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RESUMO

CAVALCANTI, R. M. C. B. ESTUDO DO EFEITO DO CARVACROL CONTRA
Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus. 2017. 47 f. Trabalho de Conclusao de Curso

(Graduacao em Farmdcia) — Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.

Rhizopus constitui um género causador de uma infecg¢do fungica rara e que possui alto indice
de mortalidade denominada mucormicose, sendo um agravante o pequeno arsenal terapéutico
eficaz para esse tipo de enfermidade. E nesse contexto que os produtos naturais, como 0s
6leos essenciais e terpenos, vém se destacando como uma possivel abordagem terapéutica. O
carvacrol e um monoterpeno que possui estudos biolégicos, como a¢do antibacteriana e
antifingica. Desta forma, essa pesquisa teve como objetivo investigar a acdo do carvacrol
frente a espécies de Rhizopus bem como o modo de acdo deste fitoconstituinte. Para realizar
este estudo, foi utilizada a metodologia da microdilui¢do, no intuito de se determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM). Para avaliar a concentracdo fungicida minima (CFM),
foi utilizada uma aliquota de 10uL de cada cavidade onde ndo houver crescimento flingico, a
partir da CIM, foi semeada em uma placa de Petri com dgar sabouraud dextrose (ASD). Na
perspectiva de estudar o modo de ag¢do, foi realizado o teste de complexacdo com ergosterol.
A CIM do carvacrol e anfotericina B foi de 64 pg/mL e 2 ug/mL, respectivamente, para todas
as cepas. A CFM do terpeno foi de 128 ug/mL. A CIM na auséncia do ergosterol exégeno foi
de 64 ng/mL, e na presenga variou de 512 - 1024 pug/mL. Portanto, o carvacrol apresentou
atividade antimicrobiana contra espécies de Rhizopus, a interagcdo com o ergosterol presente

nas membranas dos fungos é o possivel mecanismo de ac¢do do carvacrol.

Palavras-chave: Carvacrol, Rhizopus, mucormicose



ABSTRACT

CAVALCANTIL R. M. C. B. STUDY OF THE EFFECT OF CARVACROL AGAINST
Rhizopus oryzae and Rhizopus microsporus. 2017. 47 f. Trabalho de Conclusao de Curso

(Graduacao em Farmdcia) — Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.

Rhizopus 1s a genre that causes a rare fungal infection called mucormycosis it has a high
mortality rate which makes the small therapeutic arsenal for this type of illness an
aggravating. It is in this context that natural products such as essential oils and terpenes, they
have come to stand out as a therapeutic approach. Carvacrol is a monoterpene that has
biological studies, such as antibacterial and antifungal action. In this way, this research has as
the objective to investigate the action of carvacrol against Rhizopus species as well as the
mode of action of this fitoconstituinte. To perform this study, the microdilution methodology
was used in order to determine the minimum inhibitory concentration (MIC). To evaluate the
minimum fungicidal concentration (MFC), an aliquot of 10uL of each well where there was
no fungal growth from the MIC was cultured into a Petri dish with sabouraud dextrose agar
ASD. In the perspective of studying the mode of action, the ergosterol complexation test was
performed. The MIC of carvacrol and amphotericin B were 64 ug/mL e 2 pg/mL,
respectively, for all strains. The MFC of terpene was 128 ug/mL. The MIC in the absence of
exogenous ergosterol was 64 ug / mL, and in the presence ranged from 512 - 1024 pg / mL.
Therefore, carvacrol presented antimicrobial activity against Rhizopus species, the interaction

with ergosterol present in fungi membranes is the possible mechanism of action of carvacrol.

Keywords: Carvacrol, Rhizopus, mucormycosis
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1 INTRODUCAO

As infecgdes fungicas, principalmente causadas por micro-organismo oportunista, vem
adquirindo importancia clinica cada vez maior. Os fungos vém sendo reconhecidos como
importantes patégenos em pacientes criticamente enfermos, ocorrendo predominantemente
em pacientes que utilizam agentes antineopldsicos e imunossupressores, antibidticos de largo
espectro, dispositivos protéticos e enxertos, e cirurgia mais agressiva. Outros grupos
frequentemente afetados por infec¢des fingicas, envolvem pacientes com neutropenia,
infeccdo pelo HIV e pancreatite (KAUFFMAN, 2006; HARTMANN et al., 2016). A
prevaléncia de infecgdes oportunistas causadas em ambiente hospitalar estd relacionada com
fungos pertencentes aos géneros Candida, Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Fusarium, e
Cryptococcus. Embora aspergilose e candidiase estejam entre as micoses invasivas mais
comuns em tais pacientes, ha evidéncias de que a incidéncia de doencgas infecciosas causadas
por Zigomicetos tem aumentado significativamente ao longo da ultima década (ENOCH et
al., 2006; CHAYAKULKEEREE et al., 2006).

A maioria das zicomicoes sdo causadas pelos fungos de ordem Mucorales, na qual
encontram-se as espécies de Rhizopus, cuja infeccdo é denominada mucormicose. Cada vez
mais membros dessa ordem tém sido capazes de causar infeccdes oportunistas progressivas,
necrdticas e geralmente fatais (TORRES-NARBONA et al., 2007; SCORZONI, 2016).

Rhizopus compde um género causador de uma infec¢do fungica rara mas que possui alto
indice de morbimortalidade, tal género inclui espécies como R. oryzae, R. stolonifer, R.
microsporus, R. azygosporus, R. shipperae, sendo as trés primeiras mais frequentes em
doencas humanas (CORDEIRO et al, 2004). Aproximadamente 60% de todas as
manifestacdes da doenca e 90% de todos os casos sdo rinocerebrais causada por Rhizopus
oryzae. A rapida taxa de crescimento e a natureza angioinvasiva da doenca leva a uma
mortalidade global de 50% (SHIRAZI; KONTOYIANNIS, 2013).

