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RESUMO

As onicomicoses sdo infeccdes fungicas cada vez mais recorrentes e tém se tornado um
problema de salde publica mundial. Essas infec¢Ges que acometem as unhas das méos e dos
pés, podem comprometer o0 bem estar do paciente, causando desde desconfortos estéticos e ao
caminhar, como também causar complicacbes graves, sobretudo em pacientes
imunocomprometidos. Os tratamentos farmacoldgicos das onicomicoses sao geralmente de alto
custo financeiro, de longa duracdo, com alto risco de acarretar reacdes adversas e nao raro,
baixa eficicia. Cerca de 25% dos casos, a terapéutica ndo apresenta resultado satisfatorio,
levando a necessidade da busca por novos compostos, uma vez que o uso irracional desses
medicamentos tém criado microrganismos resistentes aos principais antifungicos. Desta forma,
este trabalho avaliou a atividade antifingica do eugenol, componente majoritario do o6leo
essencial do cravo-da-india frente aos principais causadores de onicomicoses, T. rubrum,
Candida albicans e Candida glabrata. A determinacdo da CIM e a avaliacdo da atividade
antifungica ocorreu de forma individual para cada microrganismo e grupos de controle foram
utilizados como paramétro referencial. Para a avaliacdo da atividade antiflngica o dleo
essencial foi adicionado ao meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) a aproximadamente 45°C a fim
de se obter concentragdes de 1,25; 2,5; 3,75 e 5%, em que cada concentragdo representou um
tratamento. Placas de Petry somente com meio BDA, sem adicdo de 6leo essencial foram
utilizadas como testemunha. Discos de 5mm com crescimento fangico T. rubrum cultivados
durante 8 dias foram repicados para o centro das placas contendo as respectivas concentraces
do oleo essencial. Para a avaliacdo da CIM, o 6leo essencial foi diluido de forma seriada,
mediante emprego da técnica de microdiluicdo. A determinagdo da CIM foi realizada em placas
de microdiluicdo de 96 pocos, dispostos em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). O 6leo
essencial apresentou atividade antifingica frente a todos os microrganismos testados.

Palavras-chave: Onicomicose. Antifiingicos. Eugenol. Oleo Essencial. Cravo-da-india



ABSTRACT

Onychomycoses are increasingly recurrent fungal infections and have become a worldwide
public health problem. These infections that affect the nails of the hands and feet can
compromise the patient's well-being, causing aesthetic discomfort when walking, as well as
causing serious complications, especially in immunocompromised patients. The
pharmacological treatments of onychomycosis are generally of high financial cost, long
duration, with high risk of causing adverse reactions and not infrequently, low efficacy. About
25% of the cases, the therapy does not present a satisfactory result, necessitating the search for
new compounds, since the irrational use of these drugs has created microorganisms resistant to
the main antifungal agents. Thus, this work evaluated the antifungal activity of eugenol, a major
component of the essential oil of the Indian clove against the main causative agents of
onychomycosis, T. rubrum, Candida albicans and Candida glabrata. The determination of
MIC and evaluation of antifungal activity occurred individually for each microorganism and
control groups were used as a reference parameter. For the evaluation of the antifungal activity,
the essential oil was added to the BDA (Potato-Dextrose-Agar) medium at approximately 45 °
C in order to obtain concentrations of 1.25; 2.5; 3.75 and 5%, where each concentration
represented a treatment. Petri dishes with BDA medium, without addition of essential oil were
used as controls. 5mm disks with fungal growth T. rubrum grown for 8 days were peeled to the
center of the plates containing the respective concentrations of the essential oil. For the
evaluation of the MIC, the essential oil was serially diluted using the microdilution technique.
MIC determination was performed in 96 well microdilution plates, arranged in 12 columns (1
to 12) and 8 lines (A to H). The essential oil presented antifungal activity against all tested
microorganisms.

KEYWORDS: Onychomycoses. Antifungal agents. Eugenol. Essential oil. Syzygium
aromaticum
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1 INTRODUCAO

As onicomicoses sao infecc¢Bes fungicas que acometem as unhas das méos e dos pés. Os
fungos dermatofitos sdo os principais causadores dessa patologia, correspondendo cerca de
90% das infeccBes. Também podem ser provocadas por fungos ndo dermatéfitos e leveduras
(MARTINEZ et al., 2014). Estima-se que sua incidéncia e prevaléncia sejam de 2% e 13%,
respectivamente (COLEMAN et al., 2014). Essas infeccGes tém se tornado um problema de
salde publica mundial, ndo apenas pela preocupacdo estética e cosmética, mas também por
causar dor e desconforto e comprometer o bem estar dos pacientes, sobretudo naqueles que
apresentam condicao de imunosuscetibilidade como diabéticos e idosos (LASENNA; TOSTI,
2015).

O tratamento das onicomicoses é geralmente direcionado ao microrganismo agressor,
levando em consideracdo o grau de comprometimento da unha, possiveis efeitos colaterais e
comorbidades do paciente (COLEMAN et al., 2014). Esses tratamentos geralmente sdo longos,
de custo elevado e com altos riscos de recidiva. Os tratamentos de uso oral apresentam alto
potencial de dano a 6rgaos e interacdo com outros medicamentos, no entanto sdo considerados
mais eficazes. Os medicamentos de uso tdpico, por sua vez, sd0 mais Seguros, porém
apresentam a desvantagem do tempo de tratamento prolongado e da baixa eficacia terapéutica
(5% a 12%), tendo em vista a dificuldade de penetracdo dos farmacos na estrutura da unha
(GHANNOUM; ISHAN, 2014; FLINT et al., 2014).

O wuso indiscriminado de antifingicos propiciou o surgimento de espécies
multirresistentes aos farmacos convencionais. Os antiflngicos considerados de primeira
escolha, sobretudo para os fungos dermatdéfitos e ndo dermatofitos (BACKES et al., 2015;
AGBULU et al., 2015, GHELARDI et al., 2014) e novos fungos patdgenos oportunistas
isolados de pacientes imunocomprometidos se tornaram intrinsecamente resistentes, com a
resisténcia desenvolvida em resposta a exposicao a droga durante o tratamento (TILLOTSON
et al., 2015). Este aumento do nimero de pacientes imunocomprometidos, associado a uma
maior resisténcia por partes destas espécies de fungos, impde um desafio a industria
farmacéutica na busca por novos agentes terapéuticos que apresentam maior seguranca, eficacia
e baixa toxicidade (MARIN et al., 2015).

A descoberta da penicilina, em 1928, impulsionou a busca por novos agentes terapéuticos
a partir das plantas, que representam uma fonte importante de compostos com atividade
biolégica (FLAMBO, 2013). Muitos desses compostos sdo originarios do metabolismo

secundario dos vegetais, como por exemplo, os fenilpropanoides que apresentam importantes



propriedades antifungicas (FREIESLEBEN et al., 2014). Entre os compostos, o eugenol torna-
se um importante alvo para pesquisas, pois apresenta acdo contra fungos filamentosos (KHAN
et al., 2012) e leveduras (DE PAULA et al., 2014).

As unhas desempenham um papel importante na prote¢éo das extremidades dos dedos e
nas maos tém funcao importante na discriminacéo tatil para manipulacao de pequenos objetos
(GOMES et al., 2012).

Os tratamentos convencionais das onicomicoses podem ser de uso tépico ou oral. Esses
tratamentos sdo longos, de custo elevado e podem ocorrer falhas terapéuticas, recidiva e
reinfeccdo. Outro fator relevante é a falta de adesao do paciente, que na maioria das vezes deve-
se aos inameros efeitos adversos, atribuidos a terapia medicamentosa oral. A terapia topica,
mesmo apresentando baixa toxicidade, ndo é a melhor escolha terapéutica por demandar um
tempo de tratamento maior que a terapia medicamentosa oral. Os farmacos topicos dispde de
baixa eficicia devido a estrutura da unha e consequentemente a dificuldade do farmaco para
chegar até o sitio de acdo, e também a baixa adesao ao tratamento, visto que esses farmacos
apresentam um custo elevado (GHANNOUM; ISHAN, 2014; FLINT et al., 2014).

