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RESUMO

Os fungos compreendem um grupo de patdgenos que podem causar S€rios
danos a saude. Aspergillus flavus esta entre os principais agentes de
comorbidades sérias, dentre elas, as aspergiloses. A terapia antifingica atual
tem se apresentando cada vez mais ineficiente, devido uma série de questdes
relacionadas a mecanismos adaptativos da prépria célula fangica, bem como da
toxicidade associada as altas doses necessarias para o efeito desejado. Diante
disto, a pesquisa por novas substancias com atividade antifingica por diferentes
mecanismos de a¢cédo vem se tornando cada vez crescente. Os produtos naturais
apresentam-se como um forte aliado para estes achados, visto que sédo
fitoconstituintes que apresentam diversas atividades biologicas. Dentre estes,
destaca-se o carvacrol, um monoterpeno encontrado principalmente em plantas
como Origanum vulgare (orégano). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
investigar a acdo antifangica do carvacrol comparado a antifiungicos padrbes
anfotericina B, fluconazol e voriconazol frente a isolados clinicos de A. flavus. Os
ensaios para avaliar as atividades biolégicas foram realizadas pela técnica de
microdiluicdo para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM),
concentracdo fungicida minima (CFM), estudos de associacdo e estudo dos
possiveis mecanismos de acdo. Nos resultados de atividade biolégica foi
observado que o carvacrol na concentracao de 16 pg/ml inibiu o crescimento da
maioria das cepas fungicas, seguido da anfotericina B, com valores de CIM de
32 pg/mL fluconazol com 512 pug/mL e voriconazol com 1 pg/mL. Quanto aos
ensaios de CFM, valores de 32 pg/mL para o carvacrol foram observados,
representando efeito fungicida para a substancia em questéo. A associacdo de
carvacrol com anfotericina B representou valores de ICIF de 0,875, considerada
de aditividade. O mecanismo de acdo proposto para o carvacrol frente aos
iIsolados de A. flavus foi obtido a partir dos ensaios de sorbitol e ergosterol, onde
foi observada acédo frente ao ergosterol da membrana celular fungica. Dessa
forma, carvacrol apresenta-se como bom candidato na busca do
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas que venham a suprir as
necessidades atuais frente as patologias fungicas em questéo.

Palavra-chave: Aspergillus, Infec¢oes, Fitoconstituinte, Carvacrol



ABSTRACT

Fungi comprise a group of pathogens that can cause serious health damage.
Aspergillus flavus is among the main causes of serious comorbidities, among
them, aspergillosis. Current afungal therapy has been increasingly inefficient, due
to a series of issues related to adaptive mechanisms of the fungal cell itself or
even due to toxicity associated with the high doses necessary for them to have
the desired effect. In view of this, the search for new substances that may have
antifungal effects through different mechanisms of action has been increasing.
Natural products are a strong ally for these findings, since they are
phytoconstituents of plant origin that have different biological activities. Among
these, carvacrol stands out, a monoterpene found mainly in plants such as
Origanum vulgare (oregano). Therefore, the objective of this work was to
investigate the antifungal action of carvacrol and the licensed antifungals
amphotericin B, fluconazole and voriconazole against clinical isolates of A. flavus.
Assays to evaluate the biological activities were performed using the
microdilution technique to determine the minimum inhibitory concentration (MIC),
minimum fungicidal concentration (CFM), association studies and study of
possible mechanisms of action. In the results of biological activity, it was
observed that carvacrol at a concentration of 16 pug/ml inhibited the growth of
most fungal strains, followed by amphotericin B, with MIC values of 32 pug/mL,
fluconazole with 512 pg/mL and voriconazole with 1 pg/mL. As for the CFM
assays, values of 32 pg/mL for carvacrol were observed, representing a
fungicidal effect for the substance in question. Drug association assays are
currently very well seen, because in addition to reducing the effective
concentration of each substance, thus reducing the risk of toxicity, the use of
more than one mechanism of action can be a very viable alternative in the fight
against serious fungal pathologies. , thus, the association of carvacrol with
amphotericin B represented ICIF values of 0.875, being considered an
association of additivity. The proposed mechanism of action for carvacrol against
A. flavus isolates was obtained from the sorbitol and ergosterol assays, where
we can observe an action of the substance against the ergosterol of the fungal
cell membrane, causing its imbalance and leading to cell death. fungal. Thus,
carvacrol presents itself as a good candidate in the search for the development
of new therapeutic alternatives that will meet the current needs in the face of the
fungal pathologies in question.

Keywords: Aspergillus, Infections, Phytoconstituent, Carvacrol
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1. INTRODUCAO

Os fungos compreendem um grupo heterogéneo formado por leveduras,
fungos filamentosos e cogumelos, que atuam como saprébrios, parasitas e com
menor frequéncia, como simbiontes, vivendo em associagdo com outros
organismos. Os fungos sdo seres estudados como agentes causadores de
profundo impacto na saude humana, animais e plantas, assim como na
seguranca alimentar e biodiversidade bem como quanto ao seu papel na
industria de alimentos e medicamentos (REVIE et al., 2018; VIEGAS et al., 2019;
ODEBODE e NIMAWANYA, 2020).

Cerca de 100 mil espécies de fungos foram identificadas até hoje, aos
guais cerca de 300 sao consideradas patogénicas. A maioria destes seres séo
oportunistas, necessitando de um hospedeiro susceptivel para que causem a
infeccdo e entre 0os micro-organismos que merecem destaque por tais infeccdes
invasivas, observa-se o0 género Aspergillus (BROWN et al.,, 2012; WALL e
LOPEZ-RIBOT, 2020).

O género Aspergillus compreende mais de 250 espécies, amplamente
distribuidas no ambiente. O género foi catalogado em 1729 pelo padre italiano e
bidlogo Pier Antonio Micheli. O vocabulo Aspergillus tem origem do latim
aspergillum, pois a estrutura microscopica e reprodutiva do fungo é similar ao
instrumento usado para aspergir agua benta em cerimbnias religiosas
(BENNETT, 2007; SHETH et al., 2020; PAULUSSEN et al., 2017; SUGUI et al.,
2014; DEMUYSER, DE COCK e SERMIJN, 2019).

As espécies de Aspergillus pertencem a familia Aspergillaceae e classe
Ascomycetes. Sao fungos que crescem sobre plantas, materiais organicos,
solos, ar, organismos vivos e em habitats de 4gua doce e marinha e devido a
grande capacidade de esporulacdo que estes apresentam em agua, podem
formar micronichos ambientais em um curto espaco de tempo, dificultando a
desinfeccdo dos ambientes. Quanto a macroscopia (Figura 1), as colbnias
podem apresentar-se, inicialmente, com uma cor esbranquicada em sua
superficie e com textura cotonosa na fase inicial. Posteriormente, alteracdes na

sua coloracdo podem ser observadas, evoluindo para verde, amarelo, castanho
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ou preto conforme cada espécie do género Aspergillus (LARONE, 2002;
POSTER et al., 2015).

Figura 1. Macromorfologia de Aspergillus flavus em Agar Sabouraud Dextrose

Fonte: Acervo do laboratorio de pesquisa da atividade antibacteriana e antifingica (reproducao
autorizada).

Nas caracteristicas microscopicas (Figura 2), suas espécies possuem
hifas ramificadas, septadas, incolores e refringentes, conidiéforo com haste
simples. Da superficie da vesicula erguem-se fidlides com aspecto de garrafas
e disposicao radiada no seu conjunto, ja na extremidade de cada uma, conidios
basipetos, globosos, secos e de cor varidvel sdo formados (MURRAY;
ROSSENTHAL; PFALLER, 2006). Os conidios sdo espalhados livremente pelo
ar e podem facilmente adentrar seres vivos, chegando até os pulmdes através
do trato respiratério (HASANAH, 2017).

Figura 2. Micromorfologia de Aspergillus flavus (aumento de 10 vezes)

Fonte: Acervo do laboratério de pesquisa da atividade antibacteriana e antifingica (reproducéo
autorizada).
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Embora exista uma grande diversidade dentro do género Aspergillus,
algumas espécies sao agentes etioloégicos de maiores impactos na saude
humana, animal e vegetal. Entre estas, destacam-se Aspergillus fumigatus, A.
flavus, A. niger e A. terreus. Estas espécies apresentando alta capacidade de
sobrevida em condi¢des climaticas quentes e aridas, estas espécies estdo entre
as células microbianas com maior longevidade, tolerancias mais altas ao calor,
pressao e capacidade de germinar nas condi¢cdes de menor atividade de agua
(PAULUSSEN et al., 2017; RUDRAMURTHY et al., 2019).

