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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade in vitro dos 0leos essenciais
de Cinnamomum cassia, Eucalyptus citriodora; Eucalyptus globulus, Eugenia
caryophyllus, Melaleuca alternifélia, Myristica fragans, Ocimum basilicum,
Origanum majorana, Origanum vulgare, Rosamarinus officinalis, Salvia
sclarea, Schinus terebinthifolius, Thymus vulgaris e Zingiber officinale, bem
como dos compostos quimicos desses 6leos essenciais, com as menores
concentrac¢des fungicidas minimas sobre trés isolados biol6gicos de Candida
auris de origem humana. Determinar e avaliar in vitro as concentracdes
fungicidas minimas dos antifungicos sintéticos anfotericina B, cetoconazol,
flucitocina, fluconazol, itraconazol e voriconazol sobre Candida auris. Para
avaliacdo da atividade antifungica e obtencdo da concentracdo fungicida
minima (CFM) utilizou-se a técnica de microdiluicdo em caldo, na base 2, em
meio RPMI 1640, acrescido de tensoativo Tween20, e a confirmacdo da
inibicdo em Agar Sabouraud dextrose, a 37°C por 24hs. Para a avaliagdo da
sensibilidade a anfotericina B, cetoconazol, flucitocina, fluconazol, itraconazol
e voriconazol, foi utilizado o teste comercial E-test®. Os trés isolados foram
resistentes aos 6leos essenciais de Myristica fragans, Shinus terebinthifolius
e Zenziber officinale. Os outros Oleos essenciais C. cassia, E. citriodora; E.
globulus, E. caryophyllus, M. alternifélia, O. basilicum, O. majorana, O.
vulgare, R. officinalis, S. sclarea, T. vulgaris apresentaram atividade inibitoria
sobre Candida auris. Os trés isolados foram mais sensiveis ao 6leo essencial
de Cinnamomum cassia, com CFM de 0,00001 pg/mL para o isolado 1 e CFM
de 0,10 pg/mL para o isolado 2 e CFM de 0,05 pg/mL para o isolado 3. Thymus
vulgaris também apresentou menor concentracdo fungicida para os isolados
1 e 2, sendo encontrados os resultados de CFM de 684,76 ug/mL para o
isolado 1 e CFM de 171,19 pg/mL para o isolado 2. Dos compostos quimicos
avaliados os trés isolados biolégicos foram mais sensiveis ao aldeido
cinamico, isoeugenol e timol sendo encontrados os seguintes resultados, para
os isolados 1, 2 e 3 respectivamente: aldeido cindmino — CFM 0,026ug/mL,
0,83 pg/mL e 3,33 pg/mL; isoeugenol CFM de 1,60 pg/mL, 1,60 ug/mL e 12,82



pug/mL; timol CFM de 2,93 pg/mL, 1,46 pg/mL e 11,74 ug/mL. Os trés isolados
foram resistentes aos compostos quimicos: a-humuleno, B-cariofileno, y-
terpineno e P-cimeno. Para os antinfungicos sintéticos os trés isolados foram
resistentes ao fluconazol e ao voriconazol. A CIM da anfotericina B foi
0,50ug/ml para os isolados 1 e 3 e de 0,75ug/ml para o isolado 2; para o
cetoconazol a CIM foi 3ug/ml para os isolados 1 e 2 e 4ug/ml para o isolado
3; a CIM da flucitocina foi de 2 pug/ml para o isolado 1, 1 pg/ml para o isolado
2 e 1,5 pg/ml para o isolado 3; para o itraconazol a CIM foi de 4 pg/ml para os
trés isolados. Pelo exposto e nas condi¢des deste estudo, conclui-se os 6leos
essenciais de Cinnamomum cassia, Thymus vulgaris e Origanum vulgare, e
0S compostos quimicos aldeido cinamico, isoeugenol e timol apresentaram
atividade antifingica com as menores concentracdes fungicidas sobre os

isolados biolégicos de Candida auris.

Palavras-chave: Candida, Cinnamomum, aldeidos, produtos

biolégicos.



ABSTRACT

The objective of this search was to evaluate the in vitro activity of the essential
oils Cinnamomum cassia, Eucalyptus citriodora; Eucalyptus globulus, Eugenia
caryophyllus, Melaleuca alternifolia, Myristica fragans, Ocimum basilicum,
Origanum majorana, Origanum vulgare, Rosamarinus officinalis, Salvia
sclarea, Schinus terebinthifolius, Thymus vulgaris and Zingiber officinale as
well as the chemical compounds of these essencial oils with the lowest
minimum fungicidal concentrations on three biological isolates of Candida
auris of human origin. Determine and evaluate in vitro the minimum fungicidal
concentrations of the synthetic antifungals amphotericin B, ketoconazole,
flucitocin, fluconazole, itraconazole and voriconazole on Candida auris. To
evaluate the antifungal activity and obtain the minimum fungicidal
concentration (CFM), the broth microdilution technique was used in RPMI
1640 medium, plus Tween20 surfactant, and confirmation of inhibition in
Sabouraud dextrose Agar, at 37°C for 24 hours. For the evaluation of
sensitivity to amphotericin B, ketoconazole, flucitocin, fluconazole,
itraconazole and voriconazole, the commercial test E-test® was used. The
three isolates were resistant to the oils Myristica fragans, Shinus
terebinthifolius and Zenziber officinale. The other essential oils showed
inhibitory activity on Candida auris. The three isolates were more sensitive to
Cinnamomum cassia essential oil, with CFM of 0.00001 pg/mL for isolate 1
and CFM of 0.10 pg/mL for isolate 2 and CFM of 0.05 pg/mL for isolate 3.
Thymus vulgaris also showed lower fungicidal concentration for isolates 1 and
2, with CFM results of 684.76 pg/mL for isolate 1 and CFM of 171.19 pg/mL
for isolate 2. The three biological isolates evaluated were more sensitive to
cinnamic aldehyde, isoeugenol and timol, with the following results being found
for isolates 1, 2 and 3 respectively: Cinnamic aldehyde - CFM 0.026ug/mL,
0.83 pg/mL and 3, 33 pg/ml; Isoeugenol CFM of 1.60 pg/ml, 1.60 pg/ml and
12.82 pg/ml; timol CFM of 2.93 pg/ml, 1.46 pg/ml and 11.74 pg/ml. The three
isolates were resistant to chemical compounds: a-Humulene, -

Caryophyllene, y-Terpinene and P-Cimene. For synthetic antifungal agents,



the three isolates were resistant to fluconazole and voriconazole. The MIC of
amphotericin B was 0.50 pug / ml for isolates 1 and 3 and 0.75 pg / ml for isolate
2; for ketoconazole, MIC was 3 pg / ml for isolates 1 and 2 and 4 pg / ml for
isolate 3; the MIC of flucitocin was 2 pug / ml for isolate 1, 1 pg / ml for isolate
2 and 1.5 pg / ml for isolate 3; for itraconazole the MIC was 4 pg / ml for the
three isolates. According to the conditions of this research, the essential oils
of Cinnamomum cassia, Thymus vulgaris and Origanum vulgare and the
chemical compounds cinnamic aldehyde, isoeugenol and thymol showed
antifungal activity with the lowest concentrations of fungicides in biological

isolates of Candida auris.

Keywords: Candida, Cinnamomum, aldehydes, biological products



1. INTRODUCAO

1.1 Género Candida

As doencas fangicas apesar de ter taxa de mortalidade maior que
doencas causadas por outros agentes infecciosos, sdo menos estudadas
quando comparadas com infec¢des causadas por virus e bactérias(Canela,
2017). Os principais patégenos fungicos causadores de infeccdes
oportunistas sdo Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus
neoformans, que podem sobreviver em locais anatomicos diferentes e causar
infeccdes severas em pacientes imunocomprometidos (Kumar et al., 2021).

As infeccOes fungicas oportunistas tem como principal agente
etiologico leveduras do género Candida que pode levar a infec¢des invasivas
ou ndo, desde infeccdes de pele, de ouvido, sistema geniturinario, as
infecgBes nosocomiais que podem ser associadas a equipamentos médicos e
candidemias. As infec¢cdes causadas por Candida spp, estdo associadas a
fatores de risco como: extremos de idade, alterac6es hormonais, deficiéncia
nutricional, exposi¢cdo frequente a agentes antimicrobianos, tratamentos
quimioterapicos entre outros. (Wijesinghe et al., 2020).

Apesar de fazer parte da microbiota humana, as espécies de Candida
sdo capazes de causar infeccbfes sistémicas em  pacientes
imunocomprometidos. Nos Estados Unidos as infecgbes por Candida
correspondem a aproximadamente 88% das infeccdes fungicas hospitalares,
podendo chegar ao numero de 1,5 milhdo de pacientes, podendo causar 40%
de mortalidade, mesmo com os tratamentos atuais (Kim et al., 2019).

O género Candida possui espécies que apresentam patogenicidade ao
homem, entre elas: C.albicans, C.tropicalis, C.pseudotropicalis, C. krusei,
C.guillermandi, C.stellatoidea e C.parapsilosis. Causam a candidose ou
candidiase que pode ser uma infec¢ao primaria ou secundaria, localizada ou
generalizada (Canela, 2017; Thomaz, 2018). Dentre as espécies do complexo
de Candida haemulonii podem ser citados como patdégenos oportunistas e

que possuem relacdo com a C. auris e C. pseudohaemulonii as leveduras



emergentes C. haemulonii sensu stricto, C. hanemulonii var. vulnera e C.
duobushaemulonii (Lima et al., 2020).

As espécies de Candida possuem a capacidade de se adaptar e de se
proliferarem facilmente no organismo humano. Essa capacidade esta
relacionada a sua transi¢cdo morfolégica entre a forma com hifas e a levedura,
sendo a forma de levedura a que é capaz de se disseminar, enquanto a forma
com hifa penetra no epitélio humano com o auxilio das exoenzimas
proteinases e fosfolipases (Wijesinghe et al., 2020).

O género Candida tem sido considerado como o principal patégeno
causador de infeccBes graves em pacientes criticos, causando infeccdes
invasivas. A candidemia invasiva esta entre as causas de aumento de
mortalidade, tempo de internacdo e custos associados ao tratamento, e a
emergéncia de isolados multirresistentes aos antifungicos (Canela, 2017;
Thomaz, 2018).

Ao contrario de C.albicans as espécies de Candida ndo-albicans estéao
se tornando patogenos multirresistentes a drogas (Kumar et al., 2021).
Garantir o tratamento adequado das espécies resistentes, tem levado a busca
de novas alternativas terapéuticas, com alta variabilidade deste a pesquisa de
novos antifingicos sintéticos, como uso de substancias naturais como os
extratos e 0leos essenciais de plantas e até pesquisas sobre vacinas (Moraes

e Ferreira-Pereira, 2019).

1.2 Candida auris

Candida auris € uma levedura emergente que foi descrita pela primeira
vez em 2009, isolada em uma secrecao de ouvido externo de um paciente
hospitalizado em Téquio, no Japdo por Satoh et al. (Hata, Humphries e
Lockhart, 2020; Tsay et al., 2018).

Apds o primeiro caso reportado em 2009 no Japdo, em todos o0s
continentes houve casos relatados, sempre relacionados a infeccdes
nosocomiais e sem auséncia de notificacdo apds o primeiro caso até entdo

em cada pais (Figura 1) (Borman e Johson, 2020; Du et al., 2020).



De acordo com o Centro de Controle de Doencgas dos EUA (CDC-USA)
hé casos Unicos relatados na Austria, Bélgica, Chile Costa Rica, Egito, Grécia,
Italia, Ird, México, Noruega, Poldnia, Taiwan, Tailandia e Emirados Arabes.
Ha relatos de identificacéo de varios casos na Africa do Sul, Arébia Saudita,
Australia, Alemanha, Bangladesh, Canada, China, Cingapura, Coldémbia,
Coréia do Sul, Espanha, Estados Unidos Franca, Holanda, india, Israel,
Japao, Kuwait, Malasia, Oma, Panama, Paquistdo, Quénia, Reino Unido,
Russia, Suddo, Suica e Venezuela, com descricdo em alguns paises de
transmissao extensa e documentada em mais de um hospital (CDC 2020;
Hager et al., 2018). O CDC identificou que alguns casos nos EUA foram de
pacientes que haviam tido estadias em unidades de satde no Egito, india,
Quenia, Kuwait, Paquist&o, Africa do Sul, Coreia do Sul, Emirados Arabes
Unidos e Venezuela.

Pasqualotto, Sukiennik e Meis (2019) em uma investigacdo na América
Latina, com descricdo de casos no Brasil, avaliaram que poucos centros no
pais possuiam o teste MALDI-Tof, bem como a capacidade de realizar o
sequenciamento do DNA flngico e por isso questionam se realmente nao
havia a época a presenca da C.auris no Brasil.

Em 2017 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ja havia
divulgado um documento alertando sobre o surgimento de C. auris,
recomendando a notificacdo e envio de cepas para laboratorios regionais de
referéncia. Em dezembro de 2020 foram identificados 0s primeiros casos no
Brasil, em pacientes de um hospital terciario do municipio de Salvador no
Estado da Bahia (Figura 2) (Almeida Jr. et al., 2021).

O primeiro paciente identificado com C.auris estava internado para
tratamento de COVID-19, ficando mais de 30 dias na Unidade de Terapia
Intensiva (UTI). Foram investigados os outros pacientes que ficaram na
mesma UTI, além de contatos proximos e da equipe de saude. Ainda foram
coletadas amostras de materiais e equipamentos, além da area fisica proximo

ao paciente (Almeida Jr. et al., 2021a).
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Figura 1. Linha do tempo entre 2004 e 2018 mostrando a detecgdo mundial de
C.auris.

Fonte: (Rodhes e Fischer, 2019).
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Figura 2 — Distribuicéo de paises com notificacdo de Candida auris. 2021
Fonte: CDC, 2021. https://www.cdc.gov/fungal/candida-auris/maps/world-candida-auris-

map.jpg?_=87881

No entanto, Du et al. (2020), relatam que houve um primeiro isolado de
C. auris em 1996, que foi identificado incorretamente como Candida
haemulonii na Coréia do Sul, além de descreverem como raras as infeccoes
por esse patdégeno antes de 2009, sugerindo uma evolugcdo do fungo. Além
do diagndstico errbneo como C. haemulonii, pode ainda haver diagnostico
equivocado como Candida famata (Hata, Humphries e Lockhart, 2020; Hager
et al., 2018).

