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RESUMO

Espécies de Aspergillus sao causa de um elevado numero de infecgdes fungicas de dificil tratamento,
apresentando expressivo numero de 6bitos devido complicagdes nos quadros severos de infeccao. O objetivo
foi avaliar a agao antifingica do carvacrol contra espécies de Aspergillus, assim como avaliar as interagcoes
quando associado com a anfotericina B ou com o cetoconazol. A atividade antifingica do carvacrol foi avaliada
pelo método da microdiluicdo em caldo. As combinagbes das substancias foram realizadas pela metodologia
do checkerboard, para determinacao do Indice da Concentracéo Inibitéria Fracionada. O carvacrol apresentou
atividade antifingica contra todas as cepas de Aspergillus utilizadas nos ensaios. Nas associacbes das
substancias apenas uma combinacdo do carvacrol com a anfotericina B apresentou resultado satisfatério. As
combinagdes do carvacrol com o cetoconazol ndo demonstraram bons resultados. Conclui-se que o carvacrol é
um bom candidato a farmaco antifiingico devido sua boa atividade contra Aspergillus demonstrada no presente
estudo, assim como em outros trabalhos na literatura. Sua combinagéo in vitro com a anfotericina B ou com o
cetoconazol ndo apresentaram vantagens frente a utilizacao isolada dos antifungicos.

Palavras-chave: Aspergillus; Antifingicos; Oleo essencial; Combinagéo.
ABSTRACT

Aspergillus species are a cause of a high number of fungal infections of difficult treatment, presenting
an expressive number of deaths due to the complications in the severe cases of infection. The objective was to
evaluate the antifungal action of carvacrol against Aspergillus species, as well as to evaluate the interactions
when associated with amphotericin B or ketoconazole. The antifungal activity of carvacrol was evaluated by the
broth microdilution method. The combinations of the substances were performed by the checkerboard
methodology, to determine the Index of Fractional Inhibitory Concentration. Carvacrol showed antifungal activity
against all Aspergillus strains used in the trials. In combinations of substances, only a combination of carvacrol
and amphotericin B presented satisfactory results. Combinations of carvacrol and ketoconazole have not shown
good. It is concluded that carvacrol is a good candidate for the antifungal drug because of its good activity
against Aspergillus demonstrated in the present study, as well as in other studies in the literature. Their
combination in vitro with amphotericin B or ketoconazole did not present any advantages over the use of

antifungal drugs alone.

Keywords: Aspergillus; Antifungals; Essential oil; Combination.
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INTRODUCAO

Os microorganismos  do  género
Aspergillus sao fungos aéreos amplamente
distribuidos. Tais microorganismos  sao
documentados como causa de quadros simples
de sindromes alérgicas, porém podem ser causa
de casos mais graves como infecgbes
oportunistas invasivas (Vermeulen et al., 2014).
As infecgbes invasivas por  Aspergillus
representam as maiores taxas de morbidade e
mortalidade entre pacientes severamente
imunocomprometidos (Steinbach et al., 2012).

Espécies do género sao relatadas como
causa de infecgdes pulmonares (Borges et al.,
2016), aspergilose broncopulmonar alérgica,
aspergilose pulmonar crénica, sinusite (Fortun et
al, 2012) e osteomelite em pacientes
imunodeprimidos (Gomes et al., 2013). Embora
escassos casos de pacientes imunocompetentes
que adquiriram a aspergilose invasiva também
sdo relatados (Asare et al, 2013). Asperqgillus
fumigatus € documentada uma das espécies
mais envolvidas em casos de acometimento de
pacientes imunocomprometidos, considerada a
principal espécie causadora de aspergilose
invasiva, sendo responsavel por 50 a 90 % dos
casos (Gibbons e Rokas, 2013).

