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Atividade antifungica do dleo essencial de Thymus vulgaris L. e fitoconstituintes
contra Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus: interagdo com ergosterol. MOTA,
K. S. L. 2013. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, area de
concentragdo: Farmacologia) - CCS/ UFPB, Joao Pessoa.

RESUMO

As mucormicoses sao infecgcbes que possuem elevadas taxas de morbidade e
mortalidade, limitado arsenal terapéutico, devido a resisténcia aos antifungicos.
Portanto, existe uma significativa necessidade de priorizar, testar e aplicar melhorias
terapéuticas para o tratamento das mucormicoses. E nesse contexto, que os 6leos
essenciais e fitoconstituintes vem se destacando como uma nova abordagem
terapéutica. O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antifungica in vitro do
oleo essencial (OE) de Thymus vulgaris L. e de seus componentes majoritarios
(timol e p-cimeno) contra Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus, através da
triagem microbioldgica, da determinacdo da concentragao inibitéria minima (CIM) e
fungicida minima (CFM), avaliagdo dos efeitos dos fitoconstituintes no crescimento
micelial, na germinacéo dos esporos fungicos, na morfologia fungica e interagdo com
ergosterol. Também foi avaliada a toxicidade pré-clinica aguda em camundongos.
Na triagem microbiologica o 6leo essencial de T. vulgaris apresentou um dos
melhores perfis antifungicos contra cepas resistentes de R. oryzae. A CIM dos
produtos variou entre 128-512 ug/mL, ja as CFMs do 6leo essencial e timol variaram
entre 512-1024 pg/mL e 128-1024 pg/mL, respectivamente. Os resultados também
mostraram que tanto o OE como o timol inibiram significativamente o
desenvolvimento micelial e a germinacdo de esporos de ambas as espécies de
Rhizopus. Em seguida foi mostrado que os produtos testados alteram a morfologia
de R. oryzae e R. microsporus. Na investigagdo do mecanismo de agao antifungica
foi evidenciado que o OE e o timol interagem com o ergosterol, esterol presente na
membrana dos fungos. No ensaio toxicoldgico pré-clinica agudo, as doses de 125,
250, 500 e 1000 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) apresentaram atividade depressora
do sistema nervoso central (SNC). Adicionalmente a estes parametros foi
evidenciado que o OE e o timol nas doses de 125 e 250 mg/kg ndo promoveram
alteragdes significativas na evolugcao ponderal e peso dos 6rgaos dos camundongos.
Entretanto, ambas as doses das drogas-teste alteram alguns parametros
hematoldgicos dos camundongos. Apds 72 h de observacao o OE apresentou DLsg
estimada em 250 mg/kg para camundongos machos e 459,6 mg/kg para as fémeas.
Ja o timol apresentou DLsy estimada em 222,3 mg/kg para os machos e 1551 mg/kg
para as fémeas. Estes dados indicam que o 6leo essencial de T. vulgaris e timol,
apresentam forte atividade antifungica, que pode estar relacionada com a interacao
com ergosterol e consequentemente lise de membrana.

Palavras-chave: Lamiaceae, Thymus vulgaris, timol, Rhizopus, atividade antifungica
e Oleos essenciais.



Antifungal activity of Thymus vulgaris L. essential oil and phytoconstituents against
Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus: interaction with ergosterol. MOTA, K. S. L.
2013. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, area de
concentracdo: Farmacologia) - CCS/UFPB, Jodo Pessoa.

ABSTRACT

Mucormycoses are infections that have high rates of morbidity and mortality. They
show high resistance to antifungal agents, and there is a limited therapeutic arsenal
currently available, therefore, there is a great need to give priority to testing
therapeutic agents for the treatment of mucormycosis. Along this line, the use of
essential oils and phytoconstituents has been emphasized as a new therapeutic
approach. The objective of this work was to investigate the antifungal activity of the
essential oil (EO) of Thymus vulgaris, and its constituents thymol and p-cymene
against Rhizopus oryzae and Rhizopus microsporus, through microbiological
screening, determination of minimal inhibitory concentration (MICs) and minimal
fungicidal concentration (MFCs), effects on mycelial growth and germination of
sporangiospores, fungal morphology and interaction with ergosterol. Also was
evaluated the preclinical acute toxicity in mice. In microbiological screening the
T. vulgaris essential oil showed antifungal potential against resistant strains of
R. oryzae.The MIC of EO and thymol varied 128-512 pg/mL, but the MFC of EO and
thymol varied 512—-1024 pg/mL and 128-1024 pg/mL, respectively. The results also
showed that EO and thymol significantly inhibited mycelial development and
germination of sporangiospores of both species of Rhizopus. Investigation of the
mechanism of antifungal action showed that EO and thymol interact with ergosterol.
These data indicate that EO of T. vulgaris and thymol possess strong antifungal
activity, which can be related to their interaction with ergosterol, supporting the
possible use of these products in the treatment of mucormycosis. In preclinical acute
toxicology the doses of 125, 250, 500 and 1000 mg/kg intraperitoneally (i.p.) showed
depressive activity on the central nervous system (CNS). In addition to these
parameters was observed that the doses of 125 and 250 mg/kg did not change the
body and organs weight of the animals, but it was observed change some of the
hematological parameters of the mice. The EO showed DLs, of 250 mg/kg for male
and 459.6 mg/kg for female; however the thymol showed DLsy of 222.3 mg/kg for
male and 1551 mg/kg for female. These data indicate that EO of T. wvulgaris and
thymol possess strong antifungal activity, which can be related to their interaction
with ergosterol.

Keywords: Lamiaceae, Thymus vulgaris, thymol, Rhizopus, antifungal activity,
essential oils.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Manifestagbes clinicas das mucormicoses A) rinocerebral, B)

cuténea e C) gastrintestinal........uuviiiiciiiiisnir i ————

Figura 2 - Caracteristicas macromorfolégicas de R. oryzae em Agar batata.

A) Micélio aéreo e B) micélio vegetativo.....uuuiiiiieeeeeeeemccccccsisss s ees e s s e sese e e ssnsnnnes

Figura 3 - Desenho esquematico demonstrando as caracteristicas

MiIicromorfol0giCas A€ RNIZOPUS SPP.cuuuuuuurrrseessssrsssssssssmmssnsnnnnnnssssssssssssssssssssssmnnnnes

Figura 4 - Fotomicrografia demonstrando as caracteristicas micromorfolégicos

de R. 0ryZae (A € B).ouiiiiiciiieeseseeseenr s

Figura 5 - Fotomicrografia demonstrando as caracteristicas micromorfoldgicos

de R. mMicroSPOrus (A € B).uucceeie e eeeee et s s s s s s s e e s s s e e e e s e e s e
Figura 6 - Alvos terapéuticos para o tratamento das mucormicoses.......cccueeennnnnss
Figura 7 - Mapa mostrando a distribuicdo mundial da familia Lamiaceae.............

Figura 8 - Fotos de Thymus vulgaris L. A) planta inteira, B) detalhes das flores

L O I 0] 4 F= TS =T [ =

Figura 9 - Estruturas quimicas dos fitoconstituintes majoritarios de T. vulgaris

A) timol € B) p-CIMENO0. ceuiiiiiiiiiiiirisrsrssssr s
Figura 10 - Determinagao da CIM do timol em Pg/ML..eeeeeeemeecciciccciessesseeeeeeeees

Figura 11 - Avaliacdo do d6leo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B

sobre o crescimento radial de R. oryzae € R. MiCrOSPOIUS.......uuuusereerrrsssssssrsssennnns

Figura 12 - Teste de suscetibilidade de cepas de R. oryzae RO-4557 (A) e

R. microsporus RM-5266 (B) frente aos antifUngicos padrao......cccceeevvrsnnnscssssnnnnns

Figura 13 - Efeito do 6leo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre
a producao micelial de R. oryzae RO-4557 (A) e R. microsporus RM-5266 (B)....

24

26

26

27

27

29

39

40

42

50

52

58

68



Figura 14 - Crescimento de R. oryzae no periodo de 8 horas (A), 16 horas (B),
24 horas (C) € 48 horas (D)...uuuuiiriirsrnninnisisessseer s ssssssssnnnes

Figura 15 - Crescimento de R. microsporus no periodo de 8 horas (A), 16 horas
(B), 24 horas (C) € 48 horas (D)...cccceeruerrrrrrmmmrrersenesnnssssssssssssssssssssssssssssssnnnnssnsssssnns

Figura 16 — Efeito do 6leo essencial de T. vulgaris (A), timol (B) e anfotericina B

(C) sobre a cinética do crescimento micelial de R. oryzae (RO-4557).....cceeeeunnnee.

Figura 17 — Efeito do 6leo essencial de T. vulgaris (A), timol (B) e anfotericina B

(C) sobre a cinética do crescimento micelial de R. microsporus (RM-5266)..........

Figura 18 - Efeito do 6leo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre
a germinacdo dos esporangiosporos de Rhizopus oryzae RO-4557 (A) e

Rhizopus microsporus RM-5266 (B). ..cccuuiiiiiirrriisissssssssssssmrsssss e

Figura 19 - Efeito do dleo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre

a micromorfologia de R. 0ryzae (RO-4557)...uuuccceeceiiiiiiiieeseereesessnnssnnnssssssssssenees

Figura 20 - Efeito do 6leo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre

a micromorfologia de R. microsporus (RM-52606).......ccerrerrmmrimmimmmminmnsnssssssssssssssnnnes

Figura 21 - Presenca de clamidoconidios em R. microsporus (RM-5266) na
presenca de A) 128 ug/mL do dleo essencial, B) 128 ug/mL do timol, C)
1 pug/mL e D) 2 ug/mL de anfotericing B.........eeeeeimmrmeiiiiininsnssssssssss e

69

69

71

72

74

76

77



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Agentes etioldgicos das ZIGOMICOSES.....uurirrrrrrrrrmrrnmmmnnsnsssssssssssssssns 21

Quadro 2 - Fatores predisponentes para os pacientes desenvolverem
74T o) 41 To! oY1= 22

Quadro 3 - Antifungicos de primeira linha para o tratamento das

ITIUCOITNIINCOSES . cueereeeresneessseesaseesssssessssesssssessssesssssesssnsesasnesssssesssnssssssesssnsesssnesssnes 33

Quadro 4 - Terapia combinada com antifungicos de primeira linha para o

tratamento dasS MUCOIMINCOSES. ...ueereeereerereseeseserssseesssssesssnsssssnesssnsesssnsesssnesssnes 34

Quadro 5 - Perfil fitoquimico do 6leo essencial de T. VUIGariS......o.cveereerreeeeennes 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Suscetibilidade de cepas de R. oryzae e R. microsporus frente a

CiNCO antifUNQICOS PAArA0. ....ccueeriririrrrirrrerrre s sss s s s s s s e e e s e e s e s s e ns s nnnnn s s nns

Tabela 2 - Atividade antifungica de Oleos essenciais frente cepas de

00 7€ L= 2N

Tabela 3 - Efeito da atividade fungicida e fungistatica em pg/mL do o6leo
essencial de T. vulgaris, timol e p-cimeno frente cepas de R. oryzae e R.

ITVCTOSPOIUS. .. seeesnrnssssssrnnnsssssessnnnnssssssssmnnnssssssssmsnnsssssssssnnnnssssssensnnsnsssssssnnnnnnssnns

Tabela 4 - Efeito da anfotericina B, do 6leo essencial de T. vulgaris e timol
frente cepas de R. oryzae e R. microsporus na auséncia e na presenga de

LY (= (0 ) 1=

Tabela 5 - Efeito da administragdo intraperitoneal de 125 mg/kg do oleo
essencial de T. vulgaris e timol na evolugao ponderal e peso dos 6rgaos, em

(0721 0 0 10 o [0 Vo o S

Tabela 6 - Efeito da administragao intraperitoneal de 250 mg/kg do déleo
essencial de T. vulgaris e timol na evolugdo ponderal e peso dos érgédos em

(0= 0 018 T o] g T 0 F- T

Tabela 7 - Efeito administracao intraperitoneal de 125 mg/kg do 6leo essencial
de T. wulgaris e timol frente aos parametros hematolégicos dos

(0= 0 018 T o g T [0 X

Tabela 8 - Efeito administragéo intraperitoneal de 250 mg/kg do éleo essencial
de T. wulgaris e timol frente aos parametros hematologicos dos

(072 1011 T (0] o T T - 7

59

60

63

80

86

87

88



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ABD Agar batata dextrose

ASD Agar Sabouraud dextrose

ATCC American Type Culture Collection
ANOVA Analise de Variancia

CCS Centro de Ciéncias da Saude
CSD Caldo Sabouraud Dextrose

CFM Concentragéao Fungicida Minima
CIM Concentragao Inibitéria Minima
DLsg Dose Letal 50%

DMSO Dimetilsulfoxido

e.p.m. Erro padrao da média

i.p. intraperitoneal

HIV Human immunodeficiency virus
KOH Hidréxido de potassio

LM Laboratério de Micologia

n Numero de animais

pH Potencial hidrogenidnico

PM Peso molecular

RM Rhizopus microsporus

RO Rhizopus oryzae

SNC Sistema Nervoso Central

UFC Unidades formadoras de colbnias
UFC/mL Unidades formadoras de colénias por mililitro
LogUFC/mL Logaritimo de unidades formadoras de col6nias por mililitro
Tween 80 Polioxetileno Sorbitano Monoleato
UFPB Universidade Federal da Paraiba
g Grama

h Hora

Mg Micrograma



pg/mL Micrograma por mililitro

ML Microlitro

pMm Micrémetro
mg/kg Miligrama por quilograma
mL Mililitro

mm Milimetro

NaCl Cloreto de sddio
% Percentual

a Alfa

B Beta

Y Gama

p Para

OBS.: As abreviaturas e os simbolos utilizados neste trabalho e que nao constam nesta
relacdo, encontram-se descritas no texto ou sdo convencgdes adotadas universalmente.



SUMARIO

1 INTRODUGAO.........ceeireereeeieesessessessessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 19
PR 74 o T T g 1[0 1= 19
B o 1700 ) 0T 25
1.3 Tratamento das MUCOIMMICOSES. .uuuuuuuuunrrrrsrisssssrrrrrrrrrsnssnnsssssssssssssssssssesssnnnnsnsnnses 28
1.4 Consideragdes gerais sobre plantas mediCinaiS......uuuereeeeennssssssssssnssssessssssesassnnns 37
1.5 Familia Lamiaceae € Thymus vUIGariS L.......ccoceeieiiiiiiiniiminsnnssnssssessssssssseessnnenes 38
1.6 Fitoconstituintes do 6leo essencial de Thymus VUIQariS.....ueeueeessermemnsssssensnnnnnnns 41
2 OBUETIVOS.......cccoiiiciiiiirssssssmr s rn s e s s s s s s s ssmmmn s s s e s e e e e e s s s s nn s s s nnnnnnns 44
B0 @ ][] 110 o =T = 44
3.2 ODbjetivos €SPECITICOS..uiiiiiirrirrrirrnnnnrnrmrr s 44
3 MATERIAL E METODOS.......c.coiiiieeseessesessesessessssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssaes 46
3.1 MATERIAL.ceeeeeiieeiiiiiseeecececesessssssssssssss s sns e s s s s s es s s s ss s s s s s mmmmnnsssnesssesnnssssnnnnnnsnssnnnn 46
3.1.1 LOCAl A PESUISA.ctrrrremnnnnsnnsssnssssssssssssrmsssrsmmmmsnnsmssssssssssssssssssssssssssssmmmmmmssnnnnnnnnnns 46
3.1.2 Oleo essencial € fitOCONSHIUINTES....uiuereeeresersessrsesersesessesssssssssessssssssssssssessssessaes 46
I T IRC TN o1 11T o (oo TN Y= To | - Lo TSSOSO 47
X T |V =TT o T30 [ U (] = 47
1 Bt RS T VT3 o] o =T T £ o o 47
Kt T T T Yo U 48
R Rt O A 1Y 0 =TT 48
3.2 METODOS... . iiuiiereiiseissessssessssessssesssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssasssssessssessssssssnsans 49
3.2.1 Ensaios de atividade antifUngiCa......uuerriiiiiinininnniiisssssnssrss s snnas 49
3.2.1.1 Teste de suscetibilidade antifungica (triagem microbioldgica)........cceeevrrrrrrnns 49

3.2.1.2 Determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragao

fungicida MiNIMa (CFM)...ueeeeeiiiiiieiie s amnnnnes 49
3.2.1.3 Efeitos sobre o crescimento micelial......cccceeeiiriiiiimmimnnmnseesssssnsssssssrnsesnrsennen 51
3.2.1.4 CresCimento radial......ccccceeeessssmmmmrrnrrrerrreesssssssssssssssssssmmsmmnenss e s e s s sesssssnsnnssseennes 51
3.2.1.5 Efeitos sobre a germinagéo dos esporangiosporos fUNgiCoS.....ceuurrrerrrrrrereesss 52
3.2.1.6 Efeitos sobre a MorfOg@nese......ccccuemmmrmmmrriiiiiinnnnsssssssssssssss s s 53

3.2.1.7 Interagdo com ergosterol € COleSterol......coimmmmmmmmmmmmmmmmmmnnsssisssssssssssreeeeeesnnnnnes 54



3.2.2 AVALIAGAO TOXICOLOGICA.....courererereraesaeeeserersressssssesesesssessssssssssssssssesssssans 54

3.2.2.1 Ensaio toxicol6gico pré-cliniCo aguUdO.....ummmrerrrrrmmimmiinissssssssssnssssssnsnsnsssnsseeeees 54
3.3 Analise estatiStiCa.....cciiuuiiiiriiiiiseerr i ———————————————————— 55
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........ccorirerceercreseeassesssesassessssesassesssssssssessssssssnees 57
oo 0] [ od HLU £= 0 =1 92
REFERENCIAS........cccoieteeieteseeetsasaestssssesesssssasssssssesssssassssssssssssssssssensssssssessnns 94
ANEXOS......o oo 109
15 T 110
Y 15 o 2 111
Y 15 o T 112



o

INTRODU




Introducgéo 19

1 INTRODUGAO

1.1 Zigomicoses

Os fungos sdo cada vez mais reconhecidos como patégenos importantes em
pacientes criticamente enfermos. Durante a ultima década, as infecgdes fungicas,
principalmente as causadas por microrganismos oportunistas vem adquirindo
importancia clinica cada vez maior. Varias razbes tém sido propostas para o
aumento das infecgdes fungicas invasivas, incluindo o uso de agentes
antineoplasicos e imunossupressores, antibioticos de largo espectro, enxertos,
cirurgias mais invasivas, pacientes com queimaduras, neutropenia, infecgao por HIV
e pancreatite (KAUFFMAN, 2006; ENOCH; LUDLAM; BROWN, 2006;
CRUZ et al., 2007).

Na literatura, a incidéncia de infecgbes oportunistas em ambientes
hospitalares esta relacionada com fungos pertencentes aos géneros Candida,
Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Fusarium e Cryptococcus, entre outros
(HENNEQUIN, 1996; SINGH, 2003). Espécies do género Candida e Cryptococcus
sdo as leveduras mais frequentemente isoladas na pratica clinica. Ja Aspergillus
continuam sendo os fungos mais comuns que causam infecgao invasiva, entretanto,
tem havido um aumento significativo das infecgbes, devido a outros fungos
ambientais, tais como Scedosporium, Fusarium e diversos zigomicetos, incluindo os
fungos do género Mucor e, especialmente, Rhizopus (KAUFFMAN, 2006; ENOCH,;
LUDLAM; BROWN, 2006).

As zigomicoses sao infecgdes causadas por fungos da classe Zygomycetes.
Estes sdo fungos filamentosos pertencentes a duas ordens de importancia clinica
que causam infeccbes em humanos: a ordem Mucorales e Entomophthorales
(Quadro 1) (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER,
2000; PRABHU; PATEL, 2004). As caracteristicas compartilhadas destes
organismos incluem termotolerancia e presenga em habitats como solo e poeira. Os
propagulos infecciosos (esporangidsporos) sao inalados e, inicialmente, pode
estabelecer uma infeccdo nos seios paranasais. Outras rotas de contaminagao
menos comuns incluem o trato intestinal apds a ingestao dos esporos ou alimentos
contaminados, bem como por inoculagcdo através de incisées ou ferimentos
penetrantes na pele (ROGERS, 2008).
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A maioria das zigomicoses é causada pelos fungos da ordem Mucorales, cuja
infeccdo € denominada como mucormicose. Cada vez mais os membros dessa
ordem tém sido capazes de causar infecgdes oportunistas progressivas, necréticas e
geralmente fatais, em uma variedade de hospedeiros imunocomprometidos, tais
como pacientes com doengas hematoldgicas, com neutropenia, que fazem uso de
corticosteroides, pacientes com diabetes mellitus, com ou sem cetoacidose,
transplantados e pacientes com niveis elevados de ferro no soro (Quadro 2). Estes
patdgenos raramente causam infecgdes em pacientes imunocompetentes
(RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; IBRAHIM; EDWARDS; FILLER, 2003;
PRABHU; PATEL, 2004), visto que, em um individuo saudavel, a imunidade inata
pode impedir a germinagcdo dos esporos fungicos e o desenvolvimento da doencga
(CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; PERFECT, 2006).

Os géneros da ordem Entomophthorales produzem uma infecgdo cronica
denominada  entomoftoromicose  subcutdnea, que acomete pacientes
imunocompetentes, ocorrendo predominantemente em climas tropicais e
subtropicais. Ao contrario de Mucorales, Entomophthorales ndo causam a infec¢ao
angioinvasiva (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; PRABHU; PATEL, 2004).

A incidéncia das mucormicoses vem aumentando nos ultimos anos,
representando a terceira infeccdo fungica invasiva mais comum, depois das
candidiases e aspergiloses. No entanto, € a segunda mais comum infecgao invasiva
(ap6s aspergilose) diagnosticada entre os pacientes que se submetem a transplante
de células tronco nos Estados Unidos. Ela representa 8,3-13% de todas as infeccbes
fungicas de pacientes com problemas hematologicos (RODEN et al.,, 2005;
LEWIS et al., 2012).