Apesar das atuais opcdes de tratamento, que muitas vezes incluem cirurgia extensiva e
terapia antifingica, a mortalidade global por mucormicose permanece acima de 40%, e se
aproxima de 100% em pacientes com doenga disseminada hematologicamente, neutropenia e
envolvimento cerebral. O tratamento medicamentoso mais eficaz esta relacionado com o uso
de anfotericina B ou posaconazol (RABIE; ALTHAQAFI, 2012; GEBREMARIAM et al.,
2016).

Muitas pesquisas tem focado a investigagdo de produtos naturais como fonte de novos

compostos bioativos, uma vez que tem sido relatada resisténcia a antimicrobianos durante o
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tratamento das doencas infecciosas. Desta forma, varios estudos vém descrevendo atividade
antimicrobiana dos produtos naturais, bem como a capacidade desses agentes em modular a
acdo dos antimicrobianos, aumentando ou diminuindo seus efeitos (COUTINHO et al.,

2008).

O carvacrol é um monoterpeno que possui estudos biolégicos contra diferentes
microrganismos, Camele et al., 2012 demonstraram a acdo antiflingica contra cepas de
Botrytis cinerea, Penicillium italicum, P. expansum, Phytophthora citrophthora e Rhizopus
stolonifer, além de acdo antifingica, tem sido registrada acdo antibacteriana do carvacrol
contra 13 sorotipos de Escherichia coli (DUARTE et al., 2007).

A mucormicose, apesar de ser uma infec¢do rara, possui alto indice de mortalidade e a
teraputica medicamentosa nem sempre permite a cura do paciente, além de possuir
toxicidade. Tendo em vista este panorama, o estudo da atividade antifungica do carvacrol

frente as espécies de Rhizopus se torna promissor, uma vez que ha poucos relatos na literatura.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do carvacrol contra as cepas de Rhizopus oryzae e Rhizopus

MICrosporus.

2.2 Objetivos especificos
e Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM) do carvacrol;

e Analisar possivel acdo do carvacrol a partir da interacdo com ergosterol exdgeno.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1Rhizopus

O género Rhizopus foi descrito pela primeira vez em 1821 pelo Ehrenberg e pertence a
ordem Mucorales e filo Zygomycota, trata-se um fungo ubiquo na natureza, termotolerante,
que pode ser encontrado em decomposicdo de material organico e solo, € um nimero de
espécies no género sdo usados na inddstria para fermentacdo de alimentos, producdo de
enzimas hidroliticas e fabrica¢do dos produtos de fermentacdo acido lactico e acido fumaérico
(EHRENBERG, 1821; MA, 2009; TSYRKUNOU et al., 2014).

Rhizopus spp. € considerado cosmopolita, sendo Rhizopus oryzae a mais comum das
espécies, observadas e identificados na India, no Paquistdo, na Nova Guiné, em Taiwan, e na
América do Sul. Os esporangidsporos de Rhizopus sdo frequentemente isolados de amostra de
ar, no ambiente doméstico, tapetes, cortinas de pano, travesseiros € moveis de madeira que
proporcione acumulo de poeira. As principais formas de contaminagdo € por via aérea
(inalacdo), ingestdo e exposi¢do cutanea (CHAYAKULKEEREE et al., 2006; RIBES et al.,
2000).

A espécie Rhizopus oryzae € responsavel por uma grande propor¢do de casos da ordem
Mucorales, entretanto, outros organismos associados com infec¢do humana sdao do género
Mucor, Rhizomucor, Absidia, Apophysomyces, Saksenaea, Cunninghamella, Cokeromyces e

Syncephalastrum (RABIE; ALTHAQAFI, 2012; RIBES et al., 2000).

3.1.1 Caracteristicas Macroscopicas

Rhizopus spp. sdo fungos que crescem rapidamente, em torno de 4 dias a temperatura de
35°C. Sua coldnia € caracterizada por ser alta e fibrosa, com textura algodonosa,
primeiramente branca e com o crescimento tornam-se acinzentadas ou amarronzadas, com
abundantes esporangios pigmentados, que sdo vistos como dreas escuras salpicando o micélio
da outra forma pdlida, que rapidamente cresce e encobre toda superficie (Figura 1)

(LARONE, 1995; RIBES et al., 2000).
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Figura 1: Caracteristicas macromorfoléficas da Rhizopus spp. em Agar Sabouraud Dextrose.

A) Micélio aéreo e B) micélio vegetativo.

Fonte: Raqueline Maiara Costa Bezerra Cavalcanti, 2016.

3.1.2 Caracteristicas Microscopicas

As espécies de fungos pertencentes esta linhagem sdo caracterizadas por hifas largas e
asseptadas. Numerosos estoldes sdo encontrados no micélio, conectando grupos de longos
esporangioéforos que nao sdo ramificados, em sua extremidade sdo encontrados os esporangios
que armazena 0s esporangidésporos ovais, incolores ou amarronzados (Figura 2). No ponto de
encontro entre esporangioforos e estoldes encontra-se o rizoide, estrutura semelhante a raiz de
planta, responsédvel pela captacdo de nutrientes do meio e fixacdo do fungo (RIBES et al.,

2000; MA et al., 2009).

