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APRESENTACAO

Ao expandir o conhecimento estamos criando uma atmosfera para a inovagéo. Esta
obra representa uma grande oportunidade para o aprofundamento dos estudos no ambito
das Ciéncias Farmacéuticas pois retne um material rico, interdisciplinar e diversificado
que possibilita a ampliagdo do debate académico, convidando professores, pesquisadores,
estudantes e demais profissionais a reflexdo sobre os diferentes temas que giram em torno
das Ciéncias Farmacéuticas.

O livro “Expanséo do Conhecimento e Inovagéo Tecnolégica no Campo das Ciéncias
Farmacéuticas”, relne dezesseis capitulos que contribuem para a divulgacdo de estudos
que abrangem: perspectivas de analgesia ndo farmacoldgica, marketing farmacéutico;
analise de prescricoes de anti-inflamatérios; perfil terapéutico da diabetes gestacional;
doenca de Creutzfeldt-Jakob; anemia hemolitica autoimune; atencéo farmacéutica em
pacientes com Alzheimer; nanoprecipita¢cdo na industria farmacéutica; avangos na terapia
com antibidticos; uso de anti-inflamatérios ndo esteroides; potencial terapéutico da
Cannabis sativa; extratos fermentados cosméticos; 6leos essenciais; ensino académico e
dismenorreia; beneficios do extrato de Camellia sinensis.

Com esta vasta contribuicdo, agradecemos todos os autores pelo empenho e
dedicacéo, que possibilitaram a construcéo dessa obra de exceléncia. Esperamos que este
livro possa ser Util aqueles que desejam expandir seus conhecimentos sobre os temas
abordados e que estes possam abrir mentes para universos de inovacao, afinal, como ja
dizia Albert Einstein: “A mente que se abre a uma nova ideia jamais voltara ao seu tamanho
original”.

Boa leitura a todos!

lara Lucia Tescarollo
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RESUMO: A aspergilose € uma infecgédo flngica
respiratoria provocada pela inalagéo de conidios
assexuais de Aspergillus spp. disseminados
no ambiente. O tratamento de primeira linha
desta infeccdo s&o os antifingicos azélicos. No
entanto, essa classe terapéutica tem apresentado
mecanismos de resisténcia, sendo necessario
outras alternativas de tratamento com amplo
espectro de agédo. Os Oleos essenciais (OE)
sao liquidos lipofilicos constituidos por misturas
complexas de substancias biologicamente
ativas, e tém demonstrado atividade antifungica
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in vitro, provocando perda instantdnea da
integridade da membrana celular. Nesta
revisdo, foram analisados artigos Ccientificos
que avaliaram a acdo inibitéria dos OE de
Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis contra
Aspergillus spp. Estes OE estdo sendo fontes de
alternativas naturais as drogas sintéticas, devido
aos metabdlitos secundarios presentes em sua
composicao quimica. No entanto, observa-se que
a concentracéo inibitéria minima (CIM) desses
OE variaram entre os estudos. Apesar dos
resultados promissores obtidos in vitro dos OE
de O. vulgare e R. officinalis contra as espécies
de Aspergillus, serdo necessarios novos estudos
in vivo para comprovar os efeitos inibitorios,
assim como, padronizar a CIM antes desses OE
serem destinados ao tratamento da aspergilose
em seres humanos.

PALAVRA-CHAVE: Aspergillus spp; Oleos
essenciais; Origanum vulgare; Rosmarinus
officinalis

INHIBITORY ACTION OF THE ESSENTIAL
OILS OF ORIGANUM VULGARE AND
ROSMARINUS OFFICINALIS AGAINST
ASPERGILLUS SPP

ABSTRACT: Aspergillosis is a respiratory fungal
infection caused by inhaling asexual conidia of
Aspergillus spp. disseminated in the environment.
The first-line treatment for this infection uses azole
antifungals. However, this therapeutic class has
shown resistance mechanisms, requiring other
treatment alternatives with a broad spectrum of
action. Essential oils (EO) are lipophilic liquids
made up of complex mixtures of biologically
active substances; they have demonstrated
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antifungal activity in vitro, causing instantaneous loss of cell membrane integrity. This review
covers scientific articles that evaluated the inhibitory action of the EO of Origanum vulgare and
Rosmarinus officinalis against Aspergillus spp. These EOs are sources of natural alternatives
to synthetic drugs, due to the secondary metabolites present in their chemical composition;
however, the minimum inhibitory concentration (MIC) of these EOs varied between studies.
Despite the promising results obtained in vitro from the EO of O. vulgare and R. officinalis
against Aspergillus species, further in vivo studies will be necessary to prove the inhibitory
effects, as well as standardizing the MIC before these EOs can be used for the treatment of
aspergillosis in humans.