Durante a ultima década, os avangos nos meétodos de diagnostico e a
introdugédo de novos agentes antifungicos melhorou significativamente o prognéstico
de pacientes que desenvolvem infecgdes fungicas invasivas. Entretanto, as
mucormicoses sao infecgdes cada vez mais emergentes e potencialmente fatais,
devido as elevadas taxas de morbidade e mortalidade (WALSH et al., 2004;
KAUFFMAN, 2006; LEWIS et al., 2012). A mortalidade varia de acordo com a
manifestacao clinica da doenca, representando 96% para a forma disseminada, 85%

para infecgdo gastrintestinal e 76% para a pulmonar (RODEN et al., 2005).
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Quadro 1 - Agentes etioldgicos das zigomicoses.

Zygomycetes

Ordem

Mucorales

Entomophthorales

Género

Espécie

Mucor

M. racemosus,
M. circinelloides
M. ramosissimus
M. indicus

M. hiemalis

Género

Espécie

Basidiobolus

B. ranarum

Género

Espécie

Rhizopus

arrhizus (R. oryzae)

rhizopodiformis

R.

R.

R. azygosporus
R. stolonifer

R.

schipperae

R. microsporus var.
microsporus

R. microsporus var.
rhizopodiformis

R. microsporus var.
oligosporus

Género

Espécie

Rhizomucor

R. pusillus

Género

Espécie

Absidia
A. corymbifera
A. pophysomyces

A. elegans

Género

Espécie

Cunninghamella
C. bertholletiae

Género

Espécie

Saksenaea

S. vasiformis

Género

Espécie

Cokeromyces

C. recurvatus

Género

Espécie

Conidiobolus
C. coronatus

C. incongruus

Fonte: Adaptado de Prabhu; Patel, (2004).
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Quadro 2 - Fatores predisponentes para os pacientes desenvolverem zigomicoses.

Fatores de risco

Diabetes mellitus (tipo | e tipo Il) com ou sem cetoacidose diabética

terapia com deferoxamina

Sobrecarga de ferro

Acidose metabdlica cronica
Envenenamento crénico por salicilatos

Insuficiéncia renal

Pacientes imunodeficientes
Neutropenia
Transplante de 6rgaos ou de células hematopoiéticas

Infecgao pelo HIV

Imunossupressao farmacoloégica
Quimioterapia antineoplasica
Corticoterapia

Terapia anti-rejeicao

Doenc¢a hematolégica maligna
Leucemia
Linfoma

Mieloma multiplo

Pele ou avaria dos tecidos moles
Queimaduras
Traumas

Feridas cirurgicas

Diverso
Uso de drogas injetaveis ilicitas
Desnutricao
O uso prolongado de agentes antimicrobiano de amplo espectro

Fonte: Adaptado de Gonzalez; Rinaldi; Sugar, (2002) e Prabhu; Patel, (2004).
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As principais formas de manifestagbes clinicas das zigomicoses
(mucormicoses) incluem a rinocerebral, pulmonar, cutanea, gastrintestinal e
disseminada ou sistémica (ROGERS, 2008).

A mucormicose rinocerebral (Figura 1A) é uma infecgdo que se origina nos
seios paranasais e se estende até o cérebro. Representa a manifestacdo clinica
mais comum desta doenca, pois ocorre em quase metade dos casos das
mucormicoses relatados na literatura. R. oryzae é o principal agente etioldgico para
esta doenga. Os primeiros sinais e sintomas podem incluir febre, mal estar,
congestao nasal ou dor, corrimento nasal serosanguinolento, dor facial unilateral ou
inchaco e dor de cabegca (CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; PERFECT, 2006). A
taxa de mortalidade global é cerca de 62% e 16% nas infecgdes dos seios
paranasais sem o envolvimento cerebral (RODEN et al., 2005).

A mucormicose pulmonar € mais frequentemente vista em pacientes com
neoplasias hematolégicas e neutropenia grave (SPELLPERG; EDWARDS;
IBRAHIM, 2005). A doencga pulmonar é a segunda manifestagdo mais comum, sendo
que, cerca de 47% dos casos envolvem a infecgdo disseminada
(TEDDER et al., 1994; RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000). As manifestagbes
clinicas da mucormicose pulmonar ndo podem ser facilmente distinguidas das
apresentadas nos casos de aspergilose pulmonar. Os pacientes podem apresentar
febre, dispnéia, tosse e dor no peito. A taxa de mortalidade global é de 76%, mas, é
maior em pacientes severamente imunossuprimidos (SPELLPERG; EDWARDS;
IBRAHIM, 2005; CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; PERFECT, 2006).

Os pacientes com elevado risco de desenvolver mucormicoses cutaneas
(Figura 1B) sao aqueles com ruptura da barreira cutanea normal de protegcdo. Os
agentes etioldgicos da mucormicose sao tipicamente incapazes de penetrar a pele
intacta. No entanto, queimaduras e ruptura traumatica da pele, permitem que os
fungos penetrem nos tecidos mais profundos (CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM;
PERFECT, 2006). Embora esta infecgéo seja frequente em pacientes com diabetes,
leucemia e transplantados, é também a forma mais comum observada em
hospedeiros normais e esta associada com a menor taxa de mortalidade que é de
10% (RODEN et al., 2005). Entretanto, a doenga cutanea e subcutanea pode levar a
fascite necrotizante, com uma mortalidade aproximada de 80% (SPELLPERG;
EDWARDS; IBRAHIM, 2005).
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A mucormicose gastrintestinal (Figura 1C) afeta comumente o estdbmago, o
colon e o ileo. Casos de mucormicose hepatica também tém sido associados com a
ingestao de remédios fitoterapicos a base de plantas contaminadas (OLIVER et al.,
1996). Os sintomas sao variados e dependem do local afetado. Dor abdominal
inespecifica e distensdo associada a nauseas e vOmitos sdo os sinais e sintomas
mais comuns (SPELLPERG; EDWARDS; IBRAHIM, 2005). Embora rara, esta
infeccdo é geralmente fatal, com mortalidade de cerca de 85% (RODEN et al.,
2005).

Figura 1 - Manifestacbes clinicas das mucormicoses A) rinocerebral, B) cutanea e

C) gastrintestinal.

A

B\ .

Fontes: A) Cheema; Amin, (2007); B) Nouri-Majalan; Moghimi, (2008 ) e C) Mohta; Neogi; Das (2011).

Das formas de manifestagbes clinicas das mucormicoses induzidas por
Rhizopus spp, a doenga disseminada ou sistémica € uma das mais comuns e
extremamente fatal, com indice de mortalidade em torno de 96%, podendo envolver
praticamente qualquer érgao do corpo, como a pele, sistema nervoso central, figado,

baco e rins. A maioria dos casos da doenga disseminada envolve o pulmé&o ou sitios
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cutédneo e/ou subcutaneo como provaveis fontes primarias (TEDDER et al., 1994;
RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000).

1.2 Rhizopus

Os organismos mais comuns que causam mucormicoses em humanos sao
dos géneros Rhizopus, Mucor, Rhizomucor e Absidia. Dentre tais géneros
destaca-se o Rhizopus, visto que, muitas de suas espécies causam mais de 70%
das infecgbes por Zygomycetes (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000;
GREENBERG et al., 2004). As espécies mais comuns que causam a mucormicose
pulmonar angioinvasiva € Rhizopus arrhizus (Rhizopus oryzae), seguido por
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis e Rhizomucor pusillus. R. oryzae é a
causa mais frequente da forma rinocerebral desta infecgdo, enquanto
R. microsporus var. rhizopodiformis produz principalmente as formas cuténea e
gastrintestinal das zigomicoses (CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM,;
PERFECT, 2006).

Rhizopus spp. sao fungos que crescem rapidamente, em torno de 4 dias a
temperatura de 37°C. Normalmente produzem uma colénia muito alta e fibrosa, que
cresce rapidamente e encobre toda a superficie do Agar. Tais colénias sdo de
textura algodonosa, primeiramente brancas e com o decorrer do crescimento
tornam-se acinzentadas ou amarronzadas, com abundantes esporangios
pigmentados, que sdo vistos como as areas escuras salpicando o micélio da outra
forma palida (Figura 2 A e 2 B). Ja o aspecto microscépico de espécies deste género
€ de hifas largas (6-15 micrometros em didmetro) ndo apresentando septos, ou
muito poucos. Numerosos estolées sao encontrados no micélio, conectando grupos
de longos esporangioforos que geralmente ndo sdo ramificados. No ponto de
encontro dos estoldes e esporangiéforos, os rizoides sado produzidos. Os
esporangioforos sao longos e terminam em um escuro e redondo esporangio
contendo uma columela e muitos esporangidosporos ovais, incolores ou
amarronzados, como podem ser evidenciados nas Figuras 3, 4 e 5
(LARONE, 1995; RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000).
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Figura 2 - Caracteristicas macromorfolédgicas de R. oryzae em Agar batata.

A) Micélio aéreo e B) micélio vegetativo.

Fonte: Kelly Samara de Lira Mota, 2012.

Figura 3 - Desenho esquematico demonstrando as caracteristicas

micromorfologicas de Rhizopus spp.

mfj""' Esporangiosporos

o
V* Columela

e ESporangioforo (hifas)

Estolties « ___

Rizoides —h/
7.

Fonte: Ribes; Vanover-Sams; Baker, 2000.



Introducéo 27

Figura 4 - Fotomicrografia demonstrando as caracteristicas micromorfoloégicos de

R. oryzae (A e B).

100x

— Esporangio caracteristico, — esporangioforo e P rizoide.

Fonte: Mota, (2011).

Figura 5 - Fotomicrografia demonstrando as caracteristicas micromorfolégicos de
R. microsporus (A e B).

— Esporangio caracteristico, — esporangiéforo, P rizoide e * esporangiésporos.

Fonte: Kelly Samara de Lira Mota, 2011.

As varias espécies do género Rhizopus tém distribuicdo mundial, sendo que,
Rhizopus oryzae é a mais comum das espécies. Os esporangiosporos de Rhizopus
sdo frequentemente isolados de amostras de ar. No ambiente doméstico, o uso de
ar condicionado, tapetes, almofadas e cortinas de pano e outros moveis de madeira
proporciona ambientes propicios para a proliferacao e fixagdo de esporangidsporos
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destes fungos. As principais formas de transmissado das mucormicoses induzidas por
Rhizopus spp. em humanos incluem a inalagao, ingestdo e exposi¢cao cutanea. A
maioria das infecgdes causadas por Rhizopus envolve os sitios rinocerebral e
pulmonar. Ocorrendo secundariamente devido a inalagado de esporangidosporos nos
pulmdes ou nos seios paranasais. A ingestdo de tais fungos € geralmente a causa
da zigomicose gastrintestinal (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000;
CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; PERFECT, 2006).

1.3 Tratamento das mucormicoses

Quatro fatores sédo fundamentais para tratar a mucormicose: rapidez no
diagnostico, reversdo dos fatores subjacentes que predispdem, desbridamento
cirurgico adequado do tecido infectado e terapéutica antifungica apropriada
(IBRAHIM; EDWARDS; FILLER, 2003; ROGERS, 2008).

O ponto de partida para o sucesso do tratamento da mucormicose é
reconhecer o0s pacientes com maior risco e sinais precoces da infeccdo. O
diagndstico precoce é importante, porque, pequenas lesdes focais muitas vezes
podem ser retiradas cirurgicamente antes de disseminar e afetar 6rgaos vitais, ja
que a maioria dos fungos da ordem Mucorales, a exemplo de R. oryzae, possuem
rapida taxa de crescimento. Entretanto, ndo existem testes sorologicos ou baseados
em PCR (reagédo de polimerase em cadeia) para permitir um diagndstico rapido, e,
portanto, cerca de metade dos casos de mucormicoses sao diagnosticados apos a
morte. Dessa forma, ressalta-se assim a necessidade fundamental de fazer bidpsias
ou cultura do organismo causador em todas as suspeitas clinicas da infecgao
(SPELLPERG; EDWARDS; IBRAHIM, 2005; ROGERS, 2008).

Além do diagndstico precoce, também é essencial corrigir ou controlar
quaisquer fatores reversiveis predisponentes para melhorar o resultado do
tratamento. Por exemplo, em pacientes diabéticos com cetoacidose, a hiperglicemia
e acidemia devem ser controladas. Deve ser fortemente considerada a
descontinuacdo da terapia imunossupressora ou deferoxamina, especialmente
esteroides, quando ¢é diagnosticado mucormicose (SPELLPERG; EDWARDS;
IBRAHIM, 2005; ROGERS, 2008).
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O desbridamento cirurgico do tecido infectado e necrotico deve ser realizado
em carater de urgéncia, visto que, a mucormicose frequentemente é uma infecgao
que progride rapidamente e o tratamento antifungico sozinho, muitas vezes é
insuficiente para controlar a infeccdo. Além disso, esta doenga € marcada por
angioinvasédo, trombose e necrose do tecido, resultando em fraca penetragdo dos
agentes antinfecciosos para o local da infeccao (IBRAHIM et al., 2005a).

Os antifungicos atualmente disponiveis no mercado farmacéutico atacam
quatro alvos bioquimicos diferentes dos fungos pertencentes a ordem Mucorales.
Estes agentes incluem: 1) polienos, 2)posaconazol, 3)equinocandinas e
4) deferasirox (quelante de ferro). Além disso, terapias adjuvantes que reforgcam a
imunidade dos hospedeiros sao novas estratégias terapéuticas, tais como
5) transfusdo de granulécitos e 6) terapia com citocinas (Figura 6)
(SPELLBERG et al., 2009).

Figura 6 - Alvos terapéuticos para o tratamento das mucormicoses.
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5) Transfusdaode granulocitos [ S
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3) Equinocandina

1) Polienos

p-glucano

e /== Ergosterol

Ferro

Citoplasma .
14 o -demetilase ®‘-— 2) Posaconazol
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Fonte: Adaptado de Spellberg et al (2009).
Na maioria dos casos, a terapia antifungica primaria para mucormicose deve

ser baseada em um polieno. Regimes baseados em nao polienos podem ser
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apropriados para pacientes que nao respondem a terapia com polieno ou para os
pacientes imunocompetentes com infeccdo relativamente leve, que pode ser
cirurgicamente erradicada (por exemplo, infeccdo cutdnea suprafascial isolada)
(Quadros 3 e 4) (SPELLBERG etal., 2009). Os polienos, cujo principal
representante da classe é a anfotericina B, ligam-se ao ergosterol, o principal esterol
presente na membrana celular de todas as células fungicas, resultando na criagao
de poros na membrana, alterando a permeabilidade celular, causando o
extravazamento dos componentes celulares, resultando em morte dos fungos
(ODDS; BROWN; GOW, 2003; BAGINSKI et al., 2005; LEMKE et al., 2005;
SPELLBERG et al., 2009).

Tradicionalmente, a anfotericina B, um antibiético macrolideo derivado dos
actinomicetes Estreptomyces nodosus, € o agente de primeira linha para o
tratamento da mucormicose (CHAYAKULKEERCE; GHANNOUM; PERFECT, 2006;
SPELLBERG et al., 2009). Entretanto, sdo muitos os efeitos tdxicos da
anfotericina B, especialmente nefrotoxicidade, além de nausea, vémitos, febre,
hipertensdo, hipotensdo e hipoxia. Outros efeitos indesejados como a anemia
acompanhada de trombocitopenia, tem sido outro fator preocupante na terapéutica
antifungica com anfotericina B (LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).

As formulagdes lipidicas da anfotericina B, especificamente, a anfotericina B
lipossomal também sdo os agentes de primeira linha para o tratamento da
mucormicose. A anfotericina B lipossomal € menos nefrotoxica e pode ser
administrada com seguranga em doses mais elevadas e por um longo periodo de
tempo, quando comparada a anfotericina B. Além disso, a anfotericina B lipossomal
possui melhor penetragdo no sistema nervoso central do que a anfotericina B e
outras formulagdes lipidicas (Quadro 3) (SPELLBERG et al., 2009).

Os antifungicos azodlicos séo classificados em imidazdlicos e triazdlicos.
Esses farmacos atuam inibindo a biossintese do ergosterol, por inibicdo da enzima
14-a-desmetilase, que catalisa a remogao oxidativa do grupo 14-a-metil do lanosterol
durante a sintese do ergosterol, resultando em diminuicdo da concentragdo do
ergosterol, com consequente alteracdo da fluidez da membrana e inibicdo do
crescimento fungico (ODDS; BROWN; GOW, 2003; DENNING; HOPE, 2010).

Fluconazol e voriconazol ndo tem atividade contra os agentes causadores da
mucormicose, ja o itraconazol possui atividade limitada com as espécies de Absidia
(DANNAOUI et al., 2003; SABATELLI et al., 2006). Portanto, o itraconazol ndo deve
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ser considerado como um agente de primeira linha contra mucormicose, mas, a sua
utilizagcdo pode ser considerada como terapia adjuvante, em situagdes cujos fungos
sao altamente sensiveis (SPELLPERG; EDWARDS; IBRAHIM, 2005).

O posaconazol, um novo triazol, € o primeiro membro desta classe a ter
atividade fungicida in vitro comparavel a anfotericina B contra a maioria dos
zigomicetos (KWON; MYLONAKIS, 2007; ROGERS, 2008). No entanto, a
monoterapia com posaconazol n&do pode ser recomendada como tratamento
primario para mucormicose. Alguns dados clinicos disponiveis sugerem que 0
posaconazol € uma opg¢ao razoavel para pacientes com mucormicose que Sao
refratarios ou intolerantes aos polienos (SPELLBERG et al., 2009). Além disso, uma
vez que a infecgao se estabilize, maior énfase pode ser dada a terapia oral, usando
drogas com melhores perfis de seguranga, como posaconazol, cuja variabilidade
farmacocinética pode ser otimizada por meio da avaliagdo clinica cuidadosa dos
disturbios gastrintestinais, otimizagcdo da dieta e monitoramento farmacoterapéutico.
No entanto, a utilizagdo de posaconazol para tratamento primario da mucormicose
permanece sob investigacdo e deve ser feito com extrema cautela, devido a
atividade inconsistente em diversos estudos experimentais da mucormicose
disseminada (SAOULIDIS et al., 2011; LEWIS et al., 2012). S&o necessarios dados
adicionais para determinar se o0 posaconazol, sozinho ou em combinacido com
anfotericina B, pode ser util para o tratamento da mucormicose.

Outra classe de antifungico em estudo para o tratamento da mucormicose sao
as equinocandinas, cujo mecanismo de acdo é a inibicdo da sintese do
1,3-B-D-glucano, principal componente  da parede  celular  fungica
(BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; SPELLBERG et al., 2009). Foi evidenciado que
R. oryzae expressa a enzima alvo das equinocandinas (IBRAHIM et al., 2005b).
Estudos mostraram que esses agentes em combinagdo com anfotericina B
lipossomal ou com complexo lipidico da anfotericina B sao eficazes nas
mucormicoses induzidas em camundongos (Quadro 4) (SPELLPERG et al., 2005;
IBRAHIM et al., 2008).

Além dos estudos em modelos animais, um pequeno estudo retrospectivo
mostrou que a terapia de combinagédo da anfotericina B lipossomal e caspofungina
significativamente  apresentaram melhores resultados para mucormicose
rino-orbito-cerebral entre os pacientes com diabetes, em comparagdo com a

monoterapia com polieno (REED et al., 2008). Portanto, as equinocandinas podem
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ser segundo agente, em especial em combinagdo com um polieno, para o
tratamento dos casos graves de mucormicose (SPELLPERG; EDWARDS;
IBRAHIM, 2005; SPELLPERG et al., 2009). Porém, ainda s&o necessarios mais
estudos que comprovem a sua eficacia e seguranca clinica.

O papel central do metabolismo do ferro na patogénese da mucormicose
sugere a possibilidade de utilizacdo eficaz de quelantes de ferro como terapia
antifungica adjuvante (MA et al.; 2008). Novos inibidores da absor¢ao de ferro em
R. oryzae, podem prejudicar a capacidade angioinvasiva de crescimento do fungo.
Sendo assim, o papel critico de captagao de ferro durante a infec¢ao por R. oryzae
também reforga a promessa de usar quelantes inéditos, a exemplo do deferasirox e
deferiprona, como uma nova alternativa terapéutica no tratamento da mucormicose
(LEWIS et al., 2012).

Semelhante ao posaconazol, o deferasirox esta disponivel apenas na
formulacdo oral e também é uma boa opcédo no tratamento de pacientes com
mucormicose refratarios ou intolerantes ao polieno (Quadro 4). No entanto, os
pacientes que ndo sao suscetiveis de absorver adequadamente os medicamentos
via enteral (por exemplo, pacientes que se submeteram a cirurgia intestinal) ndo
devem ser tratados com deferasirox (SPELLBERG et al. 2009). O potencial
antifungico desse quelante de ferro como terapia adjuvante em combinagdo com
outros agentes antifungicos esta sob intensa investigacdo, visto que, muitas
questbes permanecem incertas, como por exemplo, com qual droga deve ser
associada, bem como o momento ideal, a dose e a duragcdo dessas novas terapias
para mucormicose (LEWIS et al., 2012).

Além da terapia antifungica, varias medidas adjuvantes foram propostas para
reforcar a imunidade do hospedeiro, incluindo o uso de fator estimulante de colénias
de granuldcitos-macréfagos ou fator estimulador de coldnias, transfusbées de
leucécitos, o uso de interferon-y e tratamento com oxigénio hiperbarico
(CHAYAKULKEERCE; GHANNOUM; PERFECT, 2006).
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Quadro 3 - Antifungicos de primeira linha para o tratamento das mucormicoses.

Antifangicos Dose recomendada | Vantagens Desvantagens
Terapia antifungica primaria
Anfotericina B (AB) 1,0-1,5 mg/kg/dia Mais de 5 décadas de experiéncias | Altamente téxico (especialmente

clinicas, baixo custo, € o unico agente
antifungico licenciado para o tratamento

da mucormicose.

nefrotoxicidade) e pouca penetragao

no sistema nervoso central (SNC).