Dentre as principais espécies ja citadas, Aspergillus flavus foi
primeiramente descrito em 1809 por Link. Dentre suas caracteristicas destaca-
se o conidiéforo com haste longa, grossa, vesicula globosa coberta com uma
camada de fialides seguida de conidios em cadeia, que formam cabecas com
300 um a 400 um de didametro e as fidlides sao unisseriadas ou bisseriadas
(MARTINS et al., 2005; CARVALHO, 2013).

7z

A espécie é difundida por todo o mundo e bilhdes de esporos
transportados pelo ar sdo constantemente produzidos e inalados diariamente por
humanos e animais, podendo causar uma grande variedade de condicfes
patoldgicas crbnicas e alérgicas. O processo infeccioso gerado a partir deste
patégeno ocorre principalmente por via respiratoria, porém a contaminacao
cutanea também se apresenta bastante recorrente, podendo se manifestar em
varias formas, incluindo sindromes alérgicas e colonizacdo saprofitica de
cavidades e seios da face (LESTRADE et al., 2019).

A contaminacdo de culturas vegetais também é levada bastante em
consideracao, pois além da sua viruléncia em humanos, A. flavus foi colocado
na quinta posi¢ao entre os dez maiores causadores de deterioramento e doengas
pré e pos-colheita em diversas culturas. A toxicidade relacionada a aflatoxinas
sa0 uma consequéncia, pois sdo introduzidas na cadeia tréfica humana e animal,

causando prejuizos graves a saude (LI et al., 2019; HYDE et al., 2018).

Diante dos problemas ja citados, as infeccfes respiratorias causadas por
Aspergillus spp. sdo aquelas que mais causam maior repercussao. A. flavus € o
segundo agente etiolégico mais comum causador de aspergilose invasiva (Al)
depois de A. fumigatus, geralmente encontrada em  pacientes
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imunocomprometidos com tratamento com esteroides, quimioterapia resultando
em neutropenia grave, células-tronco hematopoéticas e transplante de 6rgaos
sélidos. JA em pacientes imunocompetentes, 0s esporos podem atingir 0s
alvéolos, mas séo eliminados pelo sistema imunolégico (RUDRAMURTHY et al.,
2019).

O potencial protetor do epitélio pulmonar é responsavel pelas respostas
iniciais aos fragmentos fungicos. Nas vias respiratorias superiores, uma camada
de muco nas células epiteliais ciliadas reverte a direcdo das estruturas fangicas
inaladas. O reconhecimento das células fungicas por meio de receptores de
padrdo molecular associado a patdgenos (PAMPS) e receptores Toll-like (TLRS),
levando a ativacdo do sistema complemento, seguido assim de fagocitose e
destruicdo das células fungicas em individuos imunocompetentes, sendo
responsaveis por eliminar tais estruturas patogénicas de Aspergillus quando
inalados. A patologia relacionada a inalacdo dos fragmentos fungicos nao é
inevitavel, mas quando se trata de situacbes em que ha o funcionamento
anormal das defesas pulmonares, a persisténcia do patdégeno sera facilitada,
junto da colonizagdo e desenvolvimento da doenga (GAGO, DENNING e
BOWYER, 2019; PAULUSSEN et al., 2017; SOLANO e VAZQUEZ, 2018).

E por isso entdo que o estado imunoldgico geral do hospedeiro se torna
uma caracteristica unificadora frente aos quadros clinicos de aspergilose, visto
que hospedeiros imunocomprometidos se caracterizam por um sistema
imunolégico debilitado e, consequentemente sdo mais susceptiveis a tais
infec¢des. Sendo assim, dependendo da viruléncia da cepa do fungo, do estado
imunologico e / ou da estrutura e funcdo pulmonar do hospedeiro, Aspergillus
pode levar a uma variedade tdo ampla de reacbes alérgicas e doencas
infecciosas (BERTUZZI et al., 2018; TETZ et al., 2017; PAULUSSEN et al.,
2017).

Além do proéprio estado de saude do paciente, o ambiente ao qual o fungo
ocorre é bastante relevante para este tipo de infeccdo. Neste contexto, o
ambiente hospitalar é ressaltado uma vez que nele se encontram 0sS mais
diferentes tipos de espécies e cepas resistentes de patdégenos importantes do
ponto de vista médico, passando a ser um grande desafio para a terapéutica

guando entram em contato com pacientes ali presente (TROIANO et al., 2019).
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Nas ultimas décadas, a taxa de mortalidade e morbidade causada por
infecc¢des fungicas invasivas aumentou significativamente, em especial por meio
da inalacdo de conidios de Aspergillus transportados pelo ar dentro destes
ambientes. As incidéncias destas infec¢cdes dependem muito dos procedimentos
de esterilizacdo, sistemas de ventilacdo e filtros de absorcao, por exemplo, ja
gue se trata de um publico com alguma comorbidade que ja os leva a um estado
de debilidade (WIRMANN et al., 2018DEMUYSER, DE COCK e EVELIEN, 2019;
SHAJAHAN, CULP e WILLIAMSON, 2019; ODEBODE e NIMAWANYA, 2020).

Tem sido observado que, um nimero significativo de pacientes apresenta
infecgBes invasivas com risco de morte frente a este patdbgeno em questdo. A
aspergilose afeta mais de 14 milhdes de pessoas em todo o mundo,
representada por aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA > 4 milhdes),
aspergilose pulmonar crénica (APC ~3 milhdes) e a aspergilose invasiva (Al>
300.000). Aléem destes, outros quadros clinicos também sdo observados em
humanos, como aspergilose cutanea, otomicose aspergilar, onicomicose
aspergilar, sinusite aspergilar e aspergiloma ou bola fungica (KE SCHWEER et
al., 2016; GARCIA-VIDAL et al., 2015; GAGO, DENNING e BOWYER, 2019;
SIDRIM; ROCHA, 2004; AMORIM et al., 2004).

A aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) representa a patologia
mais comum dentre as principais, sendo uma doenca pulmonar inflamatéria
secundaria a uma reacdo de hipersensibilidade ao Aspergillus spp. E uma
inflamacao pulmonar caracterizada por infiltrados pulmonares e bronquiectasias,
gue se pode observar mais constantemente em pacientes asmaticos ou que
apresentem algum tipo de fibrose cistica (LI et al., 2017; SHAH e PANJABI,
2016).

Em casos como este, o género Aspergillus acaba colonizando as vias
aéreas, invadindo os pulmdes e desencadeando uma resposta linfocitaria, com
ativagdo da cascata de citocinas inflamatorias resultando em sensibilizagdo. Os
sintomas de ABPA normalmente sao inespecificos, e 0s mais comuns podem ser
tosse produtiva crénica, hemoptise, perda de peso e febre (SHAH e PANJABI,
2014; RUSSO et al., 2020).
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Torna-se necessario o diagndstico clinico-laboratorial para que se possa
iniciar uma abordagem terapéutica adequada. O diagndstico clinico é baseado
na analise de sinais e sintomas, enquanto o diagndstico laboratorial é
fundamentado em testes de rotina, exames radiologicos, histopatoldgicos,
crescimento em cultura e a deteccédo de DNA fungico e devem ser principalmente
mais suspeitos em pacientes com asma mal controlada, bem como portadores
de fibrose cistica. Os testes de triagem séo realizados com o teste cutaneo para

Aspergillus ou o teste de sangue IgE especifico (RUSSO et al., 2020).

Quando se refere a aspergilose pulmonar crbnica, envolve-se um
espectro de doenca peculiar causada por Aspergillus caracterizada por invaséo
pulmonar local observada principalmente em pacientes imunocompetentes com

alteracGes pulmonar estrutural pré-existente (SCHWEER et al., 2014).

As apresentacdes clinicas que envolvem este tipo de patologia sdo desde
perda de peso até mesmo o aparecimento de tosse produtiva crénica, hemoptise
e comparacao de nodulos e cavidades na imagem do torax. O aspergiloma
representa a forma mais branda da forma crénica desta doenca, consistindo em
hifas de Aspergillus com fibrina contida no interior cavitario pulmonar
previamente formado, e ja o0 progresso mais importante da doenca €
representado pelo quadro de aspergilose pulmonar fibrosante cronica
(DENNING et al., 2016).

O diagndstico da aspergilose pulmonar cronica se baseia basicamente na
presenca de sinais e sintomas caracteristicos da enfermidade e nas
caracteristicas radioldgicas, persistentes por pelo menos 3 meses, com
evidéncias microbiolégicas de cepas de Aspergillus para ter o diagnéstico
confirmado. Neste caso, existe uma forte recomendacédo de realizacdo de
ressecao cirargica de um aspergiloma simples em pacientes que estejam
apresentando sintomas, caso esses sintomas sejam importantes como
hemoptise persistente e caso apresentem baixo risco cirturgico (PATTERSON et
al., 2016).