O género Aspergillus utiliza de diversos
mecanismos de viruléncia. O entendimento de
tais mecanismos é fundamental no
desenvolvimento de estratégias de investigacao
para combater as infeccdes causadas por estes
fungos, assim como tratamentos eficazes. Os
principais fatores de viruléncia sdo relacionados
a estrutura fungica, a libertacdo de proteases e

aos  alérgenos. Entretanto, = mecanismos
utilizados pelo fungo para se evadir do
reconhecimento  imunolégico também sao

considerados importantes no estabelecimento da
infeccao (Chotirmall, et al., 2014). As micotoxinas
sdo importantes metabdlitos produzidos por
Aspergillus no processo de contaminagdo em
alimentos. Quando ingeridas frequentemente
podem induzir problemas nefrotdéxicos e
carcinogénicos (Garmendia e Vero, 2016).

O uso recorrente dos agentes
antifingicos desperta preocupacdes devido a
selecdo de cepas resistentes (Sahu et al., 2013;
Srinivasan et al., 2014). Os triaz6is séao o pilar do
tratamento da aspergilose, embora a resisténcia
a esses agentes antifungicos possa estar
associada a ineficiéncias nos tratamentos.

Infecgbes refratarias muitas vezes exigem uma
mudanga para outros agentes antifungicos (Kano
et al, 2016). A anfotericiha B é também
frequentemente utilizada para o tratamento da
aspergilose (Fortun et al., 2012).

Novas alternativas para o controle de
infeccbes  fangicas tem sido  buscadas
atualmente, sobretudo frente aos insucessos nos
tratamentos com antifingicos convencionais,
devido ao surgimento de resisténcia pelos
fungos. Novas perspectivas envolvem o uso de
produtos obtidos de origem natural com atividade
antimicrobiana (Castro e Lima, 2011).

A pesquisa de novas moléculas com
potencial de atividade biolégica surge como
importante ferramenta terapéutica, permitindo
tanto explorar novos alvos terapéuticos, como
propor novas formas de atuar sobre alvos
terapéuticos ja estabelecidos (Fuentefria et al.,
2016). Recentemente, tem-se buscado utilizar os
Oleos essenciais ou seus constituintes isolados
para o tratamento de infecgdes fungicas
(Pekmezovic et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi avaliar a acao
antifangica do carvacrol contra espécies de
Aspergillus, assim como avaliar sua interacdo
guando associado com a anfotericina B ou com o
cetoconazol.

MATERIAL E METODOS

2.1. Determinacéao da Concentracgao Inibitéria
Minima

Para realizacdo dos testes foram
utilizadas nove cepas fungicas de Aspergillus: A.
flavus LM-26, A. flavus LM-3, A. flavus LM-247,
A. flavus LM-210, A. flavus LM-2, A. flavus
ATCC-13013, A. fumigatus ATCC-46913, A.
fumigatus ATCC-16913, A. fumigatus IPP-210.

A determinacdo da  Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pela técnica
da microdiluicdo em caldo, utilizando como meio
0 caldo sabouraud dextrose (Castro e Lima,
2011; Cortez et al., 2015). O in6culo fungico foi
preparado contendo aproximadamente 1-5 x 10°
conidios/mL, com o auxilio do hemocitémetro
(Abbaszadeh et al., 2014). A concentracao inicial
do carvacrol testada foi 1024 pg/mL e diluida
seriadamente 1:2 até a concentracao final de 8
pMg/mL. As concentragdes iniciais da anfotericina
B e do cetoconazol foram de 1024 pg/mL e
diluidas seriadamente 1:2 até a concentracéo
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final de 1 pg/mL.

Os experimentos foram conduzidos com
inéculo contendo 1-5 x 10° conidios/mL em cada
cavidade da placa de microdiluicdo. As solucdes
foram preparadas com o auxilio de DMSO
(dimetilsulféxido). Controles positivos com DMSO
nas mesmas concentragdes utilizadas no teste
foram realizados.

Os ensaios foram incubados, em estufa a
aproximadamente 35 °C, durante 48 horas. Foi
considerada como CIM, a menor concentragao
da substancia testada capaz de produzir inibicao
visual do crescimento das cepas fungicas
utilizadas nos ensaios microbiologicos (CLSI,

2008).

2.2. Associacao das substancias

Para realizacdo da associacdo do
carvacrol com a anfotericina B ou com o
cetoconazol foram preparadas, separadamente,
diferentes solugbes do carvacrol e dos
antifingicos nas concentragbes de CIMx8,
CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4 e CIM/8.

