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RESUMO

A mucormicose € uma infeccdo fungica oportunista, com maior incidéncia em
pacientes imunocomprometidos como pacientes com canceres, aqueles sob
tratamento com quimioterapicos e drogas citotdxicas, corticoterapia e outras. Esta
infeccdo é provocada principalmente por fungos de género Rhizopus spp., Mucor
spp. e Absidia spp., porém o género Rhizopus spp. esta envolvido em 70% dos
casos diagnosticados. A mucormicose pode apresentar-se na forma disseminada,
cutanea, pulmonar, gastrointestinal e rino-oOrbito-cerebral, esta Ultima considerada a
forma mais comum da patologia. Muitos pacientes que desenvolvem estas infec¢des
fingicas extremamente agressivas possuem altas taxas de mortalidade. Dessa
forma, h4 uma necessidade de buscar possibilidades terapéuticas destinadas a
introducdo de novos farmacos, naturais ou sintéticos, para o tratamento da
mucormicose. Assim sendo, foi objetivo deste trabalho investigar a atividade
antifungica do promissor fitoconstituinte, o a-pineno. Para isto, determinou-se a
concentracao inibitéria minima (CIM), na qual se utilizou cepas de Rhizopus oryzae,
pertencentes ao Laboratdrio de Micologia, Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
A determinacdo da CIM foi realizada através do método de microdiluicdo nas
concentragbes de 1024 a 0,5uL/mL. Este resultado indica que o alfa-pineno néo
produziu efeito antifingico significativo sobre as cepas de R. oryzae, pois, o valor da
CIM foi superior a 1024ug/mL. Diante do exposto, propfe-se que estudos mais
detalhados sejam realizados utilizando o a-pineno com seus enantibmeros
separadamente com o intuito de comprovar a atividade antifungica deste

monoterpeno.

Palavras-chave: Mucormicose, Rhizopus spp., Produtos naturais, Efeito antifungico, a-pineno.



ABSTRACT

Mucormycosis is an opportunistic fungal infection, with higher incidence in
immunocompromised patients such as patients with cancer, those undergoing
treatment with chemotherapy and cytotoxic drugs, steroids and other. This infection
is caused mainly by fungi of genus Rhizopus spp. Mucor spp. and Absidia spp., but
the genus Rhizopus spp. is involved in 70% of cases diagnosed. Mucormycosis may
present as disseminated, cutaneous, pulmonary, gastrointestinal and rhino-orbito-
cerebral, the last one is the most common form of the disease. Moreover, since many
patients who develop these aggressive fungal infections shows high mortality, there
is a necessity for new therapeutic strategies aimed at introducing into new drugs,
natural or synthetic, for the treatment of mucormycosis. Therefore, aim of this study
was to investigate the antifungal activity of promising fitoconstituinte, the a-pinene.
For this, we determined the minimum inhibitory concentration (MIC), which was used
strains of Rhizopus oryzae, belong to the Mycology Laboratory, Federal University of
Paraiba (UFPB). The MIC was determined by the microdilution method at
concentrations from 1024 to 0.5 pg/mL. The result indicates that alpha-pinene did not
show significant inhibition of growth against strains of R. oryzae, because the MIC
value was higher than the 1024ug/mL. Based on the above considerations, it is
proposed that more detailed studies are performed using the a-pinene with their

enantiomers separately in order to prove the antifungal activity of this monoterpene.

Palavras-chave: Mucormycosis, Rhizopus spp., natural products Antifungal effect, a-pinene.
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1. INTRODUCAO

A incidéncia de infecc¢des fungicas oportunistas teve um aumento significativo
nas décadas recentes. Isto se deve ao crescimento da populacdo de pacientes
imunocomprometidos como pacientes com o virus HIV, com canceres, aqueles sob
tratamento com quimioterapicos e drogas citotéxicas (GARBER et al., 2001; NUCCI
et al., 2010). E apesar da melhoria nos métodos de diagndstico e a introducédo de
novos antifingicos na ultima década, continuam a aumentar as infeccdes fungicas
invasivas (PEMAN; SALAVERT; 2012).

Além disso, a indiscriminada utilizacdo de antibiéticos tem contribuido
fortemente para o surgimento de doencas infecciosas, que estdo cada vez mais
dificil de controlar (LIMA et al., 2005), isso se deve ao fato, que os antibidticos criam
um meio propicio, ao inibirem o crescimento da microbiota normal bacteriana,
facilitando a proliferacdo e desenvolvimento de quadros infecciosos flngicos
(CORDEIRO; BRILHANTE; SIDRIM, 1999).

Recentemente, novas descobertas tecnolégicas e os avancos da medicina,
proporcionaram uma maior sobrevida de pacientes, em contrapartida, muitos destes
tornaram-se altamente suscetiveis a infeccbes causadas por organismos que eram
considerados de baixa viruléncia ou até mesmo ndo patogénicos (GARBER et al.,
2001).

Os fungos sdo responsaveis por aproximadamente 8% das infeccbes
hospitalares segundo Marciel e Candido (2010), constituindo assim um problema de
salude publica, visto que nos ultimos anos, estas infecgdes tiveram aumento
progressivo e elevadas taxas de morbidade e mortalidade (PFALLER, 1996;
COLOMBO, 2000).

As infeccbes fungicas oportunistas mais frequentes sdo a aspergilose, a
candidiase sistémica e a mucormicose, esta terceira representa uma taxa de 8,3 a
13% de todas as infec¢Oes fangicas encontradas nas autépsias em pacientes
hematolégicos (PRABHU; PATEL, 2004). Mucormicose € provocada por fungos de
género Rhizopus, Mucor e Absidia (ESTEVES; CABRITA; NOBRE, 1990), porém o
género Rhizopus esta envolvido em 70% dos casos diagnosticados (HABER et al.,
2008).

A mucormicose, na maioria dos casos tem evolucdo fatal, causada

principalmente pelo género Rhizopus, é uma infeccao fangica invasiva aguda que
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pode apresentar-se na forma disseminada, cutdnea, pulmonar, gastrointestinal e
rino-6rbito-cerebral, esta Ultima considerada a forma mais comum da patologia
(PRABHU; PATEL, 2004).

Neste aspecto, tem sido descrito na literatura, estudos que utilizam produtos
naturais na perspectiva de investigar novos agentes com agao antifungica, uma vez
que, as plantas sao utilizadas desde os primérdios da civilizagdo no tratamento e
cura de enfermidades sendo extensivamente empregadas na medicina popular por
representarem uma alternativa econémica, de facil obtencédo e aplicabilidade para
diversas patologias, além de ter aceitagcdo no senso comum da comunidade. Assim,
as plantas tém contribuido com a industria farmacéutica, no que se refere ao
isolamento de substancias bioativas, cuja complexidade de muitas estruturas
qguimicas inviabilizaria técnica e economicamente a sintese organica de tais
substancias (MACIEL et al, 2002).

O Brasil possui a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando
com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 a
550.000. Em contrapartida, apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira
foram estudadas em busca de compostos bioativos e 1.100 espécies vegetais foram
avaliadas em suas propriedades medicinais (HEINZMANN; BARROS, 2007).

As pesquisas de novos agentes antimicrobianos obtidos a partir de Oleos
essenciais extraidos de plantas se intensificaram devido ao arsenal relativamente
pequeno de drogas disponiveis para o tratamento das micoses e principalmente
para atender a problematica envolvendo cepas resistentes e a toxicidade dos
medicamentos existentes (BARRETT, 2002).

Tendo em vista o potencial terapéutico apresentado pelos éleos essenciais e
de seus fitoconstituintes foi objetivo deste estudo investigar a atividade antifingica
do a-pineno sobre cepas de fungos do género Rhizopus, que tem se mostrado como

um problema de saude publica.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Casse Zygomycetes

Zygomicetes do filo Zygomycota, considerado como grupo de fungos
verdadeiros do reino Fungi, possui duas ordens de importancia médica: Mucorales e
Entomophthorales. A maioria dos casos descritos esta ligada aos representantes da
ordem Mucorales (CORDEIRO; BRILHANTE; SIDRIM, 1999; PRABHU; PATEL,
2004; SPELLBERG; EDWARDS; IBRAHIM, 2005).

Os fungos desta ordem apresentam hifas cenociticas (ndo septada) hialinas e
largas que variam de 4 a 20um (Figura 01), tem crescimento extensivo,
multinucleado e apresentam rizoides. O septo s6 € produzido quando as coldnias
envelhnecem e apenas na delimitacdo dos o6rgdos de reproducdo e dispersédo
(CORDEIRO; BRILHANTE; SIDRIM, 1999; LEITE, 2009).

Figura 1 - Esquema demostrando os tipos de hifas.