As falhas na identificagdo do microrganismo causador da onicomicose € 0O USO
indiscriminado de antifingicos propiciaram o surgimento de espécies resistentes aos principais
antifangicos utilizados, demonstrando a necessidade de se descobrir novos agentes terapéuticos
eficazes e de baixa toxicidade (FLAMBO, 2013; COLEMAN et al., 2014).

Dentro desse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade
antifingica do eugenol, constituinte majoritario do 6leo essencial de cravo-da-india, frente a
Trichophyton rubrum, Candida albicans e Candida glabrata, alguns dos principais agentes

causadores das onicomicoses.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifangica in vitro do 6leo essencial de Syzygium aromaticum frente

a T. rubrum, Candida glabrata e Candida albicans.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de Syzygium
aromaticum frente a T. rubrum, Candida glabrata e Candida albicans, alguns dos principais

causadores de onicomicoses.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Anatomia da unha

As unhas, também chamadas de aparelho ungueal sdo placas cdrneas, semirrigidas, que
se dispdem sobre a superficie dorsal das falanges terminais dos dedos das maos e dos pés. Sdo
formadas por quatro epitélios préprios: matriz ungueal, leito ungueal, prega ungueal proximal
e hiponiquio. A partir da proliferacdo celular da matriz, que é um epitélio germinativo, origina-
se uma estrutura de multiplas camadas de células cérneas que cobrem o leito, chamada prato
ungueal (GOMES et al., 2012).

A estrutura ungueal é compreendida pela matriz que se estende 6 mm abaixo da dobra
proximal, também chamado de prato ungueal. Essa estrutura retangular e translicida, apresenta
cor résea devido aos capilares presentes no leito ungueal, localizado logo abaixo dela. Em sua
porcdo proximal encontra-se a linula, com formato de semicirculo e possui aparéncia
esbranquicada, sendo responsavel pela producdo de células que formardo a placa ungueal. O
leito ungueal corresponde a porcdo que vai desde a Iunula até o hiponiquio, consiste
basicamente na pele presente abaixo da placa ungueal (BARAN et al., 2011).

O eponiquio, também chamado de dobra ungueal corresponde a extremidade da prega
proximal que se dobra para trds, com o objetivo de fornecer uma camada epidérmica para a
placa ungueal que esta sendo formada. Essa camada muito fina € a cuticula que junto com o
eponiquio formam uma vedacdo protetora. O hiponiquio, por sua vez, é um epitélio presente
abaixo da placa ungueal, na unido entre a borda livre e a pele na ponta do dedo, ela marca o
local em que a placa se separa do tecido. Essa por¢do também promove uma vedacao,
protegendo o leito ungueal (KUMAR et al., 2013).

De acordo com Gomes, Lencastre e Lopes (2012), a formacédo da unha se inicia a partir
da nona semana de vida embrionaria, apresentando o prato ungueal ja visivel a partir da décima
terceira semana gestacional, que a partir desse momento passa a adquirir gradualmente
consisténcia e rigidez. Em condicGes fisiol6gicas normais, as unhas crescem em média 3mm
por més, sendo 0,1 mm/dia nas mdos e 1 mm/més nos pés. No entanto, condi¢cBes como a
desnutricdo e doencas graves podem interferir nesse crescimento, diminuindo sua velocidade
ou até a paragem temporaria do mesmo. As unhas tém a funcdo de proteger a extremidade dos
dedos e atuagdo na manipulacdo de pequenos objetos. Tendo importante papel também na
discriminacdo tatil (GOMES et al., 2012).

Estruturalmente, as unhas sdo uma estrutura rigida e impermeavel, isso se deve as suas

ligagbes de hidrogénio e dissulfeto entre suas moléculas de queratina, sendo assim uma das
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estruturas mais rigidas do corpo humano. E composta basicamente por a-queratina, enxofre e
pequena porcdo de lipidios (CHOUHAN et al., 2012).

3.2 Onicomicoses
As onicomicoses sdo infeccBes fungicas cronicas de unha. Mesmo ndo sendo uma

patologia com riscos fatais, as onicomicoses podem interferir na qualidade de vida do paciente.
Caracteriza-se pela descoloracao, espessamento e deformacao das unhas e pode ser causada por
dermatofitos, ndo-dermatofitos e leveduras. A prevaléncia das espécies varia de acordo com
caracteristicas especificas como localizagdo geografica e o clima (JO SIU et al., 2003).

Essas infecgdes fungicas acometem a Iamina ungueal e os tecidos circundantes, sendo
responsavel por 50% das lesdes ungueais. Sua prevaléncia é de 18,2% em idosos e 3% em
adultos com idade inferior a 55 anos. Quanto ao sexo, tanto homens quanto mulheres podem
ser acometidos, com uma proporcao de 3 homens para cada mulher infectada (DELL ROSSO,
2014; GHANNOUM; ISHAM, 2014; BARAN; NAKAMURA, 2011).

Peres e colaboradores (2010) sugerem que a prevaléncia é menor em mulheres devido a
progesterona, hormonio sexual esteroide, que é essencial para o equilibrio ovariano e para a
gravidez. Esse esteroide poderia inibir o crescimento de fungos antropofilicos com dose-
dependente, isso porque as proteinas do citosol do microrganismo se ligariam especificamente
ao hormonio, causando o efeito antidermatofitico.

As micoses cutaneas sdo classificadas segundo a extensdao do comprometimento e a
porcdo acometida. Sendo 5 tipos: a) Onicomicose subungueal distal e lateral; b) Onicomicose
superficial; ¢) Onicomicose subungueal proximal; d) Onicomicose do tipo endonyx; e)
Onicomicose com distrofia total (SCHECHTMAN, 2011).

Essas infeccBes fangicas necessitam tratamento farmacoldgico, sendo este muitas vezes
de longa duracéo e ndo raro, sem resposta terapéutica. Dentre as micoses superficiais, essa € a
mais comum e com maior dificuldade de diagndstico e tratamento devido aos fatores intrinsecos
da unha. Além da idade, comprometimento imunoldgico e trauma nas unhas serem fatores
predisponentes ao aparecimento de onicomicoses, o fator genético também pode ser
considerado um fator de risco (GHANNOUM; ISHAN, 2014).

Mesmo nédo apresentando risco fatal para os pacientes imunocomprometidos, ela pode
acarretar desconforto, como dor ao caminhar e dificuldade de cortar as unhas (MARTINEZ et
al., 2013). Pacientes portadores de diabetes, que desenvolvem onicomicoses, tem um aumento

de até trés vezes as chances de apresentarem morbidades como Ulceras e gangrenas nos pés,
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quando comparados a pacientes diabéticos que ndo apresentam essa condicdo (LASENNA;
TOSTI, 2015).

A onicomicose é causada com maior frequéncia por fungos dermatéfitos e, em uma
porcentagem menor, por ndo dermatofitos como Candida spp., Fusarium spp., Aspergillus spp.,
Scopulariopsis spp., Scytalidium spp. entre outros (DELL-ROSSO, 2014). Nas unhas dos pés,
a prevaléncia é maior das especies Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes e
Epidermophyton floccosum, enquanto que nas méos, as leveduras do género Candida sdo as
mais prevalentes (MARTINEZ et al., 2013). Segundo Ghannoum e Ishan (2014) s&o critérios
de cura para a onicomicose o0 reestabelecimento da aparéncia normal da unha (cura clinica) e a
cura micologica, através de exames micoldgicos diretos e cultura apresentando auséncia dos

microrganismos.

3.3 Os fungos

Os fungos sdo microrganismos eucariontes pertencentes ao reino Fungi. Possuem parede
celular, importante na manutencédo da forma e integridade da célula, protegendo contra injarias
do ambiente (ENE et al., 2015). Essa parede é composta de 90% de polissacarideos, com um
nucleo central B-1,3 glucano-quitina ramificado (LATGE, 2007). A composicdo da parede
celular constitui um fator importante na patogenicidade, apresentando um correlagdo direta
entre a viruléncia, alteragbes quimicas e dimorfismo celular (MARTINEZ-ROSSI et al., 2008).
A coloracdo das colbnias se deve a presenca de pigmentos polifendlicos na parede celular
juntamente com os pigmentos presentes nos fluidos (LOGUERCIO-LEITE et al, 2007).