Figura 2: Representacdo esquemadtica evidenciando caracteristicas micromorfoldgica Rhizopus spp.
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Fonte: Raqueline Maiara Costa Bezerra Cavalcanti, 2016.
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3.2 Zigomicose

Zigomicose ¢ um termo utilizado para uma variedade de infec¢des fungicas raras e de
grande intensidade causadas por membros da classe Zygomycetes (Quadro 1). Existem duas
formas clinicas da doenca: entomoftoromicose apresenta-se usualmente como uma infec¢do
subcutinea, ocorrendo em zonas de clima tropical, causada por espécies da ordem
Entomophthorales; e a mucormicose, em que os agentes etioldgicos pertencem a ordem
Mucorales, raramente gera doenca em pacientes imunocompetentes, visto que individuos
sauddveis, a imunidade inata pode impedir a germinacdo dos esporos flngicos e
consequentemente o desenvolvimento da doenca, porém Rabie e Althaqafi (2012) relataram

um caso de infeccdo cutanea por Rhizopus microsporus em paciente do sexo masculino

imunocompetente. (CORDEIRO et al., 2004; CUNHA et al, 2011; ISGRO et al., 2016).

Quadro 1: Agentes etioldgicos das zigomicoses em humanos.

ORDEM

Mucorales Entomophthorales

Rhizopus Basidiobolus
. arrhizus (R. oryzae) 1. B. ranarum, (B.
. rhizopodiformis haptosporus)
. azygosporus
. stolonifer
. schipperae
. MICrosporus
var. microsporus
var. rhizopodiformis
var. oligosporus

ESPECIES

AN I e
XXX IAIX

Mucor Canidiobolus
M. racemosus, 1. C. coronatus
M. circinelloides (Entomopthora coronata)
) M. ramosissimu 2. C. incongruus
ESPECIES M. indicus
M. hiemalis

SR BN~

Absidia
A. corymbifera

) Saksenaea
ESPECIES 1. S. vasiformis

) Rhizomucor
ESPECIES 1. R. pusillus

) Apophysomyces
ESPECIES 1. A. elegans

ESPECIES Cunninghamella
1. C. bertholletiae

ESPECIES

~

Fonte: Adaptado de Kwon-Chung (2012).
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Os diversos agentes de mucormicose sdo fungos ubiquos encontrados no meio
ambiente, principalmente em reservatorios associada a decomposi¢do da matéria em todo o
mundo (GARDINER et al., 2015) Esse tipo de infeccdo é usualmente associado a doencgas
hematoldgicas, cetoacidose diabética e transplante de 6rgaos, acometendo varias formas, entre
as quais, rinocerebral-orbital, cutanea, gastrintestinal, (Figura3), cardiaca, pulmonar ou
disseminada (Quadro 2). A forma mais frequente de infec¢do € rinocerebral, que ocorre
através da inalagdo dos propdgulos infecciosos (esporangidsporos), atingindo a mucosa nasal
e seios paranasais e pode se espalhar para a drbita através do etmdide, seios maxilares ou
canais lacrimais, chegar ao cérebro através dos vasos orbitais (ROMANO et al., 2002;
SEVERO et al., 2010; CUNHA et al., 2011; RABIE; ALTHAQAFI, 2012; TSYRKUNOU et
al., 2014).

Figura 3: Manifesta¢des clinicas das mucormicoses mais frequentes. A) Rinocerebral, B) gastrointestinal,

C) cutinea.

Fonte: A) Marques et al., 2010, B) Mohta et al., 2011, C) Petrikkos et al., 2012.
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Quadro 2: Apresentacio clinica e fatores predisponentes.

APRESENTACAO CLINICA FATORES PREDISPONENTES

Rinocerebral Cetoacidose diabética

Pulmonar Granulocitopenia, linfoma, leucemia,
corticoterapia, diabetes

Gastrointestinal Desnutri¢@o grave

Cutanea Queimaduras graves, traumas cutaneos

Disseminada Uso de deferoxamina, doengas
hematoldgicas, diabetes, transplante de
Orgaos

Fonte: Adaptado de Spellberg et al., 2005.

Outras formas de contaminagdo menos comuns incluem o trato intestinal através da
ingestdo dos esporos ou alimentos contaminados, assim como inoculacdo por incisdes ou
ferimentos penetrantes na pele (ROGERS, 2008). Raramente hd o desenvolvimento da
mucormicose em outros estados de imunossupressio como na AIDS ou em pacientes
imunocompetentes (HABER et al., 2008).

Ao contrario da ordem Mucorales, espécies da ordem Entomophthorales ndo causam
infeccdes angioinvasiva, produzem infeccdo cronica designada entomoftoromicose
subcutdnea que acomete pacientes imunocompetentes, ocorrendo predominantemente em
climas tropicais e subtropicais.

A patogénese de Zigomicetos € menos clara do que para a aspergilose e é largamente
baseada em estudos de modelos animais, porém sabe-se que a caracteristica patognomonica é
a presenca de micélio septadas invasivo, que sdo maiores do que outros fungos filamentosos
com as hifas exibindo angulo reto e ramificacdo aleatéria (ROGERS, 2008; ISLAM et al.,
2007).

Técnicas radioldgicas sdo ineficazes no diagndstico de mucormicose, a utilizacdo de
tomografia computadorizada de alta resolu¢do e principalmente ressonancia magnética sdao
mais utilizadas no diagnésticos de zigomicose rinocerebral, pulmonar e disseminada. O
diagnéstico laboratorial € realizado a partir da correlacdo entre os exames micoldgicos,
exames histopatoldgicos e manifestacdes clinica. Exames diretos podem ser realizados através
da curetagem ou em aspirado do material do nariz na doenca rinocerebral; podem ser
encontrados no escarro, no aspirado bronquico e na bidpsia transbronquica na doenca

pulmonar (TORRES-NARBONA et al., 2007; SEVERO 2010).
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3.3 Tratamento

O tratamento de sucesso para zigomicose envolve uma abordagem combinada. O diag-
néstico precoce, reversdo dos fatores subjacentes; desbridamento cirtdrgico adequado do
tecido infectado; o pronto inicio do uso de antifingicos sdo fundamentais para o sucesso
terapéutico (ROGERS, 2008; SEVERO, 2010).