Formulagbées lipidicas de | 5-10 mg/kg/dia Menos nefrotoxico do que AB; melhor | Custo elevado
anfotericina B (FLAB) penetracdo no SNC do que AB e CLAB.
Complexo lipidico de | 5-7,5 mg/kg/dia Menos nefrotéxico do que AB e dados | Mais nefrotoxico do que FLAB,

anfotericina B (CLAB)

clinicos retrospectivos sugerem beneficio

em combinagdo com equinocandinas.

possivelmente menos eficaz do que
outras monoterapias, especialmente

para infecgao do SNC.

Fonte: Adaptado de Spellberg et al (2009).
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Quadro 4 - Terapia combinada com antifungicos de primeira linha para o tratamento das mucormincoses.
Antifangicos Dose recomendada Vantagens Desvantagens
Terapia primaria combinada
Caspofungina mais polieno | 70 mg i.v., depois 50 mg/dia por = | Perfil de toxicidade favoravel, dados | Os dados clinicos da
lipidico duas semanas; para criangas 50 | clinicos retrospectivos sugerem | terapia de combinagao
mg/m? i.v. resultados melhores para mucormicose | sdo muito limitados.
rino-6rbito-cerebral
Micafungina ou anidulafungina | 100 mg/dia = 2 semanas; micafungina | O perfil de toxicidade favoravel; | Nao existem dados
mais polieno lipidico 4 mg/kg/dia para criangas; micafungina | sinérgica com FLAB em modelo murino | clinicos.
10 mg/kg/dia para recém nascidos de | de mucormicose disseminada.
baixo peso; anidulafungina
1,5 mg/kg/dia para criangas.
Deferasirox mais  polieno | 20 mg/kg via oral diariamente durante | Altamente fungicida para Mucorales in | Apenas disponivel para

lipidico

2-4 semanas.

vitro; sinérgica com FLAB em modelo

murino de mucormicose disseminada.

administragao enteral; ndo

existem dados clinicos.

Fonte: Adaptado de Spellberg et al (2009).
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Citocinas pro-inflamatérias, tais como o interferon-y e fator estimulante de
coldnias de granuldcitos-macrofagos, aumentam a capacidade dos granulécitos para
matar os agentes causadores da mucormicose (GIL-LAMAIGNERE et al., 2005).
Essa nova terapia tém sido cada vez mais utilizada para micoses refratarias,
incluindo mucormicose (SLAVIN et al., 2002; GRIGULL et al., 2006), podendo assim,
fornecer suporte adicional para pacientes neutropénicos persistentemente até a
recuperacao da neutropenia. Além disso, a administracdo de fator estimulante de
coldénias de granuldcitos-macréfagos ou interferon-y pode aumentar ainda mais a
resposta do hospedeiro e o efeito antifungico em pacientes ndo neutropénicos com
infeccao refrataria (SPELLBERG et al. 2009).

Supbe-se que o oxigénio hiperbarico pode ser util para o tratamento da
mucormicose em conjunto com a terapia convencional, porque a pressdo mais
elevada de oxigénio melhora a capacidade dos neutrofilos para matar o
microrganismo (COUCH; THEILEN; MADER, 1988). Apesar de limitados, os dados
indicam que o oxigénio hiperbarico também pode ser util em centros de saude com a
devida capacidade técnica e instalagbes adequadas (JOHN; CHAMILOS;
KONTOYIANNIS, 2005). Entretanto, esse tratamento ndo pode ser recomendado
rotineiramente, visto que, ndo tem sido estudada vigorosamente a sua eficacia e
seguranga.

Diante dos dados expostos, pode-se observar que atualmente o arsenal
terapéutico para o tratamento das mucormicoses € limitado. Um dos grandes
obstaculos para o tratamento farmacoldgico adequado desta infeccdo fungica
invasiva é a falta de ensaios clinicos comparativos dos diferentes agentes
antifungicos sistémicos, pois tais estudos levariam dezenas de anos para obter
pacientes suficientes para um estudo clinico padrao de fase Ill e sem duvida, teriam
um custo elevado. Mesmo assim, a escolha da terapia é feita com base nas
experiéncias, complementadas por informacdes adquiridas a partir de estudos em
modelos animais e em dados de suscetibilidade in vitro (SPELLPERG; EDWARDS;
IBRAHIM, 2005; ROGERS, 2008).

Outro fator limitante da terapéutica da mucormicose € a resisténcia as drogas
antifungicas, acarretando graves consequéncias na clinica médica, devido a falha no
tratamento, além de prejuizos econdmicos para os sistemas de saude.

A resisténcia microbiana pode ser classificada em primaria (intrinseca) e

secundaria (adquirida). A resisténcia primaria € encontrada naturalmente entre
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certos fungos, sem exposigdo prévia ao farmaco, enfatizando a importancia da
identificacdo de espécies fungicas resistentes a partir de amostras clinicas. Ja a
resisténcia secundaria se desenvolve entre as cepas anteriormente suscetiveis,
apods a exposi¢cao ao agente antifungico, e é geralmente dependente da expressao
genética alterada (KANAFANI; PERFECT, 2008).

A resisténcia clinica é definida como a incapacidade de erradicar uma
infeccao fungica, apesar da administragdo de um agente antifungico com atividade
in vitro contra o agente microbiano. Tais falhas podem ser atribuidas a uma
combinagdo de fatores relacionados com o hospedeiro, o agente antifungico, ou o
agente patogénico. No entanto, nem sempre a resisténcia clinica pode ser prevista,
realgando a importancia de individualizar as estratégias de tratamento com base na
situagao clinica (KANAFANI; PERFECT, 2008).

A maioria dos pacientes com micoses invasivas experimenta falha do
tratamento em virtude da resisténcia clinica. O que tem sido um fato preocupante e
vém conquistando grande importancia clinica, visto que, muitos dos zigomicetos sao
resistentes a maioria dos antifungicos utilizados para tratar micoses sistémicas,
incluindo 5-flucitosina (5-FC), cetoconazol, fluconazol, voriconazol, e as
equinocandinas (ESPINEL-INGROFF, 2003; DANNAOUI et al., 2003;
SABATELLI et al., 2006).

Neste contexto, a terapéutica com antifungicos tem sido motivo de grandes
preocupacdes e de numerosos estudos para pesquisadores, tornando-se mais
evidente ao considerar espécies fungicas resistentes, especialmente decorrentes do
uso indiscriminado e mal orientado dos antifungicos disponiveis no mercado
farmacéutico. Por estas razbes, existe uma significativa necessidade de priorizar,
testar e aplicar de forma mais eficiente, melhorias terapéuticas para o tratamento
das mucormicoses. E €& nesse cenario, que as plantas medicinais vem se
destacando como uma nova abordagem para o tratamento dessas doengas. Assim,
muitos grupos de pesquisadores em todo mundo vem dando ateng¢ao para validagao
de plantas medicinais e o isolamento de seus metabdlitos secundarios que podem
vir a ser fonte de substancias bioativas semelhantes aos antimicrobianos presentes
atualmente no mercado farmacéutico (ARAUJO; LEON, 2001; GOTTLIEB; BORIN,
2002; CIMANGA et al., 2002; DUARTE et al., 2005).
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1.4 Consideragoes gerais sobre plantas medicinais

A utilizagc&do de plantas com fins medicinais € uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade. Na América do Sul, o uso dessas plantas contribui
de forma significativa no cuidado primario a saude. Muitas delas sao utilizadas no
Brasil sob a forma de extratos brutos, infusdes, pastas ou outras formas de
preparados para o tratamento de infecgdes (HOLETZ et al., 2002).

E inegavel a importancia dos produtos naturais no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas e/ou ferramentas farmacolégicas. Neste ponto, as plantas
medicinais e os produtos derivados delas, s&o reconhecidamente importantes para a
pesquisa farmacolégica e o desenvolvimento de drogas, tanto porque podem ser
utilizados diretamente como agentes terapéuticos, como também de fonte de
matéria-prima para a sintese, ou ainda podem servir de prototipos para novos
modelos farmacologicamente ativos (BRASIL, 2006).

Entre as plantas empregadas com finalidades medicinais em todo o mundo,
as plantas aromaticas constituem um grupo de vegetais proeminentes
principalmente pelos 6leos essenciais (NUNES et al.,, 2006), que sao misturas
complexas, ricos em terpenos com diferentes graus de lipofilicidade e relativa
hidrofilicidade (GRIFFIN et al. 1999), caracterizados pelo odor forte e encontrados
em suas folhas, resinas, frutos, flores, troncos e outras partes (BURT, 2004). Tais
compostos podem alterar a permeabilidade celular, inserindo-se entre as cadeias de
acidos graxos que compdem as bicamadas lipidicas das membranas, portanto,
interrompendo empacotamento lipidico, causando alteracbes nas propriedades e
funcbes da membrana, por aumentar a fluidez e alterar a permeabilidade da
membrana (SANCHEZ et al., 2004; BRAGA et al., 2007). Sdo, portanto, amplamente
usados pelas suas acgdes bactericidas, fungicidas, parasiticidas, inseticidas e
virucidas além de outras propriedades medicinais, especialmente utilizadas pelas
industrias farmacéuticas, sanitarias, cosmética, agricultura e de alimentos
(BAKKALI et al., 2008).

Os oleos essenciais e fitoconstituintes tém mostrado promissora atividade
antifangica in vitro e in vivo contra fungos potencialmente patogénicos ou
oportunistas. Sdo bastante estudada as atividades terapéuticas destes produtos

contra Candida spp., Trichophyton spp. e Aspergillus spp. (MONDELLO et al., 2003;
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LIMA et al., 2006; BANSOD; RAI, 2008; PINTO et al., 2009; AMBER et al., 2010;
PEREIRA et al., 2011; OLIVEIRA etal., 2011; SAJJAD; KHAN; AHMAD, 2011).
Entretanto, sdo escassos os estudos, de Oleos essenciais e seus compostos sobre a
atividade antifungica contra espécies de Rhizopus, o principal responsavel pela
indugdo da maioria das mucormicoses, fator de significativo estimulo para a

realizagao desta proposta de trabalho.

1.5 Familia Lamiaceae e Thymus vulgaris L.

Levando em consideragdo a importancia das plantas medicinais no cenario
atual passou-se a investigar as propriedades farmacoldgicas de Thymus vulgaris L.,
espécie pertencente a familia Lamiaceae, uma grande familia de ervas aromaticas,
arbustos ou arvores, com cerca de 236 géneros e 7.173 espécies, com distribuicdo
mundial (Figura 7) (STEVENS, 2001). Muitas destas espécies introduzidas no Brasil
sao plantas medicinais produtoras de 6leos essenciais, sendo utilizadas como flores
ornamentais ou condimentos, destacando-se as espécies: Mentha piperita L. (hortela
pimenta), Ocimum basilicum L. (manjericdo), Origanum vulgaris L. (orégano),
Origanum majorana L. (manjerona), Thymus vulgaris (tomilho) entre outras, que sao
usadas como condimentos (PORTE; GODOQOY, 2001). A familia Lamiaceae possui
grande importancia, principalmente medicinal e condimentar. Uma vasta gama de
compostos, tais como terpenoides, iridoides, compostos fendlicos e flavonoides tém
sido relatados nesta familia (NAGHIBI et al., 2005).

O género Thymus, amplamente distribuido na Peninsula Ibérica (Figura 7), é
um grupo taxonomicamente complexo devido ao seu polimorfismo quimico
(PINA-VAZ et al., 2004). A palavra tomilho € um nome genérico para mais de
trezentas espécies de Thymus, hibridos, variedades e ecdtipos, empregadas como
condimentos alimentares, plantas aromaticas, ornamentais e largamente utilizadas
na medicina popular (ZARZUELO; CRESPO, 2002; PINA-VAZ et al.,, 2004;
FIGUEIREDO et al., 2008).
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Figura 7 - Mapa mostrando a distribuicdo mundial da familia Lamiaceae.

®  Distribuicdo da familia Lamiaceae.

Fonte:http://www.mobot.org

Os chas de varias espécies de tomilho sao usados tradicionalmente para
tratar problemas gastrintestinais e os 6leos essenciais ja foram utilizados para
expulsar parasitas intestinais, especialmente ancilostomideos. Oleos essenciais de
tomilho também possuem propriedades antiespasmadicas, além de ser eficaz para
as dores de garganta, tosse e bronquite irritavel. Colutérios de tomilho também séao
usados no tratamento das gengivites e periodontites. Externamente esta mistura
complexa € aplicada para limpar a pele contra a acne. Dada a importancia a
medicinal das espécies de Thymus, muitas vezes sao utilizados como constituintes
ativos e/ou como aromatizantes em alguns medicamentos especializados, quer sob
a forma de extratos quer sob a forma de dleos essenciais, possuindo assim uma
enorme importancia econdmica (FIGUEIREDO et al., 2008).

Algumas espécies de Thymus, particularmente T. vulgaris e 0s seus
componentes fendlicos tém sido investigadas e comprovadas experimentalmente as
suas propriedades farmacoldgicas antiespasmédicas (ENGELBERTZ et al., 2012),
antioxidantes (HUDAIB et al., 2002), antimicrobianas contra certas bactérias
(SIENKIEWICZ et al.,, 2012), protozoarios (SANTORO et al.,, 2007) e fungos
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(PINA-VAZ et al.,, 2004; RASOOLI; ABAYNEH, 2004; TULIO et al.,, 2007;
KLARIC et al., 2007).

Thymus vulgaris L. (Figura 8), € uma planta exdtica originaria dos paises
mediterranicos e dos paises vizinhos, norte da Africa e partes da Asia. E um arbusto
que cresce até 50 cm de altura e suas flores sao brancas ou roxas. O odor é
aromatico e o sabor ligeiramente amargo semelhante & canfora. E conhecida
popularmente como tomilho e tomilho comum, sendo suas folhas e os botdes florais
amplamente utilizadas na medicina popular. A infusdo das flores ou da planta seca é
usada internamente como tdnico, emenagogo, estomaquico e antiespasmadico, e
externamente como antisséptico e parasiticida (em banhos, lo¢des e atritos). O pd
da planta seca foi usado contra hemorragia nasal, € em uma mistura com mel contra
a tosse forte. A infusdo da planta inteira também foi relatada como um indutor do
sono, o cha para aliviar dor de cabega, e banhos como estimulante uterino durante o
parto (NAGHIBI et al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2008).

Figura 8 - Fotos de Thymus vulgaris L. A) planta inteira, B) detalhes das flores e C)

folhas e flores.

Fonte: Herbario Virtual de Ateca. Jesus Martin.
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1.6 Fitoconstituintes do 6leo essencial de Thymus vulgaris

T. vulgaris tem um polimorfismo determinado geneticamente para a produgao
de monoterpenos que constituem o principal componente do seu 6leo essencial. Os
principais fitoconstituintes presentes em seu oOleo essencial sdo timol, p-cimeno,
carvacrol, 1,8-cineol, borneol e linalol. Dentre estes, destacam-se os compostos
fendlicos, como o timol, que possui um amplo espectro de acdo antifungica
(GIORDANI et al., 2004; PINA-VAZ et al., 2004; KLARIC et al., 2007).

O timol (2-isopropil-5-metilfenol - Figura 9A), também conhecido como acido
timico, € um monoterpeno fendlico encontrado majoritariamente em diversas
espécies de Thymus, como T. eriocalyx, T. x-porlock (RASOOLI; ABAYNEH, 2004),
T. zygis (PINA-VAZ et al., 2004) e particularmente T. vulgaris (GIORDANI et al.,
2004; TULIO et al., 2007; SOKOVIC et al., 2009). Apresenta-se sob a forma de
cristais incolores grandes ou po cristalino branco com aroma irritante, lembrando
tomilho (BOTELHO et al., 2007). Timol € o mais potente dos fendis, possuindo uma
série de propriedades farmacoldgicas, inclusive antibacteriana e antifungica
(BRAGA et al., 2007; AHMAD et al., 2011; SIENKIEWICZ et al., 2012). O timol é
usado principalmente como antisséptico bucal, associado a glicerina, em trés vezes
0 seu volume, em agua morna. Também tem sido usado topicamente no tratamento
de enfermidades da pele e por inalagcao, associado a outras substancias volateis,
para tratar enfermidades respiratérias (KORDALI et al., 2008).

O p-cimeno (1-metil-4-(1-metiletil) benzeno - Figura 9B) é constituido por um
anel benzeno com um grupo metil e outro isopropil para substituidos. E um dos
principais fitoconstiuintes do 6leo essencial de T. vulgaris (KLARIC et al., 2007,
TULIO, et al., 2007; SOKOVIC et al., 2009). Entretanto, sdo poucos os estudos
reportando o seu potencial antimicrobiano. Foi observado que este componente nao
fendlico possui baixa atividade antifungica (HAMMER; CARSON; RILEY, 2003;
FIGUEIREDO et al., 2008).
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Figura 9 - Estruturas quimicas dos fitoconstituintes majoritarios de T. vulgaris
A) timol e B) p-cimeno.

B
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Considerando a importancia das infec¢des fungicas invasivas, especialmente
as mucormicoses, e as dificuldades encontradas no seu tratamento, bem como o
aumento da resisténcia aos antifungicos, torna-se necessario os estudos de novos
farmacos naturais e/ou sintéticos com propriedades antifungicas. Portanto, o
presente estudo se mostra de grande relevancia, uma vez que pretende investigar
novas alternativas terapéuticas para o tratamento destas doengas fungicas, com
amplo espectro de acao, pouco tempo de uso e minimos efeitos adversos sobre o
hospedeiro.



OBJETITOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antifungica in vitro do 6leo essencial obtido de
Thymus vulgaris L. e dos fitoconstituintes timol e p-cimeno, frente a cepas de

Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a suscetibilidade de cepas de R. oryzae e R. microsporus frente a

diferentes antifungicos;

» Realizar triagem antifungica de 10 6leos essenciais de diversas espécies de
plantas aromaticas, escolhendo dentre estes, o que apresentar melhor perfil

antifungico para aprofundar os seus estudos;

» Determinar a concentragao inibitéria minima do 6leo essencial de T. vulgaris e

dos fitoconstituintes timol e p-cimeno;

» Determinar a concentracao fungicida minima do 6leo essencial de T. vulgaris e

do timol;

» Avaliar o efeito antifungico do 6leo essencial de T. vulgaris e do timol sobre o
crescimento micelial, na germinagédo dos esporangiosporos e sobre a morfologia

das espécies fungicas em estudo;

» Analisar a agao do 6leo essencial de T. vulgaris e do timol sobre a membrana

celular fungica, a partir da interagcdo com o ergosterol;

» Investigar a toxicidade aguda in vivo do éleo essencial T. vulgaris e do timol.



MATERIAL E METODOS
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MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Local da pesquisa

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micologia do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, do Centro de Ciéncias da Saude (CCS), da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB) e parcerias, para apoio no desenvolvimento da
toxicidade aguda foram efetuadas com o Laboratério de Ensaios Toxicologicos
(LABETOX), do Programa de Pdés-graduagcdao em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos (PgPNSB), do CCS, UFPB.

3.1.2 Oleos essenciais e fitoconstituintes

Os Oleos essenciais de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (capim santo),
Cinnamomum zeylanicum Blume (canela), Coriandrum sativum L. (coentro),
Origanum majorana L. (manjerona) e Origanum vulgare L. (oregano) foram obtidos
da Ferquima Industria e Comercio Ltda. (Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo,
Brasil); os 6leos essenciais de Cymbopogon martini (palmorosa), Ocimum basilicum
L. (manjericao) e Thymus vulgaris L. (tomilho) foram obtidos da Laszlo Aromaterapia
Ltda. (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil); os 6leos essenciais de Cymbopogon
winterianus Jowitt ex Bor (citronela) e Hyptis suaveolens L. (alfazema brava) foram
obtidos do Departamento de Agricultura, Centro de Formacgao de Tecnodlogos, da
Universidade Federal da Paraiba, Bananeiras, Brasil. Ja os fitoconstituintes, timol e
p-cimeno foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (Sao Paulo, Brasil). Os odleos
essenciais in natura foram armazenados em frascos ambar e foram mantidos sob
refrigeracao a 4°C no Laboratério de Micologia. As emulsdes dos 6leos essenciais e
fitoconstituintes foram preparadas no momento de execugdo dos ensaios,
solubilizando-os em Tween 80 (INLAB, Sao Paulo, Brasil) a 2%, concentragdo, néo

interferindo no crescimento fungico.
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3.1.3 Antifungico padrao

O produto utilizado como controle positivo na execugdo das metodologias foi
anfotericina B, farmaco comumente utilizado como produto de escolha para o
tratamento de mucormicoses. O antifingico foi adquirido da Sigma-Aldrich®
(Sao Paulo, Brasil) e a solugdo foi preparada no momento de execugéo dos testes,
dissolvendo-o inicialmente em dimetilsulfoxido (DMSO) a 1%, até atingir a

concentracédo desejada nos testes de sensibilidade.

3.1.4 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram os meios sélidos agar Sabouraud
dextrose (ASD) e agar batata (AB) e o meio liquido caldo Sabouraud dextrose
(CSD), todos adquiridos da Difco® (Detroit, USA) e preparados de acordo com as

instrugdes do fabricante.