A aspergilose pulmonar invasiva é considerada uma doenca aguda/
subaguda grave e pode ser identificada ndo somente em pacientes que estejam

imunocomprometidos gravemente, mas também em pacientes né&o
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neutropénicos. A preocupacao sobre essa infeccdo aumentou significativamente
nos ultimos anos devido ao alto indice de paciente com estado imunoldgico
debilitado, associado ao manejo e tratamento de neoplasias, transplantes soélidos
ou hematologicos, doencas autoimunes e estados inflamatorios. (RUSSO et al.,
2020).

A aspergilose pulmonar invasiva € encontrada principalmente nos
pulmdes, mas pode se disseminar para outros 6rgdos. Caracterizada pela
invasao do tecido pulmonar por hifas de Aspergillus, apresenta-se com sintomas
muito inespecificos, incluindo tosse seca, falta de ar, dor toracica pleuritica e
hemoptise. As condicdes do paciente podem piorar em alguns dias com
insuficiéncia respiratoria aguda (EL-BABA, GAO e SOUBANI, 2020).

O resultado bastante disseminador da Al é associado a incapacidade de
diagnésticos rapidos e precisos, juntamente com as condi¢des comorbidas dos
pacientes, falta de conhecimento dentre as varias especialidades da classe
médica e baixo desempenho dos testes microbiolégicos. O tratamento é
imensamente crucial para a sobrevida, e altas taxas de mortalidade também se
tornam comuns em pacientes nao neutropénicos, principalmente devido a

diagnostico tardio (CHOWDHARY, SHARMA E MEIS, 2017).

Quanto aos casos de aspergilose nédo invasiva, a aspergilose cutanea
apresenta-se como uma implantacdo do Aspergillus spp. na pele, podendo ser
evidenciado papulas e até mesmo abcessos, diferente da otomicose aspergilar,
gue se trata de uma infeccdo secundéria do conduto auditivo externo podendo
apresentar prurido e corrimento intenso. A onicomicose aspergilar € recorrente
em unhas traumatismos, tornando-a hiperceratésica, de coloracdo verde-
amarelada ou acastanhada. E por fim, a sinusite aspergilar, em que Aspergillus
spp. podem causar leséo clinica nos seios paranasais, levando a quadros de
sinusite cronica até destruicdo 6ssea e extensao da infeccao (SIDRIM; ROCHA,
2004; TATARA et al., 2016; DARR-FOIT et al., 2017).

As modalidades de diagnostico estdo cada vez mais evoluindo, mas
as infeccdes causadas por Aspergillus sdo normalmente confirmadas pela
avaliacdo do quadro clinico do paciente e pelos exames laboratoriais. No

diagndstico clinico, é feito a avaliagdo com base nos sinais e sintomas conforme
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0 quadro clinico do paciente como também a coleta do material biolégico para

0s exames de Laboratorio.

Para o diagndstico micoldgico, é importante a realizacdo de uma colheita
de material biolégico para os exames diretos, cultura e histopatolégico.
Inicialmente, se faz o exame direto com Hidréxido de Potassio (KOH/10-40 %),
para a observacao das estruturas caracteristicas do género Aspergillus como as
hifas regulares, septadas, ramificadas em angulo agudo septadas, cabecas
aspergilares e hialinas. Seguida ao exame direto, 0 material biolégico € inoculado
em meios de cultuna da rotina em Micologia, incluindo Agar Sabouraud dextrose,
Agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e Agar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol e cicloheximida. A incubacéo é feita a Temperatura Ambiente/TA
(28-30°C) durante 3-5 ou até 7 dias. ApGs o periodo de incubacao é feito a
avaliacdo da macromorfologia caracteristica do género Aspergillus, o qual
produz coldnia de crescimento rapido, cotonosa, sulcos radiais ou superficie
cerebriforme, coloracdoamarela/verde. E o microcultivo da col6nia é feito pela
Técnica de Riddel (Riddel,1950), onde se observa a micromorfologia como hifas
vegetativas ramifcadas, septadas e conidioforos (hifas reprodutivas) contendo
vesiculas com uma coroa birradiada formada de métulas e fidlides que
sustentam os conidios globosos, lisos ou rugosos e hialinos. Também, podem
ser realizados os exames de Histopatologia usando as Técnicas de coloracdo
HE, GMS, PAS, Gridley e/ou de Sorologia (SIDRIM e ROCHA, 2004; JEENKS,
JEFFREY e HOENIGL, 2018; RUDRAMURTUY et al., 2019).

O manejo ideal das infeccdes por Aspergillus inclui prevencéo,
diagndstico precoce, inicio precoce da terapia antifingica, reducéo da terapia
imunossupressora, se possivel e em alguns casos, cirurgia. O tratamento
antifingico sistémico precoce é de importancia primaria para a sobrevivéncia
contra aspergilose, enquanto a cirurgia desempenha um papel importante
principalmente em manifestacées de doenca mais raras (JEENKS, JEFFREY e
HOENIGL, 2018; ULLMANN et al., 2018).

O impacto dos fungos frente a saude humana € bastante amplificado
devido ao arsenal terapéutico para o tratamento da aspergilose é bastante
limitado, composto de apenas trés classes de drogas antifingicas, a saber: i)

azois, que tém como alvo a biossintese do ergosterol (fluconazol, voriconazol,
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isavuconazol); ii) polienos, que se ligam ao ergosterol na membrana calular do
fungo levando a lise da célula. A Anfotericina B é bastante usada em diversas
formulacdes, representando os tratamentos de primeira escolha; e iii)
equinocandinas, que inibem a biossintese da parede celular flngica
(caspofungica, micafungina). Os mecanismos de agéo das trés classes estdo
sumarizados na Figura 3 (ARUANNO, GLAMPEDAKIS e LAMOTH, 2019;
SEHGAL et al., 2019).

Figura 3. Mecanismo de acdo das drogas antifungicas. (a) Representacdo do

mecanismo de acdo dos azois; (b) Representacdo do mecanismo de acdo dos
polienos; (c) Representacdo do mecanismo de acao das equinocandinas.
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Fonte: adaptado de REVIE et al. (2018).
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Os azéis e a anfotericina B foram estudados como terapia primaria das
doencas causadas por Aspergillus, porém, com o aumento da resisténcia aos
azois associados aos efeitos adversos causados pelo uso da Anfotericina B, que
vao desde efeitos neurotoxicos até mesmo efeitos nefrotéxicos, fizeram com que
as equinocandinas se tornassem terapia de resgate. Na maioria desses estudos,
as equinocandinas foram administradas em pacientes que apresentavam
leucemia mieloide aguda e receptores de transplante de células-tronco, embora
0 grupo de pacientes em risco de aspergilose se estende bem mais além disto
(SLAVIN et al., 2021).

Os antifungicos azodlicos foram descobertos em 1944, mas s6 foram
aprovados para uso em humanos até o final dos anos 1950 para inicios de 1960.
A classe dos azois se subdividem em duas: imidazolicos e os triazolicos, ambos
compartilhando do mesmo mecanismo de acéo. Os imidazélicos possuem dois
atomos de nitrogénio no anel azdlico, enquanto os triazélicos possuem trés. Os
triazois, além de nao apresentarem relatos de serem mutagénicos, sao
metabolizados lentamente e exercem menos efeitos sobre a sintese de esterois
humanos, sendo estes mais escolhidos atualmente para as terapias antifungicas
(LESTRADE et al., 2019; JENKS et al., 2018; SOLANO e VAZQUEZ, 2018).

O principal mecanismo de acdo apresentado pelos azéis é a inibicdo da
enzima l14-a-desmetilase do lanosterol, uma enzima ligada ao citocromo p450,
interrompendo a biossintese do ergosterol a partir do lanosterol, acarretando no
acumulo de 14a—metil esterois, levando a alteracdes na permeabilidade e
estabilidade da membrana celular, e consequentemente prejudicando o
desenvolvimento da célula fangica. Este mecanismo é mais especifico a a¢do
fungicida ou fungistatica pelo fato de que estas substancias tém maior afinidade
pelas enzimas das células fungicas do que pelas enzimas do citocromo p450
humano (CHOWDHARY, SHARMA E MEIS, 2017; WHALEY, et al., 2017).

Para o tratamento de tais infec¢des, dentre os triazois, o voriconazol
demonstrou maior eficiéncia contra espécies de Aspergillus. A droga possui
efeito toxico reduzido quando em comparacdo com a anfotericina B, tornando-
se o antifingico de primeira escolha em casos de aspergilose grave. O composto
apresenta estrutura quimica semelhante com fluconazol, porém exibe espectro
ampliado e hidrossolubilidade baixa (CHOWDHARY, SHARMA E MEIS, 2017).
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Devido a sua natureza, o voriconazol também fungistatico. O
desenvolvimento de resisténcia € uma ocorréncia bastante comum durante o
tratamento com azois, principalmente devido a mutagédo no gene alvo ERG11,
mas também devido aos proprios componentes de resisténcia da propria célula
fungica, como a superexpressao das bombas de efluxo que realizam o transporte
da molécula azolica para fora da célula. Pacientes na qual a aspergilose é
resistente ao voriconazol, realiza-se a inclusdo de formula¢gdes compostas com

anfotericina B ou uma equinocandina (COWEN et al., 2014).