O diagnéstico precoce é de extrema importincia, porque, lesdes focais podem ser
retiradas cirurgicamente antes da disseminar e afetar 6rgdos vitais, uma vez que os fungos
responsaveis por essa infec¢cdo possuem crescimento rapido, bem como corrigir ou controlar
os fatores reversiveis predisponentes, obtendo um melhor resultado, como é o caso de
pacientes diabéticos com cetoacidose, hiperglicemia e acidemia, além de considerar a
interrupcao da terapia imunossupressora ou deferoxamina, especialmente esteroides, quando
se tem confirmacdo de caso de mucormicose (SPELLPERG et al., 2005; ROGERS, 2008).

Desbridamento cirdrgico deve ser sempre considerado como prioridade no inicio da
contaminacgdo, visto que a mucormicose ¢ uma infec¢do que possui progressao rdpida e o
tratamento com antifiingico isolado, muitas vezes, € insuficiente para controlar a infecg¢do,
sendo esse procedimento a intervenc¢do que melhora a sobrevivéncia do paciente entre as
evidéncias discutidas acima (RIBES et al., 2000; SPELLPERG et al., 2005; ROGERS, 2008).

Um grande desafio para os clinicos escolherem entre as antifingicos disponiveis no
tratamento da mucormicose € a falta de estudos prospectivos randomizados para definir a
terapia antifingica ideal. O arsenal de antifingicos € outo empecilho, por ser limitado e a
similaridade entre as células fungicas e mamiferas € a principal razdo elevada toxicidade
frequentemente associada a terapia antifungica (SCORZONI, 2016).

Até recentemente, apenas os membros da classe polienos, incluindo anfotericina B e
seus derivados lipidicos, tinha demonstrado atividade contra os agentes de mucormicose,
atualmente existe no mercado farmacéutico. Além dos 1-polienos, trés farmacos para o
tratamento da mucormicose, 2-posaconazol, 3-equinocandinas e 4-deferasirox (quelantes de
ferro) (SPELLPERG et al, 2005). A utilizagdo de tratamentos adjuvantes como a S-transfusdo
de granuldcitos e 6-terapia com citocinas (Figura 4) podem reforcar a imunidade do
hospedeiro, embora dados que suportem seu uso de rotina ainda sejam limitados

(CHAYAKULKEEREE et al., 2006).
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Figura 4: Possibilidades terapéuticas atuais da terapia para mucormicose.
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Fonte: Adaptado de Spellperg et al, 2009.

Terapia antifingica primdria para mucormicose deve ser baseada em um polieno na
maioria dos casos, a menos que os pacientes recusem a terapéutica com polieno ou, em caso
de infec¢@o mais leve em hospedeiros relativamente imunocompetentes que possa se submeter
a cirurgia para remog¢do do ferimento, como € o caso de uma infeccdo suprafacial cutanea
isolada (SPELLPERG et al., 2009).

O tratamento de escolha € o uso de anfotericina B, principalmente as formulacdes
lipidicas, ja que a anfotericina B possui inimeros efeitos toxicos, especialmente
nefrotoxicidade, nduseas, vOomitos, hipertensdo hipotensdo e hipéxia. A dose recomendada de
anfotericina B (desoxicolato) € de 1 a 1,5 mg / kg / dia, o que resulta numa taxa de toxicidade
muito elevada, portanto a utilizacdo de anfotericina B lipossomal estd sendo mais prescrita
para casos de mucormicose, uma vez que ¢é menos nefrotéxica (ROGERS, 2008;
CHAYAKULKEEREE et al., 2009; SEVERO, 2010).

Os antifungicos azodlicos possui atividade limitada no tratamento da mucormicose, a
exemplo do fluconazol e o voriconazol que ndao tém atividade contra os agentes de
mucormicose, e a atividade de itraconazol esta principalmente restrita a espécies de Absidia,

ao contrario do posaconazol, que tem aumentado a atividade in vitro contra Mucorales, com
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concentragdes inibitérias minimas de 90% de 1 a > 4 mg / mL (SPELLPERG et al., 2009;
SHIRAZI, KONTOYIANNIS, 2013).

As equinocandinas possui o mecanismo de acdo na sintese do 1,3-B-D-glucano,
principal componente da parece celular dos fungos. Estudos comprovaram que R. oryzae
expressa a enzima alvo das equinocandinas, mas o tratamento com caspofungina, o primeiro
membro da classe de equinocandina, ndo mostra resultado significante, porém verificou-se
que a combinagdo de caspofungina (1 mg / kg / dia) mais complexo lipidico anfotericina B (5
mg / kg / dia) foi sinérgica, podendo melhorar a sobrevida do paciente (ENOCH et al., 2006;
SPELLPERG et al., 2009).

O ferro € exigido por praticamente todos os patdgenos microbianos para o crescimento e
viruléncia e sequestro de ferro sérico é um importante mecanismo de defesa contra a infeccao
por R. oryzae, uma que ele fortemente dependente do ferro livre para o crescimento
patogénico, portanto agentes quelantes de ferro, deferasirox, mostram-se eficaz no tratamento
da mucormicose (MA et al., 2008; LEWIS et al., 2012).

Nesta perspectiva, a terapéutica com antiftingicos tem sido motivos de preocupagdes,
cada vez mais a comunidade entra em contato com espécies fungicas resistentes,
principalmente decorrente do uso indiscriminado de medicamentos ou até mesmo auséncia de
informacdes de uso dos mesmo. E nesse contexto que produtos naturais t8m demonstrado
grande eficiéncia nas infec¢des, a exemplo dos Oleos essenciais e dos terpenos. Estes t€ém
apresentado diversas atividades bioldgicas, dentre elas agdes antimicrobianas. O carvacrol e o
timol, fitoconstituintes majoritarios de alguns 6leos essenciais de plantas aromdticas (ex.:
orégano), sao monoterpenos e isdmeros e tem sido bastante estudados por alguns autores
como moléculas promissoras para o tratamento de infec¢cdes (BAKKALI et al., 2008;

FERNEBRO, 2011; OZKAN; ERDOGAN, 2011; VERAS et al., 2013).