3.1.5 Microrganismos

Para os ensaios de atividade antifungica foram selecionadas um total de 16
cepas, incluindo oito cepas de Rhizopus oryzae, isoladas e identificadas pelo
Laboratério de Micologia da UFPB, codificadas como LM-03, LM-04, LM-25, LM-28,
LM-29, LM-508, LM-766 e LM-810. As demais cepas foram obtidas da Colecédo de
Culturas - Micoteca URM, Departamento de Micologia, da Universidade Federal de
Pernambuco, sendo quatro da espécie Rhizopus oryzae, codificadas como RO-4557,
RO-4565, RO-4692 e RO-5786 e quatro cepas de Rhizopus microsporus,
codificadas como RM-4568, RM-5266, RM-5926 e RM-5966. As cepas foram
estocadas em tubos de ensaio contendo AB inclinado, sob refrigeragcao a 4°C.
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3.1.6 Inéculo

Os fungos foram cultivados em meio ASD inclinado a 28°C por um periodo de
cinco dias, para atingirem um bom crescimento e formarem um maior numero de
esporangiosporos. As recentes colbnias fungicas foram devidamente cobertas com
5 mL de solugdo salina estéril (NaCl 0,85 % p/v), depois foram agitadas durante
5 minutos. A mistura resultante de esporangidésporos e fragmentos de hifas foi
mantida em repouso por cinco minutos, em seguida o sobrenadante foi retirado e
transferido para tubos de ensaio esterilizados e agitados por 2 minutos com auxilio
do aparelho Vortex. Apds agitacdo, os esporangiésporos foram contados
utilizando-se hemocitbmetro e ajustados para 10° esporangiosporos/mL e
comparados com a escala McFarland (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK;
GREGER, 2000; ESPINEL-INGROFF et al., 1997; DANNAOUI et al., 2003).

3.1.7 Animais

Para a realizagdo do modelo experimental, foram utilizados camundongos
Mus musculus albinos machos e fémeas, linhagem Swiss pesando entre 25-35 g,
todos procedentes do Biotério Prof. Thomas George do CBiotec-UFPB. Os animais
foram aclimatados a 21 + 2 °C, com ciclos claro-escuro controlado de 12 horas e
foram alimentados com racédo e agua ad libitum, sendo distribuidos nos diferentes
grupos experimentais, ao acaso. Os experimentos realizados com animais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal da UFPB com o nimero CEUA
0107/11 (anexo 1).
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3.2 METODOS

3.2.1 Ensaios de atividade antifungica
3.2.1.1 Teste de suscetibilidade antifungica (triagem microbiolégica)

Foi realizado o ensaio de difusdo em meio solido com discos de papel de filtro
para avaliar a suscetibilidade dos 6leos essenciais e antifungicos sintéticos frentes a
cepas de R. oryzae e R. microsporus (KONEMAN et al., 1993; HADACEK;
GREGER, 2000). Em placas de Petri (90 x 15 mm) descartaveis e estéreis, foi
colocado 1 mL da suspensdo do microrganismo (10° esporangiésporos/mL). Em
seguida, adicionou-se cerca de 20 mL do meio ASD fundido a 50°C e todo o sistema
foi homogeneizado. Apods solidificagdo do meio, discos de papel de filtro
(Sensiobiodisc do Centro de Controle e Produtos para Diagndsticos Ltda —
CECON/SP) embebido com 10 pyL de cada um dos 10 dleos essenciais e discos com
antifungicos (Sensifungidiscos-CECON/SP) foram depositados na superficie do meio
de cultura.

Todo o sistema foi incubado a 28°C e apds 48 horas foram determinados os
diametros dos halos de inibicdo. Os ensaios foram realizados em duplicata e a
atividade antifungica dos produtos foi considerada positiva quando a média
aritmética foi superior ou igual a 10 mm em pelo menos 50% do total de cepas
testadas (LIMA et al., 1993). O d6leo essencial que apresentou o melhor perfil

antifungico foi escolhido para caracterizagcao da atividade antifungica in vitro.

3.2.1.2 Determinacgao da concentragao inibitoria minima (CIM) e concentragao

fungicida minima (CFM)

A determinacdo da CIM do 6leo essencial de T. wvulgaris, timol, p-cimeno e
anfotericina B foi realizada pela técnica de microdiluicdo, utilizando microplacas
estéreis de 96 cavidades com fundo chato (ESPINEL-INGROFF et al., 1997;
DANNAOUI et al., 2003). Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 yL do meio

liguido CSD duplamente concentrado. Posteriormente, 100 pL da solugdo dos
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produtos, também duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades da
primeira linha da placa. Por meio de uma diluicdo seriada a uma razdo de dois,
foram obtidas concentragdes de 1.024 ug/mL até 2,0 yg/mL para o 6leo essencial e
fitoconstituintes e 0,5 ug/mL para anfotericina B. Em seguida foi adicionado nas
cavidades 10 pL do in6culo das espécies fungicas. As microplacas foram seladas e
incubadas a 28 °C durante 48 horas (Figura 10). A CIM foi determinada como a
menor concentragao da droga capaz de inibir visualmente o completo crescimento
fungico (100% de inibicdo). Um controle negativo, sem os produtos foi realizado para
confirmar a viabilidade dos esporangiosporos. Os ensaios foram realizados em

duplicata de dois experimentos independentes em diferentes ocasides.

Figura 10 - Determinagao da CIM do timol em pg/mL.
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Fonte: Kelly Samara de Lira Mota, 2011.
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ApOs a determinagdo da CIM uma aliquota de 10 pL de cada cavidade onde
nao houve crescimento fungico foi subcultivada em uma placa com ASD, que foi
incubada a 28 °C por 24 horas. A CFM foi considerada como a menor concentragao
dos produtos capaz de inibir visualmente o completo crescimento fungico ou em que
houve crescimento de até trés UFC, para obter 99-99,5% de morte. Os ensaios
foram realizados em  duplicata (ESPINEL-INGROFF et al,, 1997;
KLEPSER et al., 1998; DANNAOUI et al., 2003).

3.2.1.3 Efeitos sobre o crescimento micelial

A andlise do oleo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre o
crescimento micelial foi realizada pela determinacdo da massa micelial seca dos
fungos em estudo, utilizando-se a técnica de diluicdo em caldo. Em um tubo de
ensaio esterilizado foram adicionados o 6leo essencial, timol e anfotericina B em
diferentes concentragbes (CIM e 2 x CIM) em 4,5 mL de CSD, em seguida foi
adicionado 0,5 mL do indculo de 10° esporangidsporos/mL de R. oryzae (RO-4557)
ou R. microsporus (RM-5266). No tubo controle correspondente, foi adicionado agua
destilada na mesma proporcéo dos produtos. Todo o sistema foi incubado a 28°C e
apo6s 5 dias foi determinado o peso da massa micelial seca. Para isto, as culturas
foram filtradas utilizando papel de filtro estéril (retencdo de particulas: 11 um) e
lavadas com agua destilada estéril. O micélio retido no papel de filtro foi submetido a
secagem em estufa a 60°C por 10 minutos. Ao término, o papel de filtro contendo o
micélio seco foi pesado e a massa micelial seca produzida foi expressa em gramas.
Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes em diferentes
ocasides (RASOOLI; REZAEI; ALLAMEH, 2006; SHARMA; TRIPATHI, 2006).

3.2.1.4 Crescimento radial

A inibicdo do crescimento radial fungico de R. oryzae (RO-4557) ou
R. microsporus (RM-5266) foi determinada através da medida do crescimento radial
do micélio em meio ASD adicionados do 6leo essencial de T. vulgaris, timol e

anfotericina B nas concentragdes CIM/2, CIM e 2 x CIM e 4 x CIM. Para isso, um



Material e Métodos 52

micélio de 2 mm de didmetro foi retirado de uma cultura recente e colocado no
centro das placas de Petri com meio ASD contendo os produtos testados. O sistema
foi incubado a 28°C. Durante os intervalos 0, 8, 16, 24 e 48 horas foram medidas
com uma régua o crescimento micelial radial (mm) e comparados com o controle na
auséncia dos produtos (Figura 11). Foram realizados trés experimentos
independentes em diferentes ocasides (DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOUA, 2003).

Figura 11 - Avaliagao do 6leo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre o

crescimento radial de R. oryzae e R. microsporus, A) verso e B) reverso.

Fonte: Kelly Samara de Lira Mota, 2012.

3.2.1.5 Efeitos sobre a germinagao dos esporangiosporos fungicos

Para avaliar a interferéncia do O6leo essencial de T. wvulgaris, timol e
anfotericina B sobre a germinagao de esporangiosporos, diferentes concentragdes
do dOleo essencial, timol e anfotericina B correspondentes a CIM e 2 x CIM foram
adicionados em ependorf estéreis contendo 500 uL de CSD duplamente
concentrado, em seguida foram homogeneamente misturadas com 500 uL da

suspensao dos esporangiésporos fungicos determinado em camara de Neubauer e
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ajustado a 10° esporangiésporos/mL. Foi utilizado um controle de microrganismos
apenas com agua destilada. As amostras foram incubadas 28°C e ap6s 24 h o
numero de esporangiosporos germinados e nao germinados foi determinado em
camara de Neubauer e o percentual de inibicGo da germinagdo dos
esporangiosporos foi calculado (SURENDER et al.,, 1987; RANA etal., 1997;
SHARMA; TRIPARTHI, 2006).

3.2.1.6 Efeitos sobre a morfogénese

A analise dos efeitos provocados pelos produtos na morfogénese dos fungos
R. oryzae (4557) e R. microsporus (5266) foram realizadas com base na técnica de
preparagao de microcultivos. Para o cultivo dos fungos em laminas, placas de Petri
de vidro foram forradas com papel de filtro e, em seguida, foi introduzido um suporte
(duas laminas de vidro unidas), uma lamina e uma laminula. Posteriormente, todo o
sistema foi esterilizado por calor seco em estufa de secagem e esterilizagdo a 170°C
por 2 horas. Em placas de Petri descartaveis e estéreis, foram vertidos cerca de
20 mL do meio de cultura ASD fundidos acrescido dos produtos nas concentragdes
CIM/2 e CIM. Apds solidificagdo do meio, cavidades foram feitas no ASD utilizando
canulas de vidro estéreis. Com o auxilio de uma alga de platina, foram transferidas
por¢coes desse meio de cultivo para a superficie central da lamina de microscopia,
disposta sobre o suporte. Em seguida, dois fragmentos do micélio das cepas em
estudo foram dispostos nas extremidades do meio de cultivo, cobrindo-o com
laminulas esterilizadas. Para evitar o ressecamento do meio, o papel de filtro foi
umedecido com 1,5 mL de agua destilada e as placas incubadas a temperatura
ambiente (28°C) por 48 horas. Apds o periodo de incubagéo, a laminula foi retirada
assim como a porgdo do meio de cultura com o auxilio da alga de platina. Foi
adicionada uma gota do corante azul de lactofenol algodao no centro de uma lamina
e coberta com a laminula, em seguida foram examinadas ao microscoépio 6ptico
comum (Zeiss® model Primo Star). As alteracdes estruturais observadas nos ensaios
testes foram registradas e comparadas com o crescimento normal encontrado nos

experimentos controle na auséncia dos produtos (GUNJI et al., 1983).
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3.2.1.7 Interagao com ergosterol e colesterol

Para determinar se o 6leo essencial de T. vulgaris e o timol interagem com
esterdis de membrana, foi determinada a CIM pelo método de microdiluicdo descrito
anteriormente, na presenga e auséncia de diferentes concentragdes de ergosterol ou
colesterol (200 a 400 pg/mL). Este ensaio foi realizado em duplicata e a média
geométrica foi calculada. A anfotericina B foi usada como controle positivo
(ESCALANTE et al., 2008).

3.2.2 Avaliagao toxicologica

3.2.2.1 Ensaio toxicolégico pré-clinico agudo

O dleo essencial e o fitoconstituinte majoritario, timol foram submetidos ao
ensaio toxicoldgico agudo com o objetivo de avaliar as alteragdes comportamentais
frente ao SNC e ao Sistema Nervoso Autbnomo (anexo 2), investigar os érgaos
alvos e o indice de letalidade, de acordo com a RE 90/2004 com modificagdes
(BRASIL, 2004) e ALMEIDA et al (1999).

Foram utilizados camundongos machos (n = 6) e fémeas (n = 6), agrupados
separadamente em caixas de polietileno, os quais receberam por via intraperitoneal
(i.p.) as doses de 125, 250, 500 ou 1000 mg/kg do 6leo essencial de T.vulgaris ou do
timol. Apds o tratamento, foram observados os efeitos gerais apresentados pelos
animais nos intervalos de 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos no primeiro dia e
comparado ao respectivo grupo controle (Tween 80). Apds 72 horas de observacgao
foi determinado a DLsg, que possibilita investigar os possiveis efeitos toxicos de
substancias e extratos, permitindo a realizagdo dos testes farmacoldgicos utilizando
doses seguras (GRACIOSO et al., 1998)

Em adigdo a estes parametros, foi investigado o efeito do éleo essencial de
T. vulgaris e timol nas doses de 125 e 250 mg/kg sobre o peso corporal, massa
relativa dos 6rgéos, alteragdes macroscépicas das visceras e parametros
hematolégicos dos camundongos. A pesagem dos camundongos foi realizada antes
da administracdo dos produtos e no 14° dia apds o tratamento. Apds esse periodo o

sangue dos animais foi coletado através do plexo braquial para realizar os exames
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de avaliagdo dos pardmetros hematolégicos. Em seguida, os animais foram
eutanasiados, suas visceras (coragdo, pulmao, figado, rins e bago) pesadas e
examinadas macroscopicamente no LABETOX, do PgPNSB, do CCS, UFPB.

3.3 Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padrédo da média (e.p.m.).
A avaliagao estatistica dos resultados foi realizada empregando-se o teste “t” de
Student ou Mann Whitney quando apropriado de acordo com a normalidade dos
dados. Também foi realizado o teste de Fischer para a porcentagem de germinagéo
de esporangiosporos fungicos e Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias,
seguido do poés-teste de Bonferroni para a cinética de crescimento micelial. A
determinacao da Dose Letal 50% (DLsp) foi calculada por regressdo ndo-linear. Os

resultados foram considerados significantes quando p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a ultima década, avangos nos métodos de diagndstico e a introdugéo
de novos agentes antifungicos melhorou significativamente o prognostico de
pacientes que desenvolvem infecgbes fungicas invasivas, principalmente os
imunocomprometidos. Porém, as taxas de morbidade e mortalidade permanecem
relativamente altas para as mucormicoses, a terceira infecgéo fungica invasiva mais
comum, depois das candidiases e aspergiloses (WALSH et al., 2004; KAUFFMAN,
2006; CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; PERFECT, 2006; LEWIS et al., 2012).

Devido ao limitado arsenal terapéutico para tratamento das mucormicoses,
além dos diversos efeitos colaterais associados com o uso destes agentes
antifungicos, aliado ao fato de que muitos pacientes que desenvolvem estas
agressivas infecgdes fungicas apresentam elevado indice de mortalidade, ha uma
enorme necessidade de novas estratégias terapéuticas, com o intuito de inserir no
mercado farmacéutico novos produtos, quer sejam naturais ou sintéticos para o
tratamento das mucormicoses. Nesta perspectiva, os produtos naturais vém se
destacando, por serem fontes de moléculas potencialmente bioativas, podendo
apresentar um amplo espectro de agoes.

Dentre os produtos naturais que tem despertado grande interesse na
comunidade cientifica, destacam-se os 6leos essenciais e seus fitoconstituintes, pois
tém mostrado promissora atividade antifungica in vitro e in vivo. Sendo bastante
estuda as atividades terapéuticas de Oleos essenciais contra Candida spp.,
Trichophyton spp. e Aspergillus spp.(MONDELLO et al., 2003; BANSOD; RAI, 2008;
PINTO et al., 2009; AMBER et al, 2010; PEREIRA et al, 2011,
OLIVEIRA et al., 2011; SAJJAD; KHAN; AHMAD, 2011). Entretanto, sdo escassos
os estudos de Oleos essenciais e seus compostos sobre a atividade antifungica
contra espécies de Rhizopus, o principal responsavel pela indugdo da maioria das
mucormicoses.

Diante dessas consideragdes, o presente trabalho foi realizado com o intuito
de investigar a atividade antifungica de 10 d6leos essenciais, escolhendo dentre
estes, 0 que apresentar melhor perfil antifungico para aprofundar os seus estudos.

A resisténcia dos microrganismos tem sido um fato preocupante e vém
conquistando grande importancia clinica, uma vez que, muitos dos zigomicetos sao

resistentes a maioria dos antifungicos que sao utilizados para tratar micoses
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sistémicas, incluindo 5-flucitosina (5-FC), cetoconazol, fluconazol, voriconazol, e as
equinocandinas. Além destes, os zigomicetos possuem sensibilidade variavel para
itraconazol e terbinafina. J& a maioria destes fungos patogénicos s&o sensiveis a
anfotericina B e posaconazol, um antifungico triazol (ESPINEL-INGROFF, 2003;
DANNAOQUI et al., 2003; SABATELLI et al., 2006).

Nesta perspectiva foi realizado o ensaio de difusdo em meio sélido para
avaliar a sensibilidade de R. oryzae e R. microsporus frente alguns antifungicos
existentes atualmente no mercado farmacéutico. Foi observado que todas as cepas
testadas foram resistentes as cinco drogas antifungicas avaliadas, anfotericina B,
itraconazol, fluconazol, 5-fluorocitosina e miconazol, uma vez que, nao
apresentaram zona de inibicdo ou estas tiveram os didmetros < 10 mm
(Figura 12 e Tabela 1).

Figura 12 - Teste de suscetibilidade de cepas de R. oryzae RO-4557 (A) e

R. microsporus RM-5266 (B) frente aos antifungicos padréao.

1 - Anfotericina B (100 pg), 2 - itraconazol (10 ng), 3 - fluconazol (25 pg), 4 - 5-flucitosina (10 ng),
5 - miconazol (50 ng).
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Tabela 1 - Suscetibilidade de cepas de R. oryzae e R. microsporus frente a cinco
antifungicos padréo.

Diametro da zona de inibicao em mm

Cepas AB ICZ FLU 5-FC MCZz

LM-03
LM-04
LM-25
LM-29
LM-508
LM-766
LM-810
RO-5786
RO-4692
RO-4565
RO-4557
RM-4568
RM-5266
RM-5926
RM-5966

o
o

3o ~3
O O O O O O O O O O o o o o o
O O O O O O O O O O o o o o o
O O O O O O O O o o o o o o

o O O O O O O O O o o o o o o

O O O O O o o o o o

Todos os experimentos foram realizados em duplicata. Anfotericina B (AB), itraconazol (ICZ),
fluconazol (FLU), 5-Fluorocitosina (5-FC) e miconazol (MC2Z).

Os resultados obtidos reforcam a importancia e a necessidade de pesquisas
sobre o uso potencial de oOleos essenciais no tratamento de infecgdes fungicas,
devido a resisténcia emergente, principalmente relacionada aos zigomicetos. Esse
fato nos motivou a investigar os 0leos essenciais como esta nova alternativa
terapéutica.

Diante dessas consideragdes foi realizada a triagem microbioldgica através do
ensaio de difusdo em meio solido. Esse método de investigagcédo preliminar fornece
apenas informacgdes qualitativas, mas se apresenta bastante util para estabelecer a

suscetibilidade de microrganismos aos Oleos essenciais, e de acordo com o0s



Resultados e Discussao 60

resultados obtidos pode-se elaborar uma sequéncia de estudos na perspectiva de
aprofundar a investigacéo da atividade antifungica (HSIEH; MAU; HUANG, 2001).

Neste contexto foi avaliado o perfil antifungico de 10 dleos essenciais,
incluindo  Coriandrum  sativum, Hyptis suaveolens, QOriganum majorana,
Ocimum basilicum, Cymbopogon citratus, Cymbopogon martini, Cymbopogon
winterianus, Cinnamomum zeylanicum, Origanum vulgare e T. vulgaris contra
diferentes cepas de R. oryzae resistentes aos antifungicos utilizados neste ensaio.

Como pode ser observado os Oleos essenciais in natura de C. sativum,
H. suaveolens, O. basilicum e O. majorana ndo apresentaram atividade antifungica,
visto que os diametros das zonas de inibicdo foram < 10 mm (Tabela 2). Ja os 6leos
essenciais de C. citratus, C. martini, C. winterianus, C. zeylanicum, T. vulgaris e
O. vulgare apresentaram forte e amplo espectro de acdo antifungica, com os
diametros médios das zonas de inibicdo variando de 15-32 mm (Tabela 2). As
melhores atividades foram de T. vulgaris e O. vulgare, ambos com zonas de inibigao
médias de 32 mm (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade antifungica de éleos essenciais frente cepas de R. oryzae.

Diametro da zona de inibigdo em mm

Oleos essenciais LM-03 LM-04 LM-28 LM-29 LM-508 LM-766 LM-810

C. citratus 25 18 28 23 24 0 24
C. martini 17 16 17 16 18 20 0
C. winterianus 16 17 18 16 22 20 24
T. vulgaris 29 32 28 28 31 38 36
C. zeylanicum 24 23 23 26 25 26 27
O. wulgare 33 33 31 31 30 38 30
O. basilicum 15 16 13 0 0 0 0
C. sativum 0 0 0 0 0 0 0
H. suaveolens 0 0 0 0 0 0 0
O. majorana 0 0 0 0 0 0 0

Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
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Os resultados obtidos corroboram com os estudos prévios, que mostraram
que os Oleos essenciais de Carum copticum, C. verum, Syzygium aromaticum,
Cymbopogon martini, e T. vulgaris mostraram forte atividade antifungica contra
fungos filamentosos resistentes a fluconazol, itraconazol, cetoconazol, clortrimazol,
nistatina e anfotericina B (SAJJAD; KHAN; AHMAD, 2011). Os 6leos essenciais de
T. eriocalyx e T. x-porlock exibiram propriedades antifungicas através do teste de
difusdo em disco, usado como triagem (RASOOLI; ABAYNEH, 2004). Nos ultimos
anos, um grande numero de Oleos essenciais, especialmente os de algumas
espécies de Thymus e os seus componentes fendlicos tém sido investigados por
suas propriedades antimicrobianas contra certas bactérias
(SIENKIEWICZ et al., 2012), protozoarios (SANTORO et al., 2006) e fungos
(PINA-VAZ et al.,, 2004; RASOOLI; ABAYNEH, 2004; TULIO et al., 2007;
KLARIC et al., 2007).

Considerando o importante potencial antimicrobiano do género Thymus,
aliado ao resultado evidenciado de que o 6leo essencial de T. vulgaris apresentou
um dos melhores perfis antifungico no teste de suscetibilidade fungica, através do
ensaio de difusdo em meio sélido, o mesmo foi escolhido para dar continuidade ao
presente estudo com o intuito de aprofundar a investigacao sobre os seus modos de
acao antifungica.

