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RESUMO

A mucormicose € uma infecgdo incomum que pode afetar varios sistemas como o respiratorio, cutaneo,
gastrointestinal, sistema nervoso central e 6rgéos profundos e apresenta altas taxas de mortalidade que podem
variar de 70% a 100%. Os fungos do género Rhizopus sé@o 0s responsaveis pelo maior nimero de casos dessa
doenga, tendo as espécies Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus como principais agentes etiolégicos. O
objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antifingica do fitoconstituinte timol contra cepas de Rhizopus,
assim como avaliar a associacdo do monoterpeno timol a Anfotericina B. A avaliacdo da atividade antifingica
se deu através da determinagéo da Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Fungicida Minima
(CFM), enquanto que a associacao foi realizada pela metodologia de Checkerboard. A CIM do timol contra as
cepas de Rhizopus foi de 256 pug/mL, enquanto que a CFM variou entre 512 ug/mL a 1024 pg/mL. O indice da
Concentragéo Inibitéria Fracionaria (ICIF) da associa¢do do timol com a anfotericina B foi 2,5 indicando que a
associagao entre o fitoconstituinte e o farmaco foi indiferente. Diante dos resultados obtidos, o timol apresentou
atividade antifingica frente as cepas testadas e sua acao foi indiferente, quando associado a anfotericina B,
nas condi¢des avaliadas.

Palavras-chave: Associacéo, Anfotericina B, Timol, Fungos, Rhizopus.
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ABSTRACT

Mucormycosis is an uncommon infection that can affect several systems such as respiratory,
cutaneous, gastrointestinal, central nervous system and deep organs and has high mortality rates which can
vary from 70% to 100%. Fungi of the Rhizopus genus are responsible for the largest number of cases of this
disease, with the species Rhizopus oryzae and Rhizopus microsporus as the main etiological agents.The aim of
this study was to investigate the antifungal activity of thymol phytoconstituent against Rhizopus strains, as well
as to evaluate the association of thymol monoterpene to Amphotericin B. The evaluation of the antifungal
activity occurred through the determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum
Fungicidal Concentration (CFM), while the association was performed by the Checkerboard methodology. The
thymol MIC against the Rhizopus strains was 256 ug/mL, while the CFM ranged from 512 ug/mL to 1024 ug/mL.
The Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) of thymol association with amphotericin B was 2.5
indicating that the association between the drug and phytoconstituent was indifferent. In front of the results
obtained, thymol presented antifungal activity against the strains tested; and its action was indifferent when
associated with amphotericin B in the conditions evaluated.

Keywords: Association, Amphotericin B, Thymol, Fungi, Rhizopus.

INTRODUGCAO

Os neutrofilos sdo a principal defesa contra estes
fungos nos tecidos do hospedeiro. Assim, 0s
individuos imunocomprometidos, sdo
susceptiveis a  proliferacdo  fangica e
consequente desenvolvimento da mucormicose
gue pode apresentar-se nas formas clinicas: rino-
cerebral, pulmonar, gastrointestinal, sistema
nervoso central, subcutanea e de forma

A mucormicose € uma infecg¢do fungica
incomum que pode afetar diversos sistemas,
incluindo o respiratério, cutaneo, gastrointestinal,
sistema nervoso central e érgdos profundos (Al-
Otaibi et al., 2016).

Esta doenca tem emergido como uma
infeccdo potencialmente fatal de progressao

rdpida e com altas taxas de mortalidade
(Petrikkos; Skiada; Drogari-Apiranthitou, 2014).

Fungos da familia Mucorales séo os
principais agentes responsaveis pelo
desenvolvendo dessa doenga, sendo o género
Rhizopus (figura 1) o responséavel pelo maior
namero de casos, tendo as espécies Rhizopus
oryzae e Rhizopus microsporus como principais
agentes etioldgicos (Harrasser et al., 2014).
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Figura 1. Representacdo micromorfolégica de
Rhizopus spp.
Fonte: Adaptado de RIBES; VANOVER-SAMS;
BAKER, 2000.

disseminada (Costa et al., 2011; Pak et al., 2008;
Souza et al., 2014)

Independentemente do érgdo atingido por
esta micose, a Anfotericina B (figura 2) é o
farmaco de escolha, ja que outros antifingicos
ndo se mostram eficazes contra estes

microrganismos (Harvey; Champe; Fisher, 2008).
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Figura 2. Estrutura quimica do farmaco
Anfotericina B.
Fonte: FALCI; PASQUALOTTO, 2015.