3.4 Plantas medicinais como alternativa terapéutica

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e preven¢do de
doencas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. No Brasil,
muitas plantas sdo utilizadas na forma de extrato bruto, infusdes ou pastas para tratar
infeccdes comuns sem qualquer evidéncia cientifica de eficdcia. Ainda hoje nas regides mais

pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo
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comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais
(MACIEL et al., 2002; HOLETZ et al., 2002; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005).

Dentre as plantas empregadas para fins medicinais, as plantas aromdticas constituem
um grupo relevante, principalmente pelos dleos essenciais encontrados nas folhas, cascas de
troncos, resinas, flores, cascas de frutas e outras partes. Os 6leos essenciais sao relacionados a
diversas funcgdes necessdrias a sobrevivéncia da planta, eles apresentam composicdo
complexa, sendo os terpenos considerados a classe de substincias mais encontrada, com
diferentes graus de lipofilicidade e relativa hidrofilicidade (NUNES et al., 2006; ZAGO et al.,
2009). Tais compostos sdao amplamente utilizados para aplica¢des bactericidas, virucidas,
fungicidas, antiparasitdrias, inseticidas, medicinais e cosméticas, especialmente nos dias de
hoje nas industrias farmac€utica, sanitdria, cosmética, agricola e alimentar (EDRIS, 2007;
BUSATTA et al., 2007).

Levando em consideracdo a importancia das plantas medicinais, passou-se a investigar
as propriedades farmacoldgicas de Origanum vulgare L. (Figura 5), conhecido popularmente
por orégano, espécie pertencente a familia Lamiaceae, utilizada como condimento e
medicinalmente, sendo-lhe atribuidas diversas indicacdes, tais como antibacteriano,
antifingico, antiinflamatério, antioxidante, anticancerigeno, emoliente e digestivo. Todas
essas caracteristicas sao atribuidas ao carvacrol, fitoconstituinte majoritario do orégano, mas
também naturalmente disponivel em tomilho, cravo e canela. (LAMBERT et al., 2001;
MANOHAR et al., 2001; ZANANDREA et al., 2004; BAYDAR et al., 2004;
YANISHLIEVA et al., 2006).

Figura 5: Fotos de Origanum vulgare L. A) detalhe das flores e B) planta inteira.
§ el 2 i i ke 14"

Fonte: Herbario virtual da flora e dos fungos.
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O carvacrol, 5-isopropil-2-metilfenol, (Figura 6) ¢ um monoterpeno fendlico. O efeito
inibitério de fendis poderia ser explicado por alterar a permeabilidade celular, inserindo-se
entre as cadeias de dcido graxos que compdem a bicamada lipidica das membranas, causando
alteracdes nas propriedades e funcdes da membrana (SANCHEZ et al., 2004; et al., 2007). Foi
relatado que o carvacrol induz a alteracdo da permeabilidade nas membranas dos micro-
organismos, com consequente vazamento de prétons, fosfatos e potdssio (LAMBERT et al.,

2001; BOTRE ez al., et al., 2010).

Figura 6: Estrutura do fitoconstituinte carvacrol.
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Fonte: BOTRE et al., 2010

Os Oleos essenciais e fitoconstituintes tém demonstrado grande eficiéncia nas
infeccdes microbianas, sendo estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos O6leos
essenciais possuem propriedades antifingicas e 35% exibem propriedades antibacterianas
(BHAVANANI; BALLOW, 1992; FERNEBRO, 2011). Sao bastante estudadas as atividades
terapéuticas destes produtos contra Candida spp., Cladosporium spp., Aspergillus spp.,
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Penicillium spp., Alternaria alternata (LIMA et al.,
2006; COUTINHO et al., 2008; AMBER et al., 2010; SANTOS et al., 2012; VERAS et al.,
2013). Sao escassos os estudos com Oleo essencial ou seus componentes sobre atividade
antifungica contra espécies de Rhizopus, fungo de grande relevancia, uma vez que é o
principal causador de mucormicose, infeccdo rara, porém extremamente agressiva, fator

precursor para a realizac@o desta proposta de estudo.
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4 METODOLOGIA
4.1 Local de Trabalho

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de Microbiologia no Centro de Educacgio e

Saude / Universidade Federal de Campina Grande.

4.2 Espécies fangicas e fitoconstituintes
Para a realizacdo do trabalho, foram utilizadas duas cepas de Rhizopus oryzae (URL-
4857 e LM-64) e uma cepa de Rhizopus microsporus (LM-5926), que foram doadas pela
Profa Dra Edeltrudes de Oliveira Lima (Laboratério de Micologia Clinica/Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas/Universidade Federal da Paraiba).
O fitoconstituinte testado foi o carvacrol (Sigma Aldrich). Foi utilizado 20 pL do
Tween 80 para auxiliar na solubilizacio do monoterpeno. Todas as substincias relatadas

foram adquiridas comercialmente e se encontram no local de pesquisa.

4.3 Meio de cultura

O meio de cultura sélido Agar Sabouraud Dextrose (ASD) e o meio liquido o caldo
Sabouraud Dextrose (CSD) foram utilizados e preparados de acordo com as instru¢des do

fabricante.