A membrana plasmatica fungica é uma bicamada lipidica que se difere da membrana
plasmética animal pela presenca da substancia ergosterol em substituicdo ao colesterol. O
ergosterol tem funcdo importante na fluidez da membrana desses microrganismos, bem como
na sua estrutura e permeabilidade. Outro fator importante no que se refere ao ergosterol é o fato
de que baseado em sua presenca se constitui a estratégia para a maioria dos compostos
antifingicos (ALCAZAR-FUOLI; MELADO, 2013; KAVANAGH, 2005). Os principais
mecanismos antifingicos sdo baseados na inibicdo da sintese do ergosterol através de dois
efeitos principais: O primeiro, através de alteracdes na fluidez, funcdo e permeabilidade da
membrana celular e o segundo efeito € o acimulo de intermediarios da biossintese, que se

tornam toxicos as células fungicas (MULLER et al., 2013).
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3.4 Fungos dermatdfitos

Os fungos dermatéfitos sdo compreendidos por trés géneros: Trichophyton, Microsporum
e Epidermophyton (GHANNOUM; ISHAM, 2014). Tais géneros, apresentam semelhancas
acerca de sua taxonomia (COSTA et al., 2002), limites de infectividade e antigenicidade.
Contudo, apresentam diferencas quanto as suas exigéncias nutricionais para o seu crescimento
e também sobre o perfil enzimatico (PEREIRA, 2009).

Esses microrganismos sdo considerados queratinoliticos (URIBE; CARDONA-
CASTRO, 2013), isto €, apresentam a habilidade de invadir o extrato cérneo da pele e de outros
tecidos queratinizados de homens e animais, resultando no aparecimento das chamadas tineas
(COSTA et al., 2002). Essa habilidade se deve ao fato desses microrganismos utilizarem
substratos de queratina como fonte de carbono, nitrogénio e enxofre (MARTINEZ-ROSSI et
al., 2008).

Os fungos dermatdéfitos também podem ser classificados em antropofilicos, zoofilicos e
geofilicos, segundo sua origem. Os antropofilicos sdo aqueles que permanecem viaveis
parasitando o homem, sdo responsaveis por cerca de 70% dos casos de dermatofitoses,
provocam infeccBes crbnicas e de progressdo lenta. Os zoofilicos, por sua vez, parasitam
animais e respondem por cerca de 30% das dermatofitoses humanas, causando infeccGes
agudas. Os geofilicos sdo encontrados em solos ricos em residuos de queratina humana ou
animal (PERES et al., 2010; URIBE; CARDONA-CASTRO, 2013).

Todos os dermatdfitos originaram-se do solo, onde viviam na forma de saprobios. A partir
da evolucdo, adquiriram a capacidade de degradar a queratina presente nesses ambientes, como
cabelos, pelos e descamacgéo de pele de animais que habitavam aquele espaco, tornando-se
assim, capazes de parasitar animais, o que lhes conferiu o género zoofilico. Em consequéncia
da adaptacdo do parasitismo a essas espécies foi possivel o desenvolvimento da parasitologia
em humanos, surgindo assim, os fungos antropofilicos (PEREIRA, 2009).

O aumento da prevaléncia e incidéncia das infeccdes causadas por dermatofitoses
constituem um modelo preocupante, sobretudo pelo aumento do uso dos antifungicos que
favorece cada vez mais o aparecimento de espécies resistentes aos tratamentos convencionais
(NASERI et al., 2013; SOARES et al., 2013).

O grau de severidade das infec¢des causadas por esses fungos depende diretamente do
agente etiologico e do estado imunologico do hospedeiro. Em hospedeiros, cujo sistema
imunolégico ndo esteja comprometido, essas infecgfes dificilmente conseguem penetrar as
camadas mais profundas da pele, ficando restritas apenas a camada cornea. No entanto, ao

apresentar um estado de imunidade comprometido, os individuos acometidos com essas
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infeccOes podem apresentar nddulos de carater inflamatorio, os chamados granulomas, esses
nodulos formados basicamente de macrofagos, tém a funcéo de isolar o fungo que o organismo
foi incapaz de excretar (PERES et al., 2010; SOARES et al., 2013).

Clinicamente, as dermatofitoses sdo classificadas segundo seu sitio anatdbmico de
acometimento, utilizando-se o termo tinea para todas as dermatofitoses. Acrescentando-se ao
termo, a localizacdo da infeccdo, tendo assim: Tinea capitis (cabeca); Tinea corporis (corpo);
Tinea cruris (virilha); Tinea unguium (unha); Tinea barbae (barba); Tinea manuum (maos);
Tinea pedis (pés) (KAVANAGH, 2005):

As infecgBes causadas por esses microrganismos acometem entre 20 a 25% da populacao
(NASERI et al., 2013). A prevaléncia de onicomicoses é maior em idosos, isso pode ser
atribuido a vérios fatores, dentre os quais estdo a reducdo da circulacdo sanguinea, baixa
imunidade, presenca de comorbidades como o diabetes, injdrias e irregularidades na superficie
da unha (ADAMS et al., 2015).

O aumento dessas infeccdes tem se tornado um fator preocupante. Isso pode ser atribuido
a epidemia de Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIA), uso irracional de corticoides e
antibidticos, uso de imunossupressores em transplantados, atividades fisicas comunitarias e em
academias de ginastica. Essas infecges podem causar uma reducdo na qualidade de vida do
paciente, bem como sua autoestima (ARAUJO et al., 2003; MARTELOZO et al., 2005). Em
pacientes portadores de diabetes mellitus podem ocorrer complicacGes ainda maiores, como
amputacoes.

A infeccdo inicia-se ap6s a deposicdo de artroconidios no sitio. Essa deposicdo é
favorecida quando o sitio ja apresenta lesdes pré-existentes e através da acdo queratinolitica do
fungo. A germinacdo do conidio € rapida e as hifas dos fungos penetram nas estruturas
queratinizadas. Apds o0 processo de adesdo, inicia-se a sintese de proteases, lipases, elastases,
colagenases, fosfatases e protagenases, que metabolizam moléculas presentes no tecido do
hospedeiro e suprem necessidades nutricionais para o desenvolvimento do microrganismo.
Essas enzimas também sdo consideradas fatores de viruléncia, estabelecendo-se assim uma
relacdo direta entre a atividade queratinolitica e a patogenicidade do fungo (MARTINEZ-
ROSSI et al., 2008; PERES et al., 2010).

3.4.1 Trichophyton rubrum
Entre os dermatofitos, o T. rubrum é o mais frequente, provocando lesdes na pele e nas
unhas (GHELARDI et al., 2014). As infeccOes causadas por esse fungo tendem a ser

persistentes e recorrentes em cerca de 70% dos casos (PEREIRA, 2009). Isso ocorre, devido a
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adaptacdo ao hospedeiro humano, que adquire habilidade para escapar das defesas do
organismo, se mantendo como uma infec¢éo residual. Sua transmissdo ocorre de forma inter-
humana ou através de objetos de uso pessoal contaminados (SIDRIM; ROCHA, 2014).

Suas coldnias séo de coloragédo branca, com aspecto cotonoso (algodédo) a aveludado. O
reverso da col6nia apresenta pigmentacdo avermelhada purpura (RODRIGUES, 2007), mas
também podem ser observadas diferentes tonalidades de castanho (SIDRIM; ROCHA, 2014).
O crescimento das coldnias ocorre entre 7 a 14 dias, apresentando pregas radiais formando uma
saliéncia no centro. Microscopicamente, apresenta hifas septadas hialinas, microconidios em
forma de gota que se dispdem ao longo das hifas ou em cachos e raros macroconidios
(RODRIGUES, 2007; PEREIRA, 2009).

Em ensaios de identificacdo, é possivel diferencia-lo do T. mentagrophytes através do
teste in vitro de perfuragdo de pelo e teste de urease no meio Christensen. O T. rubrum, ao
contrario do T. mentagrophytes ndo apresenta capacidade de perfurar o pelo e ndo hidrolisa a
ureia (PEREIRA, 2009).