Outro estudo na Coreia do Sul, onde haviam identificado 15 isolados
de C. haemulonii em pacientes com otite cronica, posteriormente foram
identificadas como C.auris (Rodhes e Fischer, 2019). C.auris pode ser
identificada como um novo membro do complexo C. haemulonii, que apds
sequenciamento genético mostrou similaridade (Hata, Humphries e Lockhart,
2020).

Para a avaliacdo da relacdo de C. auris com outras espécies de
Candida, foram realizados estudos que identificaram nas comparagcoes

preliminares do genoma e revelaram que sequéncias de C. auris ndo se
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alinham com C. albicans, C. glabarata, C. lusitaniae e Saccharomyces

cerevisiae (Spivak e Hanson, 2018).

Estudos sobre o sequenciamento do genoma identificou pelo menos
quatro linhagens clonais filogeneticamente (Figura 3) de acordo com as
associacbes das regibes geogréaficas distintas: clado | (sul da Asia), clado
(Leste Asiatico), clado Il (Africa do Sul) e clado IV (Africa do Sul) (Borman e
Johson, 2020; Spivak e Hanson, 2018). ApGs a andlise filogeogréafica foi
possivel identificar a introdugdo de diversos clados nos Estados Unidos
(clados | e IV), Reino Unido (clados | e 111), Quénia (clados | e 1l1), Israel (clados
[l e IV), Alemanha (clados | e IllI), Espanha e Australia (clado Ill), Franca,
Arébia Saudita e Emirados Arabes (clado 1) (Chakrabarti e Sood, 2021).

Clades ' ¢
B South Asian (Clate 1) . L

East Asan (Claoe 1)
B Soumh Atnican (Clade 1)
B South Amencan (Clade IV)
B Unknown

/ i
\

¥ /y

"

I~

Cunond Ogacn 1 Merctisgy

Figura 3. Distribui¢cdo da Candida auris conforme clado

Fonte: (Rodhes e Fischer, 2019).
a) Distribui¢éo global de clados de Candida auris (em 28 de fevereiro de 2019) e b)
Filogenia RAXML mostrando a relagéo entre C.auris clados.

A figura 4 apresenta os subtipos de C. auris conforme localizag&o dos

primeiros isolados (Du et al., 2020).
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Figura 4 — Sub-tipos de Candida auris.

Fonte: Du et al., 2020

Shabam, Patel e Ahmad (2020) relatam que estudos identificaram
diferencas entre os clados geograficos relacionados a capacidade de
producao de proteinases, fosfolipases e atividade da hemolisina.

Rodhes e Fischer (2019) relatam que a avaliagdo genémica mostrou
gue h& divergéncia dentro da espécie de C. auris, com variagdo entre 0s
clados geografico. O clado do Leste Asiatico apresenta possibilidade de
infeccao apenas de ouvido, enquanto os outros clados apresentam surtos com
infeccdes invasivas e de transmissao hospitalar. Ha4 ainda uma associacéo de
mutacdo de resisténcia em genes especificos (ERG11) para drogas
antifingicas azolicas nas regibes da Africa do Sul, América do Sul e Sul
Asiatico. Ainda relatam que isolados clonais do Sul Asiatico foram
identificados em hospitais localizados a milhares de quildmetros de distancia
na India, confirmando a natureza nacional da transmissdo e potencial para
mutacdes de resisténcia a antifungicos se espalharem, e que isolados de
hospitais localizadas a aproximadamente 700 km de distancia na Colémbia

foram considerados geneticamente idénticos.
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Entre os anos de 2013 e 2019, C. auris causou surtos localizados em
areas metropolitanas de Nova York, levando a 23 6bitos dos 51 primeiros
casos clinicos. O Departamento de Saude do Estado de Nova York
(NYSDOH) desenvolveu entdo um teste e protocolos para a vigilancia dos
casos. O estudo de O’Brien, Chatuverdi e Chatuverdi (2020) relata que mais
de 20.000 amostras foram estudadas de 194 instituicbes. Os estudos de
investigacdo dos primeiros isolados de Nova lorque descobriram
semelhancgas com os isolados do sul da Asia, no entanto distintos de Nova
Jersey (Spivak e Hanson, 2018).

No Reino Unido em abril de 2015, um caso inicial foi relatado no Royal
Brompton Hospital. Em uma semana foi identificada em outra paciente. Apos
aproximadamente sete meses, nove casos ja haviam sido identificados como
candidemia. Apoés introducdo de medidas de controle e identificacdo de fonte
de infeccao, pacientes colonizados foram identificados. Essa analise temporal
apresenta que possivelmente a introducéo da C. auris ocorreu um més antes
do caso indice (Rodhes e Fisher, 2019).

A partir de 2016 alertas foram sendo divulgados pelo CDC-USA, pelo
Centro Europeu para Prevencéo e Controle de Doencgas (ECDC) e pelo Public
Health England, para médicos, profissionais de laboratério e profissionais de
saude publica sobre a importancia da ameaca emergente representada por C.
auris (Spivak e Hanson, 2018).

Em 2017 com o comunicado de risco da ANVISA, houve a definicdo de
uma Rede Nacional para identificacdo de casos de C.auris em servicos de
saude no Brasil, analisando as amostras suspeitas. Em dezembro de 2020,
com andlise fenotipica e sequenciamento genético do microrganismo foi entdo
confirmado laboritorialmente o primeiro caso no Brasil (ANVISA, 2020).

C. auris além da capacidade de colonizar pacientes, pode ainda até
mesmo estar presente em pacientes ja em tratamento com antifungicos,
(Borman e Johnson, 2020; Osei Sekyere, 2018). Ha estudos que apresentam
59% de taxa de mortalidade de pacientes com infec¢do com C. auris (Hager

et al., 2018), mas pode apresentar taxas de mortalidade de até 78%, em
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especial em pacientes com doenca crbnica ou imunodeprimidos (Shaban,
Pahel e Ahmad, 2020, Wickes, 2020).

As manifestacbes clinicas podem ocorrer em qualquer local do
organismo, sendo geralmente uma infecgdo nosocomial. C. auris ja foi isolada
na urina, bile, sangue, feridas, narinas e secrec¢fes respiratorias, mucosas,
pele e reto (Spivak e Hanson, 2018). Em relacéo a presenca do fungo no trato
gastrointestinal, os estudos e manifestacdes clinicas dos infectados sugerem
gue o fungo seja incapaz de colonizar tecidos anaerébicos, sendo mais
comumente associada a infec¢des de corrente sanguinea (Du et al., 2020).

A patogenicidade de Candida spp € atribuida a capacidade de
aderéncia, morfogénese, producdo de biofilmes e enzimas hidroliticas, mas
essas informacdes ainda sao limitadas para C. auris, mas que Sao essenciais
para o desenvolvimento de drogas antifungicas (Shaban, Pahel e Ahmad,
2020; Spivak e Hanson, 2018). A investigacédo do genoma de C. auris mostrou
gue esta levedura possui mais de 5.000 genes codificadores de proteinas, que
expressam varios fatores de viruléncia, faz formagé&o de biofilme e aderéncia,
porém em menor grau que C. albicans (Rodhes e Fischer, 2019).

De acordo com Hata, Humphries e Lockhart (2020) as caracteristicas
macroscopicas de C. auris podem ajudar na identificacdo. Quando em agar
Sabouraud dextrose observa-se col6nias butiricas lisas de cor branca a creme
(Figura 5).

Figura 5 — Col6nia de Candida auris
Fonte: Hata, Humphries e Lockhart (2020)
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Microscopicamente, possui células Unicas, de aparéncia ovodide e

alongada (Figura 6).

Figura 6 — Morfologia de Candida auris

Fonte: ttps://tm.ibxk.com.br/2020/12/09/09133525134159.jpg?ims=1120x420

Assim como outras espécies de Candida, esse patdégeno € considerado
oportunista, sendo associada a sua presenca a pacientes
imunocomprometidos e em estado grave, com principais fatores de risco:
idade avancada, diabetes mellitus, procedimentos cirlrgicos e invasivos
(como cateter venoso central), doenca renal crénica e pacientes em uso de
antibioticos e antifungicos (Du et al., 2020).

Com o conhecimento da resisténcia da C. auris as drogas antifingicas,
a busca por alternativas de tratamento para o controle desse patdgeno se
mostra indispenséavel para o cuidado médico (Shaban, Pahel e Ahmad, 2020).
Mas ndo s6 o conhecimento pelo melhor tratamento se faz necessario, mas
também a necessidade de entendimento epidemioldgico e conhecimento de
biologia bésica e molecular deste fungo. A identificacdo deste fungo trouxe a
necessidade de novos estudos sobre desenvolvimento de antifingicos
(Wickes, 2020).

C. auris pode contaminar ambientes e equipamentos, podem estar
presentes no ar, em superficies Umidas e secas e pode durar por semanas
(Hata, Humphries e Lockhart 2020). Os estudos para padronizar a
desinfeccdo de ambientes ainda sdo escassos (Wickes, 2020).

Caracteristicas como toler&ncia a temperatura e osmolaridade podem
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contribuir para a persisténcia e sobrevivéncia da C.auris em superficies
biolégicas e inanimadas por longos periodos, sendo tolerante a exposi¢ao de
desinfetantes comuns (Du et al., 2020). De acordo com Chakarbarti e Sood
(2021), C. auris resiste a compostos de amdnio quaternario, 4cido peracético,
ciclos de ultravioletas e concentra¢des padrédo de hipoclorito de sédio.

Para o controle adequado da disseminacdo de C. auris serdo
necessarias acdes multidisciplinares para o controle e a prevencao, com
adequada estratégia para diagndstico, isolamento e rastreamento dos casos,
além de cuidados individuais e protocolos de limpeza e desinfeccdo dos
ambientes (Chakrabarti e Sood, 2021).

1.3 Antifungicos sintéticos

Os antifungicos sdo todas as substancias capazes de produzir
alteracdo nas estruturas de uma célula fungica, inibindo a capacidade de
desenvolvimento e sobrevivéncia, de maneira direta ou indireta. Os
antifingicos sao classificados por critérios convencionais de acordo com a
origem das substancias, podendo ser dividida de acordo com a estrutura da
composicdo como: polienos, azoles, alilaminas, lipopeptideos e pirimidinas
fluoradas (Gregori Valdez, 2005).

Além da classificacdo por estrutura, os antifingicos séo classificados
por local de acdo, sendo os lipopeptideos de acdo na parede celular; os
polienos, azéis e alilaminas na membrana celular e as pirimidinas fluoradas
interagem no nucleo (Geraldez Valdes, 2005).

O tratamento de infeccbes fungicas causadas por Candida é
geralmente realizado com a utilizacdo de classes de antifungicas: poliénicos,

azolicos e equinocandinas (Canela, 2017).

Polienos

Os polienos sdo farmacos que se ligam ao ergosterol presente na

membrana celular do fungo, levando a perda de proteinas carboidratos e
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cations monovalentes e divalentes, causando a morte celular (Canela, 2017;
Gregori Valdes, 2005).

Sé&o exemplos de polienos: a nistatina, a natamicina e anfotericina B. A
Anfotericina B € normalmente ativa contra a maioria das espécies de Candida,
no entanto tem como grande desvantagem ser hepato e nefrotéxica (Canela,
2017).

A Anfotericina B pertence a classe de polieno disponivel clinicamente
e possui trés congéneres de lipidios: anfotericina B lipossomal, complexo
lipidico de anfotericina B e dispersdo coloidal de anfotericina B. No entanto,
as formulacgdes lipidicas de anfotericina B sdo em geral menos potentes. Ha
também diferencas na farmacocinética e farmacodinamica desses
componentes que podem determinar a penetragdo em certos tecidos como do
sistema nervoso central (Lepak e Andes, 2015).

As formulacfes de anfotericina lipossomal (L-AmB) e de anfotericina
em complexo lipidico (ABLC) apresentam menor frequéncia de toxicidade
renal quando comparada a anfotericina B deoxicolato (d-AmB). Analises de
farmacoeconomia ja foram desenvolvidas tendo em vista o alto custo das
formulacdes lipidicas, mas que podem ser uma opg¢éao viavel ao se comparar
com todos os custos de uma hospitalizacéo prolongada que necessidade de

exames e procedimentos adicionais (Falci e Pasqualotto, 2015).

Azoles (Triazoles)

Os azoles sdo substancias que inibem o citocromo P-450-3-A da célula
fungica, interrompendo a sintese de ergosterol na membrana celular que por
sua falta faz com que haja acumulo de esterdis téxicos intermediéria,
aumentando a permeabilidade da membrana celular e interrompendo assim o
crescimento fungico (Kim et al., 2019; Canela, 2017; Gregori Valdes, 2005).

Os azoles ou azois podem ser divididos de acordo com a sua estrutura,
0s com duas moléculas de nitrogénio — os imidazois (miconazol e clotrimazol),
e 0s com trés moléculas de nitrogénio — os triazéis (fluconazol, itraconazol e

cotoconazol), que por terem um acréscimo de nitrogénio apresentam maior
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seletividade pelo sitio de acdo em relagdo aos imidazois, que aumenta a sua
estabilidade metabdlica, prolongando sua meia vida plasméatica. Ha ainda os
triazois de segunda geracao: voriconazol, ravuconazol e posaconazol (Rossi,
20009).

As drogas azdlicas como o fluconazol, voriconazol, itraconazol e
posaconazol tem estudos mais extensos sobre a acdo em espécies de
Candida, com avaliacdo inclusive de contexto profilatico (Lepak e Andes,
2015).

Equinocandinas (lipopeptideos)

Os lipopeptideos sdo antifungicos que agem inibindo a sintese das
glucanas por meio da inativagcdo da enzima 1,3-beta-glucana sintetase,
fazendo com que a falta de glucanos na parede celular torne o fungo incapaz
de suportar o estresse osmaético e assim morrer (Gregori Valdes, 2005).

A classe de antifungicos lipopeptideos mais recentemente
desenvolvida € a das equinocandinas (caspofungina, micafungina e
anidulafungina), descobertos em 1974 (Gregori Valdes 2005), identificado
atividade contra as espécies mais comuns de Candida, com menor poténcia
in vitro para a C. parapsilosis (Canela, 2017).

A atividade fungicida das equinocandinas contra a maioria das
espécies de Candida é dependente da concentracdo (Pristov e Ghannoum,
2019).