Quadro 1. Estrutura quimica dos principais derivados azolicos.

Estrutura quimica Nomenclatura
N
(W
N
N/
F
HO.
Fluconazol
N
N F
L

Voriconazol

Fonte: Disponivel em https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Estrutura-quimica-
dos-triazois-fluconazol-itraconazol-voriconazol posaconazol_figl 279510009, acesso
em 30/11/2021

Os polienos foram propostos na terapia antifingica em meados de 1950,
tornando-se os primeiros antifingicos de amplo espectro disponiveis para uso
em terapia humana. A anfotericina B foi a primeira droga da classe, aprovada
pela FDA (Food and Drug America) para o tratamento de infec¢gbes fungicas
invasivas. A droga contém sete ligacdes duplas conjugadas na posicdo trans e
uma 3-amino-3, 6-didesoximanose ligada ao anel principal (WALL e LOPEZ-
RIBOT, 2020).
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Seu mecanismo de acédo antifingico esta relacionado com sua ligacéo ao
ergosterol. A molécula anfipatica de anfotericina B se liga ao ergosterol e atua
COmo uma esponja que extrai esteroides das membranas celulares dos fungos,
ou seja, quando o farmaco se liga ao ergosterol, formam-se canais i6nicos na
membrana celular, e consequentemente ocorre 0 extravasamento do intersticio
da célula fungica, destruindo sua integridade osmoética e a morte celular
(ANDERSON et al., 2014).

Dessa forma, a anfotericina B é considerada fungicida e apresenta alta
eficiéncia frente a diversos patdgenos fungicos. Sua principal desvantagem esta
condicionada a sua alta toxicidade, particularmente a nivel renal. Com isso, uma
séria de formulacdes lipidicas de anfotericina B foi desenvolvida com o objetivo
de reduzir sua toxicidade, entre elas a anfotericina B convencional (C-AMB),
anfotericina B lipossomal (L-AMB), complexo lipidico de anfotericina B (ABLC) e
disperséo coloidal de anfotericina B (ABCD) (WALL e LOPEZ-RIBOT, 2020).

Quadro 2. Estrutura quimica do principal polieno.

Estrutura quimica Nomenclatura

Anfotericina B

Fonte: Disponivel em https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Estrutura-
molecular-da-anfotericina-B_figl 282512388; acesso em 30/11/2021.

Por fim, as equinocandinas, obtidas a partir da procura por produtos
naturais advindos da fermentacédo flngica por volta da década de 1970, séo a
classe mais recente de antifUngicos aprovados pela FDA. As equinocandinas
sao caracterizadas como lipopeptideos ciclicos com um nucleo hexapeptidico,
gue inibem a sintese de B-1,3-glucana na parede celular de fungos, necesséria

para manter sua estrutura. Na auséncia deste polimero, ha o comprometimento
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da integridade celular, ocorrendo assim a lise (WHALEY et al., 2017; JENKS et
al., 2018).

O principal mecanismo de resisténcia contra as equinocandinas sao as
mutagdes no FKS1 e no FKS2 que codificam a enzima alvo. Considerando isto
mais 0 aumento de cepas resistentes as drogas azdlicas e até mesmo aos varios
efeitos adversos associados ao uso da anfotericina B, além dos registros de
aumento de numero de pacientes imunocomprometidos nas populacdes
pediatricas e adultas, a epidemiologia das micoses invasivas se mostra cada vez
mais alastrante. Diversas evidéncias também mostram a ocorréncia de falhas
frente a estas forma de tratamento em questao, causando grande preocupacgéo
aos profissionais da saude (COWEN et al., 2015; ZAINI et al., 2020).

Sendo assim, diante do constante aumento de relatos de
resisténcia do género Aspergillus aos antifungicos mais o aumento de infeccées
fungicas na populacdo em risco, tornam cada vez mais preocupantes as
ameacas causadas por estes patdogenos. Um pequeno numero de classe de
drogas antifingicas aprovadas e disponiveis é a realidade atual nos anos 2020,
em termos do tratamento das infeccBes invasivas causadas por fungos
patogénicos. Isto € um problema dado a aplicagcdo constante, evolucdo das
cepas, bem como das interacbes medicamentosas e efeitos colaterais
correlacionado as altas doses necessérias (PFALLER et al., 2019 e FISHER et
al., 2018).

Toda essa problemética, demanda a¢des urgentes na busca de novas
terapéuticas antifingicas com uma diversidade de mecanismos de acdo. Com
isto, surgiram grandes incentivos na busca de novas possibilidades terapéuticas
gue supram as necessidades de tratamento frente as patologias encontradas e
resisténcia associada as diversas espécies de Aspergillus. Dentre as principais
fontes alternativas para descoberta de novas substancias antifungicas
destacam-se 0s produtos naturais obtidos a partir de espécies vegetais e/ou
sintéticas, onde muitos vém cada vez mais recebendo destaque por suas
atividades antimicrobianas (ZAINI et al., 2020; VIJ, HUBE e BRUNKE, 2021).

O uso de produtos naturais obtidos de espécies de plantas consideradas

medicinais com fins terapéuticos é um estagio cientifico de uma antiguidade
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renovada. E ndo é s6 um resgate dos conhecimentos advindos dos primordios
da civilizagdo, mas também um caminho real, favorecendo o uso potencial da
biodiversidade existente dos nossos multiplos biomas. Os estudos sobre
produtos naturais de origem vegetal com propriedades antimicrobianas tém
apresentado amplas e seguras perspectivas, levando em consideragdo, 0s
crescentes problemas associados ao uso indiscriminado dos antifingicos,
ineficacia, efeitos adversos, resisténcia e outros. As atividades bioldgicas com
atividade antimicrobiana estdo associadas a presenca de alcalbides,
flavondides, taninos, cumarinas, glicosideos e os 6leos essenciais, esses Ultimos
incluidos em extratos, fracbes, 6leos fixos e volateis, compostos isolados ou
sintéticos tém sido comprovados através de pesquisas no mundo inteiro (MAIA,
DONATO, FRAGA, 2015; MOREIRA et al., 2015; OLVEIRA FILHO et al., 2015).

O termo fitoconstituinte refere-se a compostos quimicos nao nutritivos que
apresentam alguma atividade biol6gica a planta. Possuem desde atividades
protetoras, obtidos a partir de Oleos essenciais. O carvacrol (2-metil-5-(1-
metiletil) -fenom), um monoterpendide fendlico encontrado em Oleos de
Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgaris (tomilho), Lepidium
flavum (pimenta), Citrus aurantium bergamia (bergamota selvagem) e outras
plantas, vem atraindo a atencdo dos pesquisadores devido suas vastas
propriedades biolégicas (NOBREGA et al., 2016).

A presenca do grupamento hidroxila e de um sistema de elétrons
deslocalizados na molécula de carvacrol paracem ser cruciais na atividade
antimicrobiana intrinseca. Além disso, a reducao do gradiente de pH da célula
através da troca de protons (H+) da hidroxila pelo ion K+, agindo como um
trocador de cations, causando um colapso na forgca proton-motriz, sao
caracteristicos de seu mecanismo antimicrobiano (SHARIFI-RAD et al., 2018).

Além disso, propriedades hidrofébicas associadas ao anel aromatico
substituido, ressaltam outra ampla gama de atividades como anti-inflamatéria,
antiprotozoaria, anticarcinogénica, antidiabética e antinociceptiva, tornando-a
uma substancia de alto potencial para avaliagdo de atividades antimicrobiana
frente a outras espécies ainda inéditas na literatura (SHARIFI-RAD et al., 2018;
FRIEDMAN, 2014; SHARIFI-RAD et al., 2018).
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Quadro 3. Estrutura quimica do carvacrol.

Estrutura quimica Nomenclatura
CHs
Carvacrol
OH
HsC CHs

Fonte: Disponivel em http://quintaisimortais.blogspot.com/2017/03/tomilho-
composicao-quimica-do-oleo.html, acesso em 30/11/2021.