3.5 Fungos ndo dermatdfitos

3.5.1 Candida albicans

A Candida albicans é o principal agente etioldgico do género Candida. Sdo comensais e
oportunistas, fazendo parte da microbiota normal das regides mucocutanea, genitourinaria e
gastrintestinal humana (MURRAY, et al., 2004; LIMA et al., 2006).

Suas colbnias apresentam textura cremosa, de coloracdo e odor caracteristicos.
Microscopicamente, formam blastoconidios esféricos ou levemente ovalados, podendo
apresentar pseudo-hifas. A transicdo entre as formas de hifa e leveduriforme é considerada seu
maior fator de viruléncia (MURRAY, et al., 2004; PETERS, et al., 2014).

Conforme relatado na literatura, existem casos de resisténcia dessas leveduras aos
azolicos (terapia convencional das onicomicoses), quando em pacientes de uso prolongado
dessas substancias (LIMA et al., 2006; LIMA et al., 2009; KHAN et al., 2015).

3.5.2 Candida glabrata
A C. glabrata foi inicialmente classificada como sendo pertencente ao género Torulopsis
glabrata, uma vez que se observava a auséncia de producdo de hifas. No entanto, em 1980,

descobriu-se que essa caracteristica ndo poderia ser utilizada para diferenciagdo dos géneros,
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passando entéo a ser classificada como Candida. Além da ndo producéo de hifas, a C. glabrata
apresenta outras diferencas significativas quando comparadas as outras especies desse género,
ndo é dimdrfica e cresce como blastoconideos, expressivamente menores quando comparados
aos da C. albicans (SILVA et al., 2012). Dependendo da regido do planeta em que se refere, a
C. glabrata ocupa 0 2° ou 3° lugar dos géneros envolvidos nas candidoses, logo depois da C.
albicans (JANDRIC; SCHULLER, 2011).

Suas colbnias sdo pequenas, convexas e brilhantes e apresentam superficie lisa quando
inoculadas em meio SDA (Sabouraud Dextrose Agar) (MINAMI, 2003). Algumas
caracteristicas da C. glabrata permitem com que se efetue facilmente a diferenciacao da C.
albicans, seu genoma haploide, com células mais esféricas do que alongadas, a auséncia de
tubos germinativos e sua capacidade de fermentar unicamente glucose e trealose (SILVA et al.,
2012). Outra caracteristica desse género refere-se ao seu crescimento, que torna-se
relativamente lento, quando comparado a C. albicans em meio de cultura necessitando de pelo

menos 48 horas de incubacéo até seu crescimento completo (KIRAZ et al., 2010).

3.6 Terapias antifungicas

Para uma terapia antifungica ser considerada adequada, deve ser levado em consideracédo
0 microrganismo envolvido, a condi¢do imunoldgica do paciente e o sitio acometido. A maior
limitacdo no desenvolvimento de antifungicos refere-se a caracteristica dos fungos, que por
serem microrganismos eucariotos apresentam alvos celulares bastante limitados, causando a
dificuldade em desenvolver antifingicos especificos e com baixa toxicidade as células do
hospedeiro (SOARES et al., 2013; MURRAY et al., 2014; DELARZE; SANGLARD, 2015).

Outro fator importante a ser considerado é a mudanca na etiologia das onicomicoses. Para
uma terapia correta e eficaz, é imprescindivel que se determine corretamente o agente etiol6gico
através de exames laboratoriais, uma vez que diferentes microrganismos respondem de forma
diferenciada aos antifangicos (MARTELOZO et al., 2005). A estrutura densa da unha e sua
pouca vascularizacdo dificultam a penetracdo de farmacos de terapias sistémicas, resultando em
um tratamento complexo e prolongado (DEL-ROSSO et al., 2014).

Para melhores resultados a curto e longo prazo no tratamento das onicomicoses, Gupta e
Paquet (2013) sugerem cinco estratégias a serem adotadas: tratamento segundo o ciclo
biologico dos fungos, modificacdes de dosagem, terapias conciliadas, manejos para otimizacdo

da liberacao do farmaco e cuidados profilaticos.
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3.6.1 Terapia farmacologica sistémica

Os farmacos disponiveis para infecgdes fangicas sistémicas é bastante limitado. Muitos
desses farmacos ja tiveram seus alvos de acdo elucidados, como a respiracdo mitocondrial, a
integridade da parede e/ou membrana das células, a divisdo celular, a sintese de proteinas e a
transducdo de sinais. Contudo, esses farmacos podem apresentar citotoxicidade para as células
do hospedeiro, que se deve em parte a producdo intracelular de radicais livres (KIM et al.,
2002). O nuamero de interagdes medicamentosas acaba restringindo seu uso, sobretudo em
pacientes que apresentam doencas cronicas ou estado de imunocomprometimento, que
necessitam de outros medicamentos de maneira continua. E imprescindivel que pacientes que
estejam utilizando essa terapéutica realizem um monitoramento de sua funcéo hepatica, devido
ao grande risco de desenvolverem hepatotoxicidade (LASENNA; TOSTI, 2015).

Um dos principais farmacos antifungicos de uso oral é a griseofulvina, ela apresenta
atividade fungistatica in vitro e sua acdo se deve pela interacdo com os microtibulos
polimerizados, ocasionando a ruptura do fuso mitdtico. Dessa maneira, a mitose fungica é
inibida, resultando na producdo de células multinucleadas, de paredes espessas e hifas
encurvadas. A griseofulvina apresenta baixa afinidade pela queratina ungueal, por isso, 0
tratamento pode perdurar de 6 a 9 meses, em doses de 1g/diaria, com indices de cura de até
25,5%. Assim como o fluconazol, pode ocasionar efeitos adversos locais, gastrintestinais,
hepatotoxicidade e leucopenia. Sua acdo fungistatica limita-se a géneros Microsporum,
Trichophyton e Epidermophyton (HARDMAN et al., 2005; SOARES et al., 2013).

Os farmacos azélicos, por sua vez, sdo os considerados de primeira escolha e aqueles que
mais apresentam incidéncia de espécies resistentes. Os azoélicos sdo subdivididos em dois
grupos imidazélicos e triazolicos. Ao primeiro grupo pertence o cetoconazol e ao segundo o
fluconazol e o itraconazol. Ambos 0s grupos apresentam 0 mesmo mecanismo de acado, através
da inibicdo da enzima esterol 14-a-demetilase. Ao inibi-la, ocorre um comprometimento na
sintese do ergosterol na membrana citoplasmética do fungo, acarretando um acumulo de 14-a-
metilesterois. Esse acimulo causa uma desagregacao das cadeias fosfolipides e compromete as
funcdes de sistemas enzimaticos ligados a membrana, como a Trifosfato de Adenosina
(ATP)ase e as enzimas do sistema de transporte de elétrons, ocasionando a inibicdo do
crescimento fangico. Os triazolicos, quando comparados com os imidazolicos, apresentam
metabolizagdo mais lenta e exercem efeitos menores sobre a sintese de esterois em humanos
(HARDMAN et al., 2005; PEREIRA, 2009).

O cetoconazol foi o primeiro azélico utilizado na pratica clinica. Apresenta alta afinidade

pela queratina, no entanto, seus efeitos colaterais séo um fator bastante limitante na sua terapia.
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A dose diaria recomendada é de 200mg/dia por cerca de 4 meses. O itraconazol, por sua vez,
apresenta uma taxa de cura de 93,5%. Sua terapia é de 200mg/dia por 12 semanas. Também é
possivel realizar um modelo chamado esquema de pulsoterapia, que corresponde a 400mg/dia
durante uma semana, a cada més. Nesse Ultimo caso, a duracdo do tratamento varia de acordo
com a area atingida, de 3 a 4 meses para as unhas dos pés e 2 meses quando as unhas acometidas
forem as das maos. Del Rosso (2014) salientou o risco de hepatotoxicidade e interagcdes
medicamentosas, sobretudo em idoso em uso desses farmacos. Outro farmaco dessa classe é o
fluconazol, ele apresenta alta biodisponibilidade oral e tolerabilidade, com doses recomendadas
de 150 a 450mg/dia. Contudo, a Food and Drug Administration (FDA) ndo aprova sua
utilizacdo para alguns casos de onicomicose. Dentre todos da classe, o fluconazol, juntamente
com itraconazol sdo os farmacos que apresentam maior custo financeiro (DEL ROSSO, 2014;
SIDRIM; ROCHA, 2014; DELARZE; SANGLARD, 2015).