Hita niic septada Hifs septada

Fonte: GOMPERTZ, O. F. et al., 2009.

Nesta ordem, a reproducdo assexuada ocorre pela liberacdo de
esporangiosporos (esporos) que sdo produzidos em estruturas saculiformes
denominadas esporangios (Figura 02). Diferentemente do processo de formacgéo dos
conidios, os esporangiosporos sao resultados das clivagens do protoplasma contido
nos esporangios (GOMPERTZ et al., 2009).

A reproducdo sexuada dos zigomicetos é caracterizada pela formacéo
zigosporos, apos a atracao de hifas sexuais (zigéforos) e consequente contato das
estruturas compativeis, ocorre a formacao do progametangio em cada zigoforo, logo,

estes se unem e formam o gametangio verdadeiro. Este Ultimo forma o
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zigosporangio que abriga o zigésporos. Os esporos podem ser formados em um
mesmo individuo (homotalica) ou através da atracéo entre diferentes individuos (+ e
-) para que haja a formacéo do zigésporos (heterotalica) (CORDEIRO; BRILHANTE;
SIDRIM, 1999; LEITE, 2009).

Figura 2 - Esquema do ciclo de reproducéo dos fungos da classe Zigomicetos.
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Fonte: BOSSOLAN, 2002.

Os fungos pertencentes a ordem Mucorales sao sapréfitos do solo e
desenvolvem-se em matéria organica em decomposicdo, assim como em frutas,
paes, matéria vegetal, solo e excrec¢des de animais (GONZALEZ; RINALDI; SUGAR,
2002. KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006). O homem, em condi¢cdes especiais infecta-
se através das vias areas por inalagdo dos esporangiésporos, ndo héa relatos de
transmissdo pessoa-pessoa (ESTEVES; CABRITA; NOBRE, 1990; HABER et al.,
2008). Embora a inalacdo seja a porta de entrada mais comum, as infeccdes
cutaneas sao particularmente importante em pacientes com traumas, queimaduras,

cirurgia anterior ou neonatos com cuidados intensivos (WALSH et al., 2004).
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A ordem Mucorales esta dividida em seis familias distintas (Mucoraceae,
Cunninghamellaceae, Mortierellaceae, Saksenacese, Syncephalastraceae e
Thamnidaceae), com representante de importancia média e veterinaria. A maioria
das zigomicoses é causada pela Familia Mucoraceae (tabela 1), representada pelos
géneros Absidia (Figura 3), Apophysomyces (Figura 3), Mucor (Figura 4),
Rhizomucor (Figura 4) e Rhizopus (Figura 5).

Tabela 1 - Os fungos da Classe Zigomicetos, ordem Mucorales da familia Mucoraceae.

Classe Zigomicoses
Ordem: Mucorales
Familia: Mucoracea

Género:

Mucor
M. racemosus,
M. circinelloides
M. ramosissimus
M. indicus
M. hiemalis

Rhizopus
R. arrhizus (R. oryzae)
R. rhizopodiformis
K. azygosporus
R. stolonifer
R. schipperae
R. microsporus var. microsporus
var. rhizopodiformis
var. oligosporus
Rhizomucor
R. pusillus
Absidia
A. corymbifera
Apophysomyces
A. elegans

Fonte: Adaptacdo de PRABHU; PATEL, 2004.
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Figura 3 - Micromorfologia do fungo do genero Absidia e do Apophysomyces
s .
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Legenda: A) Absidia spp e B) Apophysomyces spp. Fonte: Mycology Online da Universidade
de Adelaide na Australia, acessado em: 17/07/2012.

Figura 4 - Micromorfologia do fungo do género Mucor e Rhizomucor.
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Legenda: A) Mucor spp.B) Rhizomucor spp. Fonte: Mycology Online da Universidade de Adelaide

na Australia, acessado em: 17/07/2012.

Figura 5 — Macromorfologia do fungo do género Rhizopus.

Fonte: Mycology Online da Universidade de Adelaide na Austrdlia, acessado em: 17/07/2012.
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Figura 6 — Micromorfologia do fungo do género Rhizopus.

100 pm

Fonte: Mycology Online da Universidade de Adelaide na Australia, acessado em: 17/07/2012.

Os fungos da classe dos Zigomicetos e da ordem dos Mucorales e Familia
Mucoraceae estao entre os principais causadores da mucormicose. Na literatura é
mais comum a associacdo da mucormicose com os fungos do género Rhizopus,
Mucor e Absidia (ESTEVES; CABRITA; NOBRE, 1990), porém o género Rhizopus
(Figura 06) esta envolvido em 70% dos casos diagnosticados, por isto, iremos foca-
lo neste trabalho (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; GREENBERG et al.,
2004; SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005; RODEN; ZAOUTIS;
BUCHANAN, 2005; HABER et al., 2008; HIBBET et al., 2007; HENRY, 2008).

2.1.1 Patogénese

Na patogénese da zigomicose, mais especificamente as mucormicoses, tanto
0os macrofagos quanto os polimorfonucleados (monécitos e neutréfilos) de
hospedeiros normais tem mecanismos que impedem a germinacado dos fungos da
ordem Mucorales, isso ocorre através da geracdo de metabdlitos oxidativos
(SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005; ROGERS, 2008). Os macrofagos
alveolares servem como a primeira linha de defesa contra os esporangiosporos,
enguanto os neutrofilos medeiam a protecao contra as hifas (WALSH et al., 2004)

Os mecanismos pelos quais um hospedeiro saudavel consegue debelar a infecao
residem em estruturas de defesa do individuo, como por exemplo, o ion ferro ligado
a proteinas especializadas, como a transferrina, torna 0 mesmo néo disponivel para

0 crescimento fungico. A existéncia de neutrdfilos circulantes e macréfagos nos
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tecidos, em quantidade e funcdes normais, realizando a fagocitose e geracéo
de metabdlitos oxidativos, impedem a invasdo. As células endoteliais intactas que
regulam o tbnus vascular e a permeabilidade, constituindo uma barreira mecanica a
infeccdo fangica. Em conjuntos estes mecanismos impedem a invasédo dos fungos
da familia Mucoraceae, como descrito na Figura 07 (SPELLBERG; EDWARDS JR;
IBRAHIM, 2005).

Figura 7 - Mecanismo normal de defesa.
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Legenda: 1- Ferro ligado a proteinas especializadas, 2a- neutrofilos

Y

circulantes, 2b- macroéfagos nos tecidos, 3-células endoteliais intactas.
Fonte: Adaptado de SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005.

Hospedeiros suscetiveis, ou seja, com 0s mecanismos de defesa anormais,
tem maior susceptibilidade a desenvolver a mucormicose, como por exemplo,
pacientes com cetoacidose diabética, o pH acido causa dissociacdo do ferro das
proteinas de transporte (especializadas), sendo este ferro livre utilizado para o
crescimento fangicos rapido. Defeitos na defesa fagocitaria por deficiéncia no
namero, na funcdo, por consequéncia de terapias especificas (corticoterapia)
permitem a proliferagdo do fungo. Finalmente, a adesdo e o danoas células
endoteliais pelo fungo, permitem a invasdo dos vasos sanguineos, com posterior
trombose e necrose tecidual, resultando na disseminacdo da infeccdo fungica
(SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005).
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2.1.2 Mucormicose

A primeira descricdo de mucormicose foi realizada por Paultauf em 1885
(CORDEIRO; BRILHANTE; SIDRIM, 1999; HABER et al., 2008). A mucormicose é
uma infeccdo de progressao rapida, causada por fungos filamentosos oportunistas e
na maioria das vezes, ocorre em individuos com imunidade comprometida.

A maior revisdo bibliografica de casos registrados de mucormicose foi
realizada por Roden, 2005, na qual o mesmo compilou 929 casos entre1885 a 2004
e constatou que h&d uma proporcdo crescente de pacientes imunocomprometidos
com mucormicose. Sendo considerado como fatores predisponentes as doencas
malignas (n = 154; 17%), diabetes mellitus (n = 337; 36%) e transplante de 6rgaos
sélidos (n = 61; 7%) e outras de menor incidéncia (Gréfico 1).

Outro estudo global entre os anos de 2006 a 2009, realizado por Ruping e
colaboradores (2010), constatou-se que 41 pacientes possuiam zigomicose invasiva,
sendo consideradas como fatores predisponentes as doencas malignas (n = 26;
63,4%), diabetes mellitus (n = 7; 17,1%) e transplante de o6rgados soélidos (n = 4,

9,8%) e outras de menor incidéncia (Gréfico 1).