As préximas etapas deste estudo foram as investigacbes das atividades
fungistatica e/ou fungicida do Oleo essencial de T. wulgaris e dos seus
fitoconstituintes majoritarios (timol e p-cimeno) frente 16 cepas de R. oryzae e
R. microsporus através das determinagdes da CIM e CFM pelo método de
microdiluicdo, que € um método simples e econdmico de avaliar a atividade
antimicrobiana de produtos naturais, pois requer pouca quantidade de amostra e
meio de cultura, podendo ser usado para grande numero de produtos. Além disso,
possui grande reprodutibilidade, sendo trinta vezes mais sensivel que outros
métodos usados na literatura (SCORZONI et al., 2007b; OSTROSKY, et al., 2008).
Este método tem a vantagem de poder ser utilizado tanto para produtos soluveis em
agua, como aqueles lipossoluveis e ainda pode ser estendido para fornecer
informagdes sobre a CFM (SCORZONI et al., 2007a).
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Na tabela 3 estdo sumarizados os valores da CIM e CFM dos produtos
testados. Pode-se observar que a CIM do 6leo essencial foi de 256 ug/mL para
81,25% das cepas avaliadas. Ja para os fitoconstituintes majoritarios, timol e
p-cimeno, as CIMs foram de 128 pg/mL (85,71% das cepas) e maior que
1024 yg/mL (100% das cepas), respectivamente. Os valores de CIM para a
anfotericina B, controle positivo, variou entre 2-4 pg/mL. Todas as cepas fungicas
foram capazes de crescer em CSD na auséncia dos produtos, o que caracteriza sua
viabilidade (controle de microrganismo). Além disso, os controles realizados
mostraram auséncia de inibicdo do crescimento fungico por Tween 80 ou DMSO,
confirmando que o impedimento do crescimento foi devido a presenca das drogas
antifungicas em estudo.

Estes resultados indicam que o p-cimeno n&o mostrou inibicdo do
crescimento contra R. oryzae e R. microsporus. Entretanto, o 6leo essencial de
T. vulgaris e timol apresentaram forte atividade antifungica, sendo o timol duas
vezes mais potente, quando comparado a esta mistura complexa, confirmando
assim, o seu potencial antifungico, visto que, 6leos essenciais com CIM entre 50 e
500 ug/mL sao considerados com forte atividade antimicrobiana, com CIM entre 600
e 1500 pg/mL possuem moderada atividade e CIM acima de 1500 ug/mL ¢é
considerado com fraca atividade (SARTORATTO et al., 2004).

Apo6s a determinacdo da CIM, o presente estudo continuou apenas com o
Oleo essencial de T. vulgaris e o timol, que apresentaram os melhores perfis
antifungicos. Foi investigado o efeito fungicida dessas drogas e péde-se observar
que os valores das CFMs do 6leo essencial e timol variaram entre 512-1024 yg/mL e
128-1024 ug/mL, respectivamente (Tabela 3). Sendo que, para a maioria das cepas
de R. oryzae, os valores das CFMs correspondem a 2 x CIM ou 4 x CIM do 6leo. No
entanto, o 6leo essencial de T. vulgaris ndo apresentou significante atividade
fungicida para R. microsporus, pois os valores das CFMs foram > 1024 ug/mL para a
maioria das cepas testadas. Para 81,81% das cepas de R. oryzae os valores das
CFMs sao os mesmos ou correspondem a 2 x CIM do timol (Tabela 3).

Ja para R. microsporus a CFM foi quatro vezes maior que a CIM do timol.
Pode-se observar que o 6leo essencial apresentou atividade fungicida apenas para
R. oryzae. Entretanto, o timol apresentou atividade fungicida para ambas as

espécies de Rhizopus investigadas. Comparando os valores de CFM da maioria das
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cepas testadas, o timol exibiu aproximadamente duas a quatro vezes mais potente

atividade fungicida do que o 6leo essencial de T. vulgaris.

Tabela 3 - Efeito da atividade fungicida e fungistatica em pug/mL do 6leo essencial de

T. vulgaris, timol e p-cimeno frente cepas de R. oryzae e R. microsporus.

Oleo essencial Timol p-cimeno Anfotericina B
Cepas Cim CFM CIM CFM CIM CIM
LM-03 256 512 128 128 > 1024 4
LM-04 256 ND 128 ND > 1024 4
LM-25 256 1024 128 256 > 1024 4
LM-28 256 1024 128 256 > 1024 4
LM-29 256 1024 128 256 > 1024 4
LM-508 256 >1024 128 128 > 1024 4
LM-766 256 512 128 256 > 1024 4
LM-810 256 1024 128 256 > 1024 4
RO-5786 512 1024 256 256 > 1024 4
RO-4692 512 1024 256 1024 > 1024 4
RO-4565 256 >1024 128 512 > 1024 2
RO-4557 256 1024 128 256 > 1024 4
RM-4568 512 >1024 128 512 > 1024 4
RM-5266 256 >1024 128 512 > 1024 2
RM-5926 256 >1024 128 512 > 1024 2
RM-5966 256 1024 128 512 > 1024 2

Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os dados estdo expressos como média
geomeétrica. ND, ndo determinado.

Estudos anteriores demonstraram que os 6leos essenciais de Thymus spp.,

apresentam amplo espectro de acao fungicida e/ou fungistatica. Os 6leos essenciais

de T. eriocalyx e T. x-porlock, cujo fitoconstituinte majoritario é¢ o timol

(64,3 e 30,7%, respectivamente) exibiram fortes atividades fungistatica e fungicida



Resultados e Discussao 64

contra Aspergillus parasiticus (RASOOLI; ABAYNEH, 2004). Além disso, o 6leo
essencial de Thymus spathulifolius, cujo percentual de timol & 36,5%, inibiu o
crescimento de Trichophyton spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Rhizopus spp.,
Alternaria spp. e Aspergillus spp., com CIMs variando entre 31 e 250 ug/mL
(SOKEMAN et al. 2004). Os 6leos essenciais de Thymus spp., particularmente
T. vulgaris quimiotipo carvacrol (70,3%) e T. zygis (39,6% de timol e 21,2% de
p-cimeno), bem como seus fitoconstituintes, mostraram uma acentuada atividade
fungicida contra C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. guillermondii, C. glabrata,
C. parapsilosis resistentes a fluconazol e anfotericina B (PINA-VAZ et al., 2004).

Giordani et al (2004) realizaram um estudo sobre potencial antifungico dos
Oleos essenciais de varios quimiotipos de T. vulgaris contra Candida albicans. Foi
evidenciado que T. vulgaris quimiotipo geraniol (conhecido como menos ativo do que
os alcoois fendlicos), T. vulgaris quimiotipo linalol (antiséptico, porém, conhecido
como menos ativo do que os alcoois fendlicos) e T. vwvulgaris quimiotipo
tujanol-4/terpineol-4 que n&o contém timol e carvacrol apresentaram fracas
atividades, ja T. vulgaris quimiotipo borneol (33,9% de borneol e 7,1% de timol)
mostrou moderada atividade antifungica. Entretanto, o 6leo essencial de T. vulgaris
quimiotipo timol foi o mais potente com ClMgg, de 0,016 uL/mL, a eficacia é devido
principalmente ao elevado teor de timol, 63,2%.

Os efeitos potenciais antifungicos dos o6leos essenciais de T. tosevii e
T. vulgaris (48,9% de timol e 19,0% de p-cimeno), bem como seus componentes,
timol e carvacrol foram investigados contra 17 micromicetos intoxicantes alimentar,
animal, vegetal e patégenos humanos. Ambas as espécies de Thymus
apresentaram forte atividade antifungica, no entanto, o 6leo essencial de T. vulgaris
foi mais potente que o éleo de T. tosevii. Tal efeito é devido principalmente ao timol,
componente maijoritario do 6leo essencial de T. vulgaris e que apresenta menor
quantidade em T. tosevii, além de apresentar o mesmo perfil de atividade
isoladamente (SOKOVIC et al., 2009).

De acordo com Kilaric et al (2007) tanto o timol como o 6leo de essencial
T. vulgaris, cujos principais componentes sao p-cimeno (36,5%) e timol (33,0%)
apresentaram fortes atividades fungicida e/ou fungistatica contra Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Trichoderma, Mucor e Rhizopus. Timol apresentou
inibicao significativamente trés vezes mais forte quando comparado com o dleo

essencial de T. vulgaris.
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Muitos pesquisadores tem demonstrado o potencial antifungico de timol
contra espécies de leveduras e fungos filamentosos. Timol inibiu o crescimento de
espécies de Candida sensiveis e resistentes (isolados clinicos) a azdis e
anfotericina B (PINA-VAZ et al., 2004; AHMAD et al. 2010; 2011), bem como
interfere com formacgéo e viabilidade de hifas de C. albicans (BRAGA et al., 2007).
Resultados semelhantes foram relatados para A. fumigatus, T. rubrum resistentes a
azois e anfotericina B (SAJJAD; KHAN; AHMAD, 2011). Entretanto, s&o poucos os
estudos sobre a atividade antifungica de p-cimeno. Foi evidenciado que o p-cimeno
e 1,8-cineol foram muito menos eficazes contra Aspergillus spp. e Penicillium spp.
(valores de CIM foram = 4 ou 8% v/v), quando comparado com o timol (HAMMER,;
CARSON; RILEY, 2003). Mas, para leveduras oportunistas, tanto o timol como o
p-cimeno, isolados ou em associacdao exibiram forte atividade antifungica contra
Candida spp. (PINA-VAZ et al., 2004).

Comparando o perfil fitoquimico dos 6leos essenciais das varias espécies de
Thymus, especialmente dos quimiotipos timol de T. wvulgaris, apresentados em
estudos anteriores com a composi¢cdo quimica do 6leo essencial de T. vulgaris do
presente trabalho, cujos fitoconstituintes majoritarios sdo timol com 46,6% e
p-cimeno com 38,9% (quadro 5 e anexo 3), pode-se obervar que 0s principais
componentes da maioria das espécies de Thymus sao p-cimeno e timol,
corroborando aos resultados obtidos.

De acordo com Kalemba e Kunicka (2003) tanto o carater lipofilico do
esqueleto de hidrocarboneto dos constituintes dos 6leos essenciais, bem como o
carater hidréfilo dos seus grupos funcionais sao de grande importancia na agao
antimicrobiana dos 6leos essenciais. Sendo a atividade antifungica classificada na
seguinte ordem decrescente fendis > aldeidos > cetonas > alcodis > ésteres >
hidrocarbonetos. Portanto, de acordo com estas observagdes torna-se evidente que
existe uma grande relagcao entre a forte atividade dos 6leos essenciais de Thymus
com a elevada porcentagem de componentes fendlicos, como timol.

Correlacionando a estrutura com atividade pode-se especular que a atividade
fungicida e/ou fungistatica do oOleo essencial de T. vulgaris pode ser atribuida ao
timol, seu principal constituinte, especialmente a hidroxila presente neste composto,
uma vez que o p-cimeno (benzeno), segundo componente majoritario nao
apresentou significativa atividade antifungica, o que justifica a menor poténcia do
6leo quando comparada ao timol. Isso suporta a ideia de que a eficacia dos 6leos
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essenciais depende da sua composi¢ao quimica, principalmente a presenga dos
componentes fendlicos. Estes resultados sdao de grande relevancia, pois facilitam a
utilizacdo de componentes individuais, em vez de uma mistura, dando mais

previsibilidade e provavelmente menos efeitos colaterais.

Quadro 5 - Perfil fitoquimico do éleo essencial de T. vulgaris.

Constiuintes %

Timol 46,6
p-cimeno 38,9
Linalol 3,8
o-pineno 3,3
Mirceno 1,7
1,8-cineol 1,2
Canfeno 1,0
Limoneno 0,8
B-pineno 0,6
y-terpineno 0,3

Picos menores que 0,1% foram excluidos.
Fonte: Vany Ferraz, (2010).

A pesquisa de macromoléculas cuja funcionalidade esteja relacionada ao
crescimento, sobrevivéncia, viruléncia ou morfogénese celular sdo apontadas como
promissores alvos para novos agentes antifungicos (ODDS; BROWN; GOW, 2003).
Portanto, levando em consideracédo a fraca atividade do p-cimeno e a promissora
atividade antifungica do o6leo essencial de T. vulgaris e do seu fitoconstituinte
majoritario, timol, as proximas etapas do estudo foram avaliar se o 6leo essencial e 0
timol interferem no crescimento micelial, na germinagdo dos esporangidésporos
fungicos e na micromorfologia de cepas de R. oryzae € R. microsporus.

Os fungos da ordem Mucorales, incluindo as espécies de Rhizopus, sao

caracterizados por um micélio aéreo ereto, descrito como fibras ou de
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"algodao-doce", que crescem bem e rapidamente (RIBES; VANOVER-SAMS;
BAKER, 2000). Estes fungos promovem extensiva angioinvasao, uma caracteristica
marcante das mucormicoses, infiltrando-se através dos vasos sanguineos,
resultando em trombose dos vasos e necrose do tecido (SPELLBERG; EDWARDS,
IBRAHIM, 2005; KAUFFMAN, 2005). Devido a grande importancia do crescimento
micelial no desenvolvimento destas micoses, passou-se a investigar o efeito de
diferentes concentragdes do 6leo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B
sobre o crescimento micelial através da quantificacdo da massa micelial seca em
gramas de R. oryzae RO-4557 e R. microsporus RM-5266. Adicionalmente foi
avaliada a cinética do crescimento micelial, através do crescimento radial em meio
sélido.

Os resultados obtidos demonstraram que o Oleo essencial, timol e
anfotericina B nas concentragdes referentes a CIM e 2 x CIM reduziram
significativamente a massa micelial seca de R. oryzae (Figuras 13 A), com as
seguintes porcentagens de inibicdo de 55,2 £6,0% (CIM do OE), 65,6 £ 1,9%
(2 x CIM do OE), 60,7 £8,6% (CIM do timol), 66,6 £ 11,6% (2 x CIM do timol),
29,0£5,4% (CIM da AB) e 37,3 + 12,9% (2 x CIM da AB), quando comparados com
o controle normal de R. oryzae RO-4557. Estes resultados sugerem que os produtos
avaliados inibiram o desenvolvimento micelial normal de R. oryzae em todas as
concentracoes testadas.

Resultados semelhantes foram observados com R. microsporus RM-5266
(Figura 13 B). Tanto o 6leo essencial como o timol, nas diferentes concentracoes
testadas inibiram o desenvolvimento micelial normal de R. microsporus, 0 que pode
ser evidenciando com as respectivas porcentagens de inibicdo de 49,6 £6,2%
(CIM do OE), 67,6 +4,5% (2 x CIM do OE), 54,8 + 9,1% (CIM do timol), 73,1 + 5,8%
(2 x CIM do timol) quando comparados com o controle. No entanto, a anfotericina B
na concentracdo de 2 ug/mL (CIM) ndo inibiu significativamente crescimento
micelial, ocorrendo inibicdo de 69,5 + 9,8% apenas na concentragdao de 4 ug/mL
(2 x CIM).
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Figura 13 - Efeito do 6leo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre a
producéo micelial de R. oryzae RO-4557 (A) e R. microsporus RM-5266 (B).
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Na avaliacdo da cinética do crescimento micelial pode-se observar que ambas

as espécies fungicas na auséncia das drogas testes apresentaram rapido

crescimento, o qual foi detectado com 8 h e tomou conta da placa de Petri em

aproximadamente 24 h para R. oryzae e 48 h para R. microsporus (Figuras 14 e 15).

No entanto, na presenca de diferentes concentragdes do o6leo essencial de
T. vulgaris, timol e anfotericina B (CIM/2, CIM, 2 x CIM e 4 x CIM) foi evidenciado de

maneira dose dependente significante redugdo do crescimento micelial de ambas as
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espécies, nos intervalos de 8, 16, 24, e 48 horas (Figura 16 e 17). Entretanto, de

modo geral, o crescimento micelial aumentou em fungao do tempo.

Figura 14 - Crescimento de R. oryzae no periodo de 8 horas (A), 16 horas (B),
24 horas (C) e 48 horas (D).

Figura 15 - Crescimento de R. microsporus no periodo de 8 horas (A), 16 horas (B),
24 horas (C) e 48 horas (D).
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Para R. oryzae a porcentagem de inibicdo variou de 49-100%, apos 24 h de
incubacédo com o 6leo essencial, ocorrendo 97% e 100% de inibigdo do crescimento
micelial com as concentragdes equivalentes a 2 x CIM e 4 x CIM, respectivamente
(Figura 16 A). No entanto, no mesmo intervalo de tempo foi obervado 100% de
inibicdo com todas as concentrag¢des do timol (Figura 16 B). Ja para R. microsporus
a porcentagem de inibicdo variou de 45-100%, ocorrendo a completa inibicdo do
crescimento micelial com 2 x CIM e 4 x CIM do 6leo essencial, apos 48 h de
incubagédo (Figura 17 A). Resultado semelhante foi observado com o timol, cuja
porcentagem de inibicdo variou de 57-100%, sendo o crescimento micelial de
R. microsporus completamente abolido com as concentragdes de 2 x CIM e 4 x CIM
(Figura 17 B).

Nos intervalos de 16, 24 e 48 h, a anfotericina B, em todas as concentracdes
avaliadas nao inibiu completamente o crescimento micelial de R. oryzae e
R. microsporus (Figuras 16 C e 17 C). Portanto, o melhor efeito inibitorio para ambas
as espécies foi evidenciado para o timol, confirmando mais uma vez, que o efeito
antifungico do 6leo essencial de T. vulgaris é atribuido ao seu fitoconstituinte
majoritario.

Os resultados encontrados até o momento podem ser considerados de
grande relevancia para o estudo, pois foi constatado que o 6leo essencial de
T. vulgaris assim como o timol inibem fortemente o crescimento dos fungos
analisados neste trabalho. Este achado corrobora aos dados obtidos por alguns
pesquisadores, que vém investigando o potencial antifungico dos 6leos essenciais
em inibir crescimento micelial de fungos patogénicos e nao patogénicos
(REDDY etal., 1998; DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOUA, 2003; RASOOLI;
ABYANEH, 2004; ALIZADEH-SALTEH et al., 2010; PEREIRA et al., 2011).

Os 6leos essenciais de Origanum vulgare (orégano), Thymus capitatus
(tomilho), Origanum dictamnus, Origanum majorana (manjerona), inibiram
completamente o crescimento de Boftrytis cinerea e Fusarium solani var. coeruleum
(DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOUA, 2003). Os Oleos essenciais de duas
variedades de tomilho, Thymus eriocalyx e Thymus x-porlock inibiram o crescimento
micelial de Aspergillus parasiticus (RASOOLI; ABYANEH, 2004). Também foram
relatado significativo efeito inibidor de alguns dleos essenciais sobre o crescimento
de R. stolonifer, a exemplo dos O6leos essenciais de Salvia officinalis,
Satureja hortensis e Zataria multiflora (ALIZADEH-SALTEH et al.,, 2010) e dleo
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essencial de T. vulgaris (REDDY et al., 1998). Recentemente nosso grupo de
pesquisa mostrou que o 6leo essencial de C. winterianus inibiu o desenvolvimento
micelial de Trichophyton rubrum (PEREIRA et al., 2011).

Figura 16 — Efeito do 6leo essencial de T. vulgaris (A), timol (B) e anfotericina B (C)

sobre a cinética do crescimento micelial de R. oryzae (RO-4557).
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Os resultados estdo expressos em média + e.p.m. de trés experimentos. ANOVA de duas vias
seguido do pos-teste de Bonferroni, °p<0,0001 quando comparado ao controle.
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Figura 17 — Efeito do 6leo essencial de T. vulgaris (A), timol (B) e anfotericina B (C)

sobre a cinética do crescimento micelial de R. microsporus (RM-5266).
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Os resultados estdo expressos em média + e.p.m. de trés experimentos. ANOVA de duas vias
seguido do pos-teste de Bonferroni, °p<0,0001 e bp<0,001 quando comparado ao controle.
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Os esporos resultantes da reproducao assexuada, também denominados de
conidios, sao criticos no ciclo de vida de muitos fungos, porque € o principal meio de
dispersdo e serve como um “ambiente seguro” para o genoma de fungos em
condicbes ambientais adversas. As mucormicoses, infecgdes fungicas
frequentemente fatais, sao iniciadas por contato do hospedeiro com os
esporangiosporos aeéreos, que inicia o processo infeccioso submetendo-se a
germinagdo dos esporangidésporos e formagao de micélio. Portanto, o estudo de
germinagao de esporangiosporos tem grandes implicagbes na pratica clinica, visto
que, pode ser possivel desenvolver novas abordagens terapéuticas que bloqueiam a
infeccado no seu inicio (OSHEROV; MAY, 2001).

Nesta perspectiva foi investigado se o 6leo essencial de T. vulgaris e seu
principal componente fendlico interferem no processo de germinagdo de
esporangiosporos de R. oryzae RO-4557 e R. microsporus RM-5266. Como pode
ser observado na figura 18, em todas as concentracdes avaliadas (CIM e 2 x CIM), o
oleo essencial, timol e anfotericina B exerceram forte poder inibitério sobre o
processo germinativo dos esporangiésporos de ambas as espécies testadas, visto
que reduziram significativamente a germinacdo de esporangidsporos, com as
porcentagens de inibicao variando entre 93,7-100% e 95,4-98,6% frente as cepas de
R. oryzae e R. microsporus, respectivamente.

Diante da importancia do processo de germinagdo dos esporangiésporos de
Rhizopus, como causa primaria na inducdo das mucormicoses, 0s resultados
apresentados sado de grande relevancia, revelando assim, o potencial antifungico do
Oleo essencial e do timol em bloquear, logo no inicio, a infecgdo induzida por
Roryzae e R. microsporus, Vvisto que, inibem significativamente os
esporangiosporos, estruturas que se apresentam como um alvo de grande
importancia terapéutica. Além disso, o O6leo essencial de T. vulgaris e o seu
componente majoritario apresentaram resultados semelhantes aos da anfotericina B,
farmaco de primeira linha no tratamento dessas infecg¢des.