Outro antifungico de terapia farmacologica sistémica disponivel no mercado é a
terbinafina. Esse farmaco apresenta um mecanismo de acdo baseado na inibicdo da sintese de
ergosterol através da inibicdo reversivel ndo competitiva da enzima fungica esqualeno
epoxidase, que participa da primeira fase da sintese dos ester6is (HARDMAN et al., 2005;
PEREIRA, 2009). A deplecdo do ergosterol em associacdo ao acimulo de esqualeno, resulta
em alteracBes na estrutura e fungbes da membrana plasmaética levando a morte espécies
suscetiveis (MARTINEZ-ROSSI et al., 2008). Sua dose diaria recomendada é de 250mg, com
duracdo de tratamento de 3 meses que pode alcancar uma taxa de cura de até 82%. Sua
apresentacdo de uso tdpico, apresenta taxas de 1%. (SIDRIM; ROCHA, 2004; HARDMAN et
al., 2005; DEL ROSSO, 2014). A terbinafina apresenta efeitos adversos inferiores aqueles
apresentados pela griseofulvina e o itraconazol. Mesmo desempenhando acdo fungistatica,
apresenta capacidade de inibicdo para quase todos os géneros de dermatéfitos, porém, apresenta
baixa eficacia em casos de infeccdo por C. albicans (DEL ROSSO, 2014).

3.6.2 Terapia farmacoldgica topica

As terapias topicas sdo indicadas quando a infec¢do ainda ndo atingiu a matriz ungueal
da unha; em casos em que a terapia sistémica € contra indicada; em terapia combinada e na
profilaxia poés-tratamento (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA). Essas
terapias apresentam baixa eficacia clinica (comparadas a terapia sistémica) em consequéncia

da dificuldade de penetracdo até as camadas mais profundas da unha. Em alguns casos, 0
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debridamento quimico ou fisico ou a remog¢éo da unha infectada em associacdo com a terapia
topica podem favorecer o tratamento (DEL ROSSO, 2014; GHANNOUM; ISHAM, 2014).

Em tratamentos de uso topico para onicomicoses, sao comuns farmacos na forma de
esmalte. E o caso do ciclopirox alanina 8%, que apresenta um amplo espectro flingico e
atividade bacteriana com capacidade de quelacdo do ion ferro e inibicdo de enzimas
responsaveis pela sintese de proteinas e acidos nucléicos. O esmalte deve ser aplicado na unha
uma vez ao dia durante 48 semanas. Apresenta eficacia menor que 50% em infeccdes nas unhas
das maos e 25% nas unhas dos pés. Esses indices referem-se a infeccGes que correspondem ao
limite de 30% no comprometimento da superficie ungueal (MARTINEZ-ROSSI et al., 2008;
NEGRONI, 2008; GHANNOUM; ISHAN, 2014; GHELARD et al., 2014).

Outro farmaco disponivel em forma de esmalte é a amorolfina a 5%, seu mecanismo de
acao é baseado na interferéncia sobre as enzimas 14-a-redutase e 7,8-a-isomerase, que resultam
na inibicdo da sintese do ergosterol (NEGRONI, 2008; GHANNOUM; ISHAN, 2014). A
amorolfina propicia uma taxa de cura de 40% para as unhas dos pés e 60% para as unhas das
maos (SIDRIM; ROCHA, 2004).

3.7 Resisténcia antifungica

A resisténcia antiflngica pode ser intrinseca ou adquirida. Quando a mesma for de
natureza intrinseca, indica que o fArmaco ndo apresenta atividade eficaz em espécies nunca
expostas ao mesmo, caracteristica que se estende geralmente a todos os membros da espécie. A
resisténcia adquirida é atribuida aquele grupo que anteriormente demonstrava sensibilidade mas
gue em consequéncia do uso constante do antifingico houve uma selecdo de populacdo
resistente, que gradualmente predominaram (; MARTINEZ-ROSSI et al., 2008; DELARZE;
SANGLARD, 2015).

Martinez-Rossi e colaboradores (2008) consideraram um antifungico eficiente, quando o
mesmo for uma associacdo de amplo espectro e baixa ou nenhuma toxicidade. Nas
onicomicoses, especificamente, o farmaco deve ter capacidade de penetrar na unha e

permanecer no local pelo tempo e concentragdes adequadas para a agéo.

3.8 Oleo essencial de Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry

O Syzygium aromaticum (sinonimia Eugenia caryophyllata, Eugenia caryophillus,
Eugenia aroméatica, Caryophyllus aromaticus, Jambosa caryophillus) é uma planta utilizada

tanto como especiaria, quanto na medicina popular (BRASIL, 2013), conhecida popularmente
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como cravo-da-india (ASCENCAO; FILHO, 2013). Pertence a familia Myrtaceae, de origem
asiatica, aclimatada na Africa e no Brasil. Comercialmente estdo disponiveis dois produtos da
arvore do cravo: o cravo propriamente dito, que consiste no botdo floral dessecado e o 6leo
essencial, extraido das folhas, caule e botdes (RAZAFIMAMONJISON et al., 2014).

O dleo essencial de cravo-da-india € um composto de misturas de terpenos volateis
ciclicos e alifaticos e fenilpropanoides (SANTIN et al., 2010). O eugenol é o constituinte mais
abundante e importante nesse 6leo (minimo de 75%) (BRASIL, 2003).

Joseph e Sujatha (2011) conferiram a esse Oleo propriedades antioxidantes,
antimutageénicas, antiulcerogénicas e antiparasitarias. Possui também propriedades anestésicas
e analgésicas, amplamente utilizada na odontologia (PINTO et al., 2009). Além do eugenol, o
cravo apresenta constituintes como o [-cariofileno e o0 acetato de eugenol. Santin e
colaboradores (2010) evidenciaram a composi¢édo de 89,6% de eugenol, 8,6% de cariofileno e
1,7% de acetato de eugenol. Os principais constituintes dos botdes florais sdo o0s
fenilpropanoides como eugenol, carvacrol, timol e cinamaldeido. A composi¢do quimica, no
entanto, pode variar qualitativa e quantitativamente por influéncia da origem do vegetal. Outros
fatores também podem influenciar na composi¢do, como o teor do eugenol, que tende a ser
menor em botdes florais jovens, sendo crescente e atingindo percentuais maximos na fase de
frutificacdo completa, ocorrendo o0 contrdrio com o acetato de eugenol
(RAZAFIMAMONUJISON et al., 2014).
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4 ARTIGO

A metodologia, os resultados, a discussdo e as conclusdes serdo apresentadas em forma
de artigo, intitulado “Atividade antifingica do 6leo essencial Syzygium aromaticum (cravo-da-
india) em agentes causadores de onicomicoses”, que sera encaminhado para publicagdo no

Journal of Fungi.
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Abstract:

Onychomycoses are increasingly recurrent fungal infections and have become a worldwide public health
problem. These infections that affect the nails of the hands and feet can compromise the patient's well-
being, causing aesthetic discomfort and walking, as well as causing serious complications, especially in
immunocompromised patients. The pharmacological treatments of onychomycosis are generally of high
financial cost, long duration, with high risk of causing adverse reactions and not infrequently, low
efficacy. About 25% of the cases, the therapy does not present a satisfactory result, necessitating the
search for new compounds, since the irrational use of these drugs has created microorganisms resistant
to the main antifungal agents. Thus, this work evaluated the antifungal activity of eugenol, a major
component of the essential oil of the Indian clove against the main causative agents of onychomycosis,
Trichophyton rubrum, Candida albicans and Candida glabrata. The determination of Minimal
Inhibitory Concentration (MIC) and evaluation of antifungal activity occurred individually for each
microorganism and control groups were used as a reference parameter. For the evaluation of the
antifungal activity, the essential oil was added to the BDA (Potato-Dextrose-Agar) medium at
approximately 45 ° C in order to obtain concentrations of 1.25; 2.5; 3.75 and 5%, where each
concentration represented a treatment. Petri dishes with BDA medium, without addition of essential oil
were used as controls. 5mm disks with fungal growth T. rubrum grown for 8 days were peeled to the
center of the plates containing the respective concentrations of the essential oil. For the evaluation of
the MIC, the essential oil was serially diluted using the microdilution technique. MIC determination was
performed in 96 well microdilution plates, arranged in 12 columns (1 to 12) and 8 lines (A to H). The
essential oil presented antifungal activity against all tested microorganisms.