Pirimidinas Fluoradas

As pirimidinas fluoradas sdo antimetabdlicos, sendo transportadas pela
citosina permeasse para o citoplasma da célula fingica e entéo convertida em
5-fluoouracil (5-FU) pela citosina diaminase. O 5-FU é fosforilado e
incorporado ao RNA inibindo a sintese de proteinas na célula, além de

também inibir a sintese de proteinas fangicas (Gregori Valdes, 2005).
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Estudos identificaram a agao da flucitocina sob o efeito em infec¢bes
causadas por Candida, sendo ja avaliado que a administracdo de doses
menores, mas em maior frequéncia pode ser uma estratégia ideal de uso, uma
vez que a eficdcia pode ser aumentada e a toxicidade limitada (Lepak e
Andes, 2015).

1.4 Antifangicos naturais

Ha informagdes que o uso das plantas medicinais acontece deste a pré-
histéria, com registros de que o homem ao se alimentar de raizes e ervas, de
maneira instintiva utilizava as plantas como medicamentos. Outros registros
arqueolodgicos ja provaram que povos, em especial os orientais, conheciam o
poder das plantas, utilizando-as como remédios, substancias aromaticas e
extraindo os Oleos essenciais (Costa, 2014. p.12).

O uso de plantas nativas das Américas € registrado por pesquisas
arqueoldgicas ha mais de dez mil anos, como por exemplo o uso do abacate,
da batata-doce, do mate, do cacau e do milho. A incorporacdo do uso de
plantas medicinais na Europa por portugueses e espanhois acompanharam
os ciclos de colonizacéo. A utilizacdo por exemplo, de raizes de salsaparrilha
(espécie de Smilax) e do guaiaco (Guaiacum officinale L.) para o tratamento
de sifilis. (Simbes et al., 2017, p.29).

O uso das plantas para tratamento medicinal além do uso pela cultura
popular, ja fez com que 6rgdos governamentais buscassem por implantar
diretrizes para o uso racional, seguro e eficaz de plantas com uso medicinal.
Estudos multidisciplinares sobre as atividades farmacol6gicas e toxicoldgicas
das plantas, com atencéo especial para identificacdo dos exatos e agentes
farmacologicos (Paula, 2010). Atualmente o uso de plantas medicinais vem
ganhando destaque com a utilizacdo preventiva e curativa, porém com 0
cuidado de que as plantas merecem cuidados na sua utilizacdo uma vez que

€ preciso conhecimento de seus componentes (Costa, 2014 p.12).
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A resisténcia aos antibioticos tem sido uma preocupacao dos estudos
médicos, pela busca do uso adequado destes farmacos. Assim, a descoberta
de novas drogas tem sido essencial para o adequado tratamento das
doencas. Por isso, a atividade biolégica dos 6leos essenciais tem sido alvo de
pesquisa para avaliacdo de potencial terapéutico e farmacoldgico, com a
busca pela caracterizacdo dos componentes quimicos e suas propriedades.
(Pedrosa, 2012; Contieri, 2017).

O dleo essencial € um principio ativo ou um grupo de principios ativos
natural proveniente de plantas, e que possui atividades importantes para o
metabolismo, protecdo e conservacdo do vegetal em que ele se encontra.
Acredita-se que possa existir mais de trinta mil espécies vegetais produtoras
de Oleos essenciais. Os Oleos essenciais recebem sempre 0 nome do vegetal
do qual ele é extraido, sendo que € importante destacar que apenas
substancias naturais podem ser chamadas de 6leos essenciais. Quando ha
producao artificial, chamamos de esséncia e ndo mais de 6leo. Sao insoluveis
em agua, e soluveis em alcool (Amaral, 2015. p. 1; Contieri, 2017).

Os dleos essenciais, também denominados Oleos etéreos ou Oleos
volateis sdo obtidos por partes de plantas por meio da destilacdo por arraste
a vapor de agua, ou por espremedura do pericarpo de frutos citricos (Oliveira,
2018).

O conhecimento da acdo farmacoldgica das plantas medicinais
apresenta que suas propriedades terapéuticas podem nao ser estaveis e ndo
se distribuem de maneira homogénea em toda a sua apresentacao natural.
Os compostos quimicos podem apresentar diferente concentracdo nas
diferentes partes das plantas, como: folhas, caules, raizes, sementes, flores e
frutos (Costa, 2014 p.13; Contieri, 2017).

Em varios 6leos essenciais ja foram identificadas atividade antifingicas
contra fungos patogénicos, incluindo as leveduras, podendo contribuir para o
desenvolvimento de medicamentos inovadores (Tran, Graham e Adukwu,
2020).
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1.5 Espécies vegetais dos 6leos essenciais e seus componentes

Os dleos essenciais sdo compostos naturais complexos, provenientes
de plantas, podendo ser extraido de qualquer de suas partes, tendo como
principal caracteristica ser volatil. A composi¢cédo quimica é complexa e pode
apresentar de dezenas a centenas de compostos em Unica mistura, sendo
constituido por outros metabdlitos secundarios, terpenos, terpendides e
compostos fendlicos (Oliveira, 2018). Ainda possui a caracteristica de interagir
com os lipideos da membrana celular bacteriana e mitocondrial (Sol6rzano-
Santos apud Pedrosa, 2012). Essa capacidade antimicrobiana pode ser
atribuida aos terpendides e aos compostos fendlicos como o timol e o
carvacrol, entre outras substancias (Duarte, 2006).

Os extratos e 6leos essenciais tem sua eficacia estudada no controle
de crescimento de bactérias, leveduras e fungos filamentosos, além de acéo
antitumoral, anti-inflamatoéria e analgésica (Lima et al., 2014; Scherer et al.,
2009).

Cinamomum cassia (L.) J.Presl

A Cinnamomum cassia € uma espécie arborea aromatica (Figuras 7 e
8), de onde se retiram de seus ramos jovens a canela, que é muito utilizada
pela fragrancia e sabor picante. A C. cassia tem sido estudada devido as
potencialidades farmacologicas e fitoquimicas, para o tratamento de doencas
cardiovasculares, gastrointestinais, disturbios ginecologicos e doencas
inflamatorias, efeitos antitumoral, analgésico, antidiabético e antiobesidade,
antibacteriano e antiviral. A composic¢éo fitoquimica da C. cassia ja identificou
mais de 160 componentes. Os mais abundantes sdo os terpendides, e 0s
fenilpropanoides. S&o componentes bioativos, sendo o cinamaldeido
considerado o componente mais representativo desta planta. Zhang et al. em
2019 apresentam que dentre os componentes quimicos da C. cassia 64 sao

terpendides, 16 sao fenilpropanoides, 12 sao glicosideos, 26 ligananas, 9
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lactonas e 27 outros componentes. Esses componentes sao encontrados na
casca, folhas e galhos (Zhang et al., 2019).

Os compostos extraidos de varias partes da canela, seja da casca,
folhas, frutos ou flores, ja séo utilizados no tratamento medicinal. Na medicina
popular na Asia, a canela é utilizada no tratamento de doengas inflamatorias,
vaginites, reumatismo e neuralgias, doencas respiratérias, digestivas e
urinarias (Wijesinghe et al., 2020).

As principais atividades descritas da C. cassia sdo: estimulante
aromatico, tonico digestivo, antisséptico, espasmaddico, anticoagulante,
bactericida e bacteriostéatico (Costa, 2014. p.94).

Os principais compostos do O6leo essencial da C. cassia sdo 0s
terpendides, sendo divididos em monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos,

sendo o principal componente o aldeido cindmico.

Figura 7 — Cinnamomum cassia — tronco Figura 8 — Cinamomum cassia — folhas
https://cdn.shopify.com/s/files/1/2177/8187/p https://cdn.shopify.com/s/files/1/0089/307
roducts/cinnamon_tree.jpg?v=1544018177 5/4665/products/cassia_Cinnamomum_c

assia_1024x.jpg?v=1551981434

Eucalyptus citriodora Hooker
O Eucalyptus citriodora pertence a familia Myrtaceae que
compreende mais de 900 espécies e é nativo da Austradlia (Figuras 9 e 10).
Tem sido cultivado devido a madeira, polpa e O6leos essenciais por

apresentarem propriedades medicinais. Extratos de agua quente de folhas
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secas de E. citriodora sdo usadas nos efeitos analgésicos, anti-inflamatorios
e antipiréticos (Sebei, 2015).

Os 6leos essenciais séo destilados das folhas e possuem registros de
atividade anti-inflamatoéria, imunorreguladora, antioxidante e analgésico e
aumentarem a capacidade fagocitica de mondcitos e macrofagos (Ho, Li,
Weng et al., 2020).

Figura 9 — Eucalyptus citriadora — tronco Figura 10 - Eucalyptus citriadora — folhas
https://www.hobbyseeds.com/image/cach https://lwww.alsagarden.com/180-
e/data/products/lemon-scented-gum- large_default/eucalyptus-citriodora-seeds.jpg

eucalyptus-citriodora_2-600x600.jpg

Eucalyptus globulus Labill

No Brasil a espécie Eucalyptus globulus é conhecida como eucalipto,
eucalipto-lim&o e eucalipto-comum (Figuras 10 e 11). E uma espécie nativa
da Australia e da Tasmania, que foi introduzida na China e depois distribuida
para Africa do Sul, india, Sul da Europa e Brasil. As folhas, flores e frutos, bem
como a casca do caule da planta tem interesse farmacoldgico. Os Oleos
essenciais podem ser obtidos das folhas ou da casca, por meio de hidro

destilacao, por arraste de vapor e por maceracao (Brasil, 2018).
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Figura 11 — Eucalyptus globulus — folhas Figura 12 — Eucalyptus globulus - arvore

https://cdn.shopify.com/s/files/1/0269/438 hitps:/fwww.alsagarden.com/947-
1/5757/products/Eucalyptus Leaves ac3 large_defaultfeucalyptus-globulus-gommier-
dc234-6502-4e82-8024- bleu-graines.jpg

7596f4276fe0_720x.jpg?v=1578070433

Eugenia caryophyllus Sprengel

A Eugenia caryophyllus (Figura 13) é uma planta arborea, que possui
sabor ardente e forte odor aromatico, sendo nativa da Indonésia. A
composicdo quimica € constituida por eugenol, acetato de eugenol,
betacariofleno e acido oleanico além de triterpeno, ceras vegetais, cetonas,
resinas, taninos e esterois. O eugenol é conhecido ja por suas atividades anti-
inflamatorias, cicatrizantes, analgésicas, e atividade no sistema

gastrointestinal (Silvestri et al., 2010).

Figura 13- Eugenia caryophyllus — planta
https://scontent.fgru5-1.fna.fbcdn.net/v/t1.0-
9/39742522 2026463667399011 900661127371816960 n.jpg?
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Melaleuca alternifolia Chell

A Melaleuca alternifolia € uma espécie da familia Myrtaceae (Figura
14), nativa da Austrélia e llhas do Oceano indico, e é conhecida como arvore
do cha (Pegard, 2015). O ingrediente ativo extraido das folhas € obtido por
arraste a vapor (ANVISA, 2016). O dleo extraido das folhas tem constituicéo
guimica bem conhecida, sendo o terpinen-4-ol responsavel pelas
propriedades medicinais, como atividades antifungicas e antibacterianas
(Vieira et al., 2004).

Figura 14 — Melaleuca alternifélia — planta
https://www.filhadaterra.com/media/catalog/product/cache/1/img_caracteristicas/040
ec09b1e35df139433887a97daab6f/t/e/tea-tree-2.ipg

Myristica fragans Houtt

A Mysristica fragans, conhecida como noz-moscada (Figuras 15 e 16)
€ uma planta que foi introduzida no ocidente ao final da Idade Média. A
semente sempre foi empregada como tempero, sendo utilizada até os dias
atuais. Ja os 6leos essenciais sdo produtos farmacéuticos utilizados hoje para
formulacdo de medicamentos para tratamento de infeccdes respiratorias,

digestivas e como aromatizante cosmético (Teixeira et al., 2008).
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Figura 15 — Myristica fragans — arvore Figura 16 — Myristica fragans - fruto

https://antropocene.it/wp- .
=T _ https://assetscdnl.paytm.com/images/catalo
content/uploads/2018/11/Myristica_fragrans g/product/H/HO/HOMSPICE-TREE-

800x445. SSHOP1144315E823BF6/1566766602597
0..jpg?imwidth=320&impolicy=hq

Ocimum basilicum Linnaeus

O Ocimum basilicum, conhecido como manjericao (Figura 17) pertence
a familia Lamiaceae, possui diferentes espécies que podem ser classificadas
pelo aroma e por caracteristicas morfolégicas. O mais conhecido é o de cor
verde e os de folhas avermelhadas sédo raros e aromaticos. O uso in natura,
do Oleo essencial € um importante produto na industria cosmética e de
aromatizacéo, apresenta propriedades inseticidas e repelentes. Na cultura
popular, as folhas e flores sdo usadas para infusdes devido as propriedades
digestivas e tonicas. A extracdo do Oleo é realizada geralmente por processo
de destilacdo (Luz et al., 2014).
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Figura 17 — Ocimum basilicum — folhas
https://www.alsagarden.com/2691-large default/greek-basil-ocimum-basilicum-

seeds.jpg

Origanum majorana Linnaeus

A Origanum majorana conhecida por manjerona, € uma espécie da
familia Lamiaceae, originaria da Europa Meridional e se desenvolve em locais
com clima subtropical e temperado (Figura 18). As folhas sdo simples e possui
flores esbranquicadas, roseas ou violaceas. Os 6leos essenciais produzidos
sdo utilizados para tratamentos diversos, como asma, cefaleia, disturbios
reumatoldgicos, disturbios neuroldgicos, com descricdo de atividade para
epilepsia e para sedagdo. Na composicdo sdo encontrados terpenos,
fendlicos e flavonoides, com descricdo de atividade antibacteriana, antifingica

e antioxidante (Sales et al., 2020).