O potencial antifungico dos 6leos essenciais em inibir a germinagcao de
esporangiosporos vem sendo bastante estudado. Foi reportado que o 6leo essencial
de C. winterianus mostrou forte poder inibitério da germinacdo de conidios de
T. rubrum e T. mentagrophytes (PEREIRA, 2009; PEREIRA et al., 2011). Oleo
essencial de Cinnamomum zeylanicum inibiu germinagdo de conidios de

A. fumigatus, A. flavus e A. niger (CARMO et al. 2008). Além disso, considerando a
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importancia da germinagado de esporangidésporos de Rhizopus na patogénese das
mucormicoses, algumas pesquisas relatam o efeito inibitério de certas drogas neste
processo. Lovastatina promoveu significante atraso na germinagdo de
esporangiésporos de Rhizomucor pusillus (LUKACS et al., 2004). Adicionalmente foi
relatado que estatinas (lovastatina, sinvastatina, rosuvastatina e atorvastatina)
inibiram a germinagdo de esporangiésporos de fungos da classe dos zigomicetos
(GALGOCZY et al., 2007). Foi evidenciado que N-acetil-cisteina e seus derivados
inibem a germinagao de esporangiésporos de diferentes zigomicetos, especialmente
R. oryzae (GALGOCZY et al., 2009).

Figura 18 - Efeito do 6leo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre a
germinagdo dos esporangidésporos de Rhizopus oryzae RO-4557 (A) e

Rhizopus microsporus RM-5266 (B).
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Os resultados estdo expressos em média + e.p.m. de trés experimentos. °p<0,0001 quando

comparado ao controle (teste Fischer).
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A germinacdo de esporangiésporos e a formagdo micelial dependem da
morfogénese normal do fungo. Portanto, uma vez determinado o potencial
antifungico do 6leo essencial de T. vulgaris e do timol em inibir o desenvolvimento
micelial e a germinagdo de esporangiosporos de R. oryzae e R. microsporus,
passou-se a investigar a acao destes produtos na morfologia de ambas as espécies
de Rhizopus em estudo, por meio da técnica de micromorfologia, que permite
demonstrar através da microscopia optica a morfologia dos fungos e suas alteragdes
provocadas por diferentes concentragcdes das drogas-teste.

Ao examinar as laminas de R. oryzae e R. microsporus no microscépio optico
comum, pode-se observar que diferentes concentragdes (CMI/2 e CIM) do dleo
essencial, timol e anfotericina B promoveram alteragées no padrdo morfolégico de
ambas as espécies de Rhizopus (Figuras 19 e 20). O processo de
esporangiogénese foi bastante afetado, sendo observado poucos esporangios e
esporangiosporos, e, em algumas laminas foram observadas a completa inibicado da
esporangiogénese com a auséncia de esporangios, em comparagao ao controle.

Todos os produtos promoveram alteracbes marcantes na formagao normal
das hifas de R. oryzae e R. microsporus, visto que as hifas se apresentaram curtas,
tortuosas e com alguns vacuolos, quando comparados com o controle, o qual
apresentou o padrdo caracteristico do género, com hifas hialinas largas
(6-15 micrometros em diametro), ndo apresentando septos, ou muito poucos
(RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000). As hifas sao identificadas em tecidos
humanos infectados, tendo grande importadncia clinica na disseminacdo da
mucormicose (NOURI-MAJALAN; MOGHIMI, 2008; HEMASHETTAR et al., 2011).

Resultado interessante foi a formagao de clamidoconidios em R. microsporus
na presenga do oleo essencial, timol e anfotericina B (Figura 21). Estas estruturas
reprodutivas assexuais sao derivadas das hifas vegetativas de certas espécies de
Mucorales, que se apresentam normalmente como células vegetativas de formato
grande e citoplasma condensado, com paredes espessas e com variadas formas.
Os clamidosporos podem ser formados intercalado com o micélio (formagao
endogena) (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; LACAZ et al., 2002). Sao
considerados estruturas de resisténcia, desenvolvidas em resposta a estimulos
ambientais adversos, a exemplo de variagdes na osmolaridade, pH, temperatura, a

luz e exposicao a certas drogas antifungicas (COLE et al., 1991; GOMPERTZ, et al.,
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2000; OHARA; TSUGE, 2004), justificando assim, a sua produgéo na presenga dos
produtos investigados neste estudo.

Os resultados corroboram aos apresentados anteriormente e enfatizam o
potencial antifungico do 6leo essencial de T. vulgaris e seu principal constituinte,

timol, no tratamento das mucormicoses.

Figura 19 - Efeito do 6leo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre a

micromorfologia de R. oryzae (RO-4557).

Controle (A); 6leo essencial 128 ug/mL (B) e 256 ug/mL (C); timol 64 ug/mL (D) e 128 pg/mL (E);
anfotericina B 2 ug/mL (F) e 4 ug/mL (G). — Esporangio e — esporangioforo.
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Figura 20 - Efeito do dleo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre a
micromorfologia de R. microsporus (RM-5266).

G 40X

Controle (A e B); oleo essencial 128 ug/mL (C) e 256 pg/mL (D); timol 64 ug/mL (E) e 128 yg/mL (F);
anfotericina B 2 ug/mL (G) e 4 uyg/mL (H). — Esporangio, — esporangioforo e » clamidoconidio.
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Figura 21 - Presenga de clamidoconidios em R. microsporus (RM-5266) na
presenca de A) 128 ug/mL do 6leo essencial, B) 128 pg/mL do timol, C) 1 ug/mL e
D) 2 ug/mL de anfotericina B.

A 400x ] 400x
C 400x

» Clamidoconidios.

D 400x

Considerando o carater lipofiico dos o6leos essenciais e dos seus

componentes fendlicos, bem como a possibilidade destes produtos de interagir com
as membranas bioldgicas, passou-se a investigar a participagdo de esterdis de
membrana no efeito antifungico promovido pelo éleo essencial de T. vulgaris e timol.

Ergosterol € o principal esterol presente em leveduras e fungos filamentosos,
sendo necessario para o crescimento e fungdo normal da membrana das células
fungicas. Além de servir como um regulador da fluidez, assimetria e integridade da
membrana, o ergosterol contribui para o bom funcionamento de enzimas ligadas a
membrana (LUPETTI et al., 2002). A maioria dos farmacos existentes para o

tratamento de infecgdes fungicas, tem como alvos farmacoldgicos direta ou
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indiretamente a parede e a membrana plasmatica, particularmente, o esterol de
membrana fungica, ergosterol, e a sua biossintese (LUPETTI et al.,, 2002;
ODDS; BROWN; GOW, 2003).

Nesta perspectiva foi realizado o ensaio com o ergosterol, presente apenas
em membranas fungicas e colesterol, presente na membrana de células de
mamiferos. Este método baseia-se na oferta exdgena de esterdis a um composto,
que possuindo afinidade por esterdis ira formar rapidamente um complexo,
impedindo assim a complexagdo com os esterdois da membrana. Isso resulta em
aumento da CIM (ESCALANTE et al., 2008).

As CIMs do dleo essencial e do timol para R. oryzae aumentaram em quatro e
oito vezes, na presenga de 200 e 400 ug/mL de ergosterol, respectivamente. Ja para
o colesterol as CIMs dos produtos aumentaram em quatro vezes para ambas as
concentragcdes. A anfotericina B, controle positivo que possui conhecida interagao
com ergosterol apresentou CIM aumentada em até 256 vezes na presenca deste
esterol. Semelhante interagao foi evidenciada na presenga do colesterol (Tabela 4).

Para R. microsporus as CIMs do 6leo essencial aumentaram em quatro vezes
para ambas as concentracbes testadas (Tabela 4). Resultado semelhante foi
evidenciado na presenca do colesterol. Ja as CIMs do timol aumentaram para
512 uyg/mL (4 x CIM) e 1024 ug/mL (8 x CIM), na presenca de 200 e 400 ug/mL de
ergosterol, respectivamente. Na presenga do colesterol as CIMs aumentaram para
512 pg/mL (4 x CIM) em ambas as concentragdes. A anfotericina B apresentou CIM
aumentada em até 256 vezes na presenga do ergosterol para ambas as
concentracdes. No entanto, na presenca do colesterol, a CIM aumentou em até
256 e 512 vezes, nas concentragbes de 200 e 400 upg/mL, respectivamente
(Tabela 4).

Vem sendo bastante estudada a acdo dos Oleos essenciais e seus
componentes fendlicos sobre a membrana. Os 6leos essenciais de Thymus spp.,
especialmente T. zygis e T. vulgaris e seus componentes, como carvacrol, timol e
p-cimeno apresentaram uma potente atividade fungicida contra Candida spp.,
resultante principalmente de uma extensa lesdo da membrana celular
(PINA-VAZ et al., 2004). Os Oleos essenciais de
Thymus eriocalyx e Thymus x-porlock provocaram danos irreversiveis na parede,
organelas e membrana celular de A. parasiticus (RASOOLI; OWLIA 2005).
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Tabela 4 - Efeito da anfotericina B, do oleo essencial de T. vulgaris e timol frente

cepas de R. oryzae e R. microsporus na auséncia e na presenca de esterais.

CIM (pg/mL)
Cepas Produtos Auséncia Presenca de ergosterol Presencga de colesterol
de esterdis 200 400 200 400
RO-4557 OE 256 1024 2048 1024 1024
Timol 128 512 1024 512 512
AB 4 1024 1024 512 1024
RM-5266 OE 256 1024 1024 1024 1024
Timol 128 512 1024 512 512
AB 2 512 512 512 1024

Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os dados estdo expressos como média
geomeétrica.

Braga et al (2007) relataram que o timol interfere com a formacédo e a
viabilidade das hifas Candida albicans, o que pode ser atribuido as caracteristicas
anfipaticas do timol em perturbar as membranas celulares. Adicionalmente foi
evidenciado que a forte atividade fungicida promovida por carvacrol e timol contra
todos os isolados de Candida pode se devido a inibigdo da biossintese de ergosterol
e a ruptura da integridade da membrana (AHMAD et al., 2011).

Sao0 poucos os estudos sobre a interacao direta dos dleos essenciais e seus
fitoconstiuintes com o ergosterol da membrana. Apesar de haver uma grande
variedade de compostos biologicamente ativos, como os polienos, cujo principal
representante € a anfotericina B, que se ligam diretamente ao ergosterol, formando
poros que desestabilizam a membrana, levando a perda do material intracelular,
resultando na lise celular (ODDS; BROWN; GOW, 2003; BAGINSKI et al., 2005;
LEMKE et al., 2005; SPELLBERG et al., 2009).

Diante do exposto, pode-se sugerir que 0 mecanismo antifungico promovido
pelo éleo essencial e timol envolve a interagéo direta com o ergosterol, 0 que conduz
ao rompimento da membrana fungica e perda do conteudo intracelular. Entretanto,
tal acdo nao é seletiva, visto que, ha também interacdo dos produtos com o

colesterol. Semelhante ao que ocorre com a anfotericina B, que tem carater
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anfipatico, possuindo assim, capacidade de se ligar a ambos os esterdis, ergosterol
e colesterol incorporados nas membranas celulares, sendo téxico para as células de
mamiferos, particularmente causando nefrotoxicidade (ODDS; BROWN;
GOW, 2003. BAGINSKI et al., 2005; BARAN; BOROWSKI; MAZERSKI, 2009).

Deve ser lembrado que os 6leos essenciais e seus fitoconstiuintes podem
causar danos as membranas bioldgicas, devido as suas propriedades lipofilicas
(KNOBLOCH et al., 1989). Por isso, a aplicagao clinica destes produtos € muitas
vezes desencorajada por causa de seus potenciais efeitos toxicos quando usado em
altas concentragcbes (INOUYE et al. 2000). Além disso, como o 6leo essencial de
T. vulgaris e o timol apresentaram afinidade com o colesterol, esterol presente na
membrana de mamiferos, e neste caso, tal resultado constitui um indicio de que os
compostos possuem toxicidade frente as células humanas. Nesta perspectiva foram
realizados estudos de toxicidade in vivo com a finalidade de avaliar o potencial
toxicologico do 6leo essencial e seu fitoconstuinte majoritario, timol, para estabelecer
se podem ser utilizados com seguranga como agentes antifungicos contra R. oryzae
e R. microsporus.

A toxicidade aguda é utilizada para avaliar fitoterapicos de acordo com o seu
potencial de letalidade ou sinais tdoxicos como estabelecido pela RE 90/2004
(BRASIL, 2004), podendo também ser determinadas as espécies animais mais
suscetiveis a agdo das drogas avaliadas, identificar 6rgéos alvos e selecionar doses
para estudos posteriores (CHAN; HAYES, 1994).

O estudo foi iniciado com a triagem farmacoldgica comportamental utilizando
a metodologia padronizada por Almeida et al (1999) com o objetivo de identificar
alteracdes em nivel do SNC e SNA produzidas pelo 6leo essencial de T. vulgaris e
timol nas doses de 125, 250, 500 e 1000 mg/kg, administradas por via intraperitoneal
em camundongos. Assim, esse modelo permite avaliar se determinadas drogas
apresentam toxicidade, possibilitando o estudo farmacolégico de plantas e/ou
fitoconstituintes com uma determinada margem de seguranga
(ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

Na dose de 125 mg/kg, via i.p. tanto o 6leo essencial como o timol
apresentaram efeito imediato, sendo observado nos animais diminuicdo da
ambulacdo, sedacao, resposta ao toque diminuido, ptose palpebral e diminuicdo da
forgca para agarrar, entretanto, o efeito durou menos de 30 minutos para o dleo

essencial e menos de uma hora para o timol.
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Nas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg, via intraperitoneal foi observado que
ambos, o 6leo essencial e o timol, promoveram alteragbes comportamentais nos
camundongos, sendo tal efeito iniciado minutos apos a sua administragdo. Os
animais apresentaram ptose palpebral, sedacdo, diminuicdo do reflexo de
endireitamento, analgesia, resposta ao toque diminuido, perda do reflexo corneal e
auricular. Além destes efeitos depressores, os camundongos apresentaram o0s
movimentos de ambulacdo, levantar e escalar diminuidos, bem como diminuigao do
tdbnus muscular, da for¢ca para agarrar e respiragdo forcada. Os efeitos foram
diminuindo ao longo do periodo de duas horas, sendo quase todos os efeitos
revertidos trés horas apds a administragcao das drogas-teste na dose de 250 mg/kg,
porém, com as doses de 500 e 1000 mg/kg os efeitos persistiram durante as quatro
horas de avaliagdo, com excegéo do tdnus muscular e for¢a para agarrar que foram
revertidos em duas horas.

Os resultados sugerem que nas doses avaliadas o 6leo essencial e o timol
possuem atividade depressora ou sedativa do SNC. A ambulacdo diminuida em
camundongos é talvez a forma mais comum de verificar se uma substéncia
analisada apresenta efeito depressor do SNC. Além disso, a demora de reagao do
camundongo em resposta a um toque e presenga de quadro sedativo, representado
por sonoléncia, relaxamento e diminuicdo da atividade motora sem perda da
consciéncia, pode indicar efeito depressor do SNC em animais (ALMEIDA,
OLIVEIRA, 2006).

Nao se pode inferir toxicidade apenas com alteragcbes desses parametros,
uma vez que O Oleo essencial e timol ndo induziram nos animais contorgdes
abdominais, tremores, convulsdes, comportamentos estereotipados, catalepsia e
ataxia. Além disso, varias espécies da familia Lamiaceae sao usadas na medicina
popular por suas propriedades em nivel do sistema nervoso central, como atividades
sedativas e analgésicas (NAGHIBI et al., 2005). Especialmente T. vulgraris que €&
usada na medicina popular como um indutor do sono (FIGUEIREDO et al., 2008) e
sedativa (RUSTAIYAN et al., 2000), além de apresentar experimentalmente
atividade analgésica central (MOHSIN, 1989).

Muitos 6leos essenciais e derivados monoterpénicos tém demonstrado, em
modelos experimentais, atividades sobre o SNC, incluindo ag¢bes sedativa,
antinociceptiva e antidepressiva (OLIVEIRA et al., 2009; PASSOS et al., 2009;
ANGELES-LOPEZ et al, 2010; MOTA, 2011). O Od6leo essencial de
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Lippia microphylla, e seu componente majoritario, timol, quando administrados via
i.p. induziram alteragdes comportamentais sugestivas de droga psicoléptica, ou seja,
depressora do SNC, bem como foi evidenciado, além de caracteristicas de drogas
sedativas, possivel potencial ansiolitico em camundongos (MOTA, 2011). Esses
dados corroboram, em parte, com os dados obtidos neste estudo.

Apods 72 horas de observacgao, registrou-se que a dose de 125 mg/kg do éleo
essencial ndo provocou a morte dos camundongos de ambos os sexos, entretanto,
as doses de 250 e 500 mg/kg mataram 50% e 100% dos camundongos machos,
respectivamente. Ja para as fémeas as doses de 250, 500 e 1000 mg/kg do dleo
essencial provocaram 50%, 25% e 100% de mortes, respectivamente. Assim, foi
possivel calcular por regressao nao-linear a DLsg via i.p., sendo essa estimada em
250 mg/kg para os machos e 459,6 mg/kg para as fémeas.

O timol na dose de 125 mg/kg (i.p.) ndo provocou a morte dos animais de
ambos os sexos. No entanto, nas doses de 250 e 500 mg/kg (i.p.) mataram 66,7% e
80% dos machos, respectivamente. A administracdo de 250, 500 e 1000 mg/kg (i.p.)
do dleo essencial provocou a morte de 16,7%, 40% e 33,3% das fémeas,
respectivamente. Baseado nesses dados a DLsg foi estimada em 222,3 mg/kg para
camundongos machos e 1551 mg/kg para as fémeas.

Foi realizado uma extrapolagdo das CIMs do 6leo essencial (256 ug/mL) e do
timol (128 ug/mL), para as doses em mg/kg a serem administradas em
camundongos de aproximadamente 40 g, baseado nos dados apresentados por
Houghton et al (2007) em humanos. A dose equivalente a CIM do 6leo essencial foi
aproximadamente 20 mg/kg, o que corresponde as doses 12,5 e 23 vezes inferior a
DLso do dleo essencial para os machos e fémeas, respectivamente. Ja para o timol a
dose equivalente a CIM foi 10 mg/kg, o que correspondem as doses 22 e 155 vezes
inferior a DLsp do timol para os machos e fémeas, respectivamente. Portanto, apesar
das drogas-teste apresentarem toxicidade para os camundongos machos nas
condicbes avaliadas, com baixos valores de DLsy, elas demonstraram seguranca
para estudos futuros de tratamento pré-clinico de mucormicoses induzidas em
camundongos nas mesmas condigdes.

Resultados tém demonstrado que o 6leo essencial de T. vulgaris e o timol sdo
seguros quando administrados oralmente, pois apresentam baixa toxicidade. Em um
estudo de toxicidade aguda o 6leo essencial T. vulgaris apresentou DLsy de

4000 mg/kg via oral em camundongos. No ensaio toxicolégico agudo pré-clinico
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realizado por Souza; Matos (1991) ficou demonstrada baixa toxicidade do timol,
destacando DLso de 1,8 g/kg via oral em ratos e uma DLso de 0,92 + 0,10 mL/kg em
camundongos. No entanto, por via parenteral, a exemplo da i.p. as drogas-teste
apresentaram consideravel toxicidade para os camundongos machos e baixa
toxicidade para as fémeas.

Em adicdo a estes parametros, foi investigado o efeito do 6leo essencial de
T. vulgaris e timol nas doses de 125 e 250 mg/kg sobre o peso corporal, massa
relativa dos o&rgdos, alteragdbes macroscopicas das visceras e parametros
hematoldgicos dos camundongos. Variagdo no peso corporal € considerado um
indicador de efeitos adversos, ou seja, os animais que sobrevivem nao podem
perder mais que 10% do peso inicial (RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002). Foi
avaliado o peso corporal dos animais no primeiro e ultimo dia de experimento.
Pode-se observar que o Oleo essencial e o timol nas doses testadas néo
promoveram alteragdes significativas no peso dos camundongos, ocorrendo
variagdo apenas nos limites pré-estabelecidos (Tabela 5).

De acordo com Dallegrave (2003) alteragdes na massa relativa dos 6rgaos
possuem uma relagao direta com sinais de toxicidade. Com o intuito de investigar
esta hipotese, apos os 14 dias de avaliacdo, os animais que sobreviveram foram
eutanasiados, tiveram os 6rgéos retirados e pesados. Pode-se observar que em
ambas as doses, o Oleo essencial e o timol ndo promoveram alteragdes significativas
no peso do coracao, figado, rins e bago dos camundongos (Tabela 5 e 6).

Adicionalmente foram avaliadas as alteragcbes macroscoépicas nestes 6rgaos.
Nenhuma alteragao foi observada nos érgéos dos animais com a dose de 125 mg/kg
(i.p.) do 6leo essencial de T. vulgaris. Entretanto, a dose de 250 mg/kg (i.p.) do dleo
essencial alterou as caracteristicas morfoldgicas do figado de uma fémea, com a
presenca de manchas esbranquigadas. No grupo dos camundongos machos o 6leo
essencial induziu a formacdo de uma massa branca nos rins. Em outro animal foi
evidenciado que os o6rgaos, bacgo e figado estavam colabados com estdmago e o
intestino. Além disso, os lobos do pulmao estavam colabados.

O timol na dose de 125 mg/kg induziu alteragcbes morfolégicas em varios
orgaos dos camundongos machos. Em um animal o figado estava repleto de
tumores e o bago com um tamanho bem superior ao normal. O pulmao de outro
camundongo apresentou estrias esbranquicadas com aspecto fibroso nos dois

lobos. Também foi evidenciado tumor no figado e um pequeno tumor no rim de outro
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animal. Ja a dose de 250 mg/kg, via i.p. promoveu alteragdo no figado, com
aparecimento de uma massa esbranqui¢cada. No entanto, sdo necessarios estudos
histopatolégicos complementares, para avaliar o nivel dos danos teciduais nestes
orgaos alterados pela administragao intraperitoneal de 125 e 250 mg/kg do 6leo
essencial e do timol.