Gréfico 1 — Fatores predisponentes de maior incidéncia.
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Fonte: Adaptacéo de dados de RODEN; ZAOUTIS; BUCHANAN, 2005 e RUPING et al., 2010.
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A apresentacgéo clinica da mucormicose é influenciada basicamente por dois
fatores: a porta de entrada do agente etiolégico e doenca de base do hospedeiro,
também denominado de fator predisponente. De forma geral, as casuisticas da
mucormicose apontam a forma rino-orbito-cerebral como a forma de apresentacao
clinica mais comum, seguidas pela forma cutédnea, pulmonar, disseminada e

gastrointestinal, conforme representado no grafico 2 (PRABHU; PATEL, 2004).

Gréfico 2 — Apresentacgdes clinicas da mucormicose.
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Fonte: Adaptacdo de dados de RODEN; ZAOUTIS; BUCHANAN, 2005 e PRABHU; PATEL, 2004

Antes da década de 60 a mucormicose era quase sempre fatal, mas com o
advento da Anfotericina B e sua ampla utilizacdo associada a procedimentos
cirdrgicos, a taxa de mortalidade foi reduzida a cerca de 40%. Segundo Petrikkos e
colaboradores (2012), a taxa de mortalidade da doenca difere para cada local de
infeccdo, sendo considerado em torno de 44% para diabéticos, 35% para pacientes
sem condi¢Oes subjacentes, e 66% para pacientes com neoplasias malignas.

A evolucao potencialmente fatal se deve aos fatores predisponentes e as
caracteristicas especificas (os fatores de viruléncias) destes fungos. Um exemplo
disto é o tropismo vascular, que inicialmente invade as artérias causando trombose e
as lesdes isquémicas, posteriormente progride ocorrendo invasdo de veias e de
vasos linfaticos (HABER et al., 2008). Outros fatores predisponentes e fatores de

viruléncias foram exemplificados nas tabelas 02 e 03.
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Tabela 2 - Fatores de risco para as mucormicoses

Fatores Predisponentes

Imunossupresséo Doencas hematoldgicas
Terapia com corticoesterdides
Quimioterapia

Transplante de 6rgaos
Infeccéo por HIV

Alteracbes Metabdlicas Cetoacidose diabética
Terapia com deferoxamina
Acidose metabolica

Alteracdes na Integridade da pele LesOes por queimadura
Inoculacao traumatica
Feridas cirargicas

Outras Uso de drogas injetaveis illicitas
Desnutricdo

Fonte: Adaptacdo de PRABHU; PATEL, 2004.

Tabela 3 - Descricdo dos fatores de viruléncias dos fungos da Ordem Mucorales da familia
Mucoraceae

Fatores de Viruléncia

A maioria | Sao termotolerantes (36 a 43°C)

das espécies

A maioria | Sao angioinvasivas.

das espécies

A maioria | Produzem sideréforos (aumenta a captacdo de Fe®* no meio

das espécies | extracelular).

Rhizopus sp. | Sobrevivem a condi¢cdes extremas de temperatura (83°C por até 72

horas)

Rhizopus sp. | Liberam para o meio, enzimas (lipases, proteases, enzimas

glicosidicas) associadas a sua patogenicidade.

Fonte: Adaptacdo do CORDEIRO; BRILHANTE; SIDRIM, 1999 e RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER,
2000.

As mucosas e as células endoteliais atuam como barreiras, ou seja, sao
defesas estruturais contra a invasao de tecidos pelos zigomicetos. O mecanismo de

fixacdo e invasdo da mucosa superficial usado por estes fungos ainda néo esta
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totalmente elucidado. Sabe-se que os esporangiésporos sao a forma infectante dos
zigomicetos e a forma filamentosa é responsavel pelainvasdo dos tecidos e
progressao da doenca (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006).

Ha relatos na literatura, que sugerem que 0S esporangiésporos possuem
algum componente, possivelmente uma protease, que pode ser diretamente toxica
para as células endoteliais namucosa, facilitando sua germinacao
(KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006).

Como os neutréfilos, mondcitos e macréfagos sédo a principal defesa contra as
zigomicoses. Logo, a reducdo ou problemas de funcéo destas células pode resultar
na doenca invasiva, 0 que ocorre com 0S pacientes imonocomprometidos
(GONZALEZ; RINALDI; SUGAR, 2002). Neste contexto, pacientes neutropénicos ou
com disfuncdo de fagocitos estdo mais propensos a desenvolver mucormicoses.
Tratamento com corticosteroides também afeta a atividade dos macréfagos de evitar
a germinacdo dos esporangiosporos. Os mecanismos exatos pelos quais esses
fatores  predisponentes prejudicam a funcdo destes fagocitos permanecem
desconhecidos (SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005).

A cetoacidose € um fator predisponente para diabéticos a desenvolver a
mucormicose, pelo fato da acidose metabdlica complicar o curso da doenca nos
pacientes. A acidez do pH do plasma diminui a capacidade fagocitica
e quimiotactico de neutrdéfilos, enquanto que o plasma humano com pH normal
impede o crescimento do cepas do género Rhizopus (GONZALEZ; RINALDI;
SUGAR, 2002; WALSH et al., 2004).

Os fungos da familia Mucorales produzem sider6foros, o que propicia o
crescimento destes fungos em ambientes com baixa concentracdo deste ion. A
funcado dos sideroforos envolve o transporte de ferro através da membrana celular, a
entrada do ferro no citoplasma somente acontece depois que o ferro € reduzido e/ou
desmembrado do seu ligante (FEDRIZZI, 2006).

Pacientes que fazem tratamento com a deferoxamina, utilizada como
um guelante de aluminio ou de ferro, usada majoritariamente no combate a
sindrome mielodisplasica, B-talassemia, anemia sideroblastica, anemia hemolitica
autoimune, insuficiéncia renal, paciente em hemodialise e outras patologias, tem
desenvolvido mucormicoses (PRABHU; PATEL, 2004). A relacdo entre a utilizacao

da deferoxamina e o desenvolvido de mucormicoses reside no fato de que
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deferoxamina ligada ao ferro pode ser utilizado pelo fungo para aumentar o seu
crescimento (GONZALEZ; RINALDI; SUGAR, 2002; WALSH et al., 2004).

Estudo feito por Boelaert e colaboradores (1993), ressalta a funcao
de sideroforos em relacdo ao uso de deferoxamina na patogénese da mucormicose.
A deferoxamina no soro permite uma absorcéo significativa de ferro por Rhizopus e
promove 0 seu crescimento in vitro. Esta estimulacéo de crescimento é presente em
concentracdes baixas (0,01uM) do farmaco. Além disso, os autores afirmam que a
disfuncéo renal permite que o farmaco em questdo acumule-se, de modo que esta
concentracdo € ultrapassada por varios dias apés a administracdo, fato que explica
a sensibilidade especifica desta populac¢do ao desenvolvimento da mucormicose.

Dados recentes adquiridos a partir de modelos animais enfatizam a exigéncia
excepcional de ferro na patogenicidade do Rhizopus spp., uma vez que a
administracdo de deferoxamina ou suporte de ferro livre piora as taxas de
sobrevivéncia de animais infectados com Rhizopus spp., porém o mesmo nao foi
visualizado quando os animais foram infectados com Candida albicans. Este mesmo
estudo demonstrou que outros quelantes de ferro, ndo sao utilizados como
siderdéforos pelo fungo, logo ndo exacerba a infec¢cdo da mucormicose (BOELAERT
et al., 1994).

2.1.2.1 Manifestacdes clinicas

Como as manifestacdes clinicas das mucormicoses correlacionam-se com
condi¢cbes predisponentes do hospedeiro, para o individuo apresentar a clinica da
doenca faz necessario apresentar pelo menos um dos fatores que o leva a ser
considerado um imunocomprometido. Além disso, ha uma relacéo entre as possiveis
manifestacbes clinicas e o fator causador da imunodeficiéncia. Esta relagdo é
exposta na tabela 04.

Tabela 4 - Apresentacgéo clinica e fatores predisponentes

Apresentacdo Clinica Fatores Predisponentes

Cetoacidose diabética; uso intravenoso de
Rino-érbito-cerebral drogas ilicitas; doencas hematologicas;

transplantes de orgaos; e uso de deferoxamina.
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Doencas hematolégicas; quimioterapia anti-
Pulmonar neoplasica; corticoterapia; diabetes;

transplantes de 6rgaos; e uso de deferoxamina.

_ _ Desnutricdo severa; neonatos prematuros; e
Gastrointestinal _
uso de deferoxamina.

Queimaduras graves; traumas cutaneos; e uso

Cutanea )
de deferoxamina.
Uso de deferoxamina; doencas hematologicas;
Disseminada diabetes; transplantes de O6rgdos; neonatos

prematuros; e desnutricdo severa.