O presente trabalho tem como intuito avaliar o potencial antifingico do
Carvacrol frente a amostras de Aspergillus flavus oriundos de infeccdes
superficiais e sistémica, registrando dados ndo s6 apenas para mais um achado
descrito na literatura, mas também contribuindo para o aumento de alternativas
terapéuticas viaveis para o tratamento de aspergilose, principalmente, quando
causada por espécies de Aspergillus resistentes aos farmacos disponiveis na

farmacoterapia.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Estudar a atividade antifungica do carvacrol isolado e associado com
antifingicos anfotericina B, fluconazol e voriconazol frente a isolados de

Aspergillus flavus.
2.2. Objetivos especificos

v' Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao
Fungicida Minima (CFM) do carvacrol

v Investigar possiveis efeitos sinérgicos, antagoénicos ou indiferente do
carvacrol associado a antifungico padréo pela Técnica de Checkboard;

v' Avaliar o possivel mecanismo de atividade dos produtos sobre a célula
fungica;

v Avaliar biodisponibilidade e toxicidade do carvacrol frente a estudos In

silico.
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3. METODOLOGIA

3.1. Local detrabalho

Os ensaios de atividade antifungica para o desenvolvimento deste
trabalho foram realizados no Laboratério de Pesquisa da Atividade
Antibacteriana e Antifungica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS), Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Periodo de trabalho: marco
2020/fevereiro 2022.

3.2. Espécies fungicas

As cepas de origem clinica de Aspergillus flavus pertencem a colecéo do
Laboratorio de Micologia/DCF/CCS/UFPB, e a cepa ATCC-9643 foi adquirida no
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS/Rio de Janeiro)
e Laboratério de Patologia Clinica- HEMATO/ Jodo Pessoa - Paraiba,
sumarizadas no Quadro 4. As amostras de A. flavus foram mantidas em tubos
de ensaio (15 X 150 mm) contendo Agar Sabouraud Dextrose inclinado (Difco®)
sob refrigeracéo (8° C) até o momento da realiza¢do do ensaio. As linhagens de
Aspergillus flavus que foram utilizadas no desenvolvimento da pesquisa estéo
registradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SIGEN) sob o nimero A359BED.

Quadro 4. Linhagens de Aspergillus flavus e seus respectivos locais de origem.

Cepas A. flavus Origem das linhagens
A. flavus ATCC — 9643 ATCC (American Type Culture Collection)
A. flavus LM - 02 Ouvidos

A. flavus LM -18 Ouvidos

A. flavus LM -19 Pulméo

A. flavus LM — 26 Pele-pés

A. flavus LM - 55 Ouvidos

A. flavus LM - 171 Pulméo

A. flavus LM — 206 Pele-mé&o direita

A. flavus LM — 225 Pulméo

A. flavus LM — 248 Unha-mao

A. flavus LM — 256 Ouvidos
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A. flavus LM — 295 Ouvidos

3.3. Meios de cultura

Os meios de cultura que foram utilizados para a manutencédo das
amostras de Aspergillus e realizacdo dos ensaios de avaliacdo da atividade
antifangica sdo Agar Sabouraud dextrose- ASD e o meio de cultivo liquido RPMI
1640 sem bicarbonato, adicionado com glutamina (HIMEDIA®), preparados de
acordo com informagdes do fabricante.

3.4. Carvacrol e antifungicos padrao

Carvacrol e os antifingicos padréo anfotericina B, fluconazol e voriconazol
(Sigma Aldrich®) foram submetidas aos ensaios biolégicos para avaliacdo da
atividade antifingica sobre linhagens de A. flavus. Os produtos foram pesados
na concentracao inicial de 1.024 pg/mL e devidamente solubilizados em 150 pL
(3%) de dimetil-sulféxido (DMSO) e adicionados 100 pL (2%) de Tween 80,
completando-se o volume final com agua destilada esterilizada g.s.p. 5 mL. A
partir da concentracdo inicial do carvacrol e dos antifungicos padrédo, de 1.024
pg/mL, foi feita uma diluicdo em série até 4 pg/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991,
HADACEK e GREGER, 2000; PEREIRA et al., 2014).

3.5. Inéculo fungico

Para a preparacéo do indculo, foi realizado repique das cepas em ASD e
incubagdo a 28-30° C por 7-14 dias, para atingirem um bom crescimento. As
suspensodes dos repiques foram preparadas cobrindo-as com 5 mL de solugé&o
salina estéril NaCl 0,85% m/v (Labsynth®). As misturas resultantes de conidios e
fragmentos de hifas foram retiradas e transferidas para tubos de ensaio
esterilizados. Em seguida, essas suspensdes foram agitadas por 2 minutos com
auxilio do aparelho vortex. ApGs agitacdo, cada suspenséo apresentou turbidez
gue foi comparada e ajustada aguela apresentada pela suspenséo de sulfato de
bario do tubo 0,5 da escala de McFarland, a qual corresponde a um indculo de
aproximadamente 1x10® Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/mL. A
guantificacdo dos inoculos foi confirmada por meio da contagem celular em
camara de Neubauer e as suspensdes ajustadas no espectrofotdmetro (Leitz-

Fhotometer 340- 800), para conter aproximadamente 1x10® UFC/mL
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(CLEELAND: SQUIRES, 1991: HADACEK; GREGER, 2000; SAHIN et al., 2004;
CLSI, 2008).

3.6. Determinacado da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os
protocolos de Cleenland e Squires (1991), Eloff (1998) e CLSI (2008). A
determinacao da CIM das amostras sobre cepas bacterianas e fungicas foram
realizadas através da técnica de microdiluicdo em caldo, com placa para cultura
de células (TPP/SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pocos com fundo em
“U”. Inicialmente, foram distribuidos 100 puL de caldo RPMI 1640 duplamente
concentrado nos pocos das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 uL das
moléculas solubilizadas foram dispensadas nas cavidades da primeira linha da
placa, e por meio de uma diluicdo seriada a uma razdo de dois, foram obtidas
concentracbes de 1.024 até 4 pg/mL. Por fim, foi adicionado 10 pL das
suspensfes das espécies fungicas nas cavidades, onde cada coluna da placa
refere-se, especificamente, a uma espécie. Paralelamente, foram realizados os
controles: micro-organismo (RPMI + fungos filamentosos), para comprovacgao da
viabilidade das cepas, meio de cultura (RPMI), para comprovagao da esterilidade
e controles com anfotericina B, fluconazol e voriconazol para inibigdo dos fungos.
As placas foram assepticamente fechadas e submetidas a incubacdo numa

temperatura de 35 +/- 2° C por 72 horas.

O produto foi considerado ativo quando inibiu, pelo menos, 50% dos
micro-organismos utilizados nos ensaios de atividade biol6gica (CLEELAND E
SQUIRES, 1991; HAFIDH et al., 2011). A Concentracéo Inibitoéria Minima / CIM,
foi considerada e interpretada como ativa ou inativa, conforme os seguintes
critérios: até 600 pg/mL = forte atividade; 600 — 1500 pg/mL = moderada
atividade; > acima de 1500 pg/mL = fraca atividade ou produto inativo (HOLETZ
et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).

Foi realizado o ensaio para determinacdo da CFM. Aliquotas de 10 uL do
sobrenadante das cavidades onde foi observada completa inibicdo do
crescimento fungico foram adicionadas a 100 yL de caldo RPMI contidos em
novas placas de microdiluicdo/96pocos e incubadas por 24-48 horas a 35 +/-
2°C/leveduras e TA (28-30° C) / 5-7 dias para fungos filamentosos. A CFM foi
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considerada como sendo a menor concentracdo do produto teste que inibiu o
crescimento dos micro-organismos. Os ensaios foram realizados em triplicata e
os resultados expressos pela média aritmética das CFM obtidas nos trés ensaios
(BALOUIRI, SADIKI, IBNSOUDA, 2016; NCUBE, AFOLAYAN, OKOH, 2008;
SALIE, ESGLES, LENG, 1996) Paralelamente, foi realizado o controle de
esterilidade (caldo RPMI 1640) e de viabilidade das espécies fungicas (RPMiI
1640 mais indculo de cada micro-organismo).

Também foi avaliado o0 modo de a¢édo das substancias teste através da
razdo CFM/CIM, metodologia esta utilizada por Hafidh e colaboradores (2011)
para especificar a natureza do efeito antimicrobiano, considerada como fungicida
guando a razdo CFM/CIM esta entre 1:1 a 2:1, por outro lado, se a proporc¢ao for

maior que 2:1, o modo de acdo tem maior probabilidade de ser fungistatico.