Figura 18 — Origanun majorana - planta
https://cdn.shopify.com/s/files/1/0108/5782/products/23266 _D828-

1220102gk_720x.jpeg?v=1550504792
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Origanum vulgare Linnaeus

O género Origanum € subdividido em 43 espécies e 18 hibridos. As
espécies sdo herbaceas encontradas em diferentes partes do mundo. Os
componentes encontrados nas espécies de Origanum depende diretamente
da técnica de extracdo, mas na maioria contém fenais, terpenos e derivados,
linalol, limoneno, timol e carvacrol. Estudos ja descreveram atividades
antifingicas e antimicrobianas das espécies O. heracleoticum, O. majorana,

O. onites, O. vulgare (Figura 19) e O. syriacum (Hou, 2020).

[=

Figura 19 — Origanum vulgare — planta
https://www.anniesannuals.com/signs/o/images//origanum_compact_nana_01.jpg

Rosmarinus officinalis Linnaeus

O Rosmarinus officinalis conhecido popularmente como alecrim (Figura
20), € uma planta da familia Lamiaceae, de origem da Tunisia, Marrocos e
Brasil. A extragdo do 6leo acontece da planta inteira (Amaral, 2015. p.97).

E utilizado como condimento em alimentos e com indicacées

farmacéuticas ja estudadas. O 6leo tem entre os compostos hidrocarbonetos
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monoterpenos, ésteres terpénicos, linalol, verbinol entre outros (Ribeiro et al.,
2012).

Atribui-se ao Oleo de R. officinalis atividade tbnica, estimulante,
antisséptica, cicatrizante e antimicrobiana e inibicdo de crescimento de

salmonelas, Escherichia coli e estafilococos (Costa, 2014, p. 36).

Figura 20 — Rosamarinus offinicallis - planta
https://cdn.awsli.com.br/600x450/122/122162/produto/59632359/32ch768ef4.jpg

Salvia sclarea Linnaeus

A Salvia sclarea € uma planta da familia Lamiaceae, possui atividade
tbnica, digestiva, diurética, emoliente, hipoglicemia, estimulantes,
adstringente, antisséptica, aromatica e antioxidante entre outras atividades
(Figura 21) (Costa, 2014. p.225).

Podemos encontrar como constituintes terpenos, acido ursolico, cincol,
acido oleanoico, acidos organicos, glicosideos, alfa e beta-amirina (Costa,
2014. p.225).
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Figura 21 — Salvia sclarea - planta

https://www.alsagarden.com/211-large_default/salvia-sclarea-seeds.jpg

Schinus terebinthifolius Raddi

A Schinus terebinthifolius, conhecida popularmente como pimenta-rosa
(Figura 22) é cultivada a partir de sementes. Possui atividades anti-
hemorragicas, anti-inflamatorias, cicatrizantes, hemostética e adstringente e

aplicacédo em ferimentos infeccionados ou nédo (Costas, 2014 p.63).

Figura 22 - Schinus terebinthifolius — planta

https://scontent.fgru5-1.fna.fbcdn.net/v/t1.0-
9/22852059 1670301519681896 208653977611139825 n.jpg? nc_cat=105& nc_sid=730
e14& nc_eui2=AeEB3B3jnV399p uVYrGbPTx0DH7ZE3EX|DOQMftkTcReMDSQv020VIiHP2
s$3e6jnFWtGOQP2isH urV7QVI1ppEETo& nc ohc=VLYNv7jg9PEAX8yOrUa& nc_ht=sconten
t.farus-1.fna&oh=a52af4fca25adb8f3055f3eb747af2e8&0e=5F79D602

32


https://www.alsagarden.com/211-large_default/salvia-sclarea-seeds.jpg
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https://scontent.fgru5-1.fna.fbcdn.net/v/t1.0-9/22852059_1670301519681896_208653977611139825_n.jpg?_nc_cat=105&_nc_sid=730e14&_nc_eui2=AeEB3B3jnV399p_uVYrGbPTx0DH7ZE3EXjDQMftkTcReMDSQv02oVliHP2s3e6jnFWtGQP2isH_urV7QV1ppEETo&_nc_ohc=VLYNv7jg9PEAX8y0rUa&_nc_ht=scontent.fgru5-1.fna&oh=a52af4fca25adb8f3055f3eb747af2e8&oe=5F79D602
https://scontent.fgru5-1.fna.fbcdn.net/v/t1.0-9/22852059_1670301519681896_208653977611139825_n.jpg?_nc_cat=105&_nc_sid=730e14&_nc_eui2=AeEB3B3jnV399p_uVYrGbPTx0DH7ZE3EXjDQMftkTcReMDSQv02oVliHP2s3e6jnFWtGQP2isH_urV7QV1ppEETo&_nc_ohc=VLYNv7jg9PEAX8y0rUa&_nc_ht=scontent.fgru5-1.fna&oh=a52af4fca25adb8f3055f3eb747af2e8&oe=5F79D602
https://scontent.fgru5-1.fna.fbcdn.net/v/t1.0-9/22852059_1670301519681896_208653977611139825_n.jpg?_nc_cat=105&_nc_sid=730e14&_nc_eui2=AeEB3B3jnV399p_uVYrGbPTx0DH7ZE3EXjDQMftkTcReMDSQv02oVliHP2s3e6jnFWtGQP2isH_urV7QV1ppEETo&_nc_ohc=VLYNv7jg9PEAX8y0rUa&_nc_ht=scontent.fgru5-1.fna&oh=a52af4fca25adb8f3055f3eb747af2e8&oe=5F79D602
https://scontent.fgru5-1.fna.fbcdn.net/v/t1.0-9/22852059_1670301519681896_208653977611139825_n.jpg?_nc_cat=105&_nc_sid=730e14&_nc_eui2=AeEB3B3jnV399p_uVYrGbPTx0DH7ZE3EXjDQMftkTcReMDSQv02oVliHP2s3e6jnFWtGQP2isH_urV7QV1ppEETo&_nc_ohc=VLYNv7jg9PEAX8y0rUa&_nc_ht=scontent.fgru5-1.fna&oh=a52af4fca25adb8f3055f3eb747af2e8&oe=5F79D602

Thymus vulgaris Linnaeus

Thymus vulgaris, conhecido como tomilho (Figura 23), é uma planta da
familia Lamiacea, originario do Mediterraneo, Espanha, Franga, Tunisia, india
e Brasil. O 6leo é extraido dos ramos. O 6leo de T. vulgaris, é amplamente

Figura 23 — Thymus vulagris — planta

https://img.crocdn.co.uk/images/products2/pl/20/00/01/88/pl2000018851.jpg?width=
940&height=940

Zingiber officinale Roscoe

O Zengiber officinale, conhecido popularmente como gengibre (Figura
24), possui entre as atividades descritas ser: estimulante, carminativo,
digestivo, diurético, antidepressivo, antitrombdtico, antiasmatico e

antisséptico entre outras atividades(Costa, 2014. p.156).
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Jahe gajah

Figura 24 — Zengiber officinale - raizes

https://ecs7.tokopedia.net/img/cache/700/product-
1/2016/10/24/9615945/9615945 146ce7cl-996a-4ac0-96f8-f68c26e8a9cc.jpg

1.6 Metabélitos secundarios em plantas

Os produtos quimicos produzidos por vegetais podem ser divididos em
dois grupos: metabdlitos primérios ou macromoléculas e metabdlitos
secundarios ou micromoléculas. No grupo dos metabdlitos primarios estao
incluidos os lipideos, protideos e glicidios que possuem funcdes vitais bem
definidas. O segundo grupo, os metabdlitos secundarios séo derivados de
rotas biossintéticas do metabolismo primario (Simdes et al., 2017, p. 23).

Os metabdlitos secundarios em plantas sao substancias necessarias
para o desenvolvimento das fungdes vitais da planta. Podem ser divididos em
grupos de acordo com a biossintese: terpendides, alcaldides e compostos
fendlicos (Santos, 2016).

Esses metabdlitos secundarios atuam na defesa do vegetal mas podem
agir também como toxinas. Podem ser citados como metabolitos secundarios:
taninos, saponinas, cumarinas, limonoides, quassinoides, lactonas
sesquiterpénicas, iridoides e alcaloides. Encontra-se também nos metabalitos
secundarios os pigmentos como os falvandides, antocianinas e betalainas, e
0s Oleos volateis como 0s monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides
(Simbes et al., 2017, p.24).
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1.7 Relevancia da pesquisa

A importancia para a realizacdo desta pesquisa se justifica por poucos
estudos realizados com déleos essenciais e seus compostos como
possibilidade de tratamento contra a C. auris. H4 uma preocupacédo entre 0s
profissionais de saude sobre como identificar, controlar e tratar
adequadamente a infeccdo, mas ainda s@o poucos estudos que apresentam
resultados sobre a acdo de medicamentos, em especial pela resisténcia

apresentada aos antifungicos conhecidos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar in vitro a atividade de Cinnamomum cassia, Eucalyptus
citriodora; Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus, Melaleuca alternifdlia,
Myristica fragans, Ocimum basilicum, Origanum majorana, Origanum vulgare,
Rosamarinus officinalis, Salvia sclarea, Schinus terebinthifolius, Thymus
vulgaris e Zingiber officinale, bem como os compostos quimicos dos 6leos
essenciais com as menores concentracdes fungicidas minimas sobre isolados

biol6gicos de Candida auris

2.2 Objetivos especificos

+ Determinar as concentrag6es fungicidas minimas dos 6leos essenciais
de C. cassia, E. citriodora; E. globulus, E. caryophyllus, M.alternifolia,
M. fragans, O. basilicum, O. majorana, O. vulgare, R. officinalis, S.

sclarea, S. terebinthifolius, T. vulgaris e Z. officinale, sobre C. auris.

+ Avaliar e determinar in vitro as concentracdes fungicidas minimas dos
compostos quimicos: a-Humuleno, B-Cariofileno, y-Terpineno, Aldeido
cinamico, Borneol, Canfora, Carvacrol, Eugenol, Isoeugenol, Linalool

P-Cimeno, Terpineol, Timol sobre as cepas de C. auris.
+ Avaliar in vitro a atividade dos antifingicos sintéticos Anfotericina B,

Cetoconazol, Flucitosina, Fluconazol, Itraconazol e Voriconazol sobre

C. auris
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Candida auris

Foram utilizados trés isolados bioldgicos de origem humana, sem a
presenta de hifas e ndo produtoras de proteinase e fosfolipase, cedidas pelo
Laboratério de Micologia e Parasitologia da Universidade Federal de Séo
Paulo, Unifesp, mantidos em meio de cultura agar Sabouraud Dextrose (Difco
— USA).

3.2 Oleos essenciais e principais compostos quimicos

Nesta pesquisa foram avaliados catorze 6leos essenciais sobre as
cepas de Candida auris: C. cassia, M. fragans, O. basilicum, O. majorana, O.
vulgare, R. officinalis, S. sclarea, S. terebinthifolius e Z. officinale adquiridos
da empresa Ferquima® com parametros de qualidade: aparéncia, cor, pureza,
odor, densidade - 20°C, indice de refragdo - 20°C; os Oleos essenciais E.
citriodora, E. globulus, E. caryophyllus, M. alternifolia, T. vulgaris foram

cedidos pela empresa World’s Naturals Fragrancies (WNF).

3.2.1 Compostos quimicos dos 6leos essenciais

As composi¢cdes quimicas dos Oleos essenciais utilizados nesta

pesquisa foram informadas pelas empresas:

e C. cassia: aproximadamente 80% de aldeido cinamico 2% de
cumarina, 2% de benzaldeido, 2% de alcool cinamico e 2% de
estireno (Ferquima®);

e E. citriodora: aproximadamente 93,99% de citronelal e 2,29% de
B-citronelol (WNF);
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E. globulus: aproximadamente 80,50% de eucaliptol, 14,03% de
limoneno, 2,58% de B-pineno, 1,72% de sabineno e 1,17% de a-
terpineol (WNF);

E. caryophyllus: aproximadamente 84,10% de eugenol, 12,67%
de B-cariofileno, 1,51% de a-cariofileno e 1,08% de acetato de
isoeugenol (WNF);

M. alternifdlia: aproximadamente 77,15% de terpineno-4-ol,
7,24% de y-terpineno e 3,38% de terpinoleno (WNF);

M. fragans: aproximadamente 25% de sabineno, 22% de a-
pineno, 14% de B-pineno, 9% de miristicine, 4% de terpineno-4-
ol e 4% de limoneno (Ferquima®);

O. basilicum: aproximadamente 85% de metilchavicol (estragol),
3% de eucaliptol, 2,7% de berganoteno, 2% de transo cimento,
0,8% de linalol e 0,6% de eugenol (Ferquima®);

O. mahorana: aproximadamente 22% de terpineno-4-ol, 16% de
sabineno e 13% de y-terpineno (Ferquima®);

O. vulgare: aproximadamente 72% de carvacrol, 4,5% de y-
terpineno, 4% de p-cimeno, 4% de linalol e 2% de timol
(Ferquima®);

R. officinalis: aproximadamente 40% de 1,8 cineol, 15% céanfora,
13% a-pineno, 7% B-pineno e 3% de limoneno (Ferquima®);

S. sclarea: aproximadamente 57% de acetato de linalila, 23% de
linalol, 3% de a-terpineol, 2% de germacrene D e 2% de Sclareol
(Ferquima®);

S. terebinthifolius: aproximadamente 32% de y-terpineno; 20%
de d-limoneno, 15% de a- felandreno e 10% de a- pineno
(Ferquima®);

T. vulgaris: aproximadamente 62,13% de timol, 14,43% de
cimeno, 8,49% de linalol, 5,98% de carvacrol, 2,55% de y-
terpineno, 2,37% de canfora, 2,15% de B-cariofileno e 1,34% de
borneol (WNF);
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e Z, officinale: aproximadamente 33% de a- zingibereno e 13% de
B-sesquifelandreno (Ferquima®).

O composto quimico aldeido cinamico a 99,97% de pureza foi adquirido
da empresa Quinari®.

Os compostos quimicos a-Humuleno a 96%, B-Cariofileno a 80%, y-
Terpineno a > 95%, Borneol a 97,5%, Canfora a 96%, Carvacrol a 98%,
Eugenol a 99%, Isoeugenol a > 98,9%, Linalol a 97%, P-Cimeno a 99%,
Terpineol a >96%, Timol a 99,5% de pureza foram adquiridos da empresa
Sigma.

Todos os 6leos essenciais e compostos quimicos foram adquiridos
conforme disponibilidade nas empresas e foram mantidos em frasco ambar, a

temperatura ambiente.