A Anfotericina B se caracteriza por ser um
antibiético poliénico com atividade contra amplo
espectro de fungos. Entretanto, possui varios
efeitos adversos que contribuem para a baixa
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adesdo ao tratamento como calafrios, febre,
nauseas, vomitos, cefaleia, hipotenséo,
tarquicardia, dispneia, além da nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade e toxicidade hemataldgica
(Falci e Pasqualotto, 2015).

Levando em consideracdo a grande
guantidade de efeitos adversos observados
acerca de Anfotericina B para o tratamento de
mucormicoses e a necessidade de outras
alternativas terapéuticas eficazes, a busca por
novas por novas formas e produtos para o
combate a este tipo de infeccdo é essencial.

Dentre as possiveis novas alternativas
tém-se 0 monoterpeno timol (2-isopropil-5-
metilfenol) (figura 3), que apresenta atividade
antimicrobiana comprovada contra diversos
microrganismos, sendo o principal monoterpeno
fenol isolado em Oleos essenciais de plantas da
familia Lamiaceae, incluindo os géneros Thymus,
Ocimum, Origanum e Monarda (Marchese et al.,
2016).

OH CHj
CHs

HaC

Figura 3. Estrutura quimica do monoterpeno
Timol.
Fonte: SOUZA; FERRAZ-FREITAS; OLIVEIRA, 2015.

Os farmacos podem ser utilizados de
forma isolada ou associada, sendo a associagéo
entre antimicrobianos vantajosa por permitir uma
maior eficacia no tratamento farmacolégico, além
de proporcionar a diminuicdo dos efeitos
adversos e consequente melhora na adesdo ao
tratamento.

Deste modo, o presente estudo teve
como objetivo investigar a concentragao inibitoria
minima (CIM) e a concentracdo fungicida minima
(CFM) do monoterpeno timol contra a cepas de
Rhizopus spp. e associar esse fitoconstituinte a
anfotericina B para avaliar se existe sinergismo
nessa combinacao.

MATERIAL E METODOS
2.1.In6culo

Foram utilizadas nos experimentos duas

cepas de Rhizopus oryzae (URL-4857 e LM-64)
e uma cepa de Rhizopus microsporus (LM-5926).
Os fungos foram cultivados em meio de cultura
ASD, onde os tubos foram incubados por um
periodo de 5 a 7 dias a 35°C. Apds o periodo de
incubacao, 0s esporangiésporos foram
suspensos pela adicdo de NaCl 0,85% estéril ao
tubo contendo o meio de cultura juntamente com
o fungo e em seguida foi agitado suavemente por
30 segundos e o0s esporangiosporos foram
contados utilizando o hemocitbmetro. A
suspensdo foi ajustada utilizando solucdo salina
estéril para conter 5 x 10* esporangiésporos/mL
(CLSI, 2010).

2.2. Agentes antifungicos

O timol e a Anfotericina B foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. As solucdes foram
preparadas antes da realizagdo dos testes,
dissolvendo-as em Tween® 80 0,5%. Os
veiculos onde as drogas foram solubilizadas
foram testados frente as cepas de Rhizopus no
intuito de avaliar se o tween 80 poderia interferir
na acdo das drogas testadas ou possuir atividade
biologica na presenca das cepas utilizadas.

2.3. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e
Concentracgao fungicida minima (CFM)

A concentracgdo inibitéria minima do timol
e da anfotericina B, foi determinada a partir da
técnica de microdiluicdo. Em cada cavidade da
placa de microdiluigdo foi adicionado 100 pL de
caldo Sabouroud e posteriormente 100 pL da
solugdo com o timol ou com a anfotericina B a
serem testadas, obtendo-se por meio da diluicdo
seriada 1:2 concentragfes de 2.048 pg/mL até
0,5 pg/mL, por fim foram adicionados 10 pL do
in6éculo. As placas foram incubadas a 28°C
durante 48 horas e a CIM foi determinada como
a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento do microrganismo (CLSI, 2010;
Mota, 2013).