Ao final do experimento de toxicidade aguda foi coletado sangue dos animais
para avaliagdo dos parametros hematoldgicos. A dose de 125 mg/kg do dleo
essencial de T. vulgaris promoveu aumento significativo nos niveis dos segmentados
e monodcitos e diminuicdo dos linfécitos das fémeas, quando comparados ao
controle. Para os camundongos machos ocorreram aumentos significativos nas
quantidades de hemacias, hemoglobina e hematdcrito, comparados ao controle
(Tabela 7). No entanto, na dose de 250 mg/kg (i.p.) o 6leo essencial de T. vulgaris
induziu alteragdes significativas
dos parametros hematologicos apenas dos camundongos machos quando
comparados ao controle, sendo evidenciado diminuicdo das quantidades de HCM e
leucdcitos, também foi observado aumento nos niveis da plaquetas (Tabela 8).

O timol nas doses de 125 e 250 mg/kg ndo promoveu alteragdes significativas
dos parametros hematologicos dos animais, quando comparados ao controle
(Tabelas 7 e 8). Devido ao numero pequeno de camundongos machos que
sobreviveram nao foi possivel determinar alteracoes estatisticamente significativas.

Diante destes resultados, sugere-se que o Oleo essencial de T.vulgaris e 0
timol nas doses e condi¢des avaliadas, apresentou toxicidade para os camundongos
machos e baixa toxicidade para as fémeas. No entanto, sdo necessarios estudos

complementares, com a finalidade de comprovar ou refutar esta hipotese.
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Tabela 5 - Efeito da administragao intraperitoneal de 125 mg/kg do 6leo essencial de
T. vulgaris e timol na evolugéo ponderal e peso dos 6rgados, em camundongos.

Parametros Sexo Tratamentos
Evolugao ponderal (g) Controle Oleo essencial Timol
Fémeas
Inicial 33,83+1,18 34,17+1,06 31,07 £ 0,47
Final 33,43 £ 1,06 33,50+1,20 30,15+0,37
Machos
Inicial 36,23+ 0,79 39,13+0,27 36,08 £2,21
Final 37,42 + 0,96 35,75+0,90 33,73+1,87
Peso dos 6rgaos (g)
Fémeas
Coragao 0,15+ 0,004 0,15+0,002 0,14 +£0,006
Figado 1,67 £ 0,08 2,00+0,14 1,68 £ 0,08
Rins 0,43 £ 0,02 0,46 + 0,03 0,41 +0,02
Baco 0,19+ 0,01 0,22 £ 0,02 0,17 £ 0,01
Machos
Coragao 0,17 + 0,006 0,17 £ 0,009 0,15+ 0,01
Figado 2,12+ 0,07 2,11+ 0,11 2,46 + 0,32
Rins 0,53 +0,03 0,56 + 0,02 0,52 + 0,03
Baco 0,30 + 0,05 0,25+ 0,01 0,25+ 0,06

Os dados estdo expressos como média + e.p.m. (n =6). Teste “t” de Student ou Mann Whitney,
p>0,05 comparados ao controle.
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Tabela 6 - Efeito da administragao intraperitoneal de 250 mg/kg do 6leo essencial de
T. vulgaris e timol na evolugdo ponderal e peso dos 6rgaos em camundongos.

Parametros Sexo Tratamentos
Evolugao ponderal (g) Controle Oleo essencial Timol
Fémeas
Inicial 31,87 £ 0,81 30,60+1,15 31,77 +1,24
Final 35,34 £ 0,38 3580+ 1,17 34,32+0,56
Aumento (%) 11,92 £ 1,46 13,68 + 4,30 9,82+1,79
Machos
Inicial 35,30 £ 1,22 35,77 +£0,51 34,20+ 1,44
Final 42,62 £ 1,01 41,00+0,44 40,10+1,20
Aumento (%) 17,31 £ 1,95 13,85+1,11  20,95+0,13
Peso dos 6rgaos (g) Controle Oleo essencial Timol
Fémeas
Coragao 0,15 + 0,005 0,16 +£0,005 0,14 £ 0,006
Figado 1,83 £ 0,32 1,83 £ 0,09 1,91+ 0,07
Rins 0,42 + 0,016 0,44 £ 0,03 0,42 + 0,02
Baco 0,18 + 0,01 0,21 £ 0,01 0,20 + 0,01
Machos
Coragao 0,18 + 0,007 0,16 + 0,003 ND
Figado 2,28 + 0,09 2,49+0,16 ND
Rins 0,60 + 0,009 0,61+ 0,05 ND
Baco 0,26 + 0,04 0,19 + 0,006 ND

Os dados estdo expressos como média + e.p.m. (n=3-6). Teste “t” de Student ou Mann Whitney,
p>0,05 comparados ao controle. ND - ndo determinado.
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Tabela 7 - Efeito da administragéo intraperitoneal de 125 mg/kg do 6leo essencial de T. vulgaris e timol frente aos parametros

hematoldgicos dos camundongos.

Parametros Fémeas Machos
Hematolégicos Controle Oleo essencial Timol Controle Oleo essencial Timol
Hemacias (10%mm°) 9,61 + 0,09 9,85+ 0,25 9,60 + 0,31 7,88 £ 0,26 8,99+ 0,13° 8,90 + 0,47
Hemoglobina (g/dL) 11,52 £ 0,26 12,10 £ 0,35 11,78+ 0,66 9,28 + 0,48 11,17 + 0,29° 10,13 £ 0,66
Hematdcrito (%) 45,47 + 1,02 46,98 + 1,08 4546 +£3,02 36,12+1,56 43,37 £1,24° 39,08 £ 2,35
VCM (u®) 47,50 £ 1,26 47,60 £ 1,03 47,00+ 1,76 45,67 + 1,31 48,17 £ 1,20 43,83 £ 0,79
HCM (ug) 12,03 £ 0,28 12,28 + 0,14 12,26 +0,37 11,77 £ 0,41 12,42 + 0,20 11,37 £ 0,31
CHCM (%) 25,47 + 0,35 25,74 £ 0,31 26,02+ 0,37 25,60+0,39 25,80 £ 0,34 25,88 £ 0,42
Leucdcitos (10%mm®) 2,78 + 0,33 2,54 + 0,45 436+0,70 10,43+ 3,46 4,17 £ 1,03 8,563 + 3,32
Segmentados (%) 21,17 +2,86  34,60+4,09%° 26,60+240 41,50+6,97 38,33+ 3,77 45,17 £ 6,76
Linfocitos (%) 69,00+ 1,83 56,20+3,29° 67,60+1,94 51,00%6,04 54,50 + 4,35 47,67 + 5,69
Mondcitos (%) 8,17 £ 1,70 9,00 + 2,00° 5,80 + 1,36 7,33+1,76 8,60 + 0,75 6,83 + 2,23
Plaquetas (10°mm?®) 617,7+49,92 4176+137,8 6712+1614 700,7+81,81 7915+ 77,81 704,5 +107,9

Os dados estdo expressos como média + e.p.m. (n = 5-6). Teste de Teste “t” de Student para “p<0,05 e bp<0,01 comparados ao controle; Mann Whitney para

°p<0,05 comparados ao controle.
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Tabela 8 - Efeito da administragc&o intraperitoneal de 250 mg/kg do 6leo essencial de T. vulgaris e timol frente aos parametros

hematoldgicos dos camundongos.

Parametros Fémeas Machos
Hematolégicos Controle Oleo essencial Timol Controle Oleo essencial Timol
Hemacias (10%mm°) 9,11 +0,18 8,01 +0,53 9,04 + 0,43 8,62 + 0,28 9,16 £ 0,62 ND
Hemoglobina (g/dL) 12,13+ 0,16 10,87 + 0,58 12,14+ 0,42 11,22 +0,27 11,30 £ 0,81 ND
Hematdcrito (%) 46,45 + 0,95 42,60 + 2,35 46,80 £ 1,68 43,77 £ 1,00 44 47 + 2,84 ND
VCM (u®) 51,17+ 1,25 53,00 + 0,58 52,20+1,02 51,17 + 1,68 48,67 + 1,45 ND
HCM (ug) 13,32 £ 0,23 13,57 £ 0,15 13,46 +0,19 13,03+0,18 12,30 + 0,062 ND
CHCM (%) 26,18 £ 0,38 25,53 £ 0,03 2590+0,37 25,63+0,50 25,33 £ 0,67 ND
Leucdcitos (10%/mm?) 4,38 + 0,87 6,90 + 0,83 4,62 + 0,52 7,83+0,75 3,77 £ 0,98° ND
Segmentados (%) 23,33 £4,40 32,00 £ 5,29 2480+4,50 44,00+6,30 35,67 £ 9,21 ND
Linfocitos (%) 65,83 + 4,68 58,33 + 6,84 66,80 £ 5,57 44,33 +5,85 49,33 + 8,35 ND
Mondcitos (%) 8,80 + 1,45 9,67 + 4,26 8,50+2,06 11,67 +3,02 8,00 + 2,00 ND
Plaquetas (10°’mm®) 611,2+63,23 769,0 +207,7 649,8+ 1495 631,3+1059 1101 + 108,0° ND

Os dados estdo expressos como média + e.p.m. (n = 3-6). Teste “t” de Student, °p<0,05 comparados ao controle. ND — ndo determinado.
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Com base nos dados apresentados, pode-se sugerir que o 6leo essencial de
T. vulgaris e seu componente fendlico, timol possuem promissora atividade fungicida
e/ou fungistatica, podendo inibir a infecgdo logo no seu inicio. Tais atividades podem
estar relacionadas a interagdo com o ergosterol, esterol presente na membrana de
R. oryzae e R. microsporus e que desempenha importante papel no crescimento e
funcdo normal da membrana destes fungos. Portanto, estes produtos, especialmente
o timol se apresentam como uma nova alternativa terapéutica no tratamento das
mucormicoses. Entretanto, sdo necessarios mais estudos, visando correlacionar a
potente atividade antifungica in vitro e in vivo e comprovar a sua seguranga, para

uma possivel aplicagao clinica.
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5 CONCLUSOES

Diante dos dados analisados € possivel concluir que:

» Todas as cepas de R. oryzae e R. microsporus foram resistentes aos cinco

antifungicos padrao utilizados neste trabalho;

» O dleo essencial de T. vulgaris apresentou potencial antifungico contra cepas

resistentes de R. oryzae na triagem microbioldgica;

» O Oleo essencial de T. vulgaris e o timol apresentaram forte atividade

fungicida e/ou fungistatica frente R. oryzae e R. microsporus;

» O oleo essencial de T. vulgaris bem como o seu componente fendlico, timol,
inibiram o crescimento micelial e germinagdo dos esporos de R. oryzae e

R. microsporus;

» O O6leo essencial e o timol alteraram morfologia de R. oryzae e

R. microsporus;

» O mecanismo pelo qual o 6leo essencial e o timol promovem atividade
antifungica envolve provavelmente a sua interacdo com ergosterol presente

na membrana fungica;

» O dleo essencial de T. wvulgaris e o timol nas condigdes e parametros
avaliados apresentou moderada toxicidade para os camundongos machos e

baixa toxicidade para as fémeas.
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Protocolo utilizado na Triagem Farmacoldgica

. Quantificagéo dos efeitos
ATIVIDADE FARMACOLOGICA (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

até 30° 1h 2h 3h 4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsées

Piloerecao

Movimento intenso das vibrissas
QOutras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — Outros comportamentos
Ambulagao

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabecga
Contorgdes abdominais
Abducéo das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipacéao

Defecagcdo aumentada
Respiragao forgada
Lacrimejamento

Miccao

Salivagao

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3 - MORTE

Observagdescomplementares.:

Responsavel Técnico

Fonte: Almeida et al (1999)
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Abstract: Mucormycoses are emerging infections that have high rates of morbidity and
maortality. They show high resistance to antifungal agents, and there is a limited therapeutic
arsenal currently available, therefore, there i1s a great need to give priority to testing
therapeutic agents for the treatment of mucormycosis. Along this ling, the use of essential
oils and phytoconstituents has been emphasized as a new therapeutic approach. The
objective of this work was to investigate the antifungal activity of the essential oil (EQ) of
Thymus vulgaris, and its constituents thvmol and p-cvmene against Rhizopus orpzae,
through microbiclogical screening, determination of minimal inhibitory concentration
(MICs) and minimal fungicidal concentration (MFCs), effects on mycelial growth and
germination of sporangiospores and interaction with ergosterol. The MIC of EO and
thymol varied 128-512 pg/mL, but the MFC of EQ and thymol varied 512-1024 ng/mL
and 128-1024 pg/ml, respectively. The results also showed that EQ and thymol
significantly inhibited mycelial development and germination of sporangiospores.
Investigation of the mechanism of antifungal action showed that EQ and thymol interact
with ergosterol. These data indicate that EQ of T. wulgaris and thymol possess strong
antifungal activity, which can be related to their interaction with ergosterol, supporting the
possible use of these products in the treatment of mucormycosis.
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1. Introduction

Fungi have become increasingly recognized as important pathogens in critically ill patients. During
the last decade, fungal infections, mainly those caused by opportunistic microorganisms, have been a
problem of growing clinical importance [I-3]. In the literature, the incidence of opportunistic
infections in hospital environments ot nosocomial infections is related to the fungi belonging to the
genera Candida, Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Fusarium and Cryptococeus, among others [4.5].
There has been a significant increase in infections due to emerging fungi, such as Scedosporium,
Fusarium and various zygomycetes, including Mucor and especially Riizopus [1,2].

Zygomycoses are infections caused by fungi of the class Zygomycetes, particularly the filamentous
fungi belonging to two orders of clinical importance, which cause infections in humans, ie., the
Mucorales and Entomophthorales [6]. However, the majority of human diseases are caused by the
order Mucorales, and are thus known as mucormycoses. Members of this order have been increasingly
capable of causing opportunistic infections that are progressive, necrotic and generally fatal, in a
variety of immunocompromised hosts, such as patients with hematological diseases, with neutropenia,
on corticosteroids, with diabetes mellitus with or without ketoacidosis, or with solid organ transplants,
and patients with high levels of serum iron. These pathogens rarely cause infections in immunocompetent
patients [6—8].

The incidence of murcormycosis has increased in the last vears, representing the third most common
invasive fungal infection, afier candidiasis and aspergillosis [9,10]. It is considered an increasingly
emerging and potentially fatal infection, due to its high levels of morbidity and mortality [, 10,117,
The major forms of clinical manifestations of zygomycosis (mucormycosis) include rhinocerebral,
pulmonary, cutaneous, gastrointestinal and disseminated or systemic symptoms [12]. The most
common organisms that cause zygomycosis in humans are of the genera Rhizopus, Mucor, Rhizomucor
and Absidia. Rhizopus stands out the most because many of its species cause more than 70% of
infections by Zygomycetes, where R oryzae is the most commeon etiological agent [7,13].

The standard therapy for invasive zygomycosis consists in the reversal of underlying predisposing
factors, surgical intervention such as aggressive debridement or amputation and drug treatment [8,12].
Traditionally, amphotericin B and more recently its lipid formulations comprise the first line treatment
of zvegomycosis [14]. Specifically, liposomal amphotericin B is less nephrotoxic and shows better
penetration of the central nervous system compared to amphotericin 3 and other lipid formulations [15].
The therapeutic arsenal for the treatment of mucormycosis is limited, plus there are various side effects
associated with the use of these antifungal agents. Moreover, since many patients who develop these
aggressive fungal infections show high mortality rates, there is a tremendous necessity for new
therapeutic strategies aimed at introducing into the pharmaceutical market new products, natural or
synthetic, for the treatment of mucormycosis. Natural products have been especially considered as
sources of potentially bicactive molecules, which may have a wide spectrum of actions and fewer
collateral effects.
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The natural products that have stirred great interest in the scientific community are essential oils, which
are complex mixtures rich in terpenes with different degrees of lipophilicity and relative hydrophilicity [16].
Such compounds can alter cell permeability by their insertion between the fatty acid chains that compose
the lipid bilayers of membranes, thereby interrupting lipid packing, causing alterations in the properties
and functions of the cell membrane by increasing its fluidity and permeability [17,18]. Essential oils and
their phytoconstituents have shown promising antifungal activity in vitro and in vive, where they have
been extensively studied against Candida spp., Trichophyton spp. and Aspergillus spp. [18,18-27].
However, studies on the antifungal activity of essential oils and their components against species of
Rhizopus, the main genus responsible for causing the majority of mucormycosis, are scarce.

In view of these considerations, the aim of the present work was to investigate the antifungal
activity of 10 essential oils, choosing among them that which showed the best antifungal profile for an
in-depth study of its fungicidal and/or fungistatic effects against R. oryzae strains, of its effects on
mycelial growth and germination of sporangiospores, R. orvzae and of its mechanism of action as well.

2. Results and Discussion

During the last decade, advances in diagnostic systems and the introduction of new antifungal
agents significantly improved the prognosis of patients who develop invasive fungal infections, mainly
those who are immunocompromised. However, morbidity and mortality rates remain relatively
high for mucormycosis, the third most commen invasive fungal infection afier candidiasis and
aspergillosis [1,10,11,14]. The resistance of causative microorganisms has been a concern and has
gained great clinical importance, since many Zygomycetes are resistant to the majority of antifungals
that are utilized to treat systemic mycosis, including flucytosing or 3-fluorocytosine (3-FC),
ketoconazole, fluconazole, voriconazole, and the echinocandins. Furthermore, zygomycetes have
variable sensitivity to itraconazole and terbinafine. However, the majority of these pathogenic fungi
are sensitive to amphotericin B and pasaconazole, a new triazole antifungal [28-30]. Accordingly, a
disk diffusion assay in solid medium was carried out to evaluate the sensitivity of R. orpzae to some
antifungals currently on the pharmaceutical market. All strains tested were found to be resistant to the
five antifungal drugs evaluated, namely amphotericin B, itraconazole, fluconazole, 3-fluorocyiosing
and miconazole, since they showed no inhibition zone or one with a diameter < 10t mm (Table 1).

The results obtained reinforce the importance and necessity of research on the potential use of
essential oils as a new therapeutic alternative in the treatment of fungal infections, due to emerging
drug resistance, mainly related to zygomvceetes. These findings prompted the investigation of the
antifungal profile of 10 essential oils against different resistant strains of . oryzae by microbiological
screening. The crude essential oils of Coriandrum sativam, Hypris suaveolens and Origanum majorana,
did not show antifungal activity, since the diameters of the inhibition zones were =10 mm. However,
the essential oils of CQcimum basilicum, Cymbopogon citramus, C. martini, C winlerianus,
Cinnamomun zeylanicum, Thymus vulgaris and Origanum vulgare showed a strong and wide spectrum
of antifungal action, with mean inhibition zones of 13-32 mm. O. vulgare and T. vulgaris displayed
the best activity, both with mean inhibition zones of 32 mm (Table 2). In the last vears, a large number
of essential oils, especially those of some species of Thymus and their phenolic components have been
investigated for their antimicrobial properties against certain bacteria [31], protozoans [32] and
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fungi [33-36], although there still exist a little information in the literature about the possible
mechanisms of action of T. wulgaris essential oil and its components Therefore, considering the
important antimicrobial potential of the genus Thymus, together with evidence that the essential oil of
T vulgaris shows one of the best antifungal profiles in fungal susceptibility tests using the disk
diffusion assay in solid medium, this essential oil was chosen for further study with the aim of
elucidating its antifungal mode of action.

Table 1. Susceptibility of R. oryzae strains to antifungal drugs.

Sensitivity tv antifungal drugs (diameter of inhibition zone in mm)

Fungal strain AMB ICZ FLU 5.-FC \CZ
LM-03 0 0 0 0 0
LM-04 10 0 0 0 0
LM-25 7 0 0 0 0
LM-29 0 0 0 0 0
L M-508 10 0 0 0 0
LM-T766 0 0 0 0 0
LM-810 0 0 0 0 0

RO-5786 0 0 0 0 0
RO-4692 0 0 0 0 0
RO-4565 0 0 0 0 0
RO-4557 0 0 0 0 0

All experiments were performed in duplicate. Amphotericin B {(AMB—100 pg disk™), itraconazole
(ICZ==10 pg disk™), fluconazole (FLU==23 ug disk™), 5 fluorocytosing (5-FC==I10 ug disk™) and
miconazole (MCZ—50 ug disk™).

Table 2. Antifungal activity of essential oils against strains of R. orpzae.

Sensitivity to essential vils (diameter of inhibition zone in mm)

Essential oil LM-03 LM-04 LM-28 LM-29 LM-508 LM-766 LM-B10
C. citratius 25 1% 28 23 24 (1] 24
C. martini 17 16 17 1] 18 20 (1]

C. winterianus 16 17 |3 16 22 20 24
T vulgaris 29 32 28 28 31 iR 36

C. zeylarnicum 24 23 23 26 25 26 27
. vulgare 33 33 31 3l 30 iR 30

. hasilicum 15 16 13 (1] (1] (1] (1]
C. sativim 0 1] 0 0 0 0 0

H. suaveolens 0] ] 0 0 0 0 0

0. majorana 0 0 0 0 0 0 0

All experiments were performed in duplicate. Each disk contained 10 pL of essential oils.

Table 3 summarizes the minimum inhibitory concentrations (MICs) and minimum fungicidal
concentrations (MFCs) of the drugs tested. The MIC of the essential oil was 256 ug/mL for 83% of the
strains evaluated. However, for the main phytoconstituents, thymol and p-cymene, the MICs were
|28 pg/mL (B3% of strains) and =1,024 pg/mL (100% of strains), respectively. The MIC for the
positive control amphotericin B was 4 ng/mL for 92% of the strains investigated. All fungal strains
were capable of growing in the absence of the products, which demonstrated their viability
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{microorganism control). These results indicate that p-cymene did not show significant inhibition of
growth against strains of R. oryzae. Meanwhile, the essential oil of T, vulgaris and thymol displayed
strong antifungal activity, where thymol was twice as potent, when compared to this complex mixture,
thus confirming its antifungal potential, since essential oils with a MIC between 50 and 500 pg/mL are
considered to have strong antimicrobial activity, while MICs between 600 and 1,500 pg/mL and over
1,500 pg/mL indicate moderate and weak activity, respectively [37]. These are important results,
confirmed in the Table 4 which shows that the essential oil of T. wulgaris contain 46.6% of thymol.
This indicates that the antifungal effect is probably the result of thymol only.