4.4 Inoculo

Os fungos foram cultivados em meio ASD inclinado por um periodo de 5 a 7 dias a
35°C, para atingiram um bom crescimento e formarem um maior ndmero de
esporangidsporos. Depois do periodo de incubacgdo, os esporos foram suspensos pela adi¢dao
de NaCl 0,85% estéril ao meio com Rhizopus spp, em seguida o meio de cultura com o micro-
organismo mais a solu¢do salina foram suavemente agitados por 30 segundos. Os
esporangiosporos foram contados utilizando-se hemocitometro. A suspensdo de
esporangiésporos foi ajustada utilizando salina estéril para conter 2,5 x 10*
esporangiosporos/mL (CLEELAND et al., 1991; CLSI M27-A2, 2002; DANNAOUI et al.,
2003).
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4.5 Determinacao da concentracao inibitoria minima (CIM)

A determinacdo da CIM do fitoconstituinte carvacrol foi realizada pelo método da
microdilui¢do utilizando microplacas com 96 cavidades. Em cada orificio da placa foi
adicionado 100 pL de CSD duplamente concentrado. Em seguida 100 uL da solucdo com
fitoconstituinte, também duplamente concentrado, apenas nas primeiras cavidades da placa.
Por meio de diluicdo seriada a uma razao de dois, foram obtidos concentragdoes de 1024
pg/mL a 8 pg/mL. Posteriormente foi adicionado 10 uL do in6culo das espécies fungicas, de
aproximadamente 2,5 x10* esporangiosporos/mL do micro-organismo, em cada cavidade. Por
fim, as placas foram seladas e incubadas a 35°C, apés um periodo de 24 horas de incubacgdo
as placas foram examinadas antes de se determinar os resultados de CIM. A CIM foi
determinada como a menor concentragdo do carvacrol capaz de inibir visivelmente o
crescimento do microrganismo. Trés controles foram realizados; 1- negativo, sem adi¢do das
drogas, para confirmar a viabilidade dos esporangidsporos, 2- positivo, sem adicdo do micro-
organismo, para confirmar a esterilidade do meio e 3 — na presen¢a do micro-organismo e
emulsificante, para comprovar que este ndo interage com o fungo desempenhado atividade
antifungica. Os experimentos foram realizados em triplicata independentes em diferentes
ocasides com resultados consistentes (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998; CLSI
M38-A, 2002; DANNAOUI et al., 2003).

Figura 7: Determinacio da CIM do carvacrol.
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Fonte: Raqueline Maiara Costa Bezerra Cavalcanti, 2016.
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4.6 Determinacoes da concentracao fungicida minima (CFM)

Para determinar a CFM, uma aliquota de 10uL de cada cavidade onde ndo houve
crescimento fingico, a partir da CIM, foi subcultivada em uma placa de Petri com ASD,
incubada a 35°C por 24 horas. A CFM foi considerada como a menor concentracdo capaz de
inibir visivelmente o crescimento do microrganismo por completo ou até o crescimento menor
que 3 UFC, para obter 99,95% de morte. Foram realizados trés experimentos independentes
em diferentes ocasides com resultados consistentes (PEREIRA et al., 2011, ESPINEL-
INGROFF et al., 2002).

Figura 8: Determinacdo da CFM do carvacrol.
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Fonte: Raqueline Maiara Costa Bezerra Cavalcanti, 2016.

4.7 Interacao com ergosterol exégeno

A CIM do carvacrol foi determinada por microdiluicdo utilizando microplacas com 96
cavidades como descrito anteriormente, na auséncia e na presenca de diferentes concentracoes
de ergosterol incorporados ao meio (100, 200 e 400 ng/ mL), nesta etapa foi escolhida apenas
uma cepa, Rhizopus oryzae (URL-4857). Anfotericina B foi utilizada como controle. A CIM
foi determinada ap6s 48 horas de incubacao para Rhizopus spp (ESCALANTE et al., 2008).



Figura 9: Interacdo do carvacrol com ergosterol exégeno.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

As infecgdes causadas por fungos geralmente apresentam problemas terapéuticos mais
complexos do que infec¢Oes bacterianas, por se tratar de organismos eucariotas, igualmente
aos animais, diferindo apenas na presenca de parede celular, sendo a principal dificuldade
para encontrar alvos que nao atinjam as células humanas. Atualmente os tratamentos
farmacoldgicos sdo eficazes, porém a crescente resisténcia microbiana, citotoxicidade e
apenas atividade fungistitica que a maioria dos antifiingicos apresentam, levam a busca por
novas estratégias de tratamento (KHAN et al., 2010).

Devido ao pequeno arsenal terapé€utico para tratamento da mucormicose, elevada taxa
de mortalidade que essa infeccao causa, além de diversos efeitos adversos associados ao uso
de antifingicos, hd uma enorme necessidade de introduzir no mercado terapéutico novos
produtos. Produtos naturais t€ém despertado interesse na comunidade cientifica, destacam-se
Oleos essenciais e seus principios ativos, demonstrado diversas atividades bioldgicas in vitro e
in vivo e tétm um profundo impacto na descoberta de farmacos antimicrobianos
(CHAYAKULKEEREE et al., 2009, LEWIS et al., 2012). Diante do exposto, o presente
trabalho sugere opcao para expandir a utilidade de fitoconstituinte como agente antiftingico.

Nesta perspectiva foi realizada a investigagdo da atividade fungistatica e fungicida do
fitoconstituinte carvacrol frente duas cepas de R.orizae e uma de R. microsporus através da
técnica de microdilui¢do seriada para avaliar a CIM e CFM, por se tratar de um método barato
para avaliacdo de atividade antimicrobiana de produtos naturais, sensivel, alta
reprodutibilidade, requer pequena quantidade de amostra, podendo ser usada para um nimero
maior de amostras (OSTROSKY et al., 2008). Além de ser considerada metodologia padrao
para testar produtos naturais (HADACEK; GREGER 2000).

