houve resultados antagdnicos nesse trabalho.

Essa avaliagdo foi promissora no que se refere a reducdo de doses de
agentes antifungicos in vitro. Isso demonstra que a associacdo de substancias
oriundas de plantas, como componentes de O6leos essenciais, com antifungicos
podem ser promissora no combate de microrganismos causadores de infec¢des em
seres humanos, como a Rhodotorula spp., embora esses testes de susceptibilidade
antifungica in vitro ndo possam prever a resposta bem sucedida em pacientes,
necessitando de mais estudos que avaliem a eficacia, seguranca e sua possivel

aplicacao terapéutica.
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