3.7. Estudos de associacédo — Técnica de Checkerboard

O efeito da associacao das drogas-teste foi determinado pela técnica de
checkerboard, utilizando placas de microdiluicdo contendo 96 cavidades com
fundo chato. Diluicbes das solugdes dos produtos naturais (1/8CIM, 1/4CIM,
1/2CIM, CIM, 2xCIM, 4xCIM e 8xCIM) foram realizadas em RPMI 1640. Apés
isto, uma aliquota de 50 uL de cada um dos diferentes produtos naturais foi
adicionada nos pocos da placa tanto no sentido vertical como no sentido
horizontal. Por fim, foram adicionados 100 uL do inéculo diluido em RPMI 1640
(1:50). Desta maneira, foram obtidas misturas de diversas concentracbes de
ambas as drogas. As placas foram seladas e incubadas a 28°C por até 72 horas
para a realizacdo da leitura das CIMs. Na perspectiva de avaliar a atividade das
associa¢fes de drogas, o indice da concentracédo inibitéria fracionada (ICIF) foi
calculado através da soma: CIFA + CIFB, onde A representa o primeiro produto
natural e B o segundo produto natural. O CIFA = CIMA combinado/CIMA
sozinho, enquanto o CIFB = CIMB combinado/CIMB sozinho. O ICIF foi
interpretado da seguinte maneira: sinergismo (< 0,5), aditividade (0,5-1,0),
indiferenca (> 1,0 e < 4,0) ou antagonismo (> 4,0) (LEWIS et al., 2002; CORREA-
ROYERO et al., 2010).
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3.8. Estudos de possiveis mecanismos de acdo antifungico

3.8.1. Acdo dos produtos na parede celular fungica: Ensaio com sorbitol

A determinacdo da CIM dos produtos, na presenca do sorbitol, foi
realizada pelo microdiluicdo, utilizando placas de microdiluicdo contendo 96
cavidades, com fundo em forma de “U” e em duplicata. Em cada orificio da placa,
foram adicionados 100 pL do meio liqguido CSD previamente adicionado de
sorbitol (PM = 182,17) (VETEC Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ), ambos
duplamente concentrados. Posteriormente, 100 pL da solugdo dos produtos,
também duplamente concentrados, foram dispensados nas cavidades da
primeira linha da placa. E por meio de uma diluicao seriada a uma razao de dois,
foram obtidas concentracdes de 1024 pg/mL até 5 pg/mL dos produtos e, no
caso do sorbitol, uma concentracéo final de 0,8 M em cada cavidade. Por fim,
foram adicionados 10 pL do in6culo das espécies nas cavidades, onde cada
coluna da placa refere-se a uma cepa fungica, especificamente.

Um controle de micro-organismo foi realizado colocando-se nas
cavidades 100 pL do meio CSD e sorbitol (0,8 M), 100 uL de &gua destilada
estéril e 10 pL do indculo de cada espécie. Um controle de esterilidade também
foi realizado, onde foi colocado 200 uL do CSD em um orificio sem a suspensao
dos fungos. Por ultimo, foi realizado o mesmo procedimento com o antifingico
padrdo (anfotericina B). As placas foram seladas e incubadas a 35° C por até 48
horas para ser realizada a leitura (FROST et al., 1995; ZACCHINO, 2001).

3.8.2. Acdo dos produtos sobre a membrana celular: Ensaio com
ergosterol

A determinacéo da CIM dos produtos contra cepas fungicas foi realizada
por microdiluicdo, utilizando placas de microdiluicdo contendo 96 cavidades, com
fundo em forma de “U” (ALAMAR®) e em duplicata semelhante ao protocolo
exposto na determinacdo da CIM. O meio de cultura (CSD) foi utilizado na
auséncia e na presenca de 400 pg/mL de ergosterol (Sigma-Aldrich®). Um
controle de micro-organismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 pL
do mesmo CSD e ergosterol nas mesmas concentracdes e 10 pL do in6culo de
cada espécie. Um controle de esterilidade também foi realizado, onde foi

colocado 200 pL do CSD em um orificio sem a suspensdao dos fungos. Por ultimo,
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foi realizado o mesmo procedimento com a anfotericina B visto que possui
mecanismo de acdo conhecido, no qual ocorre interacdo com ergosterol da
membrana e outro (fluconazol) que atua por mecanismo de acgao diferente, para
servir de controles positivos dos resultados. As placas foram seladas e
incubadas a 28°C por até 8 dias para ser realizada a leitura (ESCALANTE et al.,
2008).

3.9. Ensaios In silico
3.9.1. Avaliacao da biodisponibilidade oral In silico

Para a analise da biodisponibilidade oral te6rica do produto foi utilizada a
‘Regra dos Cinco” de Lipinski (2001), que estabelece que ao menos quatro
requisitos devam ser apresentados para que o0 composto possua uma boa
biodisponibilidade. Assim, para que compostos sejam absorvidos, devem possuir
miLogP menor ou igual a 5,00; MM menor ou igual a 500 g/mol; Area de
superficie polar (TPSA) menor ou igual a 140 A2 ou a soma do nimero de
aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio menor que 12; Maximo de 10
grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio (nALH), que € expresso pela soma
de atomos de N e O; Maximo de 5 grupos doadores de ligacdo de hidrogénio
(nDLH), expresso pela soma de OH e NH na molécula.

Para que pudesse ser realizada esta analise, se fez necessarios uso de
ferramentas como o programa Molinspirations, um software online gratuito
disponivel no endereco: https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties e

acessado em outubro de 2021.

3.9.2. Analise toxicoldgica oral in silico

Para a analise da toxicidade oral, foi utilizado o software gratuito
admetSAR, que verifica, a partir de predicoes, o potencial Toxicidade AMES,
Agentes Cancerigenos, Toxicidade Oral Aguda e Carcinogenicidade, dos
parametros ADMET (absorcéo, distribuicdo, metabolizacdo, excrecdo e
toxicidade). O software era disponivel no endereco eletrbnico

https://immd.edu.cn:8000/, acessado em outubro de 2021.
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4. RESULTADOS E DISCUSAO

4.1. Determinacéo da CIM e CFM

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) representa um
parametro essencial na analise de susceptibilidade de um micro-organismo a
determinadas substancias, onde o método de diluicdo em caldo torna-se um dos
mais adequados para determinar tal concentragdo, de forma quantitativa e
gualitativa, validada pela auséncia de crescimento fingico no controle de
esterilidade e presenca de crescimento no controle de crescimento (BALOUIRI;
SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Os ensaios para avaliar o potencial antifUngico do fitoconstituinte
carvacrol sobre linhagens de A. flavus estdo expressos na Tabela 1, juntamente
com os resultados frente a atividade dos antifingicos licenciados anfotericina B,

fluconazol e voriconazol, utilizados como padréao.
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Tabela 1. Resultados da avaliacdo de CIM (n=3) de carvacrol, afotericina B, fluconazol e

voriconazol frente a cepas de Aspergillus flavus — Técnica de microdiluigdo

Micro- Moleculas (ug/mL) Controles
organismo

A. flavus Carvacrol AnfotericinaB  Fluconazol Voriconazol A. flavus RPMI
ATCC — 9643 32 4 64 1 + -
LM - 02 16 8 256 1 + -
LM - 18 32 32 256 2 + -
LM-19 16 32 256 2 + -
LM - 26 16 32 256 2 + -
LM - 35 16 32 256 1 + -
LM - 171 16 64 1024 2 + -
LM — 206 16 32 512 1 + -
LM - 225 32 32 512 1 + -
LM — 248 16 64 512 1 + -
LM — 256 32 64 512 2 + -
LM - 298 32 64 512 2 + -

(+): Crescimento do micro-organismo; (-): Nao houve crescimento do micro-organismo

O carvacrol na concentracao de 16 pg/mL apresentou atividade biol6gica
sobre o crescimento de A. flavus, inibindo o crescimento de 7 (58,3%) das 12
linhagens testadas. J& na concentracao de 32 pg/mL, produziu inibicdo sobre o
crescimento das 12 (100%) linhagens de A. flavus. Estes resultados podem ser
comparados com os achados de Abbaszadeh et al. (2014), que observaram a
atividade do carvacrol frente a algumas espécies fangicas, e dentre estas, a
melhor atividade encontrada para a molécula em questdo esta relacionada a
inibicdo do crescimento de Aspergillus, com CIM variando de 50 a 100 pg/mL.
Por outro lado, para demais espécies fungicas testadas, a CIM do carvacrol
variou de 100 a 350 pg/mL. Schlemmer et al. (2019), testaram carvacrol contra
30 cepas de Malassezia pachydermatis, observando uma média de CIM de 64

pg/mL.

Quanto aos resultados relacionados a anfotericina B, observou-se que a
molécula na concentracao de 32 pg/mL produziu inibicdo do crescimento fangico

sobre oito (67%) das 12 linhagens de A. flavus, referindo-se entdo a uma
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molécula promissora no controle do crescimento de A. flavus, como antifiingico

padréo.

Estes achados corroboram com estudos que apontam para o amplo
espectro da anfotericina B, sendo um dos antifungicos considerados padrao ouro
no tratamento de infec¢des invasivas com risco de vida, devido a sua alta
permeabilidade na membrana e grande avidez pelo ergosterol (FAUSTINO e
PINHEIRO, 2020).