Na tabela 1 encontram-se os resultados dos ensaios realizados para avaliagdo da CIM do
carvacrol e anfotericina B. Pode-se observar que a CIM do fitoconstituinte foi 64 pg/mL para
todas as cepas testadas, bem como a uniformidade da CIM da anfotericina B de 2 pg/mL.

Estes resultados demonstram que o carvacrol apresentou atividade antifiingica contra
cepas das espécies de Rhizopus. Sartoratto et al. (2004), preconizam critérios para categorizar
o poder antimicrobiano de dleos essenciais a partir do valor da CIM, de acordo com esses
valores estabelecidos considera-se que 6leos com CIM < 500 pg/mL apresentam forte
atividade antimicrobiana, com 500 pg/mL < CIM < 1500 pg/mL possuem moderada atividade

e CIM > 1500 pg/mL demonstram fraca atividade. Nao foi encontrado na literatura critérios
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estabelecidos para categorizar fitoconstituintes, por se tratar de uma molécula isolada a partir
de Oleos essenciais, pode-se avaliar a poténcia da atividade antimicrobiana do carvacrol
mediante os critérios de Sartoratto et al., 2004.

Abbaszadeh et al. (2014), estudaram atividade antimicrobiana de varios
fitoconstituintes, entre eles o carvacrol, contra espécies de fungos, para R. orizae foi
encontrada uma concentracdo inibitéria minima de 200 ug/mL, demonstrando a efetividade

antimicrobiana do fitoconstituinte, corroborando com o presente estudo.

Tabela 1: Determinagdo da concentracao inibitéria minima (CIM) do fitoconstituinte carvacrol e do antiftingico
anfotericina B.

CIM (pg/mL)
CEPAS CARVACROL ANFOTERICINA B  VIABILIDADE *
R. orizae 1.LM-64 64 2 +
R. orizae URL-4857 64 2 +
R. microsporus LM- 64 2 +

5926

* Capacidade de crescimento do fungo em meio CSD e na presenca do Tween. - Os resultados estdo expressos
em média de trés experimentos.

Nascimento et al. (2007), abordam a utilizacdo dos agentes emulsificantes, a exemplo
de Tween 20, Tween 80, DMSO (dimetil sulféxido) e etanol, para facilitar a dispersdo dos
Oleos essenciais através do meio de cultura, auxiliando a visualizacdo da atividade
antimicrobiana dos 6leos.  Porém, ao se introduzir o agente emulsificante, esse estd sujeito
a possiveis interacdes com a substancia em teste, e ainda, possuir atividade antimicrobiana.
Por isso € necessdrio uma relacdo adequada entre 6leo e emulsificador.

Takarada et al. (2004), ressalta ainda que os surfactantes podem reagir de forma
antagdnica ou sinergicamente aos componentes ativos do 6leo. Altas concentracdes de Tween
pode apresentar resultado falso-positivo, através do aumento da atividade antimicrobiana da
substancia em teste, ou ainda, dificultar o contato direto do 6leo com os microrganismos
mediante formac¢do de micelas reduzindo a bioativade do 6leo. Alguns autores propuseram a
minimizacao desses efeitos através da padronizagcdo das concentracdes dos emulsificantes,

que devem variar entre 0,5 € 20% em solucao com 6leo (HOOD et al., 2003).
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Devido a possivel interagdo o6leo-surfactante, se faz necessdrio um controle para
verificar a sensibilidade das cepas utilizadas nos ensaios frente a uma solu¢do contendo o
emulsificante nas concentragdes adotadas. No presente estudo, todas as cepas mostraram-se
tolerantes ao Tween 80, ndo interferindo no crescimento das cepas e, portanto, confirmando
que o impedimento do crescimento fingico foi devido a presenca do carvacrol.

Além do controle do Tween 80, um controle de esterilidade foi realizado para certificar
que o meio CSD estava isento de microrganismos e outro para confirmar a viabilidade das
cepas testadas e assim tornar os resultados obtidos mais fidedignos.

Santos et al. (2012), estudaram a atividade do 6leo essencial do Origanum vulgare L
(orégano) que tem como substancia majoritdria o carvacrol, contra Rhizopus stolonifer e
Aspergillus niger. O resultado da CIM para R. stolonifer foi de 10 pg/mL, a baixa
concentracdo pode estar associada ao sinergismo entre os compostos do 6leo essencial do
orégano.

Mota et al. (2012), avaliaram o poder antifingico do 6leo essencial de Thymus vulgaris
L. rico em timol, fitoconstituinte isdmero do carvacrol, além de pequenas concentracdes de
carvacrol, contra doze cepas de R. orizae, de modo que as CIM variaram de 256-512 pg/mL,
o estudo também avaliou o fitoconstituinte timol que apresentou CIM de 128-256 pg/mL.
Embora ndo se trate da molécula do carvacrol ou como componente majoritario, o estudo
revela promissoras atividades das substincias testadas, em especial o timol que difere do
carvacrol apenas na posicao da hidroxila, portanto, € esperado resultados semelhantes.

Mitchell et al, (2010) avaliaram a potencial inibicdo do crescimento de espécies de
Aspergillus potencialmente toxigénicas, a partir do 6leo essencial de O. vulgare L., através de
uma série de experimentos, incluindo CIM e CFM, os resultados mostraram-se satisfatorios,
uma vez que o 6leo provocou ruptura de estrutura celular, perda de citoplasma, auséncia de
conidiagdo e perda de pigmentacgao.

Na tabela 2 encontram-se os resultados referentes a concentra¢do fungicida minima
(CFM), sendo estes valores correspondentes ao dobro de suas respectivas CIMs. Abbaszadeh
et al., 2014 também investigaram a atividade fungicida do terpeno carvacrol, o estudo obteve

resultados positivos para o género Rhizopus.
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Tabela 2: Determinacio da concentragéo fungicida minima (CFM) do fitoconstituinte carvacrol.