ApG6s a determinacdo da CIM foram
retirados 10 pyL de cada cavidade onde néo
houve crescimento flngico e semeados em
placas contendo Agar Saboround Dextrose
(ASD), por fim as placas foram incubadas a 28°C
durante 24 horas e em seguida o numero de
colbnias foi determinada (Klepser et al., 1998).

2.4. Estudo de associacédo através do método
Checkerboard
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A partir da CIM, foram preparadas
solucbes do timol e da anfotericihna B em
diferentes concentracbes (CIM/8; CIM/4; CIM/2;
CIM; 2xCIM; 4xCIM e 8xCIM). Em cada cavidade
da placa de microdiluicdo foi adicionado 100 L
de caldo Sabouroud. Em seguida, adicionou-se
50 L das diferentes concentracbes de
anfotericina B verticalmente nas cavidades da
placa de microdiluicdo, enquanto que para o
monoterpeno timol houve a adicdo de 50 pL de
suas diferentes concentragdes horizontalmente.
Em seguida foi adicionado 20 pL do in6culo
contendo a cepa R. orizae LM-64. Todas as
concentragdes do timol foram combinadas e
testadas com todas as concentragbes da
anfotericina B (D’Arrigo et al., 2010). O ensaio
foi realizado em triplicata.

Para avaliar a atividade dos dois
farmacos combinados, foi determinada o indice
da Concentragao Inibitéria Fracionéria (IFIC) que
€ o0 somatdrio da Concentracdo Inibitoria
Fracionada de A (CIF de A) com a Concentracao
Inibitéria Fracionada de B. O CIF de A é a CIM
de A combinada/ CIM de A sozinha e o CIF de B
€ a CIM de B combinada/ CIM de B sozinha.
Onde A é o timol e B é a anfotericina B. O
sinergismo entre os farmacos ocorre quando a
FIC é = 0.5; a associacdo €& considerada
indiferente quando FIC > 0.5 ou < 4.0, enquanto
gue o antagonismo é constatado caso FIC > 4.0
(Tobudic et al., 2010; Ruiz-Cendoya et al., 2008;
White et al., 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM do timol contra todas as cepas de
Rhizopus testadas foi 256 pg/mL, enquanto a
CIM da anfotericina B variou entre 4 e 8 ug/mL
(Tabela 1).

Pode-se observar que o fitoconstituinte
timol apresentou atividade antifingica.
Considera-se que quando um produto apresenta,
CIM entre 50-500 pg/mL indica que a substancia
testada possui atividade 6tima, CIM com valores
entre 600-1500 pg/mL indica atividade moderada
e valores de CIM superiores a 1500 pug/mL séo
consideradas de atividade fraca (Sartoratto et al.,
2004).

Corroborando com os resultados obtidos,
Mota et al., (2012) observaram valores de CIM
semelhantes tanto para a anfotericina B como
para o monoterpeno timol em diferentes cepas
de Rhizopus, que variou de 128 pg/mL a 256
pg/mL para o timol e 2 pg/mL a 4 ug/mL para a

anfotercina B.

A atividade antifingica do timol ndo se
restringe somente a cepas de Rhizopus, uma vez
que, pesquisa indica que ha atividade antifungica
deste fitoconstituinte frente a cepas de Candida e
Microsporum canis com CIM que variaram entre
39 pg/mL a 150 pg/mL e entre 8 pg/mL a 9,7
pg/mL, respectivamente (Fontenelle et al., 2011).
Em outro estudo que avaliou a atividade anti-
Candida deste monoterpeno, observou-se que a
CIM frente diversas cepas variaram entre 64 a
128 pg/mL (Guo et al., 2009). A CFM do timol
contra Rhizopus spp. estd representada nha
tabela 2.