Fonte: RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; GONZALEZ; RINALDI; SUGAR, 2002; PRABHU,
PATEL, 2004; KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006; HABER et al., 2008; SEVERO; GUAZZELLI;
SEVERO, 2010; GORJON et al, 2010.

A mucormicose pode se apresentar na forma rino-6rbito-cerebral, pulmonar,

cutanea, disseminada e gastrointestinal, sendo a primeira a forma mais comum
(PRABHU; PATEL, 2004; URIBE et al, 2005; RODEN; ZAOUTIS; BUCHANAN,
2005; HABER et al, 2008).
O modo de transmisséo das manifestacgdes clinicas citadas € por inalagdo nos casos
de rino-oOrbito-cerebral e pulmonar, pois seus esporangiésporos medem 3 a 11um e
sao facilmente aerossolizados, 0 que permite que estes se dispersem no ambiente
(Figura 8) (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006). Nos casos de infeccbes do trato
gastrointestinal sdo adquiridos, provavelmente, por ingestdo de esporangiosporos
em alimentos. As lesGes cutanea resultam na inoculacéo deles em feridas abertas,
ou por contaminacdo de esparadrapos, gazes, agulha, ainda ha relatos lesdes
cutaneas apo6s tatuagens (CORDEIRO; BRILHANTE; SIDRIM, 1999; RIBES;
VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; PRABHU; PATEL, 2004; KONTOYIANNIS;
LEWIS, 2006).



Figura 8 - Morfologia celular de Rhizopus durante o crescimento in vivo.

A) Morfologia celular salientando os esporangiosporos, que sao facilmente aerossolizados. B)
Infecg¢éo rino-Orbito-cerebral. C) Microscopia onde séo observadas hifas ndo septadas, ramificadas
hialina (Hematoxilina-eosina, 400x). Fonte: Adaptacdo de ALVAREZ-ALVAREZA et al., 2005,
KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006 e Mycology Online da Universidade de Adelaide na Australia.
Acessado em: 14/08/2012.

2.1.2.1.1 Rino-orbito-cerebral

Mucormicose rino-orbito-cerebral continua a ser a forma mais comum de
doenca. Cerca de 70% dos casos rino-orbito-cerebral sdo encontrados em pacientes
diabéticos, em cetoacidose, porém raramente estdo associados a imunossupressao,
como no caso de pacientes com neutropenia prolongada e em pacientes que
receberam transplantes de 6rgaos e de células-tronco hematopoéticas (CORDEIRO;
BRILHANTE; SIDRIM, 1999; RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000;
SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005; RODEN; ZAOUTIS; BUCHANAN,
2005).

Esta manifestacdo clinica instala-se no hospedeiro infectado a partir de
estagios bem definidos. Na primeira fase, o fungo é inalado e os esporos localizam-
se nos seios paranasais (CORDEIRO; BRILHANTE; SIDRIM, 1999; GONZALEZ;
RINALDI; SUGAR, 2002; PRABHU; PATEL, 2004). A partir desta localizacéo, ocorre
uma extensao ao tecido adjacente podendo progredir para a 6rbita, regido de palato
e ou sistema nervoso central (GONZALEZ; RINALDI; SUGAR, 2002; PRABHU,;
PATEL, 2004; PETRIKKOS et al., 2012). Nesta forma clinica o género Rhizopus spp.

€ responsavel por 70% das culturas positivas nos casos reportados na literatura
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(RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; GREENBERG et al., 2004; SPELLBERG;
EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005; RODEN; ZAOUTIS; BUCHANAN, 2005; HABER et
al., 2008; HIBBET et al., 2007; HENRY, 2008).

Os sintomas da mucormicose ndo sdo nem patognomoénicos nem especificos
suficientes para distinguirem patdogenos de outras causas de rinossinusites
(KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006).

Na primeira fase da doenca os sintomas incluem congestdo nasal, rinorréia
escura sanguinolenta ou epistaxe, cefaléia retro-orbitaria, mal-estar e febre
(GONZALEZ; RINALDI; SUGAR, 2002; PRABHU; PATEL, 2004; KONTOYIANNIS;
LEWIS, 2006), esta ultima pode estar presente ou ausente em cerca de 50% dos
casos (SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005; PETRIKKOS et al., 2012).

Na segunda fase, os sintomas do comprometimento da orbita incluem edema
facial e edema palpebral, escurecimento visual, lacrimejamento, quemose (edema
da conjutiva), dorméncia peri-orbitaria, diplopia (visdo dupla), proptose
(deslocamento do globo ocular para baixo) (Figura 9) e perda da visdo do olho
afetado. Ainda nesta fase da doenca, pode ocorrer disseminacdo para a cavidade
oral, provocando uma Ulcera necrdtica escura e dolorosa no palato duro. No exame
da cavidade nasal pode ser evidenciada hiposmia ou anosmia (perda da olfagéo),
além de ulceracao e placa enegrecida nas regides dos septos ou cornetos, sintomas
estes evidenciados em apenas 50% dos casos (GONZALEZ; RINALDI; SUGAR,
2002; PRABHU; PATEL, 2004; SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005;
KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006; PETRIKKOS et al., 2012).

Na terceira fase da doenca, a deterioracdo do status mental € um mal
progndéstico que denuncia o envolvimento cerebral. A disseminacdo da doenca para
o sistema nervoso central ocorre através do nervo Optico ou pelas veias de
drenagem dos seios paranasais para 0 seio cavernoso, levando a ocorréncia de
complicagbes representadas por sinais e sintomas de trombose. As manifestacdes
de trombose do seio cavernoso incluem perda da visdo, envolvimento do nervo
optico (Figura 10), oftalmoplegia (paralisia do musculo do olho) interna e externa,
anestesia corneal e anidrose facial (ressecamento facial). Trombose da artéria
carotida interna também pode ocorrer e causar hemiplegia contralateral (paralisia de
um lado do corpo) (GONZALEZ; RINALDI; SUGAR, 2002)



Figura 9 - Paciente com proptose.

Legenda: Relatado em um estudo de caso com paciente
imonocompetente com mucormicose rino-orbito-cerebral. Fonte:
SANTANA et al, 2001.

Figura 10: Tomografia computadorizada com contraste.

Legenda: Seta vermelha: nervo Optico direito (normal) e nervo 6ptico

esquerdo (espessado). Seta verde: células aéreas etmoidais a direita normais
e exsudato ou muco nas células etmoidais a esquerda. Fonte:

http://anatpat.unicamp.br/rpgmucorl.html. Acessado em: 29/08/2012.
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2.1.2.1.2 Pulmonar

A maioria dos casos de mucormicose pulmonar tem ocorrido em pacientes
profundamente neutropénicos (leucemias ou transplantes de medula 6Ossea) e
pacientes em quimioterapia. Pacientes diabéticos pode apresentar esta forma de
manifestacdo, porém sdo casos menos frequentes e menos fulminantes (RIBES;
VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005).

A doenca se assemelha a aspergilose pulmonar invasiva, inclusive nos
exames radiograficos (Figura 11). Uma ampla variedade de manifestacfes
pulmonares tem sido relatada, incluindo nédulos solitarios, consolidacdo segmentar
ou lobar, lesbes cavitarias e lesdes broncopneumodnicas. Os pacientes podem
apresentar tosse, febre, hemoptise e dor toracica. (RIBES; VANOVER-SAMS;
BAKER, 2000; GONZALEZ; RINALDI; SUGAR, 2002; SPELLBERG; EDWARDS JR;
IBRAHIM, 2005).

Casos de hemoptise fatais associados a erosao e invasao da artéria pulmonar
(Figura 12) ou aorta pelos fungos, também foram descritos na literatura (RIBES;
VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; GONZALEZ; RINALDI; SUGAR, 2002,
KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006).

A mortalidade € elevada, atingindo 65 %, e as principais causas de morte sao
a sépsis, a insuficiéncia respiratéria e as hemoptises macicas (GALVAO et al.,
2005).

Figura 11 - Radiografia do torax.

Legenda: A: cavidades e B: consolidacdo pulmonar. Fonte: SEVERO, GUAZZELLI, SEVERO,
2010.
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Figura 12 - Bidpsia com coloragdo na técnica de Grocott.

Legenda: Invaséao e proliferacédo de fungos causadores da mucormicose no interior
de vasos. Fonte: http://anatpat.unicamp.br/biinflmucorlb.html. Acessado em:
29/08/2012

2.1.2.1.3 Cutanea

A doenca cutanea primaria pode ser muito invasiva localmente, envolvendo
ndo somente a pele e tecido subcutdneo como também o gorduroso, muscular,
fascia e 0 0sso (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; SPELLBERG; EDWARDS
JR; IBRAHIM, 2005).