3.3 Pesquisa da atividade dos Oleos essenciais e principais compostos

qguimicos sobre C. auris

3.3.1 Preparac¢des da suspensao de leveduras

Os isolados de C. auris foram cultivados em agar Sabouraud Dextrose
(Difco — USA) e incubados em estufa a 37°C por 24 horas. A suspensao dos
isolados de C. auris foram preparados a partir de uma cultura de 24 horas,
com turbidez equivalente a escala 0,5 de Mc Farland, concentracéo
equivalente a 1-5 x 108 UFC/mL (Pfaller et al., 1998). A 1 mL desta suspenséo
em PBS pH 7.2 acrescentou-se 9 mL do meio de cultivo RPMI-1640 (Gibco
BRL, Grand Island, NY, USA) ajustando-se a suspensao final para 0,5-2,5 x
10° UFC /mL.

3.3.2. Avaliacdo in vitro da atividade antifungica dos 0leos

essenciais sobre isolados de C. auris
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A pesquisa in vitro da atividade antifingica dos Oleos essenciais de C.
cassia, E. citriodora, E globulus, E. caryphyllus, M. alternifolia, M. fragans, O.
basilicum, O. vulgare, R. officinalis, S. sclarea, S. terebinthifolius, T. vulgaris e
Z. officinale, foram realizados em microplacas de fundo chato, com 96 pocos
e capacidade de 300ul. Cada ensaio foi realizado em 24 pocos, e em
duplicata. Em cada poco, foi colocado uma solucédo de 100ul de meio RPMI —
1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) acrescido de tensoativo
polissorbato Tween 20 (Sigma-Aldrich®). No primeiro pogo foram colocados
200ul do d6leo essencial a ser testado. No segundo poc¢o foram colocados
100ul do mesmo 6leo essencial e entéo este, foi homogeneizado e diluido em
série, na base 2 até o 24° poco. Na sequéncia foram distribuidos em cada
poco 100ul da suspensédo de cada amostra de levedura. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.

3.3.3 Avaliacdo in vitro da atividade antifungica dos principais

compostos quimicos sobre isolados de C. auris

Foram preparadas suspensodes de leveduras de cada cepa, conforme
técnica descrita no item 3.3.1 e ensaio da atividade dos compostos quimicos

foi avaliada conforme técnica de microdiluicdo descrita no item 3.3.2.

3.4 Controles

- Controle negativo:

Em uma placa de microdiluicao foi utilizado um controle negativo, para
se observar a esterilidade do meio RPMI -1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY,
USA), um controle negativo dos 6leos essenciais e compostos quimicos.

- Controle positivo:

Em cada placa de microdiluicdo um controle positivo para cada

levedura (meio de cultura + inoculo) testada.
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As placas com controles também foram incubadas em estufa a 37°C

por 24 horas.

3.5 Determinacéo da concentracéo inibitéria minima

A concentracéo inibitéria minima (CIM) foi determinada na microplaca
e confirmada em cultura no meio de agar Sabouraud - dextrose (DIFCO). A
CIM foi considerada a menor concentracao do 6leo essencial ou do composto
quimico estudado que impediu o crescimento visivel de C. auris.

Os resultados de concentracdes inibitérias minimas (CIM) obtidos
foram analisados segundo a variagdo dos valores de CIM para cada 0leo
essencial e composto quimico, assim definidos:

« CIM-50 que representa a concentracdo inibitéria minima da

substancia capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras

testadas.

« CIM-90 que representa a concentracdo inibitéria minima da

substancia capaz de inibir o crescimento de 90% das amostras

testadas.

3.6 Avaliacdo da atividade fungistéatica e fungicida dos 6leos essenciais
e dos compostos quimicos:

Também pode se expressar em termos de concentracdo fungicida
minima (CFM), considerada como a menor concentracao da substancia capaz
de levar a morte do fungo (Cury,1997), apds 24 horas.

A avaliacdo das atividades fungistatica ou fungicida dos 6leos
essenciais e do composto quimico foi realizada em placas de Petri com agar
Sabouraud Dextrose (DIFCO), semeando-se 5ul das diluigdes de cada pogo
para verificar a inibicdo do crescimento fangico. As placas de Petri com os
inodculos de cada poco da placa de microdiluicdo foram incubadas em estufa
a 37°C por 24 horas.
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Os resultados de concentracdes fungicidas minimas (CFM) obtidos
foram analisados segundo variacdo dos valores de CFM: para cada o6leo
essencial:

« CFM-50 representa a concentracdo fungicida minima da substancia

capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras testadas.

+ CFM-90 representa a concentracdo fungicida minima da substancia

capaz de inibir o crescimento de 90% das amostras testadas.

3.7 Ensaio da atividade antifungica de Anfotericina B, Cetoconazol,

Flucitosina, Fluconazol, ltraconazol e Voriconazol.

3.7.1 Método E-Test® — Kit Comercial (AB-Biodisk, Solna, Suécia)

Este método foi utilizado na pesquisa de sensibilidade aos antifingicos:
Anfotericina B, Cetoconazol, Flucitosina, Fluconazol, Itraconazol e

Voriconazol.

3.7.1.1 Meio de cultivo

O meio RPMI 1640, 4gar, MOPS, D-glicose, agar (20,89 de RPMI-agar-
1640 (Gibco) e 1000,0 mL de 4gua deionizada) foi ajustado para pH 7,0 com
MOPS. Apoés esterilizacao por filtracdo, o meio foi distribuido em tubos, em
volume de 25 mL e guardado a 4°C até o momento do uso. Os frascos
contendo 25 mL de &gar dextrose foram esterilizados em autoclave a 120°C

durante 15 minutos e guardado até o momento do uso.

3.7.1.2 Fitas E-Test®

As fitas foram adquiridas da AB BIODISK, com um gradiente de
concentracdes correspondendo Anfotericina B de 0,002 a 32 pg/mL;
Cetoconazol de 0,002 a 32 pg/mL; Flucitosina de 0,002 a 32 pg/mL;
Fluconazol de 0,16 a 256 pug/mL; Itraconazol de 0,002 a 32 pug/mL; Voriconazol
de 0,002 a 32 pg/mL; sendo este gradiente identificado no verso da tira. As

tiras E-Test® foram armazenadas em freezer a -20°C até serem utilizadas.
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3.7.1.3 Preparo do In6culo

As leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose (Difco) por
48 horas a 35°C. A suspensao foi preparada em 1 mL de agua deionizada
esterilizada e a densidade celular com turbidez equivalente a escala 1 de Mc

Farland.

3.7.1.4 Determinacdo da concentracgdo inibitéria minima

Os frascos contendo 25 mL de agar dextrose foram fundidos, resfriados
a 50°C e adicionados de 25 mL do meio de agar RPMI-1640. A mistura
homogeneizada contendo 50 mL foi vertida em placa de Petri esterilizada (15
mm x 15 mm). Apos solidificacdo do meio as placas foram estocadas a 4°C.
Antes da inoculacdo, as placas de 4gar RPMI-1640 e as fitas de E-Test®
foram mantidas por 30 minutos, a temperatura ambiente. Um volume de 0,6
mL referente a cada indculo foi distribuido homogeneamente com o auxilio de
swab sobre a superficie do agar e as placas deixadas a temperatura ambiente
por 15 minutos para completa absor¢cdo da suspensao pelo agar. Decorrido
este tempo, as fitas de E-Test® foram cuidadosamente colocadas sobre a

superficie do &gar. As placas foram mantidas a 35°C durante 24-72 horas.

3.7.1.5 Determinacao e interpretacao do teste
As leituras da concentracdo inibitéria minima (CIM) foram realizadas
em 24h e 48h para C. auris apds a incubacédo, considerando-se o ponto de

interseccao entre a fita e a zona onde o crescimento da levedura foi inibido.

3.8 Controles de qualidade e biosseguranca

Durante a realizacéo do projeto até a fase dos testes foram seguidas e
respeitadas todas as normas de FEtica e Biosseguranca. Todas as
preparacdes e andlises foram realizadas pelos mesmos técnicos utilizando-se

0s equipamentos de protecao individual (EPIs) como luvas, avental, mascara,

43



Oculos e equipamentos de protecdo coletiva como cabine de seguranca

biolégica, bico de Bunsen e capela de exaustdo (OMS, 2004).

3.9 Descartes dos residuos
Todos os residuos gerados das coletas e andlises microbiolégicas
seguiram as normas de descarte estabelecidas pelo plano de gerenciamento

de residuos do Instituto Adolfo Lutz.
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4. RESULTADOS

4.1 Atividade in vitro dos catorze 6leos essenciais sobre os isolados

biol6gicos de Candida auris.

Os isolados bioldgicos de C. auris utilizados para avaliagcdo da atividade
dos Oleos essenciais foram identificadas como isolado 1, isolado 2 e isolado
3.

Foram utilizados 14 diferentes 6leos essenciais para avaliacao in vitro
da atividade antifungica sobre os isolados 1, 2 e 3 de C. auris Tabela 1.

Tabela 1 - Concentragdo Fungicida Minima dos catorze 6leos essenciais sobre 0s isolados
de Candida auris.

Candida auris Candida auris Candida auris
Oléos Essenciais Cepal Cepa 2 Cepa3

*CFM pg/mL *CFM pg/mL *CFM pg/mL
Cinnamomum cassia 0,00001 0,10 0,05
Eucaluptus citriodora 5.475 2.737 21.900
Eucalyptus globulus 5.537 5.537 5.537
Eugenia caryphyllus 1.515 181,45 24.250
Melaleuca alternifélia 21,887 21,887 21,887
Myristica fragans R R R
Ocimum basilicum 23.062 46.125 46.125
Origanum majorana 1.324 1.324 2.468
Origanum vulgare 752,34 188,08 3.009
Rosamrinus officinalis 20.212 10.106 80.850
Salvia sclarea R 87.850 87.750
Schinus terebinthifolius R R R
Thymus vulgaris 684,76 171,19 10.956
Zengiber officinale R R R

Condigcdes do estudo: Pesquisa da concentracdo fungicida minima CFM em placas de
microdiluigio e apos leitura em 24 horas: Pesquisa da atividade fungistéatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose
e leitura em 24 horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida
(CFM), resultado em pg/mL

*CFM: concentragdo fungicida minima

R: Resistente — presenca de crescimento a concentragcdo maxima de cada 6leo essencial
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Os trés isolados de C. auris foram resistentes aos 6leos essenciais de
M. fragans, na concentracao de 171.500 pug/mL (100%), S. terebinthifolius na
concentracdo de 170.400 pg/mL (100%) e Z. officinale na concentracdo de
71.200 pg/mL (100%).

Os trés isolados foram sensiveis ao 6leo essencial de C. cassia, sendo
que o isolado 1 foi o0 mais sensivel até a concentracdo CFM 0,00001pg/mL, o
isolado 2 na concentracdo de CFM 0,10ug/mL e o isolado 3 na concentracao
de CFM 0,05pg/mL.

Para o Oleo essencial de S. sclarea ocorreu resisténcia do Isolado 1.
Os isolados 2 e 3 foram inibidos até a concentracdo de CFM de 87.750 pg/mL.

O isolado 2 foi sensivel para os 6leos essenciais de E. citriodora, E.

caryphyllus, O. vulgare, R. officinalis, e T. vulgaris.

4.2 Atividade dos compostos quimicos a-Humuleno a 96%, B-Cariofileno
a 80%, y-Terpineno a> 95%, Aldeido cindmico a 99,97%, Borneol a 97,5%,
Céanfora a 96%, Carvacrol a 98%, Eugenol a 99%, Isoeugenol a > 98,9%,
Linalol a 97%, P-Cimeno a 99%, Terpineol a >96%, Timol a 99,5% de

pureza, sobre as cepas de Candida auris.

Os isolados biolégicos apresentaram maior sensibilidade aos éleos de
C. cassia, E. caryophyllus, T vulgaris. Estes entdo foram selecionados para
gue seus principais compostos quimicos também fossem testados quanto sua
atividade antifungica.

O 6leo essencial de C. cassia tem como principais compostos quimicos
em sua composi¢do: aldeido cinamico, cumarina, benzaldeido, &lcool
cindmico e estireno. O composto quimico aldeido cindmico é o mais estudado
e encontrado em maior quantidade no Oleo essencial de C. cassia. O
composto quimico aldeido cinamico foi adquirido pela Quinari® com grau de
pureza de 99,97%.

Para a avaliacdo da atividade antifingica dos compostos quimicos do

Oleo essencial de E. caryophyllus, foram adquiridos os compostos quimicos
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da empresa Sigma- Aldrich com os seguintes graus de pureza: a-humuleno a
96%, B-cariofileno a 80%, eugenol a 99% e isoeugenol a > 98,9%.

Para a avaliacdo da atividade antifiungica dos compostos quimicos do
Oleo essencial de T. vulgaris, foram adquiridos os compostos quimicos da
empresa Sigma- Aldrich® com os seguintes graus de pureza: B-cariofileno a
80%, y-terpineno a > 95%, borneol a 97,5%, canfora a 96%, carvacrol a 98%,
linalol a 97%, P-cimeno a 99%, terpineol a >96%, timol a 99,5%.

A atividade antifingica dos compostos quimicos sobre os isolados de
C. auris estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Concentragdo Fungicida Minima dos compostos quimicos a-Humuleno a 96%, [3-
Cariofileno a 80%, y-Terpineno a > 95%, Aldeido cindmico a 99,97%, Borneol a 97,5%,
Céanfora a 96%, Carvacrol a 98%, Eugenol a 99%, Isoeugenol a > 98,9%, Linalol a 97%, P-
Cimeno a 99%, Terpineol a >96%, Timol a 99,5% de pureza sobre isolados biolégicos de
Candida auris.

Candida auris Candida auris Candida auris
Cepal Cepa?2 Cepa3

Composto quimicos

*CFM (ug/mL) *CFM (pg/mL) *CFM (ng/mL)
a-Humuleno R R R
B-Cariofileno R R R
y-Terpineno R R R
Aldeido cindmico 0,026 0,83 3,33
Borneol 101.050 50.252 50.525
Canfora 52.925 26.462 13.321
Carvacrol 714,84 357,42 1,39
Eugenol 813,67 406,83 3.254
Isoeugenol 1,60 1,60 12,82
Linalol 3.142 6.284 12.568
P-Cimeno R R R
Terpineol 1.571 12.575 1.571
Timol 2,93 1,46 11,74

Condigdes do estudo: Pesquisa de Concentragdo Fungicida Minima (CFM) em placas de microdiluicéo e leitura em
24 horas. Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenca
de crescimento - atividade fungistatica e auséncia de crescimento - atividade fungicida, resultado em pg/mL

*CFM: concentragdo fungicida minima

R: Resistente — presenca de crescimento a concentragdo maxima de cada composto quimicos
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Os trés isolados foram resistentes aos seguintes compostos quimicos:
a-humuleno, B-cariofileno, y-terpineno e p-cimeno.