KEYWORDS: Onychomycoses. Antifungal agents. Eugenol. Essential oil. Syzygium aromaticum
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Resumo

As onicomicoses sdo infecgdes fungicas cada vez mais recorrentes e tém se tornado um problema de
saude publica mundial. Essas infec¢des que acometem as unhas das maos e dos pés, podem comprometer
0 bem estar do paciente, causando desde desconfortos estéticos e ao caminhar, como também causar
complicac@es graves, sobretudo em pacientes imunocomprometidos. Os tratamentos farmacoldgicos das
onicomicoses sdo geralmente de alto custo financeiro, de longa duragdo, com alto risco de acarretar
reacGes adversas e ndo raro, baixa eficacia. Cerca de 25% dos casos, a terapéutica ndo apresenta
resultado satisfatorio, levando a necessidade da busca por novos compostos, uma vez que O USO
irracional desses medicamentos tem criado microrganismos resistentes aos principais antifungicos.
Desta forma, este trabalho avaliou a atividade antiflngica do eugenol, componente majoritario do 6leo
essencial de cravo-da-india frente aos principais causadores de onicomicoses, Trichophyton rubrum,
Candida albicans e Candida glabrata. A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a
avaliacdo da atividade antifungica ocorreu de forma individual para cada microrganismo e grupos de
controle foram utilizados como parametro referencial. Para a avaliagdo da atividade antifungica o 6leo
essencial foi adicionado ao meio BDA(Batata-Dextrose-Agar) a aproximadamente 45°C a fim de obter
concentracdes de 1,25; 2,5; 3,75 e 5%, em que cada concentracdo representou um tratamento. Placas de
Petry somente com meio BDA, sem adi¢do de dleo essencial foram utilizadas como testemunha. Discos
de 5mm com crescimento fungico de Trichophyton rubrum cultivadas durante 8 dias foram repicados
para o centro das placas contendo as respectivas concentra¢fes do 6leo essencial. Para a avaliacdo da
CIM, o 6leo essencial foi diluido de forma seriada, mediante emprego da técnica de microdiluicdo. A
determinagéo da CIM foi realizada em placas de microdilui¢ao de 96 pocos, dispostos em 12 colunas (1
a 12) e 8 linhas (A a H). O 6leo apresentou atividade antiflingica frente a todos 0s microrganismos
testados.

PALAVRAS-CHAVES: Onicomicoses. Agentes antifungicos. Eugenol. Oleo essencial. Cravo-da-india

INTRODUCAO

As onicomicoses sdo infeccdes fungicas que acometem as unhas das maos e dos pés. Sao
manifestacdes muito comuns na dermatologia, sendo uma das principais causas de buscas por
atendimento, tanto na area privada quanto em servicos publicos (VEASEY et al., 2017). Com
uma prevaléncia de 13%, essas infecgfes ndo sdo apenas uma preocupacdo do ponto de vista
estético, mas também pelo comprometimento do bem estar do paciente, uma vez que causam
grande desconforto e dor, sobretudo em pacientes imunusuprimidos (LASENNA; TOSTI,
2015; COLEMAN et., 2014). Em pacientes portadores de imunossupressdo, insuficiéncia
venosa periférica e diabetes mellitus, as onicomicoses podem evoluir para infecgdes localizadas
ou sistémicas, levando em alguns casos a amputagdo. Os principais fatores de risco sdo:
pacientes acima de 50 anos, distirbios hormonais, traumas locais, hiperidrose (suor excessivo)

e imunossupressao (REIS et al., 2010).
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As onicomicoses sdo classificadas de acordo com a
area e extensdo do acometimento da unha e a coloracao:

A onicomicose subungueal distal e lateral
caracteriza-se pela invaséo do agente infectante no leito
da unha pelo hiponiquio e em seguida a migracao para a
regido proximal da unha através da matriz subjacente,
causando uma hiperqueratose subungueal. A esse
processo se atribui o destacamento e a cor amarelada da

unha. Esse é o tipo mais comum de infeccdo (ATAIDES,

2010)' lateral; B) Onicomicose subungueal proximal;

Na onicomicose subungueal proximal, a infecgéo C) Onicomicose superficial branca; D)
onicomicose  distrofica  total ~ (FONTE:
ATAIDES, 2010)

Figura 1 - A) Onicomicose subungueal distal e

ocorre com a invasdo do agente infectante pela regido
proximal da unha (area da cuticula), migrando em seguida
para a regido distal. Nesse subtipo ocorre a destruicdo da ldmina na regido proximal em alguns
casos é possivel observar uma pequena inflamacéo. Essa infeccao é pouco comum.

A onicomicose superficial branca ocorre pela invasdo do agente infectante pela lamina
superficial da unha. O fungo fica localizado no dorso da lamina ungueal e vai progredindo,
formando regiBes opacas e atribuindo a unha aspecto aspero e consisténcia fragil. A evolucéo
desse subtipo de onicomicose, ocasiona a onicomicose distréfica total, nesse estagio em funcéo
da fragilidade da unha ocorre a perda de toda a lamina ungueal, restando apenas tragos de
queratina aderido ao leito ungueal (ATAIDES, 2010).

Devido a grande variedade de patdgenos causadores de onicomicoses e suas diferentes
apresentacdes clinicas, o diagnostico e o tratamento sdo bastante complexos. Sua etiologia
envolve fungos dermatofitos, fungos filamentosos ndo-dermatofitos (FFND) e leveduras e tém
sua epidemiologia influenciada diretamente por fatores climaticos, comportamentais e
patolégicos (REIS et al., 2010). Em estudo realizado por Reis et al. (2010) foram analisadas
632 amostras positivas, destas, 36% correspondiam a infeccBes causadas por fungos
dermatofitos, 29% por Candida spp e 35% por FFND.

O tratamento das onicomicoses sdo geralmente longos, apresentam custos elevados,
além de ocorrer falhas terapéuticas, recidiva e reinfeccdes. Nas terapias orais, ocorrem falhas
no tratamento devido aos inimeros efeitos colaterais e pelos erros de identificagdo do patégeno.
Nas terapias topicas, também ocorrem falhas devido a baixa eficicia terapéutica, tendo em vista
a dificuldade do farmaco em penetrar a estrutura da unha e chegar até o seu sitio de acdo
(GHANNOUM; ISHAN, 2014; FLINT et al., 2014).
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A grande incidéncia de microrganismos resistentes aos antifungicos ja existentes,
justificam a necessidade da descoberta de novos compostos terapéuticos que apresentem alta
eficacia e baixa toxicidade. Dentro desse contexto, os 0leos essenciais se mostram um alvo
bastante promissor. A presenca de monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides e outros
compostos volateis em sua composicdo, confere aos 6leos essenciais varias atividades
bioldgicas, entre elas atividades antiparasitarias, antimicrobianas e antifungicas (SARTO;
JUNIOR, 2014).

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifangica do 6leo essencial
de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) frente a alguns dos mais frequentes causadores de

onicomicoses: Trichophyton rubrum, Candida albicans e Candida glabrata.

MATERIAIS E METODOS
Delineamento experimental

Trata-se de uma pesquisa laboratorial, de natureza basica e de carater transversal e
prospectivo. Este estudo teve enfoque experimental, quantitativo e qualitativo. Esta pesquisa
foi desenvolvida no periodo de abril a junho de 2017, no laboratério de Biologia, na

Universidade de Santa Cruz, na cidade de Santa Cruz do Sul — RS.