A mucormicose cutanea primaria (Figura 13) pode desenvolver-se apdés
ruptura da integridade da pele decorrente de procedimento cirirgico, queimadura,
trauma, acidentes com veiculos motorizados, fraturas Osseas, cateteres
intravenosos, trauma com espinhos vegetais, abrasfes, laceracfes, biopsias e
curativos adesivos contaminados (SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005).
Além disso, o reverso (difusdo dos 6rgdos internos para a pele) é bastante raro,
porém ja foi descrito por Roden (2005) (PETRIKKOS et al., 2012).

A invasdo e crescimento do fungo em uma lesdo pré-existente produz um
processo inflamatério agudo, com formacdo de pus, abscesso em tecido de
formacdo, edema e necrose. As lesbes podem aparecer avermelhadas e
endurecidas, mas muitas vezes pode progredir para formar escaras negras. O tecido
necrosado pode se desprender e produzem grandes Ulceras (RIBES; VANOVER-
SAMS; BAKER, 2000; PETRIKKOS et al., 2012).

Também ha relatos na literatura de fasciite necrosante, considerado um mal
prognostico para a doengca (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000;
KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006). Por fim, ainda h& relatos de mastite causada por
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Rhizopus associado com implantes mamarios de silicone (RIBES; VANOVER-
SAMS; BAKER, 2000).

Figura 13 - Mucormicose cutanea
::'/ T g Yoo
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Fonte: A) PETRIKKOS et al., 2012; B) URIBE et al., 2005.

2.1.2.1.4 Disseminada

A mucormicose disseminada é definida como o envolvimento de dois ou mais
orgdos nao adjacentes (PRABHU; PATEL, 2004). A doenca é rara, mas ocorre em
pacientes imunossuprimidos por idade (neonatos), terapia com drogas
(deferoxamina) ou doencas graves como leucemia ou linfoma (GONZALEZ;
RINALDI; SUGAR, 2002; KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006; PETRIKKOS et al., 2012).

As manifestacdes clinicas séo variadas, refletindo a invasao vascular e infarto
de tecido em varios 6rgdos (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006). Os sintomas sao
inespecificos, mas apontam envolvimento neurolégico, gastrointestinal e pulmonar.
Sendo este Ultimo, o érgao de maior acometimento associado a forma disseminada
(RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; GONZALEZ; RINALDI; SUGAR, 2002;
PETRIKKOS et al., 2012).

Os pacientes podem apresentar um inicio subito de déficits neurolégicos
focais ou coma (SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005). A taxa de
mortalidade para a forma disseminada é préxima de 100% (RIBES; VANOVER-
SAMS; BAKER, 2000; SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005), visto que, a
forma disseminada possui uma rapida evolugdo e sintomas inespecificos,
geralmente o diagnostico é dado apés a autopsia (CORDEIRO; BRILHANTE;
SIDRIM, 1999).
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2.1.2.1.5 Gastrointestinal

Apenas 25% dos casos de mucormicose gastrointestinais sdo diagnosticados
in vivo, e possui uma taxa de mortalidade proxima a 85% (PETRIKKOS et al., 2012).
A doenca gastrointestinal é relativamente incomum, mas todos os segmentos do
trato gastrointestinal podem ser afetados (GONZALEZ; RINALDI; SUGAR, 2002).

Pacientes com extrema desnutricdo, recém-nascidos prematuros sao mais
predispostos a desenvolver esta forma clinica (SPELLBERG; EDWARDS JR;
IBRAHIM, 2005; KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006; PETRIKKOS et al., 2012).

Os sinais e sintomas da mucormicose gastrointestinal sdo inespecificos e
dependem da extensédo e localizacdo da infeccdo, podendo incluir dor abdominal,
distensdo abdominal, ndusea, vomito, diarreia, febre e hematémese (PETRIKKOS et
al., 2012). Ainda, ha relatos na literatura de peritonite (GONZALEZ; RINALDI;
SUGAR, 2002) e enterocolite necrosante em grande parte dos recém-
nascidos prematuros (SPELLBERG; EDWARDS JR; IBRAHIM, 2005).

2.1.3 Diagnostico

O diagnostico precoce da mucormicose € importante para a intervencdo
terapéutica oportuna, aumento da sobrevivéncia e reducédo da morbilidade. Como o
género Rhizopus spp esta mais envolvido e frequentemente diagnosticado neste tipo
de doenca, este topico enfocard a identificacdo apenas do género mais prevalente.

O diagnostico é feito através de uma correlacéo entre a clinica do paciente, os
exames de imagem, laboratoriais e a utilizacdo de um antifingico de prevencéao
(WALSH et al., 2012).

A constatacao da doenca de base, como o diabetes, doencas hematoldgicas,
corticoterapia e outras € o primeiro passo para o diagnéstico precoce. Em seguida
0s exames de imagem, a exemplo tomografia computadorizada e, em especial, a
ressonancia magnética, para identificar as areas afetadas como seios da face,
pulmdo e sistema nervoso central. Pois, uma vez identificados os o0rgéos
supostamente acometidos, € fundamental a obtencdo de material bioldégico para
processamento laboratorial, seja por meio da avaliacdo direta, do estudo das
culturas e do histopatoldgico (padréo ouro) (SEVERO, GUAZZELLI; SEVERO, 2010;
WALSH et al., 2012).
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O exame micologico é realizado através do exame direto utilizando hidréxido
de potassio (KOH) variando entre 10 a 30% para clarificar a amostra quando
necessario. Neste exame quando positivo € possivel detectar hifas largas, nao
septadas, de dimensdes irregulares e com ramificacdes dispostas majoritariamente
no angulo de 90° (Figura 14) (CORDEIRO; BRILHANTE; SIDRIM, 1999; RIBES;
VANOVER-SAMS; BAKER, 2000). Geralmente, as estruturas fangicas ndo estédo
bem conservadas, podendo dificultar a identificacdo. As amostras que podem ser
utilizada séo: escarro, secrecdo de fluidos inflamatérios dos abscessos, secrecao
oriunda dos seios paranasais, do lavado broncoalveolar, biopsia de tecidos, dentre
outros (CORDEIRO; BRILHANTE; SIDRIM, 1999; GONZALEZ; RINALDI; SUGAR,
2002). Muitas vezes no diagndéstico da mucormicose, o exame direto ndo comprova
a infeccdo, mas o diagnostico ndo pode ser descartado (GONZALEZ; RINALDI;
SUGAR, 2002).

Figura 14 — Exame direto de bidpsia de palato, clarificado com KOH 20%.

T L 20 > ol & . g

Legenda: Hifas cendticas, largas, ramificadas e de contorno irregular. Fonte:
PORTO et al, 1986.

A cultura € obtida apés inoculagéo do espécime clinico em meio de cultura de
rotina micolégica (ndo acrescido de cicloeximida, pois os fungos da ordem
Mucorales sdo sensiveis, porém, devem ser adicionados antibiéticos para inibir o
crescimento bacteriano). Os agentes em questdo tem um crescimento rapido e
satisfatorio em 3 a 4 dias, apos incubacdo a 37°C ou a temperatura ambiente. As
colbnias crescidas apresentam micélio aéreo com textura algodonosa e de coloracéo
branca inicialmente, passando para cinza e recoberta por pontos negros, como
mostrado na figura 08 (CORDEIRO; BRILHANTE; SIDRIM, 1999).
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A micromorfologia do género Rhizopus feita a partir da cultura positiva
apresenta hifas largas (6-15um de diametro) e quase sem septos. Os
esporangioforos sdo longos (mais de 4um), geralmente ndo ramificados e
encontram-se ligados por uma espécie de estolhos. Nos locais de unido entre os
esporangioforos e os estolhos, surgem hifas com aspecto de raizes — os rizéides. Na
extremidade dos esporangioforos surgem esporangios redondos e escuros, com 40-
350um de diametro, que contém, no seu interior, a columela (a pequena area em
forma de cupula) e numerosos esporos redondos, incolores ou castanhos (4-11um).
E por fim, apresenta uma discreta apofise (um bordo junto da extremidade do
esporangioforo, abaixo da columela). Todas as estruturas citadas estédo
esquematizadas na figura 15 (PRATA, 2007).

Figura 15 — Esquema da micromorfologia do género Rhizopus.

Legenda: (A) Esporangiésporos, (B) Columela, (C) Esporangiéforo, (D)
Rizbéide, (E) Esporéngio e (F) Apdfise. Fonte: Adaptado de RIBES;
VANOVER-SAMS; BAKER, 2000.