Os trés isolados apresentaram sensibilidade ao composto quimico
aldeido cinamico, presente no 6leo essencial de C. cassia. O isolado 1
apresentou sensibilidade até a CFM de 0,026 pg/mL. O isolado 2 apresentou
sensibilidade até a CFM de 0,83 ug/mL e o isolado 3 até a CFM de 3,33 ug/mL.

Em relacéo a atividade do composto quimico isoeugenol presente no
6leo essencial E. caryophyllus, os isolados 1 e 2 apresentaram inibicdo até a
CFM de 1,60 pg/mL. O isolado 3 apresentou sensibilidade até a CFM de 12,82
pg/mL.

O terceiro composto que apresentou acao inibitoria sobre os isolados
foi o Timol, presente nos 6leos essenciais de O. vulgare e T. vulgaris com a
melhor atividade inibitéria in vitro no isolado 2 até a CFM de 1,46 pg/mL. O
isolado 1 apresentou CFM de 2,93 pg/mL, enquanto o isolado 3 CFM de 11,74
png/mL.

4.3 Sensibilidade da C.auris aos antifungicos sintéticos — anfotericina B,
cetoconazol, flucitosina, fluconazol, itraconazol e voriconazol, utilizando
as Fitas E-Test®

Para avaliacdo da sensibilidade da C. auris aos antifungicos sintéticos:
anfotericina B, cetoconazol, flucitosina, fluconazol, itraconazol e voriconazol
as placas foram examinadas ap6s 48 horas para identificacdo do halo de

inibicdo, conforme apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3 — Valores da CIM para Anfotericina B, Cetoconazol, Flucitosina, Fluconazol,
Itraconazol e Voriconazol, utilizando as Fitas E-Test® , leitura em 48 horas

Anfotericina B Cetoconazol Flucitosina Fluconazol Itraconazol Voriconazol
Isolados de
Candida auris CIM CIM CIM CIM CIM CIM
(Hg/mli) (Hg/mi) (Hg/ml) (Hg/mli) (Hg/ml) (Hg/mi)
1 0,50 3 2 R 4 R
2 0,75 3 1,0 R 4 R
3 0,50 4 1,5 R 4 R

Condigdes do estudo: Pesquisa da Concentragéo inibitéria minima CIM. utilizando as Fitas E-Test® e leitura em 48

horas: resultado em pg/mL

*CIM: concentracgao inibitéria minima

Foi identificada a resisténcia dos trés isolados para os antifungicos

sintéticos fluconazol e voriconazol. Os isolados de C. auris foram mais

sensiveis ao antifungico sintético anfotericina B.
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5. DISCUSSAO

5.1 Atividades de 6leos essenciais

Os 6bleos essenciais sdo utilizados em pesquisa ha anos quanto a
atividade antifingica, antiparasitaria e antiviral. O mecanismo de atividade
destes 6leos essenciais depende da composicao quimica, formada na maioria
por compostos terpénicos, constituintes aromaticos e alifaticos (Gucwa et al.,
2018).

Sao conhecidos cerca de 100.000 metabolitos secundarios
provenientes de plantas, mas considerando que ha limitacdo de rotas
biossintéticas para a sintese destes metabdlitos, os produtos naturais séo
classificados em numero limitado de grupos. Pode-se citar quatro origens
biossintéticas de classes de metabdlitos secundarios: Acetil-CoA que origina
0s poliacetilénicos, policetideos, flavanoides e estilbeos; os aminoacidos que
originam as aminas, os alcaldides verdadeiros, os glicosinolatos e os
glicosideos cianicos; 1-desoxi-D-xilulose que originam os tetraterpenos, o
bloco de construcdo dos hemiterpenos, os diterpenos e nos monoterpenos;
mevalonato que origina os triterpenos e esteroides e 0s sesquiterpenos e
acido cindmico que origina as cumarinas, fenilpropanoides e acido fenil
carboxilicos. Os compostos terpénicos, bem como os alcaléides e compostos
fendlicos sdo metabdlitos secundarios em plantas e a origem depende da
relacdo biossintética entre 0 metabolismo basal e especial da planta. Os
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos tetra e pentaciclicos
esteroides, caractenoides e xantofilas sdo metabolitos especiais de origem do
metabolismo basal de isopentenildifosfato. (Kreis, Munkert e de P&dua in
Simoes, 2017).

5.2.1 Terpenos
Os terpenos ou terpendides sdo 0s compostos mais abundantes nas
analises de Oleos essenciais, estando presentes como hemiterpenos,

monoterpenos, sesquipertenos e derivados. Os terpenos sao ativos contra
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varios microrganismos e possuem atividade antimicrobiana, pelo carater
lipofilico, resultando na alteracao da permeabilidade da membrana (Trombeta
el al., 2005).

A classificacdo dos terpenos é baseada pela quantidade de isoprenos,
gue sdao estruturas basicas formadas por carbonos, sendo denominadas como
isoprenos ou hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
sesterpenos, trieterpenos, tetraterpenos e polisoprenpoides (Matos et al.,
2019; Bakkali et al., apud Contieri, 2017).

Os terpenos sdo substancias de origem vegetal formados pela
condensacao de unidades de isoprenos (Gucwa et al., 2018). H& descricéo
de atividades dos terpenos como agentes terapéuticos com atividades
antiinflamatéria, cicatrizacdo de feridas e como antineoplasicos (Matos et al.,
2019). Sao exemplos de terpenos a canfora e o timol.

Os monoterpenos sédo descritos com possibilidade de exercer
atividades antimicrobiana, com a capacidade de interferir na integridade da
membrana celular e seu funcionamento, alterando o potencial da membrana
e causando inibicdo da cadeia respiratéria (Santos, 2016). Sao exemplos de
monoterpenos, e que foram utilizados para este estudo o y-terpineno, o
terpineol, o linalol e o carvacrol. O carvacrol € um fitoquimico, ja estudado
como ndo tendo efeito citotoxico ou mutagénicos em ceélulas humanas
(Shaban, Pahel e Ahmad, 2020).

Os terpendides sao derivados dos terpenos contendo oxigénio, como o
borneol (Gucwa et al., 2018).

Sao exemplos de sesquiterpenos o a-humuleno e o B-cariofileno, que

também possuem acéo antimicrobiana e herbicina (Santos, 2016).

5.2.2 Alcaloides

Para a maioria dos alcaloides a formacdo vem da derivacdo de
aminodacidos, sendo eles: ornitina, arginina, lisina, fenilalanina, tirosina e
triptofano, que por descarboxilacdo formam uma amina biogénica que ira

promover a biossintese do alcaloide. No entanto, outros alcaloides, como 0s
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acridénicos, esteroidais, imidazdélicos e puricos ndo seguem a regra de
biossintese por um aminoacido (Simdes et al, 2017. p. 160).

Os alcaloides sao metabdlitos secundarios reconhecidos pela atividade
farmacoldgica, apresentando a caracteristica de neurotransmissor, com papel
de regulacéo, estimulacéo e inducéo de fungdes de acordo com a capacidade

de interagir com alvos biolégicos (Oliveira, 2018).

5.2.3 Fenois

Os fendis ou compostos fendlicos estdo presentes em legumes e
vegetais, sendo ja caracterizados milhares de compostos de caracteristicas
moleculares simples a complexas, com estudos da atividade antioxidante e
antimicrobiana (Santos, 2016).

S&o compostos formulados pela via biossintética do acido chiquimico,
em que a estrutura possui fator determinante para a atividade antirradical livre
e quelantes de metais. Essa atividade antioxidante dos compostos fendlicos
acidos aumenta com o grau de hidroxilacdo. Essa condi¢cdo antioxidante
favorece a atividade antimicrobiana (Scherer et al., 2009). Séao exemplos de
compostos fendlicos o eugenol (composto fendlico) e o isoeugenol.

Terpenoides fendlicos como o timol e o carvacrol séo reconhecidos por
apresentar estruturas isoprénicas. Ja compostos como os acidos cinamicos
aromaticos e fendlicos sdo estruturas quimicas que nao permitem inferir na
biossintese (Kreis, Munkert, de Padua in Solim@es et al., 2017. p. 160).

Pela composigéo quimica a atividade antimicrobiana pode ser atribuida
ao conjunto dos compostos, devido a caracteristica de ser lipofilico, permitindo
a atividade na membrana celular e causar danos estruturais, podendo causar
degradacdo da parede celular e danos nas proteinas ocasionando
extravasamento celular (Contieri, 2017).

Quatro compostos tém atraido o interesse de pesquisadores devido a
atividade com potencial fungicida e antiviruléncia em espécies de Candida, o
eugenol, metileugenol, carvacrol e timol, sendo estes dois ultimos com efeitos
inibitérios contras hifas e formacado de biofiime em espécies de Candida. A
necessidade de produtos farmacoldgicos com menor toxicidade, a reducdo da
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resisténcia aos antifungicos ja utilizados além de melhorar a eficacia dos
tratamentos, faz com que a busca por novas possibilidades terapéuticas
sejam testadas, incluindo estudos com compostos fendlicos que possuem
atividade sinérgica com antifingicos in vitro mesmo em isolados resistentes
(Shaban, Pahel e Ahmad, 2020).

No estudo realizado por Shaban, Phael e Ahmad (2020) foi possivel
identificar uma alta atividade antifungica do 6leo essencial C. cassia. Neste
estudo os autores também identificaram que o carvacrol foi 0 composto mais
ativo, com CIM mais baixa e atividade anti-aderéncia, justificando que o
carvacrol reduz a capacidade de aderéncia de C.auris e a diminuicdo de
producdo de proteinase pela célula fungica. A capacidade de adesdo de
C.auris é dada pela producao de adesinas ou glicoproteinas de superficie e o
carvacrol pode apresentar uma atividade de bloqueio nessas adesinas
interferindo na sintese e assim pode reduzir a capacidade de aderéncia do
fungo as células hospedeiras.

Nesta pesquisa, os trés isolados de C. auris testados apresentaram as
menores CFM para o 6leo essencial de C. cassia, semelhante aos resultados
apresentados por Shaban Phael e Ahmad (2020), assim como quando
testados os principais compostos quimicos dos 6leos essenciais 0 composto
quimico carvacrol, destacou-se por apresentar uma das menores CFMs entre
0s compostos avaliados.

Carvacrol (C10H140 - 5-Isopropil-2-metilfenol; 2-Metil-5-(1-metilletil)
fenol) € um monoterpeno natural, abundante em plantas pertencentes a
familia Lamiaceae, componente importante de varios Oleos essenciais de
plantas, tais como Origanum spp., Satureja hortensis, Thymus spp. e Timbra
capitata. Recentemente atraiu muita atencédo pelas diversas propriedades
biolégicas (antioxidante, anti-inflamatério, neuro protetor, antitumoral,
antibacteriano entre outras). No entanto, o carvacrol tem propriedades fisico-
quimicas (baixa solubilidade em agua e alta volatilidade), que dificultam seu
potencial uso farmacologico. O mecanismo de acdo de do carvacrol, é a

inibicdo da biossintese do ergosterol (Marinelli et al., 2019).
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Vinciguerra et al. (2018), avaliaram os 6leos essenciais de O. vulgaris,
T. vulgaris e o composto carvacrol contra Malassezia furfur e identificaram
valores de concentragdes inibitérias minimas variando de 450 a 900ug/mL

Lima et al. (2013) identificou atividade antifingica do carvacrol contra
cepas de C. albicans com CFM de 512ug/mL, sendo evidenciada
principalmente sobre o ergosterol, na ligacdo de ester6is na membrana da
levedura e ndo atua na modificacdo da parede da célula fungica

Em um estudo de Gucwa et al. (2018), foi identificado atividade do 6leo
essencial C. cassia que inibiu o crescimento de cepas de C. albicans e C.
glabarata. Esses autores ainda relataram que o aldeido de canela é o
elemento essencial na atividade antifingica do produto. Os autores ainda
relataram que ocorreu alta atividade antifungica dos 6leos essenciais de T.
vulgaris, C. cassia, O. basilicum e E. caryophyllus entre outros estudados,
com observacado de concentracdo maxima para uso potencial em preparacdes
para aplicacdo externa ou inalacdo. Os resultados antifungicos do 6leo de
canela advém da composicdo, sendo o aldeido crucial para a atividade
antifangica.

Nesta pesquisa, 0s Oleos essenciais de C. cassia, E. caryophyllus, O.
basilicum e T. vulgaris apresentaram as menores concentracdes inibitérias
entre os 0leos essenciais estudados, sendo o oleo essencial de C. cassiae T.
vulgaris, os que obtiveram as menores CFMs. Entre os compostos estudados,
o aldeido cindmico, encontrado no 6leo essencial de C. cassia, o isoeugenol,
encontrado no 6leo essencial de E. caryophyllus e o timol, encontrado no 6leo
essencial de T. vulgaris, apresentaram as menores CFMs sobre os isolados
de C. auris.

O aldeido cindmico também é conhecido com outros sinénimos: (E) -
acido 3-fenil-2-propendico; acido cinamico; &cido trans; cinamico, acido
fenilacrilico; é&cido 3-fenilacrilico. A formula molecular: CoHsO2; massa
molecular: 148,17g/mol. E um composto fendlico presente com propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatérias. O cinamaldeido presente na canela, é
um liguido amarelado e oleoso, ligado principalmente ao 6leo essencial e esta

presente em grande quantidade nesta planta. E o principal composto que
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confere 0 aroma amadeirado da canela (Gruenwald et al., 2010; Singh, 2018).
E considerado um antioxidante potente, atuando na reducdo dos niveis de
LDL (lipoproteina de baixa densidade), devido a esse fato, o consumo €
recomendado por estar relacionado com a diminuicdo do risco de algumas
doencas como certos canceres e doencas cardiovasculares (Auger et al.,
2004).

Sendo utilizado em varias éareas como a cosmética como
aromatizante, é muito empregado em produtos alimenticios e bebidas e
também na area farmacéutica. Estudos apontam que o aldeido cinamico
apresenta atividades fungicida, larvicida, anti-inflamatéria e antibiética sobre
bactérias Gram positivas e Gram negativas, além de apresentar efeitos
hipoglicemiante em ratos, devendo o mecanismo de agao ainda ser estudado
para melhor esclarecimento (Figueiredo et al., 2017; Chemicalize, 2020).