After determination of the MIC, the fungicidal effect of the products was investigated. The MFC
values of the essential oil and thymol varied 512-1024 pg/mL and [28-1,024 pg/ml, respectively
{Table 3), where the MFCs of the essential o1l corresponded to 2 * MIC or 4 = MIC for the majority of
the R. oryzae strains. MFC of thymol was equal to MIC or 2 ® MIC for majority of the R. onzae
sirains K. oryzae. Comparing the MFC values of the majority of strains tested, thymol exhibited
approximately two to four times more potent fingicidal activity compared to the essential oil of T. vulgaris.

Table 3. Minimal inhibitory concentrations (MIC) and minimum fungicidal concentrations (MFC).

LM-03 256 512 128 128 =1024 4
LM-04 256 ND 128 ND =1024 4
LM-25 256 1024 128 256 =024 4
LMn-29 256 1024 128 256 =1024 4
LM-508 256 =1024 128 128 =1024 4
LM-T66 256 512 128 256 =1024 4
LM-810 256 1024 128 256 =1024 4
RO-5786 512 1024 256 256 =024 4
RO-4692 512 1024 256 1024 =024 4
RO-4565 256 =1024 128 512 >1024 2
RO-4557 256 1024 128 256 =1024 4

Earlier studies demonstrated that the essential oils of Thymus spp. display a wide spectrum of
fungicidal and/or fungistatic activity. The essential vils of T. eriocalyx and T. x-porlock, whose major
phytoconstituent is thymel (64.3 and 30.7%, respectively) exhibited strong fungistatic and fungicidal
activities against Aspergillus parasiticus [34]. In addition, the essential oll of T. spathulifolius, whose
thymol content is 36.5%, inhibited the growth of Trichophyron spp., Fusarium spp., Penicillium spp.,
Rhizopus spp., Alternaria spp. and Aspergillus spp., with MICs varying between 31 and 250 pg/mL [38].
Giordani er al. [39] carried out a study on the antifiingal potential of essential oils of various chemotypes of
T vulgaris against Candida albicans. The essential oil of the thymol chemotype of T. vulgaric was the
most potent, with a MICgpe, of 0.016 pL/mL, where the efficacy was mainly due to the high level of
thymol (63.2%). According to Klaric er al [36], both thymol and the essential oil of T, vulgaris, whose
main components are p-cymene (36.53%) and thymol (33.0%) showed strong fungicidal and/or
fungistatic activities against Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Trichoderma, Mucor and
Rhizopus. Thymol exhibited three times greater inhibition compared with the essential oil of T. wulgaris.



Anexo 4 118

Molectdes 2012, I7 14423

Many investigators have demonstrated the antifungal potential of thymel against species of yeasts
and filamentous fungi. Thymol inhibits the growth of Candida species sensitive and resistant (clinical
isolates) to azoles and amphotericin B [27,33,40], and interferes with the formation and viability of hyphae
of C. albicans [|18]. Similar results were reported for Aspergillus fumigarus and Trichaphyron rubrum
resistant to azoles and amphotericin B [26]. However, there are few studies on the antifungal activity
of p-cymene. p-Cymene and |,8-cineol have been found to be much less effective against Aspergillus spp.
and Penicillium spp., (MIC = 4 or 8%, v/v), when compared with thymol [41]. However, with regard
to opportunistic yeasts, thymol and p-cymene, alone or in combination, exhibit strong antifungal
activity against Candida spp. [33].

Comparing the phytochemical profiles of the essential oils of various species of Thymius with that of
the thyvmol chemotype of T. vulgaris used in the present study (Table 4), shows that the principal
components of the majority of Thymus species are p-cymene and thymol.

Table 4. Chemical composition of T. vulgaris essential oil.

o-Pinene i3

-Pinene 0.6

-Cymene 3R89

1.8-Cineole 1.2

Linalool I8

Peaks less than 0.1% were excluded.

According to Kalemba and Kunicka [42], antufungal activity can be classified in the following
decreasing order: phenols > aldehydes > ketones > alcohols > esters > hydrocarbons. Therefore, In
agreement with these observations, it is evident that there is a relation between the strong activity of
Thymus essential oil and the high percentage of phenolic components, such as thyvmol. Correlating
siructure with activity, it can be speculated that the fungicidal and/or fungistatic activity of the
essential oil of T vulgaris can be attributed to thymeol, its principal constituent, especially the hydroxyl
group of this compound, since p-cymene (benzene), the second major component, does not possess
substantial antifungal activity. This would explain the lower potency of the oil when compared 1o
thymol, supporting the idea that the efficacy of essential oils depends on its chemical composition,
mainly phenolic components. These results are of great importance, because they facilitate the
utilization of individual components, insiead of a mixture, giving more predictability and probably less
collateral effects.

Macromolecules whose functionality is related to growth, survival, virulence or cellular
morphogenesis are pointed out as promising targeis for new antifungal agents [43]. Thus, taking into
consideration the promising antifungal activity of the oil essential of T. vulgaris and of its major
phytoconstituent, thymaol, the effect of different concentrations of these substances on mycelial growth
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and the germination of sporangiospores of K. orvzae (RO-4537) was investigated. The results obtained
demonstrated that the essential oil, thymol and amphotericin B at concentrations equal to MIC and
2 = MIC significantly reduced the dry mycelial mass of R. oryzae (Figure 1), with the following
percentages of inhibition: 535 £ 6% (MIC of EQ), 66 £ 2% (2 = MIC of EQ), 61£9% (MIC of thymaol),
67 = 12% (2 = MIC of thymel), 29 = 3% (MIC of amphotericin B) and 37 = 3% (2 = MIC of
amphotericin B) when compared with the normal control of RO-4557. These results suggested that the
substances evaluated inhibited normal mycelial development of R. oryzae at all concentrations tested.
These results corroborate the data obtained by some researchers who have investigated the antifungal
potential of essential oils in inhibiting the mycelial growth of pathogenic and non-pathogenic fungi [24,34].
The essential oils of two varieties of thyme, Thymus eriocalyx and Thymus x-porlock, inhibited the
mvcelial growth of dspergillus parasiticus [34]. Recently, our research group showed that the essential
oll of C. winterianus inhibited the mycelial development of Trichophyion mentagrophytes [24].

Figure 1. Effect of T. vulgaris essential oil, thymol and amphotericin B on mycelial
growth of R0O-4557.

0.157
Bl Conirol

£ BB EO- 256 pg/mL (CIM)
‘_-: 0.10- B3 E0-512 ug/mL (2 x CIM)
2 = ES Thymol -128 pg/mL (CIM)
by en B Thymol - 256 ug/mL (2 x CIM)
Z 0.0 e T [0 AMB - 4 pg/mL (CIM)
4 = % AMB - 8 pug/mL (2 x CIM)
- \

0.00- \\

Products
Results are expressed as mean = standard error of the mean (S.EM.) of three experiments.
**% p < 0.0001, ** p < 0.00] and * p < 0.05 compared with control group (Student’s t-test).

The results reported to date can be considered of great relevance, due to the importance of mycelial
growth in the development of mucormycosis, since the fungi of the order Mucorales, including the
species of Rhizopus, the main causative agent of these infections, are characterized by an erect aerial
mvcelium, described as fibers or “cotton candy™, which grow well and rapidly [7]. These fungi cause
extensive angiocinvasion, which is a striking characteristic, infiltrating through the blood vessels,
resulting in thrombosis of the vessels and tissue necrosis [1,44]. Mucormycosis, fungal infections that
are often fatal, begin by contact with the host through aerial sporangiospores, which initiate the
infectious process with the germination of sporangiospores and formation of mycelium. Thus, the
study of the germination of sporangiospores has great implications in clinical practice, because It is
possible to develop new therapeutic approaches that block the infection at its onset [45]. In this
perspective, the effect of the essential oil of T. wulgaris and its principal phenolic component on the
germination of the sporangiospores of RO-4537 was investigated. The effects of different
concentrations (MIC and 2 = MIC) of T. vulgaris essential oil, thymeol and amphotericin B on the
germination of sporangiospores are shown in Figure 2. At all concentrations tested, the essential oil,
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thymeol and amphotericin B exerted a strong inhibitory effect on the germination process of the
sporangiospores of R, orpzae, where the percentage of inhibition varied between 94 and 100%.

Figure 2. Effect of T. vulgaris essential oil, thymol and amphotericin B on the germination
of sporangiospores of R0O-4557,
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Results are expressed as mean = S.E.M. of three experiments. *** p < 0.0001, compared with
control group (Fisher's exact test).

The antifungal potential of essential oils in inhibiting the germination of sporangiospores has been
extensively studied. It has been reported that the essential oil of C. winrerianus has a strong inhibitory
effect on the germination of conidia of T. mentagrophyies [24]. The essential oil of C. zevlanicum was
shown to inhibit the germination of the conidia of 4. fumigatus, 4. flavus and 4. niger [46]. Also, in
view of the importance of the germination of sporangiospores of Rhizopus as the primary cause of
zygomycosis, some studies have reported on the inhibitory effect of certain drugs on this process.
Lovastatin produces a significant delay in the germination of sporangiospores of Rhizomucor pusillus [47].
Additionally, statins (lovastatin, sinvastatin, rosuvastatin and atorvastatin) were reported to inhibit the
germination of sporangiospores of fungi of the class of zygomycetes [48]. It has been found that
N-acetyl-cysteine and its derivatives inhibit the germination of sporangiospores of different zygomycetes,
especially R oryzae [49]. The results obtained in this study corroborate those observed in previous studies,
thus revealing the antifungal potential of the essential oil and thymol in blocking the infection induced by
R. oryzae soon after onset, since they significantly inhibit the germination of sporangiospores.

Considering the lipophilic nature of essential oils and of their phenolic components, as well as the
interaction of these products with biological membranes, it was decided to investigate the participation
of membrane sterols in the antifungal effect exeried by the essential oil of T. vulgaris and thymol.
Ergosterol is the principal sterol present in veasts and filamentous fungi, where it is necessary for the
growth and normal function of the fungal cell membrane. Besides controlling the fluidity, asymmetry
and integrity of the membrane, ergosteral contribuies to the proper functioning of enzymes bound to
the membrane [50]. The majority of existing drugs for the treatment of fungal infections target the cell
wall or plasma membrane directly or indirectly, particularly ergosterol and its biosynthesis [43,50].
Therefore, an interaction assay was performed with ergosterol, present only in fungal membranes, and
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cholesterol, present in the cell membrane of mammals. This method is based on the exposure of a test
compound to exogenous sterols, where an affinity for sterols will lead to the rapid formation of a
complex, thereby impeding complexation with sterols of the membrane and resulting in an increase in
MIC [51]. The MICs of the essential o1l and thymol against K. oryzae increased four and eight times in
the presence of 200 and 400 ug/mL ergosterol, respectively. With cholesterol, the MICs of the drugs
increased fourfold for both concentrations. Amphotericin B, the positive control that has a known
interaction with ergosterol, showed a 256-fold higher MIC in the presence of this sterol. A similar
interaction was seen in the presence of cholesterol (Table 5).

Table 5. Effect of EQ of T wulgaris, thymol and amphotericin B against R. oryzae

(RO-4557) in absence and presence of sterols.

EQ 256 1024 2048 1024 1024
Thymaol 128 512 1024 512 512
AMB 4 1024 1024 512 1024

All experiments were performed in triplicate.

The action of essential oils and their phenolic components on the cell membrane has been widely
studied. The essential oils of Thymus spp., especially T. zygis and T. vulgaris and their components,
such as carvacrol, thymel and p-cymene, have displayed potent fungicidal activity against Candida spp.,
resuliing mainly in extensive damage to the cell membrane [33]. The essential oils of T. eriocalyx and
T. x-porlock have been shown to cause irreversible damage to the cell wall, organelles and cell
membrane of 4. parasiticus [52]. There are few studies on the direct interaction of essential oils and
their phytoconstituents with ergosterol of the membrane, although there is a large variety of
biologically active compounds, such as polyenes, whose main representative is amphotericin B, which
binds directly to ergosterol and forms pores that destabilize the membrane, resulting in eventual loss of
intracellular material and cell Iysis [43,53].

The results obtained suggest that the mechanism of the antifungal action of the essential oil and
thymol involves a direct interaction with ergosterol, which leads to the disruption of the fungal
membrane and loss of intracellular contents. However, such action is not selective, since there is also
an interaction between the study products and cholesterol. This also holds true for amphotericin B,
which has a amphipathic character, thus possessing the capacity to bind to both sterols incorporated in
cell membranes, ergosterol and cholesterol, resulting in toxicity to mammalian cells and particularly
causing nephrotoxicity [43,53,54].

3. Experimental
3.1, Plant Essential Oil and Drugs

Plant essential oils of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (capim santo), Cinnamomum zeylanicum
Blume (canela), Coriandrum sativum L. (coentro), Origanum maforana L. (manjerona) and
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Origanum vulgare L. (oregano) were obtained from Ferguima Industria e Comercio Leda. (Vargem
Grande Paulista, 580 Paulo, Brazil); essential oils of Cymbopogon martini (palmorosa), Oeimum basilicum
(manjericio) and Thymus vulgaris L. (tomilho) were obtained from Laszlo Aromaterapia Litda.
(Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil); Cyvmbopogon winterianus Jowitt ex Bor (citronela) and
Hyptis suaveolens L. (alfazema brava) were obtained from the Experimental Plant Collection,
Department of Agriculture, Center of Technologist Training, Federal University of Paraiba,
Bananeiras, Brazil. The purity of oils was determined by percent composition of major active compounds
as revealed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) (data not shown). The major compounds
of T. vulgaris, thymol and p-cymene, and amphotericin B (positive control) were acquired from
Sigma-Aldrich® (340 Paulo, SP, Brazil). The essential oil of T. vulgaris and its phytoconstituents were
dissolved in 2% Tween 80 (INLAB/Industria Brasileira, 580 Paulo, SP, Brazil) and amphotericin B in
% dimethyl] sulfoxide (DMS0) in sterile distilled water to obtain 1,024 ug/mL solutions.

3.2, Essential Ol Analysis

The composition of essential oils was analyvzed using GC-MS on a Shimadzu GC-1TAMS
QP3030A (GC/MS system) apparatus equipped with a HP-1 column (30 m = 0.25 mm id, 0.25 um film
thickness). Helium was employed as the carrier gas at a flow rate of 1.0 mL/min; column inlet pressure was
48.7 kPa; linear velocity = 36.0 cmv/'s; total flow rate was 30 mL/min; carrier flow rate was 24 mL/min;
injector temperature was 250 °C; detector temperature was 250 °C; column temperature was
40 (3 min)—150*C (| min) at 3 *C/min, then 150-250 *C at |0 *C/min (10 min). For GC-MS detection
an electron ionization system was used with lonization energy of 70 V. Samples were diluted /1000 (v/v)
in hexane and 1.0 pL were injected in the splitless mode [55]. The compounds were identified by
comparing their fragmentation patterns detected in the mass spectra with those in the NIST 98 mass
spectrometry library (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA) and
with reports from the literature. The quantification of the components was based on the percentage of
peak area of each component in relation to the total area of all standardized peaks in the chromatogram.

1.3, Mold Strains

In the antifungal tests, we used eight strains of & oryzae (LM-03, LM-04, LM-25, LM-28, LM-29,
LM-3508, LM-766 and LM-810), which were isolated, identified and stored in the Mycology
Laboratory of the Department of Pharmaceutical Sciences, Center of Health Sciences, Federal
University of Paraiba, and four strains of R. oryzae (R0O-4557, R0O-4565, R0O-4692 and RO-3786)
obtained from the Culture Collection—URM, of the Department of Myeology, Federal University of
Pernambuco, Recife, PE, Brazil. The fungi were stored on potato dextrose agar (PDA—Difco
Laboratory, Detroit, MI, USA) at 4 °C until used in tests,

3.4 Tnoctlum

The inoculum preparation was adapted from Dannacui er al [29] and Espinel-Ingroff e al. [56].
The fungi were grown at 28 *°C on Sabouraud dextrose agar (SDA) (Difeo) until they were judged to
have formed maximal numbers of sporangiospores (5 days). The stock sporangiospore suspensions
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were preparad by washing the surface of the slants with 5 mL of sterile saline and shaking suspensions
for 5 min. The resulting mixture of sporangiospores and hyphal fragments was withdrawn and
transferred to a sterile be. Afier heavy particles were allowed to settle for 3 to 5 min, the upper
homogeneous suspension was collected and vortexed for 15 s. The resulting sporangiospore
suspension was counted with a hemocytometer, where it was adjusted to 10® sporangiospores/mL.

3.5, Disk Diffusion Assay

The disk diffusion assay was performed to determine the sensitivity of fungal strains to the
antifungal drugs and essential oils [57,58]. Briefly, | mL of spore suspension {IDE' sporangiospores/mL)
was spread onto SDA plates and filter paper discs (Sensiobiodisc, CECON/SP) impregnated with
|00 pL of essential oils, whereas for drug sensitivity, antifungal drug disks (10100 pg/disk,
CECON/SP), were mountad on the agar surface and the plates were incubated at 28 = 2 °C for 2 days.
Each experiment was conducted in duplicate and average zone size was measured. The antifungal
activity of the products was considered positive when the arithmetic mean was greater than or equal to
10 mm of at least 50% of all strains tested. The essential oil with the best antifungal profile was chosen
to characterize the antifingal activity in vitro.

3.6, Determination of MIC and MFC

The broth microdilution assay with some meodifications as adapted by Dannaoui er al. [29] and
Espinel-Ingroff et al [56] was performed to determine the MIC of T. vulgaris essential oil, thymol,
p-cymene and amphotericin B against R orpzae. On the day of the test, sterile 96-U-shaped-well
microplates were used and each well of the plates contained |00 pl of Sabouraud dextrose broth
(5DB) (Difco Lab.). Afterwards, 00 ul of the products (1,024 pg/mL) were added to the first wells.
MWext, serial twofold dilutions in culture medium were prepared to obtain concentrations ranging from
0.25 to 1,024 pg/mL. Finally, |0 pL of fungal inoculum were added to all wells. The microplates were
incubated at 28 *C and MICs were determined visually after 48 h incubation. The MIC was determined
from three independent experiments and was defined as the lowest drug concentration that showed
absence of growth or complete fungal growth inhibition (100% inhibition). Negative control (without
drugs) was performed to confirm the viability of the sporangiospores. Sensitivity control for Tween 80
and DMS0 was also performed. The MFC was determined for the drugs that showed strong antifungal
activity. After determining the MIC, 10 pL were subcultured from each well that showed complete
inhibition (100% or an optically clear well) on SDA plates. The plates were incubated at 28 °C for 24 h,
and the MFC was the lowest thyme and thymol concentration that showed either no growth or fewer
than three colonies to obtain approximately 99 to 99.5% killing activity. The MFC was determined

from three independent experiments on different occasions.
3.7. Effecis on Myeelial Growth

The analysis of the interference of T. vulgaris essential oil, thymol and amphotericin B on mvceelial
growth was performed by determining the dry mycelial weight of . oryzae 4557 [39,60]. Sterile tubes
containing 4.5 mL of the drugs at concentrations corresponding to the MIC and 2 * MIC in SDDB, were
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inoculated with .5 mL of a suspension of 10 sporangiospores/mL. A control experiment was
performed with sterile distilled water instead of the drugs. The tubes were incubated at 28 °C for five
days. Cultures were filtered through sterile filter paper (retention of particles: 11 um). The myeelia
were dried at 60 °C for |0 min. The filter paper containing dry mycelium was weighed and the dry
mycelinm weight was expressed in grams for three independent experiments.

3.8, Sporangiospore Germination Assay

Sporangiospore  germination was performed according to Sharma and Tripathi [60] and
Shiosaki er al. [61] with some modifications. The essential oil, thymol and amphotericin B (positive
control) were tested to evaluate the effectiveness of these products on inhibiting the germination of
R. oryzae (RO-4357). A negative control was performed. Doubly concentrated SDDB (300 uL)
containing the drugs at concentrations corresponding to the MIC and 2 * MIC was added to sterile
tubes. They were mixed with 300 pl of fungal suspension of 10° sporangiospores’'mL  and
immediately incubated at 28 *C. Samples were taken at 24 h for analysis. The number of germinated
and ungerminated sporangiospores was determined in a hemocytometer and the percentage of
sporangiospores germinated was determined. The test was performed in three independent experiments.

3.9 Membrane Sterols Assay

To determine if T. vulgaris L. essential oil and thymol interacts with ergostercl, the MIC of the
products against R oryzae (R0O-4357) was determined by the microdilution method previously
described, in the presence and absence of different concentrations (200 and 400 pug/mL) of ergosterol
and cholesterol (Sigma-Aldrich®, S3o Paulo, SP, Brazil). Amphotericin B was used as the control drug
for ergosterol tests. MIC was determined after 5 days. This assay was performed in triplicate [31].

310, Statistical Analysis

The results are expressed as mean = S5.EM. Differences between the means were statistically
compared using Student’s t-test or Fisher’s exact test. The values were considered significantly
different when p < 0.05.

4. Conclusions

On the basis of the data presented, the essential oil of T. wwlgaris and its phenolic component,
thymol, have promising fungicidal and/or fungistatic activity, whereby they are capable of inhibiting
an infection at its onset. Such activities can be related to an interaction with ergosterol, a sterol present
in the cell membrane of R. oryzae, which plays an important role in the growth and normal function of
the cell membrane of these fungi. Therefore, these thyme products, especially thymol, may represent
new alternative therapeutic agents in the treatment of mucormycosis. However, there 1s a need for
maore studies aimed at correlating their potent antifungal activity {n vitro and in vivo and proving their
safety for clinical application.
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