O estudo das associacdes foi realizado
pela técnica do checkerboard para determinagéo
do Indice da Concentragao Inibitéria Fracionada
(ICIF), utilizando placas estéreis de microdiluicdo
com 96 cavidades. As solucdes foram
distribuidas na placa de forma que todas as
concentracoes da substancia A (carvacrol), na
horizontal, combinassem com todas as
concentracoes da substancia B (anfotericina B ou
cetoconazol), na vertical.

O experimento da associacdao foi
conduzido com inéculo contendo
aproximadamente 1-5 x 10° conidios/mL em cada
cavidade. Para realizagao das associa¢des foram
utilizadas duas cepas fungicas de Aspergillus.

Os ensaios foram incubados em estufa, a
35 °C, por 48 horas e ap6s esse periodo foi
determinada a CIM da associacao.

O ICIF foi calculado através da equacgao;
ICIF = CIF* + CIF®. Onde Concentragao Inibitéria
Fracionaria® (CIF") foi calculado pela relagao;
CIM* combinado/CIM* sozinho, enquanto que o
CIF® = CIM® combinado/CIM®  sozinho
(Hemaiswarya et al., 2008; Silva et al., 2011).
Sendo A o carvacrol, e B a anfotericina ou o
cetoconazol.

O ICIF foi classificado da seguinte forma:
sinergismo  (£0,5), indiferenga (>0,5<4) e
antagonismo (= 4) (Hemaiswarya et al., 2008;
Silva et al., 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que o carvacrol apresentou
atividade antifungica contra todas as cepas de
Aspergillus  utilizadas no ensaio, sendo
observados alguns resultados com agdo mais
eficaz que o cetoconazol. O cetoconazol e a
anfotericina B inibiram o crescimento de todas as
cepas (Tabela 1).

A associacdo do carvacrol com a
anfotericina B contra A. flavus ATCC-13013
apresentou sinergismo, porém 0 mMesmo
resultado nao foi observado na mesma
associacdo contra A. fumigatus ATCC-16913
(Tabela 2). As associa¢des do carvacrol com o
cetoconazol contra A. flavus ATCC-13013 e A.
fumigatus ATCC-16913 foram indiferente e
antagénica, respectivamente (Tabela 3).

O carvacrol  (5-isopropil-2-metilfenol)
juntamente com o timol (2-isopropil-5-metilfenol)
sdo os constituintes majoritarios dos 0Oleos
essenciais de alguns exemplares da familia
Laminaceae, como orégano (Origanum vulgare)
e o tomilho (Thymus vulgaris), sendo sintetizados
por essas espécies como uma ferramenta de
defesa quimica contra a acdo de
microorganismos fitopatogénicos (Numpaque et
al., 2011). Desse modo, a eficacia antifungica in
vitro do carvacrol possa ser decorrente dessa
finalidade.

Os 6leos essenciais juntamente com seus
constituintes isolados, a exemplo do carvacrol,
sdo comumente relatados  apresentando
atividade antifungica contra uma ampla gama de
fungos (Numpaque et al, 2011; Simovi¢ et al.,
2014). Tal atividade pode ser utilizada como uma
alternativa mais segura aos farmacos
convencionais (Simovi¢ et al., 2014).

Em concordancia com as concentracbes
inibitérias encontradas no presente estudo,
Abbaszadeh et al. (2014) apontam a atividade
antifangica do carvacrol contra A. flavus e A.
fumigatus, obtendo CIM igual a 100 pg/mL.

A atividade antifungica do carvacrol é
relacionada, por diversos autores, com a sua
capacidade de atuar na membrana celular
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fungica causando um desequilibrio i6nico e
omeostatico acarretando no colapso e morte
celular (Numpaque et al., 2011; Simovi¢ et al.,
2014).