A diferenciacdo do género Rhizopus dos géneros Mucor e Absidia, que
também podem causar mucormicose € feito analisando a micromorfologia, uma vez
que, o Rhizopus se distingue do Mucor sp. pela presenca de estolhos, rizoides, e

esporangioforos geralmente ndo ramificados. E se difere da Absidia sp. pela
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localizacéo dos rizdides em relagdo aos esporangioforos e pela forma e tamanho do
esporangio (PRATA, 2007).
A identificacdo da espécie dos fungos do género Rhizopus também é feita

através da micromorfologia observando as diferencas entre a morfologia do

esporangio, da columela, da apofise e por fim, dos esporangidsporos. Essas
peculiaridades estdo descritas na tabela 05 (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER,

2000).

Tabela 05: Caracteristicas diferenciadoras das espécies de Rhizopus que causam doenca em seres

humanos.
o Morfologia do | Morfologia da columela e Morfologia do
Espécie o o o
esporangio apofise esporangiésporos
Estéo juntas, sdo ovais a
Globoso, preto; )
_ ] subglobosa (70-120 pm); Ovais, preto;
R. stolonifer grande (até 275 . o _
palida a marrom; apofise é estriadas.
pum). -
distinta.
Estéo juntas, sdo globosas
Globoso, cinza a | a ovais (40-75 por 60-130 Oval a elipsoide,
R. arrhizus preto (100-200 pum); apofise é 6-8 por 4,5-6um;
pum). imperceptivel, muitas estriado
vezes cai ha esporulacao.
Globoso; Forma e tamanho da

R. microsporus

pequeno (100
pum).

columela sao variaveis.

Apofise é discreta.

Tamanho variavel.

R. azygosporus

Globoso;
pequeno (50-100
pum).

Columela oval.

Oval, levemente

estriado, 4-6 pum.

R. schipperae

Globoso;
pequeno

(< 80 um).

Columela é subglobosa a

cbnica. Apofise distinta.

Oval, levemente

estriado, 4-7um.

Fonte: RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000.
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O diagnéstico definitivo da mucormicose quase sempre requer histopatologico
das biopsias evidenciando a invasdo de fungos nos tecido. Diferentes coloracdes
podem ser Uteis para observacao das hifas dos Rhizopus como por exemplo, prata-
metenamina (Grocott-Gomori), coloragdo periodic-acid-Schiff (PAS), calcofluor ou
hematoxilina-eosina (HE). Neste exame além da observacao das hifas, podem ser
evidenciadas alteragfes teciduais, como infiltrado de neutréfilos, necrose e invaséo
de vasos sanguineos, o que subsidia a conclusdo do diagnéstico (CORDEIRO;
BRILHANTE; SIDRIM, 1999; RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000;
KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006).

Testes sorolégicos para a deteccdo de mucormicose ndo sao clinicamente
Uteis. Pelo fato, de que os fungos compartiham os mesmos determinantes
antigénicos, o que impossibilita a deteccdo de anticorpos especificos. Outra forma
de diagnostico que poderia ser utilizada € a reacdo em cadeia de polimerase (PCR),
na qual o gene 18S do DNA ribossdmico é amplificado e assim, podem diferenciar
uma infeccdo causada por Rhizopus spp. daquelas causadas por outros fungos,
através da busca de uma determinada sequencia de DNA (RIBES; VANOVER-
SAMS; BAKER, 2000), porém esta e outros métodos como a imunohistoquimica,
ainda estdo em processo de otimizacdo, padronizacéo e validacao, ou seja, técnicas
mais especificas estdo em desenvolvimento ativo (WALSH et al., 2012).

2.1.4 Tratamento

O tratamento especifico para a mucormicose ainda € incerto. Terapéutica
bem sucedida para esta doenca envolve uma abordagem combinada entre o
diagnéstico precoce, remocao cirargica do tecido lesionado e/ou necrosado, uma
vez que, a infeccdo tem a capacidade de espalhar-se rapidamente e disseminar
mesmo em pacientes relativamente assintomaticos, reversdao dos fatores
predisponentes e terapia medicamentosa correta (Figura 16) (GONZALEZ; RINALDI;
SUGAR, 2002; IBRAHIM et al., 2003; KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006; ROGERS,
2008).
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Figura 16 — Abordagem combinada no tratamento da mucormicose.

Diagndstico Terapia
Precoce Medicamentosa

Abordagem

Reversdo da condicdo combinada Remocdo cirldrgica
predisponente do tecido necrdtico
Desfecho
Favoravel

Fonte: Adaptado do GONZALEZ, C. E. et al., 2002.

O tratamento cirargico deve incluir resseccdo completa do tecido necrosado e
drenagem adequada dos seios paranasais infectados. A retirada do tecido necrotico
ou lesionado pode ser repetido quando necessério. A tomografia computadorizada
(CT) ou a ressonancia nuclear magnética (RNM) podem ajudar a determinar a
extensdo da resseccao, assim como monitorar a eficacia do tratamento (RIBES;
VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006).

A reversao da condicao predisponente é de fundamental importancia para um
resultado satisfatorio. E necessario controle da acidose e da hiperglicemia nos
pacientes diabéticos, pois o descontrole destes fatores dificulta a resposta do
hospedeiro a infec¢céo e facilitam o crescimento do fungo nos tecidos infectados. Ja
em pacientes submetidos a tratamento com corticoides e de deferoxamina, a
reducdo da dose do medicamento ou sua suspensdo devem ser consideradas. Em
pacientes com outras imunossupressées, o controle da doenca de base é
fundamental para o sucesso terapéutico (GONZALEZ; RINALDI; SUGAR, 2002).

Testes de sensibilidade a antifingicos realizados em laboratorios de pesquisa
tem revelado claramente que zigomicetos sdo relativamente resistentes a muitos
antifangicos, incluindo a flucitosina, cetoconazol, itraconazol, fluconazol, voriconazol
e as equinocandinas. Apesar dos estudos nesta area serem limitados por um
pequeno namero de isolados testados (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2006). A maioria

dos isolados da ordem Mucorales parecem ser sensiveis a AMB (Figura 17), quando
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testado utilizando métodos de microdiluicdo em caldo, com uma CIM 90 menor do
que 0,5 pg/mL (DANNAOUI et al., 2003).

Figura 17 — Estrutura da Anfotericina B

Fonte: CRUZ, 2010. Acessado em: 27/11/2012.

A AMB atua ao se ligar ao ergosterol da membrana formando poros, alterando
a permeabilidade, com perdas de pequenas moléculas, principalmente de potassio
que leva a morte da célula fungica. A figura 18 mostra o esquema do mecanismo de
acao geral deste farmaco (GOLAN, 2009).

Figura 18 — Mecanismo de ac¢ao da Anfotericina B.

Legenda: A figura mostra os poros ha membrana plasmatica formado
pela interacdo deste farmaco com o ergosterol. E as setas indicam o
fluxo de saida das pequenas moléculas. Fonte: CORDEIRO;
BRILHANTE; SIDRIM, 1999.

Atualmente a terapia recomendada é AMB desoxicolato na maxima dose
tolerada, este é considerado o tratamento convencional para a mucormicose

localizada ou disseminada (WALSH et al., 2004). Entretanto por recorrentes efeitos
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colaterais significativos como nauseas, vomito, febre, hiper/hipotensdo, hipdxia,
nefrotoxicidade, hipocalemia, perda de magnésio. Outros efeitos como a anemia que
foi identificada em 75% dos pacientes, acompanhada de trombocitopenia. Estes
efeitos impossibilitam a utilizacdo, em longo prazo, da dose maxima (LANIADO;
CABRALES, 2009).

Uma alternativa a utilizacdo da AMB desoxicolato, foi o uso da AMB
liposbmica, pois a mesma é menos nefrotoxica e mostra melhor penetracdo no
sistema nervoso central em comparacdo com a AMB desoxicolato e outras
formulacgdes lipidicas (SPELLBERG et al., 2009).

O uso da AMB lipidica, também € uma opcao, pois pode ser administrada em
dose mais alta que AMB desoxicolato para melhorar a eficacia terapéutica. Fato este
comprovado por estudos realizados por Perfect (2005), onde a AMB lipidica
apresentou resultados semelhantes a AMB desoxicolato, embora com menos efeitos
adversos. Porém, em funcao do alto custo, essa terapéutica so € utilizada em casos
de pacientes refratarios ou intolerantes ao tratamento convencional.

O arsenal terapéutico para o tratamento da mucormicose € limitada, além das
medicacdes possuirem varios efeitos colaterais (MOTA et al., 2012). Atualmente, o
posaconazol (figura 19), triazdlico de segunda geracdo, em fase de desenvolvimento
clinico, apresenta-se como droga promissora na terapéutica desta micose, visto que
hé& relatos de boa atividade antifingica em estudos in vitro e in vivo (DANNAOQUI et
al., 2003; WALSH et al., 2004; KOK et al., 2007).