Os valores de CFM variaram entre 512
pg/mL a 1024 ug/mL, corroborando com estes
resultados, Mota et al., (2012) observaram que a
CFM do timol frente a cepas de Rhizopus variou
entre 128 ug/mL a 1024 pg/mL (Mota et al.,
2012). Castro et al.,, (2015), por sua vez,
verificaram que a CFM deste fitoconstituinte
frente a cepas do género Candida variaram entre
39 ug/mL a 78 pg/mL, enquanto Fontenelle et
al., (2011) observaram que os valores de CFM
variaram entre 78 pg/mL a 310 pg/mL frente a
cepas de Candida e entre 4,8 ug/mL a 9,7 pg/mL
para cepas de M. canis (Fontenelle et al., 2011).

A determinacgdo de CIM e CFM in vitro se
faz necessario, tendo em vista que, em pacientes
(ou individuos) imunecompetentes e infeccdes
ndo complicadas, os niveis de CIM serdo
geralmente suficientes para guiar a terapia
antifingica. Entretanto, no caso de individuos
com sistema imune deficiente ou suprimido, o
valor da CFM mostra-se mais util para guiar a
terapia da doenca infecciosa (Dantas, 2013).

A associacdo entre antifingicos pode
diminuir a selecdo de cepas resistentes e ao
diminuir a concentragdo de cada farmaco isolado
minimiza os efeitos colaterais e aumenta a
efetividade. Por isso, foi realizado um estudo da
associacdo entre o fitoconstituite timol e o
farmaco anfotericina B, por meio do método de
checkerboard.

O método de checkerboard avalia a
evolugdo da CIM individual de cada farmaco na
presenca de um segundo fa&rmaco, sendo uma
das técnicas de associacdo mais utilizadas entre
os pesquisadores (Santos, 2010). O indice da
Concentracéo Inibitoria Fracionada da
associacdo entre o timol e a anfotericina B foi
igual a 2,5; por isso, a combinacgdo entre eles foi
considerada indiferente (Tabela 3).
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A indiferenca farmacoldgica se da quando
0 mecanismo de acdo de um farmaco nao
interfere no mecanismo de acdo do outro, ou
seja, 0s medicamentos ndo interagem sob
nenhum aspecto de sua acdo farmacodindmica
ou farmacocinética (Oliveira, 1986).

Estudos que utilizam o timol associado a
farmacos utilizados na terapéutica antifiingica,
demonstraram que a associacdo deste
monoterpeno com o0s farmacos nistatina e
fluconozol apresentou-se sinérgica frente a
cepas de Candida albicans (Castro et al., 2015;
Pemmarujo et al.,, 2013). Enquanto que a
associacao entre timol e anfoterina B demonstrou
efeitos sinérgicos frente cepas de C. albicans
(Guo et al., 2009).

Deste modo, é necessério salientar que
este € o primeiro estudo que relata o efeito
indiferente entre a combinacdo do timol e a
anfotericina B para uma cepa de R. orizae.
Portanto, os achados aqui descritos podem
nortear outros estudos que abordem a mesma
tematica como foco centralizador.

CONCLUSOES

O fitoconstituinte  timol  apresentou
atividade antifungica frente a cepas do género
Rhizopus podendo representar uma nova
possibilidade para a terapéutica antifingica, e ao
associa-lo a anfotericina B observou-se que esta
combinagdo apresentou-se indiferente, nas
condicbes avaliadas.
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Tabela 1. CIM do timol e Anfotericina B contra cepas de Rhizopus spp.

Cepa Controle Anfotericina B | Timol (ug/mL)
positivo (Mg/mL)
Rhizopus + 8 256
orizae LM — 64
Rhizopus + 4 256

microsporus

LM — 5926

Rhizopus + 8 256
orizae URL —

4857

+Crescimento fangico.

Tabela 2. CFM do timol frente a cepas de Rhizopus.

Cepa Controle Timol (ug/mL)
positivo
Rhizopus + 1024
orizae LM — 64
Rhizopus + 512

microsporus

LM — 5926

Rhizopus + 512
orizae URL —

4857

+Crescimento fungico.
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Tabela 3. Determinacdo da FIC da associacao entre o fitoconstituinte timol e a

Anfotericina B frente a cepa de Rhizopus orizae LM-64.

Cepa Combinacdo A |CIFA | CIFB ICIF Interpretacéo
+B
Rhizopus Timol + 0,5 2.0 2.5 Indiferente
orizae LM | Anfotericina B
- 64
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