Ha um desequilibrio entre 0o nimero de
novos antifingicos encontrados e o surgimento
de resisténcia fangica. Tal fato tem incentivado
diversos ensaios in vitro da combinagdo de
antifungicos. Relatos de associagbes sinérgicas
demonstram vantagens frente a monoterapia,
tais como; aumento no espectro e na poténcia da
atividade da substancia, reducao de doses de
substancias toxicas e reducdo do risco de
surgimento de resisténcia. Por outro lado, uma
interacdo  antagbnica da associagdo de
substancias antifingicas pode aumentar o risco
de toxicidade e diminuir a atividade antifungica
das substancias. Desse modo, € de grande
importancia para a pratica clinica a determinacéo
da interacdo antagénica in vitro entre agentes
antifangicos (Campitelli et al., 2017).

Apesar da busca por atividade sinérgica
de associagdes de antifungicos, alguns estudos
relatam interagdes divergentes nas associacdes
in vitro das substancias, variando de efeito
sinérgico ao antagonismo (Martin-Pefa et al.,
2014; Campitelli et al., 2017).

Os resultados encontrados no presente
ensaio estdo de acordo com a literatura. Estudos
tém apontado associagdo de substancias de
origem natural, como os éleos essenciais, com a
anfotericina B sendo observada atividade
sinérgica. Em seu estudo EI-Ahmady et al. (2013)
realizou a associacao da anfotericina B com 6leo
essencial de tomilho contra Aspergillus,
indicando atividade sinérgica na associagao das
substancias, assim como também efeito aditivo.
Mahboubi e Bidgoli (2010) indicaram atividade
sinérgica na associacao do 6leo essencial de
Myrtus communis com a anfotericina B, contra
Aspergillus e Candida albicans.

Freitas et al (2013) realizaram a
combinagdo do carvacrol com antifagicos, por
metodologia diferente da adotada em nosso
trabalho, demonstrando atividade indiferente na
combinacdo do carvacrol com a anfotricina B. A
combinacdo do carvacrol com a nistatina
apresentou atividade semelhante, pois a
atividade das substancias associadas
permaneceu a mesma de quando utilizadas
isoladamente. Em contrapartida a associagéo do
carvacrol com o benzoilmetronidazol demonstrou

que a CIM do benzoilmetronidazol foi elevada em
oito vezes quando comparada com a sua CIM
isolada, considerada combinagao antag6nica.

CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente
estudo demonstraram que o carvacrol € um
promissor candidato a farmaco antifungico. Sua
combinacdo com a anfotericina B, assim como
demonstrada por outros estudos, pode ser uma
alternativa futura no combate das infecgbes por
Aspergillus. Enquanto que o resultado da sua
associagdo com o cetoconazol ndo apresentou
vantagens frente a monoterapia.
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Tabela 1. CIM do carvacrol, da anfotericina B e do cetoconazol contra Aspergillus.

CEPA CIM carvacrol CIM anfotericina CIM cetoconazol

A. flavus LM-26 64 ug/mL 16 pyg/mL 16 pyg/mL

A. flavus LM-3 32 ug/mL 2 yg/mL 16 pyg/mL

A. flavus LM-247 32 pg/mL 2 yg/mL 16 pyg/mL

A. flavus LM-210 256 pg/mL 2 yg/mL 32 pyg/mL

A. flavus LM-2 32 pg/mL 2 pg/mL 32 pyg/mL

A. flavus ATCC-13013 64 ug/mL 2 pyg/mL 16 pg/mL

A. fumigatus ATCC-46913 32 ug/mL 2 yg/mL 32 pg/mL
A. fumigatus ATCC-16913 32 yg/mL 2 yg/mL 128 pyg/mL
A fumigatus IPP-210 16 pyg/mL 2 yg/mL 1024 pg/mL

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 2. Associacdo do carvacrol com a anfotericina B.

CIF ~
Cepa CIF carvacrol anfotericina ICIF Interacao
A. flavus ATCC-13013 0,125 0,125 0, 25 Sinergismo
A. fumigatus ATCC-16913 0,125 1,0 1,125 Indiferenca

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 3. Associacdo do carvacrol com o cetoconazol.

CIF ~
Cepa CIF carvacrol cetoconazol ICIF Interacao
A. flavus ATCC-13013 1,0 0,125 1,125 Indiferenca
A. fumigatus ATCC-16913 8,0 0,25 8,25 Antagonismo

Fonte: Dados da pesquisa.
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