Acredita-se que o cinamaldeido iniba a atividade de beta-1,3-glucano e
da quintina sintase, enzimas responsaveis pela producdo de componentes da
parede celular fungica. No entanto ja sobre a atividade do 6leo de manjericao
na parede celular fingica, ndo possui tanta investigacao (Gucwa et al., 2018).

Hang, Graham e Adukwu (2020) pesquisaram o efeito antifungico da
Cinnamomum zeylanicum Blume, conhecida popularmente como canela do
Sri Lanka, cultivada na regido da india descrevem que os 6leos essenciais
extraidos das folhas e da casca tem efeitos antissépticos, imunoestimulantes,
desintoxicantes, analgésicos e antidepressivos. Este estudo descreve que o
extrato desta planta exibe atividade antifingica mais alta que a Anfotericina B
em patdgenos orais.

Os pesquisadores descrevem que o0 0leo essencial da casca tem efeito
antimicrobiano mais eficaz que o 6leo extraido da folha (Hang, Grahan e
Adukwu, 2020). Quanto a composi¢ao o 0leo extraido da casca possui maior
concentracdo de trans-cinnalmaldeido (66,43% na casca enquanto na folha a
concentracdo é de 1,92%), ja o Oleo extraido da folha possui 62,57% de
eugenol enquanto na casca ha 5,28%. Os autores identificaram que os 6leos
alteraram a permeabilidade da membrana celular, outro estudo propde que a

parede e a membrana celular sdo os locais-alvo de trans-cinnamaldeido e
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eugenol, podendo ser a atividade devida as propriedades lipofilicas desses
compostos. O estudo ainda descreveu a possibilidade de atividade de inibicao
de fatores de hemolisina. Por fim, concluem que pesquisas sobre a atividade
destes Oleos essenciais podem ser um campo de pesquisa para intervencdes
terapéuticas antifangicas.

Isoeugenol (2-Methoxi-4-propenilfenol) possui formula quimica:
C10H120, peso molecular 164,2 g/mol é preparado a partir do eugenol por
aquecimento. O eugenol é utilizado na producdo de isoeugenol para a
fabricacéo de vanilina. Eles sdo usados na formulacéo para atracéo de insetos
e absorcdo de UV, analgésicos, biocidas e antissépticos (Abourashed et al.,
2008). O isoeugenol é o principal componente da baunilha natural derivada
do corpo frutifero da espécie de orquidea Vanilla planifolia de cultivo dificil e
processo de extracao pouco rentavel, tornando o produto com custo elevado,
entre US$ 1.200 a US$ 4.000 por quilo, em contraste com a vanilina sintética
de custo inferior a US$ 15,00. Desde 1874, procuram-se formas de sintetizar
a vanilina utilizando o eugenol para comercializacdo a pre¢cos mais baixos
(Pacheo e Damasio, 2010).

Quimicamente, o isoeugenol é utilizado como material de partida na
obtencdo da vanilina, utilizada como aromatizante em alimentos, em
cosmeéticos e produtos farmacéuticos (Havkin-Frenkel & Belanger, 2008). Ele
pode ser facilmente extraido do 6leo essencial de cravo, de baixo custo por
ser produzido em varias regides (Ashengroph et al.,2011).

Pinto et al. (2019), avaliaram a atividade antifingica e citotoxica de E.
caryophyllus, eugenol, isoeugenol e methylisoeugenol contra Microsporum
canis, M. gypseum, indicando uma bioatividade antifiungica de isoeugenol e
methylisoeugenol e baixo efeito citotoxico in vitro sobre uma linhagem néo
tumoral de células (células Vero). Zhou et al. (2019), analisaram a atividade
do carvacrol e isoeugenol contra Rhizopus stolonifer e Absidia coerulea com
potenciais efeitos antifingicos, indicando que poderiam ser utilizados no
desenvolvimento de novos fungicidas biologicos. Isoeugenol também foi

avaliado contra cepas de Penicillium citrinum observando seu potencial
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antifngico. O isoeugenol apresenta baixo risco de irritagdo e tumorigénico
(Ferreira et al., 2018).

Medeiros et al. (2020) avaliaram a atividade antifingica do isoeugenol
e das acetamidas hibridas, obtidas a partir do isoeugenol, contra C. albicans
isoladas de cavidade oral. A CIM e CFM do isoeugenol variaram entre 128 e
256 pg/mL, sendo capaz de interferir na formacdo das estruturas como
clamidoconideos e pseudo-hifas, importantes no processo patogénico da
espécie.

O timol (Ci0H140 - 2-isopropil-5-metil-fenol) ¢ um monoterpeno,
componente importante em varias espécies de plantas, em particular T.
vulgaris, e reconhece-se por ter um numero de propriedades farmacoldgicas,
incluindo a atividade antimicrobiana e antifungica, o que pode envolver efeitos
sobre a membrana celular (Braga e Ricci, 2011).

Teixeira et al. (2018), verificaram a atividade antifingica do timol contra
isolados bioldgicos de origem humana de C. neoformans e identificaram a
interacdo desse monoterpeno com esterois, com valores de CFM que
variaram entre 40 e 101 pg/mL, supondo que o timol interaja com o ergosterol,
mas n&o com o colesterol.

Miranda-Cadena et al. (2021) desenvolveram e caracterizaram
nanoparticulas de carvacrol, cinamaldeido, citral e timol a base de lipossomos
para testar a atividade anti-Candida. Nanoparticulas com 64ug/ml de
cinamaldeido, 256ug/ml de citral e 128ug/ml de timol apresentaram as
melhores caracteristicas entre as formulacdes testadas. O carvacrol e o timol
nas nanoparticulas a base de lipossomas ndo eram toxicos,
independentemente da concentracdo. Além disso, o carvacrol e o timol
mantiveram a atividade antifangica ap6s o encapsulamento e houve uma
reducdo significativa (~ 41%) da sobrevivéncia da levedura quando os
macrdéfagos foram incubados com lipossomas de carvacrol ou timol.

Pinto et al. (2009) descrevem a atividade antifungica do eugenol
prejudicando a biossintese do ergosterol. O ergosterol € o principal
componente do esterol da membrana celular fingica, sendo responsavel pela

manutencao da funcéo e integridade celular.
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Os dleos essenciais possuem mecanismos de acdo semelhantes aos
antimicrobianos sintéticos, causando danos a membrana celular, além de
influenciar nas atividades celulares como a producéo de energia. Outro efeito
possivel dos 6leos essenciais é a coagulagdo do contetdo celular, com
extravasamento do citoplasma e morte celular (Gucwa et al., 2018).

Szweda et al. (2015) analisaram que a atividade antifangica dos 6leos
essenciais de lavanda, liméo, arvore do cha, manjericao, tomilho, geranio,
canela e cravo foi promissora para isolados de C. albicans, C. glabarata e C.
krusei.

Shaban, Patel e Ahmad (2020) ainda avaliaram os fatores de viruléncia
de 25 isolados de C. auris. e a atividade antifungica sobre a C. auris dos fenois
monoterpénicos, carvarcrol, timol, eugenol e metil eugenol com a combinacao
com quatro antifingicos. Os autores identificaram que o carvacrol foi 0 mais
eficaz com valores de CIM de 125 pg/ml, seguido do timol com CIM de 312
ug/ml. Ao fazer a combinacédo com antifingicos sintéticos identificaram efeito
sinérgico do carvacrol com fluconazol, sendo que todos os isolados se
mostraram resistentes ao fluconazol. Com a anfotericina B o efeito sinérgico
foi com 28% dos isolados estudados, sendo que destes 12% foram resistentes
a anfotericina B. Com a combina¢ao com a nistatina 28% apresentaram efeito
sinérgico, sendo todos resistentes a nistatina. Por ultimo a combinagdo com
caspofungina, apresentou efeito sinérgico apenas em um isolado sendo este
resistente a caspofungina. Os pesquisadores avaliaram microscopicamente
os isolados e relatam que néo houve observacéao de hifas ou pseudo-hifas nos
isolados de C. auris. Ainda identificaram que o carvacrol reduziu a capacidade
de aderéncia da C.auris, sendo essa capacidade possivelmente reduzida
devido ao fato do carvacrol ter blogueado adesinas ou glicoproteinas de
superficies, reduzindo a capacidade de aderéncia as células hospedeiras.
Ainda identificaram deteccdo em 96% dos isolados de producdo de
proteinase, mas com reducao significativa desta producéo pelo carvacrol.

Gucwa et al. (2018) sugerem que ocorra sinergismo do carvacrol e do
timol com o fluconazol para alguns isolados do género Candida, sendo esse

altimo também com acéo sinérgica com a anfotericina B.
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5.2 Atividade enzimatica

A producdo de exoenzimas reflete o grau de patogenicidade de um
microrganismo. A exoenzima fosfolipase atua na hidrolise dos fosfolipidios
dando origem a lisofosfolipidios que causam danos a célula epitelial levando
a lise celular (Santangelo et al.,, 1999). Além disso, destr6i substancias
surfactantes nos pulmdes, facilitando a adesédo da levedura (Karkowska-
Kuleta et al., 2009).

A exoenzima proteinase degrada tecidos do hospedeiro e destroem
queratina, colageno, albumina, fibronectina, hemoglobina e proteinas da
matriz extracelular bem como proteinas importantes para o sistema imune,
digerindo as imunoglobulinas e parte do sistema complemento no local da
infeccao (Casadevall e Perfect, 1998). Campos e Baroni (2010), relataram que
quanto maior o potencial de viruléncia manifestado nos diferentes
mecanismos dessa viruléncia utilizados pelo microrganismo, associado a
quadros de imunodepressdo do hospedeiro, aumenta a possibilidade de
penetracdo da levedura e consequente infeccdo dos diferentes tecidos do

paciente.

Vérios fatores de viruléncia associado as cepas de Candida sao
associadas as caracteristicas responsaveis pela capacidade da levedura
sobreviver facilmente e persistir em diversos ambientes, principalmente os
propicios a infeccBes (Tsang et al., 2007). A presenca de producdo das
exoenzimas proteinase e fosfolipase foram demonstradas em isolados de C.
auris em estudo realizado por Kumar et al. (2015). Enzimas hidroliticas
extracelulares, como as fosfolipases, atuam como importantes fatores de

viruléncia, auxiliando na aderéncia e invasdo das células hospedeiras.

Neste estudo, os isolados de C. auris ndo apresentaram producéo das
exoenzimas proteinase e fosfolipase antes e apds exposicdo aos Oleos
essenciais E. caryophyllus e T. vulgaris e seus compostos quimicos. Larkin et
al. (2017) observaram em estudo in vitro que a producdo de exoenzimas em

diferentes isolados de C. auris, de diferentes regides geograficas, mostraram
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que a producgédo de proteinase foi detectada em 64% e da fosfolipase, em
37,5% dos isolados testados. Larkin et al. (2017) ainda explica que que estes
fatores sdo menos evidentes em C. auris quando estudados in vitro, com
variagao significativa na producdo das referidas exoenzimas, assim como

dependendo da cepa estudada.

Outro fator de viruléncia significativo envolvido em C. auris é a sua
capacidade de aderir diferencialmente a superficies poliméricas, formar

biofilmes e resistir a agentes antifingicos (Sherry et al., 2017).

No entanto, Larkin et al. (2017), relatam que os biofilmes de C. auris
sao significativamente mais finos em espessura em relagéo ao biofiime de C.
albicans. Além disso, C. auris exibe capacidade minima para aderir ao
elastdmero de silicone (um material representativo do cateter) em relacdo a
C. albicans. A fraca capacidade de adeséo da C auris sugere que € provavel
que desempenhe algum papel na candidiase, mas ndo significativo, em
contraste com que s&o conhecidos para C. albicans e C. parapsilosis.

C. auris também demonstra termo tolerancia, crescendo otimamente a
37°C e manutencado da viabilidade até 42 °C, tolerancia ao sal e agregacao
celular em grandes grupos, o que pode sugerir alguma vantagem na

proliferacdo em ambiente hospitalar (Borman et al., 2016; Satoh et al., 2009).

5.3. Atividade de antifungicos sintéticos

Segundo Rossi (2009) ainda ndo ha evidéncia de que os fungos sao
capazes de inativar ou modificar agentes antifungicos, e dessa maneira
adquirir resisténcia. No entanto, a utilizacdo profilatica de azdis, em especial
o fluconazol na prevencéo de infeccbes causadas por Candida aumentou a
resisténcia a este antifingico, com mutacdo do gene ERG11 e super
expressao dos genes CDR1 e CDR2. Kumar et al. (2021), relatam que os
azoles sao drogas de primeira escolha em infec¢des sistémicas causadas por
espécies de Candida por ter como alvo a via da biossintese do ergosterol ao
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inibir a 14a-desmetilase codificada por ERG11. Mas em analises de C. auris
identificaram serem resistentes aos azois por mutacdo desse gene (ERG11).

Du et al. (2020) relatam que foram encontradas trés mutacdes em
ERG11 de C. auris resistente ao fluconazol.

Em relacdo as equinocandinas pode ser raro encontrar isolados
resistentes, mas quando presentes estdo ligados a mutacdo do gene FKS1,
que codifica a enzima beta 1,3 D-glucana sintetase. Por fim, o mecanismo de
resisténcia a anfotericina B provavelmente estd associada ao aumento ou
diminuicdo de ergosterol na membrana celular (Du et al., 2020 e Rossi, 2009).

De acordo com o CDC-USA, as infeccbes sistémicas causadas por
isolados de Candida entre os anos de 2012 a 2016, foram resistentes a
antifangicos de primeira linha como fluconazol e equinocandinas (Wijesinghe
et al. 2020).

A natureza da resisténcia antifiungica de C. auris ainda é desconhecida.
O numero de antifungicos disponiveis para o tratamento atualmente € muito
limitado, sendo quase todos pertencentes as classes de azolicos, polienos,
equinocandinas e alilaminas. Um grande problema é o ndo atendimento a
expectativas de tratamento, muitos por sua toxicidade e pela via de
administracdo, exigindo necessidade de aplicacdo em ambiente intra-
hospitalar (Hata, Humphries e Lockhart, 2020; Szweda, 2015).