Oleo essencial Syzygium aromaticum
O Oleo essencial foi adquirido comercialmente da empresa Aura Cacia, com a

concentracdo de 100% e densidade de 0,973g/mL (dado fornecido pelo fabricante).

Cepas fungicas

Para a determinacdo dos efeitos fungistaticos e fungicidas do 6leo essencial de cravo-da-
india foram utilizadas cepas clinicas de Candida albicans (2 amostras isoladas de unhas das
méos e 1 isolada das unhas dos pés), cepas de T. rubrum (isolada de unhas das méos) e cepas
padrédo de Candida albicans (ATCC 11006) e Candida glabrata (ATCC 90030). As cepas
clinicas foram doadas pelo Laboratério Enzylab, situado no municipio de Santa Cruz do Sul —
RS.
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Avaliagéo da atividade antifungica

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a avaliagdo da atividade
antifungica ocorreu de forma individual para cada microrganismo e grupos de controle foram
utilizados como paramétro referencial.

Para a avaliacdo da atividade antifungica o 6leo essencial foi adicionado ao meio Batata-
Dextrose-Agar (BDA) a aproximadamente 45°C a fim de se obter concentracdes de 1,25; 2,5;
3,75 e 5%, em que cada concentracdo representou um tratamento. Placas de Petry somente com
meio BDA, sem adicao de 6leo essencial foram utilizadas como controle negativo.

Discos de 5mm com crescimento fungico T. rubrum cultivados durante 8 dias foram
repicados para o centro das placas contendo as respectivas concentracdes do 6leo essencial. Em
seguida, foram incubadas em estufa de fotoperiodo (BOD) a temperatura de 28° + 2° C sob o
regime de fotoperiodo de 12h por um periodo de 7 dias. A avaliagdo foi realizada quando a

testemunha cobriu totalmente a placa de Petry.

Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A partir de culturas recentes e mantidas em Agar Sabourand Dextrose — ASD (Difco® -
France), durante 24 — 48 horas a 35°C, o inoculo foi preparado e padronizado em solugédo
fisioldgica a 0,9% estéril. Inicialmente, preparou-se uma suspensdo comparativa com o tubo
0,5 da Escala de McFarland. A mesma foi ajustada no espectrofotbmetro para conter
aproximadamente 108 UFC/mL. Em seguida, essa suspensdo foi diluida com agua destilada em
uma proporcdo de 1:9 resultando em um indculo contendo aproximadamente 10° UFC/mL, que
foi utilizado nos ensaios (OSTROSKY et al., 2008).

Para a avaliacdo da CIM, o 6leo essencial foi diluido de forma seriada, mediante emprego
da técnica de microdiluicdo. A determinacdo da CIM foi realizada em placas de microdiluicéo
de 96 pogos, dispostos em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Em cada um dos pocos das
placas de microdiluicdo foi adicionado 100uL de in6culo (suspensdo da levedura), 100uL de
caldo Sabourand-Dextrose duplamente concentrado. O 6leo essencial foi inicialmente diluido
em agua destilada estéril (0,4mL do 6leo essencial, 0,04mL de Twenn 80 e g.s.p 5mL de agua)
obtendo assim a concentracdo de 0,8% de 6leo essencial. As concentracBes subsequentes dos
6leos essenciais foram obtidas apds dilui¢cbes seriadas dos produtos naturais na placa de
microdiluicdo, partindo-se da concentracéo inicial de 0,8% (Linha B) até 0,0125% (Linha H),
pela transferéncia de 100uL do contetdo do pogo subsequente. Para os pocos da linha H, foram
dispensados 100uL do contetido, de modo a igualar o volume total dos pogos. As CIMs foram

determinadas através da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro (Marca Bio-Tec
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Instuments Inc, Modelo EL800), acoplado em computador com programa Kcjunior, com
comprimento de onda pré-selecionado de 490nm, determinando assim, a inibicdo do
crescimento pela diferenga entre as leituras realizadas em 48 horas de incubagéo a 37°C e pela

leitura realizada no tempo inicial.

Anélise de dados
Os dados foram registrados na forma de um banco de dados no Microsoft Office Excel —
Windows, e analisados por meio de estatistica descritiva, através de percentuais.

RESULTADOS
Avaliacdo da atividade antifingica

O ensaio foi realizado com o fungo filamentoso T. rubrum isolado a partir de uma amostra
clinica de onicomicose de unhas das méos, a fim de possibilitar o0 conhecimento prévio do
comportamento desse microrganismo frente ao 6leo Syzygium aromaticum em diferentes
concentragdes (1,25; 2,5; 3,75 e 5%). O experimento foi realizado em duplicata e em nenhuma

das concentracfes apresentou qualquer tipo de crescimento visivel na placa.

Determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A tabela 1 demonstra os resultados obtidos:

TABELA 1: CIM do dleo essencial S. aromaticum sobre espécies de Candida albicans (ATCC e origem clinica e
Candida glabrata ATCC.

Oleo
essencial
Syzygium
aromaticum

C. albicans
ATCC

C. albicans

(méos)

C.albicans

(méos)

C. albicans
(pés)

C. glabrata
ATCC

0%

0,8%

0,4%

0,2%

0,1%

0,05%

@ M m g O W >

0,025%

+

+

+

+

+

H

0,0125%

+

+

+

+

+

Legenda: C. albicans: Candida albicans; C. glabrata: Candida glabrata; (-): ndo houve crescimento; (+):

houve crescimento
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DISCUSSAO

As onicomicoses apresentam um tratamento nem sempre efetivo, dada a possibilidade de
recorréncia de infeccdo, possivel toxicidade e a resisténcia dos microrganismos. Esses
pardmetros levam a uma busca constante por novos compostos que apresentem seguranga e
uma maior atividade farmacologica que os farmacos ja existentes. De uma maneira geral, a
maioria dos farmacos antifangicos existentes no mercado séo de origem sintética, desse modo,
a busca por produtos naturais que desempenhem essa atividade tem merecido atencdo
(FENNER et al., 2006; HAFEEZ et al., 2013; KHAN, AHMAD e CAMEOTRA, 2013).

A escolha do composto Eugenol, componente majoritario do 6leo essencial do Cravo-da-
india, se baseou principalmente na atividade antifungica ja descrita (LEE et al., 2007;
TEJESWINI et al., 2014), o que atribui a ele potencial antifungico para fungos causadores de
onicomicoses. O cinemaldeido e o eugenol sdo provenientes da mesma rota biossintética nas
plantas (NATH, BARUAH e KANJILAL, 2006).

Shreaz e colaboradores (2010) verificaram resultados satisfatorios ao analisarem o
cinemaldeido, que reduziu em 58% a sintese do ergosterol de C. albicans. Também promoveu
a inibicdo em 41% de extrusdo de prétons, através da membrana plasmatica, por meio da enzima
ATPase de membrana plasmatica, a qual gera um gradiente de membrana importante ao
transporte de nutrientes. Esses autores também constataram que esse composto podia funcionar
como reagente para a sintese de ligantes e/ou complexos com metais, com a melhoria da
atividade fungica.

Em estudo, Ascencdo e Filho (2013), testaram a atividade antifingica do 6leo S.
aromaticum frente a fungos da espécie Fusarium, e neste, encontraram uma média de variacdo
na inibicdo de crescimento entre 85,65% a 100%, compativel com o resultado encontrado pelo
presente estudo (100%). Essa inibicdo do crescimento foi significativa, comprovando a
atividade antifngica do 6leo essencial. Efeito esse, atribuido ao eugenol, composto majoritario
do éleo essencial, que apresenta atividade antifingica comprovada.

Costa e colaboradores (2011) e Santos e colaboradores (2007) também encontraram
resultados satisfatorios em ensaios frente a espécies de Fusarium, inibigao total de crescimento
em ambos estudos em altas concentracGes do Oleo.