Nos ensaios da avaliacdo antifungica com fluconazol, conforme os dados
registrados na Tabela 1, foi observado que a CIM ficou definida na concentracao
de 512 pg/mL. Nesta concentracdo, o antifungico inibiu o crescimento de 11
(92%) das linhagens. Contudo ndo havendo atividade antifingica satisfatoria
levando em consideracéo o alto valor da CIM em comparacdo com os demais

antifangicos testados.

Os resultados para o fluconazol corroboram com estudos anteriores, com
relacdo a resisténcia de fungos do género Fusarium frente a esta substancia. A
CIM da molécula foi superior a 1.024 pg/mL (VIVIANA, 2013). Sarrafha et al.
(2018) relatam em seus estudos que geralmente os fungos filamentosos nao séo
tdo susceptiveis ao fluconazol, visto que o composto é um antifingico fraco

devido as suas ligacdes diretas com os ligantes dos componentes do CYP51.

Dentre os controles com antifingicos usados nos ensaios de atividade
antifangica, o voriconazol foi a molécula que apresentou melhor atividade sobre
as linhagens de A. flavus com relagcéo a CIM, pois na concentragéo de 1 ug/mL
e 2 pg/mL, inibiu, respectivamente, 50 % e 100% das linhagens da espécie

fungica.

Xu et al. (2016) relataram sobre a importancia do voriconazol na
terapéutica de doencas causadas por fungos oportunistas, ressaltando que seu
amplo espectro de atividade tem encorajado sua recomendacéo nas diretrizes
internacionais como terapia primaria para aspergilose invasiva aguda. Em
experimentos, os autores observaram que apenas 1,78% dos pacientes tratados
profilaticamente com voriconazol apresentaram infec¢des invasivas, quando
comparado com pacientes tratados com fluconazol ou itraconazol, que chegaram

a 3,45%, concluindo que pacientes tratados com voriconazol apresentam
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menores riscos de adquirirem infec¢des fangicas invasivas. Em complemento,
Veloso et al. (2018) verificou resultado semelhante com a droga conta A. flavus,

variando de 0,5 a 1 pg/mL.

A CFM apresenta-se como um ensaio complementar ao da CIM, visto que
um agente antifungico pode apresentar atividade fungicida ou fungistatica. Uma
forma de se conseguir analisar se a substancia apresenta seu efeito fungicida ou
fungistatico é através do calculo da razdo entre valores de CIM e CFM, onde
valores de razdo 1 e 2 representam atividade fungicida e valores de razéo
superiores a 2 representam atividade fungistatica (SIDDIQUI et al., 2013).

Por sua vez, a CFM do carvacrol ficou estabelecida em 32 ug/mL, inibindo
crescimento de 92% (11 das 12 linhagens) da espécie fungica (Tabela 2). Para
anfotericina B, sua CFM ficou definida na concentrac&o de 64 pug/mL, seguida do
voriconazol que ocorreu num percentual de 100% na concentracdo de 4 pg/mL.
Para o fluconazol, ndo foram realizados os testes de CFM uma vez que a sua

CIM apresentou valores relativamente altos, ndo sendo interessante realiza-los.

Tabela 2. Resultados da avaliacao de CFM (n=3) do carvacrol frente a diferentes

linhagens do género Aspergillus flavus.

Micro- Carvacrol (ug/mL)
organismo

A. flavus CFM CFM/CIM Atividade
ATCC -9643 32 1 Fungicida
LM - 02 32 2 Fungicida
LM-18 32 1 Fungicida
LM-19 16 1 Fungicida
LM — 26 32 2 Fungicida
LM - 55 32 2 Fungicida
LM —-171 32 2 Fungicida
LM — 206 32 2 Fungicida
LM - 225 32 1 Fungicida
LM — 248 32 2 Fungicida
LM — 256 32 1 Fungicida
LM — 208 32 1 Fungicida
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Diante dos resultados obtidos, foi visto que o carvacrol apresentou uma
atividade fungicida para todas as cepas testadas, pois a razdo CFM/CIM ficou
entre 1 e 2. Estes achados corroboram com os de Anvar et al. (2020), ao
relatarem os resultados de CIM e CFM demonstraram que o carvacrol apresenta

ambas as atividades preventivas para inibir o crescimento de A. flavus.

As células fangicas apenas impedidas de se desenvolverem tornam-se
propicias para o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, tornando seu
desenvolvimento cada vez mais favoravel. No efeito fungicida da substancia, as
células fungicas sao mortas e ndo demonstram tal risco para surgimento de
mecanismos de resisténcia, sendo neste caso, as moléculas mais desejadas
para o tratamento de pessoas imunossuprimidas (PAI, GANAVALLI, KIKKERI,
2018).

4.2. Ensaios de associacao

A eficacia limitada da monoterapia torna a combinac¢éo de drogas um alvo
para desenvolvimento de novas alternativas, no intuito de obter estratégias
promissoras que viabilizem o combate a micro-organismos resistentes,
aumentando a eficacia dos medicamentos atualmente utilizados. A associacao
de uma determinada molécula com farmacos ja utilizados na terapéutica pode

apresentar-se bastante interessante no ponto de vista de efetividade.

Além do aumento potencial do efeito de ambas as substancias
associadas, a terapia combinada pode retardar a evolucdo do surgimento de
mecanismos de resisténcia e também minimizar os efeitos colaterais, visto que
h& a diminuicdo nas concentracfes de cada farmaco isolado, resultando em
maior interesse por estudos que abrangem tal tipo de combinacao terapéutica
(HILL, COWEN, 2015; BAYM, STONE, KISHONY, 2016).

Na Tabela 3 estdo representados os valores da associacdo entre o
carvacrol e a anfotericina B frente as cepas de A. flavus. Pode-se observar
valores com uma reducéo nos valores de CIM de ambas as substancias quando

associadas comparando-as isoladamente. O carvacrol, com CIM de 16 pg/mL
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para a cepa LM 02 e 32 ug/mL para a cepa ATCC 9643, apresentou redu¢cao nos
valores de CIM pela metade CIM/2) em ambas as cepas testadas quando
associado a anfotericina B, que também demonstrou uma queda de nos valores
de sua CIM de 8 pg/mL para 1 pg/mL (CIM/8) quando se trata da cepa clinica e
gueda de 4 pg/mL para 1 ug/mL (CIM/4) para a cepa ATCC.

O célculo da Concentracao Inibitoria Fracionada (CIF) torna-se necessario
para avaliacdo do grau de eficiéncia da associacdo de duas substancias, neste
sentido, como podemos observar na tabela 3, a CIF do carvacrol totalizou 0,5
para ambas as cepas testadas, ja para a anfotericina B, a CIF totalizou em 0,25
para a cepa ATCC 9643 e 0,125 para a cepa LM 02. O resultado dos valores de
ICIF representaram para ambas as cepas um efeito de aditividade, quando
p>0,5.

A aditividade representa a capacidade de duas ou mais substancias,
guando combinadas, atuarem por uma mesma via biolégica, porém de formas
diferentes, aumentando a eficacia da atividade terapéutica. Além do mais, outra
vantagem advinda do efeito aditivo é a diminuicdo da toxicidade devido a
reducdo nas concentracdes administradas e o0 aumento na capacidade efetiva
da droga de gerar uma resposta promissora (SPITZER, ROBBINS, WRIGHT,

2017).

Tabela 3. Concentracéo inibitdéria fracionaria e o indice da concentracao inibitéria

fracionaria de Carvacrol e Anfotericina B frente a cepas do género Aspergillus flavus.

Género CIF ICIF Resultado

A flavus Carvacrol Anfotericina B Carvacrol +
Anfotericina B

ATCC — 0,5 0,25 0,75 Aditividade
9643
LM - 02 0,5 0,125 0,125 Aditividade

CIF — Concentracao Inibitéria Fracionaria; ICIF - indice da Concentracao Inibitoria

Fracionaria.

4.3. Mecanismo de agéo do carvacrol
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Toda substéancia que se apresenta farmacologicamente ativa apresenta
sua efetividade através de um determinado mecanismo de acdo. Substancias
com potencial antifungico apresentam mecanismos de acdo que podem ser
classificados de varias formas, como por exemplos inibidores de enzimas
importantes para a biossintese do ergosterol assim como através da
complexacao com o ergosterol presente na membrana plasmatica ou podem agir
também por meio da inibicdo de enzimas necessarias para manutencdo da
parede fungica (NETT, ANDES, 2016; CAMPOY, SDRIO, 2017; REZENDE et
al., 2017).

Os valores apresentados na Tabela 4 demonstram que as propriedades
antifingicas do carvacrol ndo estéo relacionadas com as vias de biossintese de
parede celular fungica, uma vez que o carvacrol, na presenca de sorbitol
exogeno, ndo apresentou aumento no valor de CIM para ambas as cepas de A.

flavus testadas.