Os isolados de C.auris, tem mostrado resisténcia as principais classes
de antifungicos (azéis, polienos e equinocandinas). As infec¢cbes tém sido
tratadas com o uso de equinocandinas, que estao sendo recomendadas como
primeiras linhas de tratamento, associadas em alguns casos com anfotericina
B. Esta quando utilizada sem combinagdo tem mostrado falha no tratamento
(Rodhes e Fischer 2019; Spivak e Hanson, 2018; Shaban, Pahel e Ahmad,
2020). Chakrabarti e Sood (2021) no entanto apresentam em seu estudo que
ja ha resisténcia a equinocandina sendo observada em alguns paises.

De acordo com as orientacdes CDC-USA todos os isolados de C. auris
devem ser submetidos a testes de sensibilidade de antifingicos, pois 0s niveis
de resisténcia podem variar. Por ndo haver um ponto de corte especifico para

C.auris, os pontos sao definidos de acordo com os estabelecidos para a
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espécie Candida. Os pontos de corte que entdo definidos sao: fluconazol CIM
> 32 ug/ml; Anfotericina B CIM > 2 pg/ml.

Hata, Humphries e Lockhart (2020), relatam que ha ainda grande
dificuldade de interpretar a sensibilidade reduzida a azéis, polienos e
equinocandinas porque nao foi ainda definido um ponto de corte pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) ou pelo Comité Europeu de Teste
de Susceptibilidade Antimicrobiana.

Os dados do CDC — USA apresentam que alguns isolados dos Estados
Unidos sdo resistentes as trés classes antifungicas (triazol, polieno e
equinocandinas), além de identificar que 90% dos isolados foram resistentes
ao fluconazol, 30% a anfotericina B e menos de 5% as equinocandinas
(Chakrabarti e Sood, 2021). Esses autores ainda relatam que variacado de
resisténcia de acordo com os clados, citando que o clado Il mostrava maiores
taxas de sensibilidade ao fluconazol (de até 86%) enquanto o clado |
apresentava maior resisténcia (97%).

Spivak e Hanson (2018) relataram que apesar do tratamento ideal
ainda néao estar definido, a maioria dos isolados de C.auris se mostraram
sensiveis as equinocandinas, podendo ser alternativa para o tratamento
inicial.

N&o é possivel ainda, por falta de evidéncias, determinar qual a melhor
terapia para a infec¢do por C. auris, que frequentemente é multirresistente.
Por essa caracteristica pode ser possivel a avaliacdo de uma terapia
combinada com mais de um antibidtico (Bidaud et al., 2019).

Arendrup et al. (2017), testaram 123 isolados de C.auris e oito
antifangicos, descrevendo resisténcia ao fluconazol e sensibilidade variada a
anfotericina B. Tsay et al. (2018) descrevem a avaliacédo de 54 isolados de C.
auris identificando que 93% eram resistentes ao fluconazol, 35% eram
resistentes a anfotericina B e 7% as equinocandinas. Szeweda et al.,
demonstraram que muitos espécies de Candida séo resistentes ao fluconazol
e outros azois, além da resisténcia também apresentada a flucitosina.

O’Brien et al. (2020), testaram 15 isolados de C. auris, com mais de

12.000 leituras de CIM de diferentes combinagbes de antifungicos:
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anfotericina B, anidulafungina, caspofungina, micafungina, voriconazol,
isavuconazol, posaconazol e itraconazol, identificando que a flucitocina
potencializou as combinacdes de maior eficacia com outras drogas. Os
autores ndo avaliaram combinacdes com fluconazol devido a resisténcia
encontrada nos isolados.

Um estudo feito por Kim et al. (2019) estudaram como a Hsp90 de C.
auris interfere sobre a resisténcia ao fluconazol, permitindo a evolucdo da
resisténcia a medicamentos. O Hsp90 € um regulador chave das
caracteristicas de viruléncia do género Candida. O comprometimento da
funcdo pode anular a resisténcia aos medicamentos, atenuando a viruléncia
(O’'Meara, Robbins e Cowen 2017). Com a inibicdo da Hsp90 houve
diminuicdo a tolerancia ao azol de isolados de C. auris, transformando a
atividade do fluconazol de fungistético para fungicida, sugerindo que a inibi¢céo
da Hsp90 prejudica a sobrevivéncia do fungo (Kim et al, 2019).

De acordo com Shaban, Patel e Ahmad (2020), que avaliaram
antifngicos sobre isolados de C. auris, a classificagdo de acordo com as
diretrizes do CDC-USA os pontos provisérios de CIM sdo de resisténcia
guando >32 pg/ml para Fluconazol e >2 pg/ml para Anfotericina B.

Szekely et al. (2019) avaliaram linhagens de C. auris sobre
sensibilidade a antifungicos in vitro. Este estudo avaliou 175 isolados
provenientes da india e da Africa do Sul. Os medicamentos utilizados foram:
anfotericina B, Nistatina, Isavuconazol, itraconazol, posaconazol, fluconazol,
flucitosina, anidulafungina e voriconazol, utilizando tiras de gradiente de Etes
(provenientes da BioMérieux UK Ltd.). Os autores relatam que ndo ha ainda
como determinar significativamente um ponto de corte de CIM para isolados
de C.auris. Foram identificados dados de resisténcia ao fluconazol e
voriconazol.

Boff et al. (2008) em um estudo sobre a sensibilidade do género
Candida a anfotericina B em hospitais do estado do Rio Grande do Sul,
encontraram uma variacdo de CIM de 0,5 a 1,0 pg/ml para isolados de C.
albicans e C. néo albicans. No nosso estudo para os isolados de C. auris

encontramos o valor de CIM de 0,50 pg/ml para os isolados 1 e 3 e o valor de
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CIM 0,75 pg/ml para o isolado 2. Boff et al. (2008) ainda discutem que a
aplicacdo da técnica disponibilizada tem gerado interpretacdes conflitantes,
por ndo ter um ponto de corte definido para classificacdo como resistente ou
sensivel, justificando que esta falta de padronizacdo se da pela utilizagdo do
caldo RPMI 1540, que € indicado no documento M27-A2 como obstaculo para
deteccao de isolados resistentes. Por outro lado, ha referéncia de que CIMs >
1 pg/ml podem ser relacionadas com resisténcia.

Bidaud et al. (2019), em seu estudo demonstraram que a utilizac&do de
anfotericina B, flucitosina, equinocandidas e azdélicos podem ser de interesse
no tratamento de infeccBes causadas por C. auris. Os autores relatam que a
associacao de anfotericina B com flucitosina tem acéo sinérgica in vitro contra
outros patégenos fungicos, como Cryptococcus neoformans. Como resultado
encontraram quando testados isoladamente os medicamentos nos isolados
de C. auris a CIM de 0,125 a 1 pg/ml para flucitosina, 0,25 a 1 pg/ml para
anfotericina B e 0,03 a 4 ug/ml para voriconazol. Ao fazer a combinacédo de
anfotericina B e flucitosina as faixas de CIM 0,06 a 0,5 pug/ml para anfotericina
B e 0,03 a 0,25 pg/ml para flucitosina. Quando realizada a associagao de
voriconazol com flucitosina os intervalos de CIM diminuiram para 0,008 a 2
ug/ml para voriconazol e 0,008 a 0,5 pg/ml para flucitosina. Desta maneira a
flucitosina foi demonstrada como uma boa alternativa para o tratamento da C.
auris, no entanto, geralmente ndo é utilizada como monoterapia.

Shastri et al. (2020) estudaram isolados de pacientes de uma unidade
de terapia intensiva e realizaram teste de atividade antifungica, identificando
que de 34 isolados 97% foram resistentes ao fluconazol (CIMs de > 32ug/ml),
93,7% resistentes a anfotericina B (CIMs > 2ug/ml) e 32,3% resistentes ao
voriconazol. Ja em relagcéo as equinocandinas apenas 3% foram resistentes

a caspofungina e nenhum foi resistente a micafungina.

5.4 Outras classes farmacoldgicas

A necessidade de busca por medicamentos que possam ser eficazes

contra a C. auris, impulsionou novas pesquisas.
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Moraes e Ferreira-Pereira (2019), fizeram um estudo de revisao para
identificar drogas de outras classes farmacéuticas, exploradas como agentes
anticandidas e com capacidade de inibir fatores de viruléncia e apresentar
sinergismo com outras substancias antifingicas. Esse estudo apresentou
medicamentos com uso original como: antidepressivos, antiepilépticos,
hipolipemiantes, antiarritimicos, anti-inflamatérios, antiparasitarios,
imunossupressores e antitumorais. O estudo faz uma reflexdo sobre o cenario
epidemiolégico das infec¢des causadas por Candida, em especial as cepas
resistentes, sobre a possibilidade da estratégia de reposicionamento de
drogas. Dentre o0s medicamentos revisados, foram identificadas a
possibilidade de acao no biofilme da Candida spp, mas relatam também que
a maioria dos estudos néo investigaram quais 0s mecanismos moleculares
que sao envolvidos na acdo antifungica das drogas, o que demostra a
necessidade de mais estudos.

Billamboz et al. (2021) fizeram uma revisdo sobre as possibilidades
terapéuticas e discutiram no estudo novas estratégias de desenvolvimento de
medicamentos, dada a emergente preocupacdo com o tema. Entre essas
estratégias estdo desde o reposicionamento e combinacédo de drogas, busca
por novos compostos, compostos naturais e utilizacdo de metal, complexos
de metal e metaloides.

Sobre o reposicionamento de drogas os autores discutem sobre como
a aplicagdo de medicamentos ja desenvolvidos podem ajudar, poupando
custos com o desenvolvimento de novos medicamentos. Os autores citam um
trabalho conduzido por Zagaroza et al. (2019) que identificou 27 drogas que
inibiram o crescimento de trés cepas diferentes de C. auris, que
posteriormente tiveram estudos complementares, sendo elas: MK 801
hidrogeno maleato, ciclopirox etanolamina, dicloridrato de trifluoperazina,
suloctidil, ebselen citrato de tamoxifeno, rolipram, dimalato de tietilperazina,
sulfato de guanadrel e pamoato de pirvinium. No estudo de Billamboz et al.
(2021) o reposicionamento da sertralina, medicamento utilizado para
depressao, que se mostrou efetiva para inibir a formagao de biofilme, com

acao envolvido na biossintese do ergosterol.
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Ainda sobre o reposicionamento de drogas, os autores, descrevem
estudos sobre validacdo em in vivo de drogas como a miltefosina; a utilizacédo
de uma vacina (NDV-3A) testada em camundongos infectados por C. auris
multirresistente, protegendo os camundongos neutropénicos da infecgéo.
Esta vacina ja foi registrada (Ibrahim et al. apud Billamboz et al. 2021).

Sobre a utilizacdo de compostos naturais ha estudos sobre o uso de
farnesol, do shogoal (um componente do gengibre), sesquiterpenéides como
drimenol e albicanol. A combinagcdo dos mondmeros fitoterdpicos
houttuyfonato de sédio (SH), berberina (BER), plamatina (PAL), jartrorrizina
(JAT) e cinamaldeido (CIN) apresentaram boa atividade antifungica, sendo as
combinac8es mais potentes o cinamaldeido com o houttuyfonato de sodio e a
berberina com a palmatina e jatrorrizina (Juanjuan et al. 2020 apud Billamboz
et al. 2021). Outro estudo realizado por Tran et al. (2020), utilizando 6leos
essenciais de casca e folha de Cinnamomum zeylanicum (conhecida como
caneleira-verdadeira), que possui como principais componentes da folha o
eugenol e da casca o trans-cinamaldeido, comprovaram atividade antifingica
in vitro contra C. auris, por danificar a membrana e bloquear a formacao de
hifas.

Além da busca de novas possibilidades de tratamento, ha grande
necessidade de novos estudos sobre como limpar e desinfectar
adequadamente instrumentos e ambientes.

Considera-se que a atividade antimicrobiana de O6leos essenciais
depende dos constituintes quimicos. Esta atividade pode estar relacionada a
presenca de compostos da classe dos monoterpenos, fendlicos, fenilpropenos
e hidrocarbonetos. Os 6leos essenciais de C. cassia, E. caryophyllus, O.
basilicum e T. vulgaris e 0os compostos quimicos aldeido cinamico, isoeugenol
e timol, utilizados nesta pesquisa, apresentaram as menores concentracoes
entre os demais 6leos essenciais e compostos quimicos estudados, sobre C
auris, com a vantagem de serem produtos de origem natural, amplamente
utilizado na indastria de produtos alimenticios e cosméticos, mencionados

anteriormente.
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Nesta pesquisa, a anfotericina B apresentou a menor CIM para os trés
isolados de C. auris e resisténcia aos antifungicos fluconazol e voriconazol,
corroborando com os resultados apresentados por Shaban, Patel e Ahmad
(2020) e Szekely et al. (2019).
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6. CONCLUSOES
Nas condicbes em que foi conduzido o presente estudo, pode-se

concluir que:

v" Os oleos essenciais de Cinnamomum cassia, Eucaluptus
citriodora, Eucalyptus globulus, Eugenia caryphyllus, Melaleuca
alternifolia, Ocimum basilicum, Origanum Majorana, Origanum
Vulgare, Rosmarinus officinalis, Salvia sclarea e Thymus vulgaris,
apresentaram atividade fungicida sobre isolados biolégicos de

Candida auris.

v" Os trés isolados de C. auris foram resistentes aos 0leos
essenciais Myristica fragans, Schinus terebinthifolius e Zengiber
officinale. O isolado 1 também foi resistente ao 6leo essencial Salvia

Sclarea.

v" O Oleo essencial C. cassia foi 0 que apresentou a menor

concentracéo fungicida sobre os isolados de C. auris.

v" Os compostos quimicos Aldeido Cinamico, Isoeugenol e o Timol
apresentaram as menores concentracdes fungicidas sobre o0s

isolados de C.auris.

v' Os trés isolados de Candida auris foram resistentes aos
compostos quimicos a-Cariofileno, p-Cariofileno, y-Terpineno e ao P-
Cimeno.

v O oleo essencial C. cassia e os compostos quimicos aldeido
cinamico, isoeugenol e o timol s&o promissores agentes com atividade

anti Candida auris.

v" Os trés isolados foram resistentes a fluconazol e voriconazol.

68



v' A pesquisa apresentou uma possibilidade de tratamento para C.
auris, sendo promissora a realizacdo de novos estudos para a busca

de um tratamento efetivo e seguro contra esse fungo.
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