Figura 19 — Estrutura do Posaconazol.
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Fonte: RxList: The Internet Drug Index. Acessado em: 28/11/2012.

O posaconazol age inibindo a enzima lanosterol 14a-demetilase (CYP51), que
blogueia a sintese dos lipidios fungicos, especialmente o ergosterol. Assim a inibicao
altera a permeabilidade de membrana, interferindo na agdo enzimatica associada a
membrana, conforme na figura 20 (GOLAN, 2009).
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Figura 20 — Mecanismo de acéo do posaconazol.
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Legenda: O posaconazol € um triazdlico, por isso, inibe a agdo
na enzima em destaque, culminando no efeito antifingico. Fonte:
Adaptacdo do GOLAN, 2009.

Uma nova tendéncia é a terapia combinada, uma vez que seu grande objetivo
reside em aumentar o poder antifingico e diminuir dos efeitos adversos. A
combinacédo entre a AMB lipossomal e a micafungina (Figura 21) foi considerada

eficaz contra o tratamento da mucormicose rino-orbital (OGAWA et al., 2012).

Figura 21 — Estrutura da Micafungina.

Fonte: DIOMEDI, 2004.
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As equinocandinas, a exemplo da micafungina, atuam sobre a sintese da
parede celular fungica através da inibicdo ndo-competitiva da sintese de B-(1,3)-D-
glicano. A ruptura da integridade da parede celular resulta em estresse osmotico,

lise da célula fungica e, por fim, morte do fungo (Figura 22) (GOLAN, 2009).

Figura 22 — Mecanismo de acao da Micafungina.
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of cell membrane
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in cell wall

Inhibition of
B(1,3) glucan synthase

Legenda: A figura demostra a inibicdo (em vermelho) da sintase de (-(1,3)-D-

glicano, culminando na fragilidade da parede celular. Fonte: SAMPAYOQO, 2011.

Muitos pacientes que desenvolvem estas infecgbes fungicas extremamente
agressivas possuem altas taxas de mortalidade. Diante disso, ha uma necessidade
de novas estratégias terapéuticas, ou seja, de novos farmacos, naturais ou
sintéticos, para o tratamento da mucormicose. Os produtos naturais tém sido
considerados especialmente fontes de moléculas potencialmente bioativas, que
podem ter um largo espectro de acdes e menos efeitos colaterais (MOTA et al.,
2012).
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2.2 Produtos Naturais

Os produtos naturais séo tradicionalmente usados para tratar doencas e seu
uso pode ser identificado em diversas civilizagdes ha mais de cinco milhdes de anos.
Atualmente, embora grandes avancos sejam observados na medicina moderna, os
produtos naturais continuam contribuindo de maneira consideravel nos cuidados
com a saude (CRAGG; NEWMAN; SNADER, 1997; SHU, 1998; KAMBOJ, 2000).

Os produtos naturais apresentam importancia tanto na medicina popular,
sendo utilizado de forma abundante em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, como na industria farmacéutica, onde se estima que 25 % de
todos os farmacos modernos sao, direta ou indiretamente, derivados de plantas
(CRAGG; NEWMAN; SNADER, 1997; SHU, 1998).

Dentre os agentes terapéuticos provenientes de plantas com uso medicinal
popular e cientifico, destacam-se o0s 6leos essenciais. A International Standard
Organization (ISO) define Oleos essenciais como produtos obtidos de partes de
plantas através de destilagdo por arraste com vapor d’agua, bem como os produtos
obtidos por compresséo dos pericarpos de frutos citricos (COSTA et al., 2008).

Os Oleos essenciais possuem diversas propriedades farmacologicas descritas
na literatura e suas aplicacdes séo variadas, desde o tratamento do cancer, atraves
da supressao tumoral, em doencas cardiovasculares, no tratamento e na prevencao
da arteriosclerose; no combate a microrganismos, através da atividade
antibacteriana e antifiingica; como também sendo adjuvante no combate a diabetes,
através da atividade hipoglicemiante (EDRIS, 2007; BANSOD; RAI, 2008; PEREIRA,
2011).

Segundo a literatura, varios 6leos essenciais apresentam atividade antifingica
(CHAMI et al., 2004; DUARTE et al., 2005; LIMA et al., 2006; BANSOD; RAI, 2008;
PEREIRA, 2009; CASTRO; LIMA, 2010).

Quimicamente, a maioria dos 6leos essenciais é constituida de mais de 60
constituintes individuais (LIMA et al., 2006), e isto interfere diretamente sobre sua
atividade. Os Oleos possuem constituintes que sao derivados fenilpropanoides ou de
terpendides, sendo estes amplamente distribuidos na natureza (SPITZER, 2004).

Os compostos terpendides tém sua origem biossintética das unidades do

isopreno, que por sua vez € originado a partir do acido mevaldnico (SPITZER, 2004).
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Os compostos terpénicos séo divididos, de acordo com o numero de carbono (C) em

suas moléculas, em isoprenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C);

diterpenos (20C); sesterpenos (25C); triterpenos (30C); tetraterpenos (40C) e
polisoprendides (nC) (Figura 23) (SPITZER, 2004).

Figura 23 — Compostos terpendides.

N de Unid. Nimero de dtomos de carbono Nome ou classe
1 5 ool isopreno

2 10 . . monoterpendides
3 15 g T sesquiterpendides
4 20 MA/L‘/ diterpendides

3 25 MMW seslerpenos

6 30 ,J\/\.vak/\/k/\/‘l\/\/l\/ triterpendides

3 40 WW tetraterpendides
n n polisoprendides

Fonte: SPITZER, 2004.

O alfa-pineno (Figura 24) € um terpeno (BAKKALI et al., 2008), constituinte de

varios Oleos essenciais, e em alguns casos, correspondem ao constituinte

majoritario.

Figura 24 — Molécula do a-pineno

(+)-o-pinene  (—)-a-pinene
Fonte: SILVA, A. C. R., et al., 2012.

Celedonio (2008) comprovou a atividade antiedematogénica e efeito

antinociceptivo periférico do alfa-pineno e do oOleo essencial de Croton

argyrophylloides, o qual é um dos constituintes majoritarios. Fortes e colaboradores

(2006) comprovaram a acdo antimicrobiana do Oleo essencial de Croton

argyrophylloides em cepas de Streptococcus sp., Serratia sp., Staphylococcus sp.,

Proteus mirabilis, Enterobacter sp. e Pseudomonas aeruginosa.
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A literatura ainda relata o alfa-pineno como constituinte majoritario no 6leo
essencial de Croton glutinosus, mostrando atividade antimicrobiana moderada em
cepas de bactérias Gram positivas (S. aureus e B. subtilis) (GOMES, 2010).

Segundo Martins e colaboradores (2003), o 6leo essencial da casca de
Santiria trimera € usada na medicina tradicional por curandeiros na cicatrizacdo de
feridas, tem como constituinte majoritdrio o alfa-pinene (66,6%). Este Oleo foi
analisado frente a cepas de Echerichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Cladosporium cladosporioides, Aspergillus niger e
Aspergillus fumigatus e possuiu comprovada atividade antimicrobiana, exceto contra
cepas de Staphylococcus epidermidis e Aspergillus niger. Neste mesmo estudo, foi
avaliada a atividade antimicrobiana do alfa-pineno isoladamente, e este produziu
inibicdo do crescimento microbiano nas cepas testadas, exceto em Enterococcus
faecalis e Aspergillus niger.

Lima e colaboradores (2005) avaliaram a acdo dos monoterpenos a-pineno e
B-pineno, mostrando uma atividade antifungica satisfatoria frente as especies de C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. guilhermondii, C. krusei e
Cryptococcus neoformans.

De acordo com Gundidza e colaboradores (2008), um dos constituintes
majoritarios do 6leo essencial das folhas de Rhus lancea L. F é o alfa-pineno
(86,95%). Neste estudo comprovaram a acdo antimicrobiana deste Oleo sobre
Escherichia coli, Clostridium perfringens e Aspergillus flavus, e os autores associam
a atividade antimicrobiana a elevada concentragdo do monoterpeno.

Garcia e colaboradores (2008) avaliaram a agao dos monoterpenos a-pineno
e o citral, no qual obtiveram como resultados uma 6tima atividade fungicida quando
colocados frente aos fungos Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e
Fusarium subglutinans f.sp ananas.

Yang Jiang e colaboradores (2011) avaliaram o 0leo essencial de Rosmarinus
officinalis, popularmente conhecido como alecrim, e seus constituintes majoritarios, o
1,8-Cineol (26,54%) e o alfa-pineno (20,14%). E concluiram sua atividade
antimicrobiana sobre cepas de S. epidermidis, S. aureus, B. subtilis, P. vulgaris, P.
aeruginosa, E. coli, C. albicans e A. niger.