Pinto e colaboradores (2009) verificaram ao testar o eugenol frente a Candida albicans
ATCC, CIM de 545,92ug/mL, valor inferior aos dados desse estudo que demonstrou um CIM
de 973,0ug/mL para 0 mesmo microrganismo. Ao testar a CIM de C. albicans de cepas clinicas,
Khan, Ahmad e Cameotra (2013) obtiveram CIM de 400ug/mL, que corrobora os achados desse

estudo que determinou a CIM de achados clinicos das unhas das maos em 486pg/mL. O mesmo
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no entanto, ndo aconteceu para as cepas clinicas desse microrganismo isolado a partir das unhas
dos pés, que demonstrou um CIM de 1094ug/mL.

Ahmad e colaboradores (2010) estudaram a associacao in vitro do eugenol e metileugenol
contra isolados clinicos de Candida albicans (cepas padréo e cepas clinicas) e Candida glabrata
(cepas padrdo e cepas clinicas). Neste, foi determinado o valor de CIM paraa C. glabrata ATCC
de 490pg/mL, valor esse muito inferior ao encontrado pelo presente estudo, que determinou o
CIM em 973ug/mL. Para a C. albicans ATCC e cepas clinicas, determinou CIM de 480ug/mL
e 500ug/mL, respectivamente, também inferiores aos achados por esse estudo. Em associacéo
com o fluconazol, Ahmad et al. (2010) obtiveram CIM ainda menores para ambos o0s fungos,
com CIM de 120ug/ml para C. albicans ATCC e CIM de 125ug/mL para cepas clinicas. No
caso da C. glabrata, quando testadas em associacao, obtiveram CIM 125ug/mL (ATCC) e CIM
145upg/mL (cepas clinicas).

A natureza lipossolivel dos 6leos essenciais e de seus constituintes permite com que
ocorra a interacdo do mesmo com estruturas celulares que apresentam composicéo lipidica, isso
resulta no aumento da permeabilidade da membrana, causando desequilibrio eletrolitico e morte
celular (CAVALCANTI; ALMEIDA; PADILHA, 2011). Muitos estudos mostram a eficacia
da associacdo de fracbes de Gleo essencial de diferentes plantas com drogas sintéticas como
agentes antifungicos (AHMAD et al., 2010).

O papel dos componentes do Oleo nessa atividade fungicida ainda ndo estdo
completamente esclarecidos (ROSSATO et al, 2009). Sabe-se que o eugenol, devido ao seu
caréater lipofilico apresenta a capacidade de entrar em cadeias que comp8em as bicamadas
lipidicas da membrana, alterando sua fluidez e a permeabilidade das membranas celulares,
afetando assim, a atividade e a regulacdo de importantes enzimas da membrana que catalisam
a sintese de uma série de componentes principais de polissacarideos da parede celular,
interferindo no crescimento celular e na morfogénese (PINA-VAZ et al., 2004; BRAGA et al.,
2007).

CONCLUSOES

Os ensaios realizados demonstraram o potencial antifungico do S. aromaticum contra T.
rubrum, Candida albicans e Candida glabrata. Essas constatacdes sdo bastante positivas, tendo
em vista as crescentes falhas de tratamento e a resisténcia antifungica aos farmacos ja
existentes. Sugerindo uma maneira de tratar infeccdes resistentes atraveés de uma abordagem
conjunta. No entanto, uma avaliagdo do mecanismo de acdo do eugenol e a avaliacdo da

capacidade de permeacdo em formulacdes de uso topico Sao necessarios.
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5 CONCLUSAO
Os ensaios realizados demonstraram o potencial antifingico do S. aromaticum contra T.
rubrum, Candida albicans e Candida glabrata. Essas constata¢des sdo bastante positivas, tendo
em vista as crescentes falhas de tratamento e a resisténcia antifingica aos farmacos ja
existentes. Sugerindo uma maneira de tratar infeccdes resistentes atraves de uma abordagem
conjunta. No entanto, uma avaliagdo do mecanismo de acdo do eugenol e a avaliacdo da

capacidade de permeacdo em formulagGes de uso topico sdo necessarios.
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ANEXO 1 - NORMAS PARA PUBLICACAO NA REVISTA “JOURNAL OF FUNGI”

Os manuscritos de pesquisa devem incluir:

e Matéria frontal: titulo, lista de autor, resumo e palavras chaves.

e Sec¢des de manuscrito de pesquisa: Introducéo, materiais de métodos, resultados,
discusséo e conclus6es (opcional);

e Referéncias;

Titulo: O titulo do seu manuscrito deve ser conciso, especifico e relevante. Ele deve identificar
se 0 estudo relata (humano ou animal) dados de teste, ou € uma revisdo sistematica, meta-analise
ou estudo de replicacdo. Quando os nomes de genes ou proteinas estdo incluidos, 0 nome

abreviado em vez do nome completo deve ser usado.

Lista de autor e afiliacbes: os nomes e sobrenomes completos dos autores devem
ser fornecidos. As iniciais de qualquer nome do meio podem ser adicionadas. O formato padréo
do PubMed / MEDLINE é usado para afiliac@es: informacdes completas de endereco incluindo
cidade, codigo postal, estado / provincia, pais e todos os enderecos de e-mail. Pelo menos um
autor deve ser designado como autor correspondente, e seu endereco de e-mail e outros detalhes
devem ser incluidos no final da secéo de filiacéo.

Resumo: O resumo deve ser um total de cerca de 200 palavras no maximo. O resumo deve ser
um unico paragrafo e deve seguir o estilo dos resumos estruturados, mas sem titulos: 1)
Antecedentes: Cologue a questdo abordada em um amplo contexto e destaque a finalidade do
estudo; 2) Meétodos: Descreva brevemente o0s principais métodos ou tratamentos
aplicados. Inclua qualquer nimero de pré-registro relevante, e espécies e cepas de qualquer
animal usado. 3) Resultados: resuma as principais descobertas do artigo; E 4) Concluséo:
Indicar as principais conclusfes ou interpretagfes. O resumo deve ser uma representacdo
objetiva do artigo: ndo deve conter resultados que nao sejam apresentados e fundamentados no

texto principal e ndo devem exagerar as principais conclusdes.

Palavras-chave: trés a dez palavras-chave pertinentes devem ser adicionadas apds o
resumo. Recomendamos que as palavras-chave sejam especificas do artigo, mas razoavelmente

comuns na disciplina disciplinar.
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SECOES DE MANUSCRITO DE PESQUISA

Introducdo: A introducdo deve colocar o estudo em um amplo contexto e destacar por que é
importante. Deve definir o proposito do trabalho e sua importancia, incluindo hipoteses
especificas a serem testadas. O estado atual do campo de pesquisa deve ser revisado
cuidadosamente e as principais publicacfes citadas. Destaque hipoOteses controversas e
divergentes quando necessario. Finalmente, mencione o objetivo principal do trabalho e
destague as principais conclusdes. Na medida do possivel, mantenha a introducéo

compreensivel para os cientistas que trabalham fora do topico do artigo.

Materiais e Métodos: devem ser descritos com detalhes suficientes para permitir que outros
se relnem e obtenham resultados publicados. Novos métodos e protocolos devem ser descritos
em detalhes, enquanto métodos bem estabelecidos podem ser descritos sucintamente e
apropriadamente citados. Dé o nome e a versao de qualquer software usado e deixe claro se o

codigo do computador usado esta disponivel. Inclua quaisquer codigos de pré-registro.

Resultados: Fornecer uma descricdo concisa e precisa dos resultados experimentais, sua

interpretacdo, bem como as conclusdes experimentais que podem ser desenhadas.

Discussdo: Os autores devem discutir os resultados e como eles podem ser interpretados em
perspectiva de estudos anteriores e das hipoteses de trabalho. As descobertas e suas implica¢fes
devem ser discutidas no contexto mais amplo possivel e as limitacdes do trabalho
destacado. Também podem ser mencionadas orientagdes de pesquisa futuras. Esta se¢do pode

ser combinada com resultados.

Conclus6es: Esta se¢do ndo € obrigatdria, mas pode ser adicionada ao manuscrito se a discussao

for excepcionalmente longa ou complexa.