CEPAS
R. orizae LM-64 R. microsporus LM- R. orizae URL-4857
5926
CONTROLE + + +
Cim + + +
2X Ccim - - -
4X CIM - - -

+: crescimento fungico; -: auséncia de crescimento fungico

A ac¢do antimicrobiana dos 6leos essenciais e seus derivados, estd associada ao cardter
lipofilico de esqueleto de hidrocarboneto, bem como o cardter hidréfilo dos seus grupos
funcionais. Sendo a classificagdo da atividade antifiingica na seguinte ordem decrescente
fendis > aldeidos > cetonas > dlcoois > ésteres > hidrocarboneto. Nesta perspectiva, fica
evidente que a atividade do 6leo essencial Origanum vulgare e do componente majoritario
fendlico, carvacrol, apresentam relacao direta (KALEMBA; KUNICKA, 2003).

O ergosterol é o principal esterol presente em leveduras e fungos filamentosos, que é
necessario para o crescimento normal e fun¢do da membrana celular fungica. Além de servir
como um biorregulador da fluidez da membrana, assimetria e integridade da membrana, o
ergosterol contribui para a fungdo das enzimas ligadas a membrana. Um dos mecanismos
propostos para glicosideos triterpenos, como agentes antifiingicos, estd na sua ligacdo ao
ergosterol da membrana, o que leva a ruptura da membrana fungica e perda do conteudo
intracelular (MORRISSEY; OSBOURN, 1999; LUPETTI et al., 2002; KHAN et al, 2010).

Desta forma, para determinar se o carvacrol se liga aos esterdis de membrana fingica,
foi escolhida apenas uma cepa (R. orizae URL-4857), a CIM foi determinada com a adi¢do do
ergosterol e comparada com a CIM sem a adicdo do mesmo. Se a atividade do carvacrol foi
causada por ligacdo ao ergosterol, o ergosterol exdgeno impediria a ligagdo as membranas do
ergosterol fungico, consequentemente a CIM em que ao meio de cultura no qual o ergosterol
exogeno foi adicionado ird aumentar com relacdo ao meio de cultura em que o ergosterol
exogeno ndo foi adicionado. (SHERMAN, F 1997; LUNDE; KUBO, 2000; ESCALANTE et
al., 2008).
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Os resultados da tabela 3 mostram que houve aumento de até 16 vezes da CIM do
fitoconstituinte carvacrol na presenca ergosterol exdgeno. O mesmo aconteceu com a
anfotericina B, sendo um aumento de 128 vezes. Este resultado indica que provavelmente o
terpeno em estudo pode atuar através da interacdo com o ergosterol, mecanismo pelo qual a
anfotericina B atua, corroborando com estudos anteriores que apontam os terpenos como
agentes atuantes nas membranas fungicas, desestabilizando e provando perda de material
plasmaético, causando a morte celular (LAMBERT et al., 2001; SANCHEZ et al., 2004;
BRAGA et al., 2007; BOTRE et al., 2010).

Tabela 3: Efeito do carvacrol e anfotericina B contra R. orizae URL-4857 na auséncia e na presenca de
ergosterol.

CIM (pg/mL)

Presenca de ergosterol

DROGA Auséncia do 100 pg/mL. 200 pg/mL 400 pg/mL)
ergosterol
CARVACROL 64 512 512 1024
ANFOTERICINA B 2 256 256 256

*Meio contendo concentragdes de ergosterol + indculo (R. orizae URL-4857).

Ahmad et al. (2011), estudaram a atividade antiftingica do carvacrol contra espécies de
Candida, onde essa acdo parecem originar-se da inibicdo da biossintese de ergosterol e da
ruptura da integridade da membrana. Nobrega et al. (2016), investigaram a atividade do
carvacrol frete as cepas de Cryptococcus neoformans, sugerindo  uma complexacdo do
fitoconstituinte com o ergosterol da membrana, desestabilizando a mesma, causando assim a
morte do fungo.

Os estudos com interagd@o direta com 6leos essenciais € derivados com ergosterol ainda
sdo raros, embora a anfotericina B, principal representante dos polienos, ligue-se diretamente
ao ergosterol formando poros que desestabilizam a membrana, resultando em perda material
intracelular e lise celular, se faz necessarios outras alternativas terapéuticas, visto que hoje a

resisténcia aos antifingicos vém aumentando nos ultimos anos (BAGINSKI et al., 2005).
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Os resultados obtidos sugerem que o mecanismo de a¢do antifingica do carvacrol
envolve uma interacdo direta com o ergosterol, o que pode levar a ruptura da membrana
fingica e perda de conteddo intracelular.

Diante dos dados obtidos, pode-se sugerir que o fitoconstituinte carvacrol apresenta
promissora atividade fungistatica e/ou fungicida. Tais atividades podem estar associadas a
interacdo com o ergosterol da membrana fingica, portanto, o carvacrol apresenta uma
alternativa terapéutica no tratamento das mucormicoses, podendo ser usado no inicio da
infec¢do. Contudo, € necessario estudos mais avangados, in vitro e in vivo e comprovacgao da

potente atividade antiflingica e seguranga do carvacrol para uma possivel aplicacdo clinica.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultado obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

e Nas condi¢Oes avaliadas, o carvacrol apresentou acdo fungistdtica (64 ug/mL) e

fungicida (128 ug/mL) contra Rhizopus oryzae € Rhizopus microsporus;

e O mecanismo pelo qual o fitoconstituinte carvacrol promove atividade antiftingica
envolve provavelmente a interacdo do ergosterol presente nas membranas

fangicas.
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