Tabela 4. Concentrac&o inibitéria minima de carvacrol na auséncia e

presenca de sorbitol frente a linhagens do género Aspergillus flavus.

Género Carvacrol
A.flavus Auséncia Presenca de sorbitol
de sorbitol
ATCC — 9643 32 32
LM - 02 16 16

Este método é baseado nos danos que a substancia teste com atividade
antifingica ird causar aos componentes da parede celular fungica. Caso o
produto viesse a atuar de alguma forma sobre a mesma, provocaria a lise das
células fungicas quando na auséncia de um estabilizador osmotico, mas
permitiria seu crescimento na presenca desse suporte osmético. Dessa maneira,
este ensaio compara as CIM’s dos produtos antifungicos na auséncia e presenca
de sorbitol a 0,8 M, um protetor osmatico usado para estabilizar os protoplastos
de fungos (MIRON et al., 2014).
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Na Tabela 5 entdo notificados os resultados do mecanismo de acéo de
carvacrol e anfotericina B na presenca e na auséncia de ergosterol. Para A.
flavus, o carvacrol atua na permeabilidade idbnica da membrana celular, visto que
guando ha relagdo da substancia testada com tal mecanismo, rapidamente se
forma um complexo entre a substancia e o ergosterol exdgeno, necessitando
entdo de maiores concentracdes de ergosterol para que provoque efeito sobre a
membrana celular. O controle anfotericina B confirma o mecanismo de acao

conhecido.

O ergosterol € o esterol mais abundante nas membranas celulares
dos fungos, que apresenta dentre suas principais fungcbes 0 mantimento
da estrutura celular (RODRIGUES, 2018). Visto que a atuacdo dos
farmacos via ergosterol se dé através da complexacdo com 0 mesmo ou
por meio da interferéncia da sua biossintese, podemos notar que o
carvacrol apresenta seu mecanismo por uma dessas vias (OLIVEIRA et
al., 2019).

Tabela 5. Concentragéo inibitéria minima de carvacrol e anfotericina B, na auséncia e

presenca de ergosterol frente a linhagens do género Aspergillus flavus.

Género Carvacrol Anfotericina B
Aspergillus
Sem Com Razao* Sem Com Razao*
ergosterol ergosterol ergosterol ergosterol
A. flavus
ATCC — 32 256 8 4 32 8
9643
LM -02 16 512 32 8 32 4

* Raz&o entre a presenca e auséncia de ergosterol.

4.4. Ensaios In silico

Para os resultados da biodisponibilidade oral do carvacrol, através do
Molinspirations, uma base que fornece um conjunto de contribuicdes baseadas

na estrutura molecular do carvacrol, € possivel observar uma ampla capacidade
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do mesmo no processamento de moléculas organicas deste tipo. Sendo assim,
esse conjunto de contribui¢gdes deve respeitar a “regra dos cinco” proposta por
Lipinsk, onde se diz que dos cinco pontos importantes para que haja
biodisponibilidade do farmaco pelo organismo, é necessario que pelo menos
guatro deles se cumpram diante a regra frente a molécula analisada. Os
resultados de predicdo para o composto carvacrol sdo apresentados na tabela
6.

Tabela 6. Biodisponibilidade oral in silico do carvacrol

Composto Propriedades Moleculares
miLogP TPSA natoms MW nON nOMNH nV nrotb vol
Carvacrol 3,81 2,23 11 150,22 1 1 0 1 158,57

miLogP: lipofilicidade; TPSA: area de superficie polar total; natoms: nimero de atomo com
excessao do hidrogénio; MW: peso molecular; nON: niumero de aceptadores de hidrogénio;
nOMNH: numero de doadores de hidrogénio; nV: nimero de violagdes; nrotb: nimero de
rotacdes; vol: volume da molécula.

Dentre os cinco pontos que se referem a regra dos cinco de Lipink, para
o0 carvacrol, todos estdo dentro da faixa de aptiddo para uma boa
biodisponibilidade oral que a regra avalia. Além disso, o carvacrol apresenta, de
forma satisfatéria, boa disponibilidade oral teérica, principalmente nos critérios
metodoldgicos, os valores de miLogP, TPSA, MW, nON e nOMNH estdo dentro

dos padroes.

Quanto a analise toxicologica do carvacrol (Tabela 7), pode-se observar
a auséncia de toxicidade referente a analise ADMET (Toxicidade AMES), sendo
obtido um valor de 0,92 (92%). Em complemento, para o0s Agentes
Carcinogénicos (Carcinogens), também néo foram detectados quaisquer efeitos

deste tipo para a molécula em questao, com valores de 0,71 (71%).
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Tabela 7. Toxicidade oral In silico do carvacrol

Carvacrol Toxicidade Valor (%)

ADMET (Toxicidade AMES) Nao toxico 0,92 (92%)
Agentes cancerigenos N&o cancerigeno 0,71 (71%)
Toxicidade Oral Aguda Categoria lll 0,83 (83%)
Carcinogenicidade (Three-Class) N&o carcinogénico 0,71 (71%)

ADMET: Absorc¢ao, Distribuigdo, Metabolizagdo, Excrecao, Toxicidade.

Para Toxicidade Oral Aguda, a analise classificou o composto em questao
como categoria lll, 0,83 (83%), representada em composto com DL50 superiores
a 500 mg/kg e inferiores a 5000 mg/kg. Isto significa que para tal substancias,
doses elevadas se fazem necessarias para exibirem efeitos téxicos ao

organismo.

A toxicidade oral aguda foi classificada com base nas quatro categorias
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, que divide os compostos
de acordo com seu valor de DLso (conhecida como dose letal mediana). Na
categoria | estdo representados 0s compostos cujo valores de DLso séo
superiores a 50 mg/kg, na categoria Il estdo representados os compostos com
valores de DLso superiores a 500 mg/kg, na categoria Ill consiste em compostos
com valores de DLso superiores a 500mg/kg e inferiores a 5000 mg/kg e a
categoria IV inclui compostos com valores de DLso superiores a 5000 mg/kg
(PALMEIRA et al., 2019).

Ao observar a carcinogenicidade (Carcinogenicity — Three Class),
obtiveram-se resultados de “N&o carcinogénico” com valores referentes a
possiveis possibilidades de haver perigo ao organismo de 0,71 (71%). Visto a
probabilidade carcinogénica relativamente alta aliada ao resultado negativo do
carvacrol, pode-se observar neste caso a relacao dose-efeito, isto €, doses que
sejam inferiores a 10 mg/kg podem apresentar-se apenas como “alerta” de
produto nao carcinogénico e doses superiores a 50 mg/kg podem ser

representadas como perigosas.

O numero de pesquisas com produtos naturais tem sido crescente nos
ultimos anos, motivados na busca por novas alternativas terapéuticas com maior

eficacia, melhor biodisponibilidade e menor toxicidade. Diante disto, o uso de
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modelos in silico ganha destaque, visto que demostram, teoricamente, com
maior rapidez, modelos farmacoldgicos de absorcéo, distribuicdo, metabolismo,
excrecao e toxicidade, diante da grande demanda gerada na triagem em larga
escala de novas moléculas (PALMEIRA et al., 2019).
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de atividade antimicrobiana
para o carvacrol, podemos concluir que o mesmo se mostrou eficaz no controle
de A. flavus, visto que concentracdes relativamente pequenas, de 16 pg/mL,
foram eficientes para impedir o desenvolvimento da célula fungica, assim como

na concentracao de 32 pug/mL, onde ja podemos observar sua acao fungicida.

O estudo demonstrou ainda que a aplicacao de tecnologias que venham
a reduzir os valores de CIM tornam-se benéficas ao tratarmos de terapias
antifangicas, principalmente em relagdo a reducéo de altas doses necessarias
para surtir efeitos antifangico desejado. Sendo assim, a associagdo de carvacrol
com anfotericina B apresentou efeito de aditividade tanto para a linhagem clinica
guando para a linhagem ATCC, onde podemos observar uma reducdo nos
valores de CIM em duas vezes (CIM/2) para o carvacrol e em oito vezes (CIM/8)
para a anfotericina B quando tratamos das concentracdes capazes de impedir o

desenvolvimento fungico.

Os estudos do mecanismo de acao do produto natural apontando para
acdo na membrana celular fangica juntamente aos resultados obtidos nos
ensaios In silico, onde estes demonstraram que o carvacrol apresenta bom perfil
de biodisponibilidade e atoxicidade , demonstram o potencial que o carvacrol
apresenta a ser submetido a novos estudos com estratégias, abordagens e
tecnologias inovadoras que venham a elucidar e detalhar novas vias
metabdlicas, tornando-o um candidato frente as novas alternativas na

farmacoterapia antifungica.
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