As atividades antimicrobianas do a-pineno isolado ou contido nos 6leos

essenciais tém sido estudadas e comprovadas por pesquisadores. Entretanto, nao


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668911000469
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existem pesquisas que comprovem sua atividade frente a cepas de Rhizopus sp.,
que é o principal agente etiologico das mucormicoses, considerada a terceira

infeccdes fungicas oportunistas mais frequentes (PRABHU; PATEL, 2004).
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3 METODOLOGIAS

3.1 Avaliacao da atividade antifungica

3.1.1 Local da pesquisa
As atividades desta pesquisa foram realizadas no Laboratério de
Micologia DCF/CCS/UFPB.

3.1.2 Produtos sintéticos
O produto a-pineno (Sigma-Aldrich) foi obtido comercialmente.

3.1.3 Espécies fungicas
Foram utilizadas cepas LM-03, LM-04, LM-25, LM-28, LM-29, LM-508, LM-
766 e LM-810 de fungos filamentoso do género Rhizopus pertencentes a Colecao do

Laboratério de Micologia da Universidade Federal da Paraiba-UFPB.

3.1.4 Meio de cultura
Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliagdo da atividade
antifingica foram o meio solido agar Sabouraud dextrose (ASD) e o meio liquido
caldo Sabouraud dextrose (CSD) adquiridos da Difco®, preparado de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para conservagcdo das cepas e preparacdo do indculo foi
utilizado o &gar batata, também adquirido da Difco®. Os meios foram solubilizados
com &gua destilada e esterilizados em autoclave, a 121°C por 15 minutos.

3.1.5 Antifungico-padréo
Para o controle positivo da atividade antifingica do a-pineno testado, foi
utilizada a anfotericina B (AMB) obtida do Centro de Controle e Produtos para
Diagnosticos LTDA (CECON/SP).

3.1.6 Inoculo
Na preparacao do inoculo dos fungos, primeiramente as cepas isoladas foram
cultivados em meio agar Batata a 28°C por 5 dias, para atingirem um bom
crescimento. As recentes colbnias fangicas ficaram devidamente cobertas com 5 mL

de solucéo salina estéril (NaCl 0,85 % p/v). A mistura resultante de conidios e
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fragmentos de hifas foi retirada e transferida para tubos de ensaio esterilizados. Em
seguida, essas suspensdes foram agitadas por 2 minutos com auxilio do aparelho
Vortex. ApoOs agitacdo, cada suspensédo terd sua turbidez comparada e ajustada
aguela apresentada pela suspensédo de sulfato de bario do tubo 0,5 da escala
McFarland, a qual corresponde a um inéculo de aproximadamente 10° unidades
formadoras de colénias/mL (UFC/mL) (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK;
GREGER, 2000). A quantificacdo do inoculo foi confirmada por meio do
plagueamento de 0,01 mL das suspensfes em ASD. As placas foram incubadas a
28°C e examinadas diariamente para a contagem das colonias nas placas,
determinando as UFC em 1 mL.

3.1.7 Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima

A determinacao da CIM do fitoconstituinte selecionado e da AMB foi realizada
através da técnica da microdiluicdo em placas de 96 orificios e fundo em “U”,
conforme apresentado na figura 25 (ELLOF, 1998; SOUZA et al., 2007). Em cada
orificio da placa, foi adicionado 100uL do meio liqguido CSD duplamente
concentrado. Em seguida, 100puL do fitoconstituinte, também duplamente
concentrado, este foi dispensado nas cavidades da primeira linha da placa e
posteriormente foram diluidos seriadamente, a partir da retirada de uma aliquota de
100uL da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora, onde foram
obtidas as concentragdes de 1024 a 1 pyL/mL, de modo que a primeira linha se
encontra a maior concentracdo e na Ultima, a menor concentracdo. Por fim, foi
adicionado 10uL do in6culo das espécies (fungo a 0,5 McFarland) em cada uma das
cavidades, onde as colunas representam diferentes cepas flngicas.

O ensaio foi realizado em duplicata e incubado a 28°C durante 48 horas
qguando foi realizada a primeira leitura, a segunda leitura foi realizada com 72 horas
apos o inicio do experimento. A leitura foi procedida, visualmente, pela auséncia ou
presenca de crescimento do microrganismo.

O controle de microrganismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100uL
do mesmo CSD duplamente concentrado, 100uL de agua destilada estéril e 10uL do
indculo de cada cepa, para verificar a viabilidade das cepas.

Portanto, foi determinada como CIM, a menor concentragédo do produto capaz

de inibir o crescimento do microrganismo ensaiado.
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Figura 25 - Esquema representativo da microdiluig&o.
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Legenda: 01) CSD; 02) a-pineno ou AMB; 03) In6culo. Fonte: MENDES, 2011.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, a determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)
do fitoconstituinte alfa-pineno frente a cepas de Rhizopus oryzae, ndo foi possivel
ser definida, como descrito na Tabela 1, pois mesmo na maior concentracéo
preconizada pelos estudos in vitro, houve crescimento fungico. O maior valor da CIM
detectado pela metodologia utilizada € de 1024 ug/mL.

A anfotericina B foi utilizada na determinacao da CIM como controle positivo e

o valor de sua CIM foi de 4,0ug/mL (Tabela 6).

Tabela 6 - Resultado da CIM (Concentragdo inibitéria minima) (n=2) em pg/mL do a-pineno e da
Anfotericina B frente as cepas de Rhizopus oryzae.

Cepas | Controle (Microrganismo) | AnfotericinaB | Alfa-pineno
LM-03 + 4 pg/mL +
LM-04 + 4 pg/mL +
LM-25 + 4 pg/mL +
LM-28 + 4 ng/mL +
LM-29 + 4 ng/mL +
LM-508 + 4 pg/mL +
LM-766 + 4 ng/mL +
LM-810 + 4 ng/mL +

+: Houve crescimento do microrganismo em todas as concentragfes testadas.

Segundo o estudo realizado por Motta e colaboradores (2012) que avaliaram
o timol e o p-cimeno frente as mesmas cepas de Rhizopus oryzae utilizado no
presente estudo. Constataram a eficiéncia do timol sobre as cepas testadas e a
ineficiéncia do p-cimeno que obteve uma CIM superior a 1024ug/mL. A partir disto,
consegue-se sugerir que o alfa-pineno também ndo produziu efeito antifingico

significativo sobre as cepas testadas.
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Silva e colaboradores (2012) avaliaram a atividade do alfa-pineno e do beta-
pineno sobre cepas de C. albicans, C. neoformans, R. oryzae e S. aureus resistente
a meticilina (MRSA), porém, os mesmos avaliaram 0s enantibmeros separadamente,
ou seja, avaliaram a acao do (+)-a-pineno, (-)-a-pineno, (+)-p-pineno e o (-)-B-pineno
(Figura 26) e concluiram que apenas os enantibmeros positivos do alfa-pineno e
beta-pineno possuiam atividade antimicrobiana e os enantibmeros negativos nao

mostraram atividade até o valor de 20mg/mL.

Figura 26 — Férmula estrutural dos enantidmeros do a-pineno e 3-pineno.

(+)-a-pinene (+)-B-pinene

(—)-o-pinene 7‘ 7$ (—)-p-pinene

Fonte: Silva, A. C. R. et al., 2012.

Dessa forma, pode-se sugerir que a auséncia de atividade antifiungica do alfa-
pineno no presente estudo, mostrada através da técnica de microdiluicao seriada,
ocorreu em funcdo da substancia adquirida pela Sigma-Adrich ser uma mistura
racémica, ou seja, ndo ha separacdo dos enantibmeros. Como apenas o
enantiobmero positivo é ativo, a combinacdo de ambos, produziu uma mistura com

baixa atividade antifungica.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A mucormicose tem tido um grande destaque nas pesquisas cientificas. Fato
este explicado, pelo aumento da populacdo com varias formas de imunossupressao
crbnicas e/ou graves, aumentando assim de forma significativa o numero de casos
dessa doenca. A explosdo de artigos publicados nesta temética teve um aumento
vertiginoso.

A necessidade de novas estratégias terapéuticas, também estimulou a busca
de produtos naturais, sejam eles 6leos essenciais ou fitoconstituinte, com atividade
antifingica, em especial contra ao género Rhizopus spp., por ser conhecidamente o
género responsavel pelo maior nimero de casos registrados da mucormicose.

Neste estudo, o alfa-pineno ndo produziu o efeito antifingico esperado, entéo,
sugere-se que estudos mais detalhados sejam realizados utilizando o a-pineno com
seus enantibmeros separadamente em busca da comprovacdo da atividade

antifingica deste monoterpeno.
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