KEYWORDS: Aspergillus spp; Essential oils; Origanum vulgare; Rosmarinus officinalis

11 INTRODUGAO

A aspergilose é uma infecgéo fungica provocada por espécies do género Aspergillus,
sendo uma das principais causas de morbimortalidade em pacientes imunocomprometidos
(EIGL et al., 2015). Ainfecg¢ao é causada pela inalagdo de conidios assexuais disseminados
no ambiente e se apresenta de varias formas clinicas, como aspergilose pulmonar invasiva,
aspergilose broncopulmonar alérgica e aspergilose pulmonar cronica (AZEVEDO et al.,
2015; BALTUSSEN et al., 2018).

Os antifungicos azélicos sdo a principal escolha no tratamento farmacolédgico
da aspergilose. No entanto, com os crescentes casos de resisténcia a esses agentes
antifungicos, outras alternativas de tratamento tém sido apresentadas, como os Oleos
essenciais (OE), que tém demonstrado eficacia contra esses patogenos (KOHIYAMA et al.,
2015; CISAROVA et al., 2016; HOPE et al., 2017).

Os OE séo produtos aromaticos, lipofilicos e volateis, biossintetizados por plantas
e constituidos por misturas complexas de substancias biologicamente ativas, com
atividades antioxidantes, antiviral e anticancer (JAMIL et al., 2016; KHAN et al., 2019).
Esses constituintes se acumulam na membrana celular, tornando-a altamente permeavel
e alterando respostas biolégicas das células dos microrganismos (KONUK et al., 2020).

Na literatura, os OE da familia Lamiaceae tém apresentado atividade antifungica
contra Aspergillus spp., especialmente as espécies Origanum vulgare e Rosmarinus
officinalis, conhecidos popularmente como orégano e alecrim, respectivamente (PRAKASH
etal., 2015; OSORIO et al., 2019). H4 uma variedade de metabélitos secundarios presentes
nesses OE, que s&o capazes de interagir com outras moléculas alvo e fung¢des celulares,
promovendo a inibicdo do metabolismo energético e da sintese de acidos nucleicos dos
fungos (BOMFIM et al., 2015; BLANK et al., 2016).

Dessa forma, os OE tornaram-se uma estratégia promissora para o tratamento da
aspergilose. Portanto, o objetivo dessa revisdo foi apresentar evidéncias cientificas das
propriedades terapéuticas dos OE de Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis contra
Aspergillus spp.
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21 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de revisdo bibliografica exploratéria, visando artigos
publicados entre 2014 a 2020, referente a acao inibitéria dos 6leos essenciais de Origanum
vulgare e Rosmarinus officinalis contra Aspergillus spp.

Foram realizadas pesquisas de artigos cientificos originais indexados nas bases
de dados PubMed, Scientific Electronic Library Online (SciElo) e Google académico,
utilizando os descritores: Aspergillus spp.; Origanum vulgare; Rosmarinus officinalis; 6leos
essenciais/essential oils; aspergilose/aspergillosis; resisténcia a azoles/azoles resistance,

sem restricdo de autores.

31 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Resisténcia aos azdis para o tratamento de infeccoes por Aspergillus spp.

O Aspergillus € um fungo filamentoso, da classe Eurotiomycetes, que produz
esporos unicelulares presentes no ar, capazes de serem inalados por seres humanos (LEE
et al.,, 2015; LEE et al., 2016). Taxonomicamente, o género Apergillus é dividido em se¢des
de espécies que podem ser clinicamente significativas, sendo Fumigati, Flavi, Terrei, Usti,
Nigri, Versicolores e Nidulantes (VIDAL-ACUNA et al., 2017; WON et al., 2017).

As espécies de Aspergillus provocam varias infeccoes clinicas que afetam o sistema
respiratério, desde alergias a doencas invasivas crénicas, podendo formar o aspergiloma.
As espécies patogénicas mais frequentes que causam a aspergilose sdo A. fumigatus, A.
flavus, A. terreus e A. niger, entretanto, espécies cripticas e raras também estdo sendo
identificadas em pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos, incluindo membros
do complexo de espécies de Aspergillus viridinutans (GUPTA et al., 2015; MASIH et al,
2016; TALBOT et al., 2017).

Os azdlicos sé@o agentes antifungicos utilizados como primeira escolha de tratamento
por via oral em infecgbes por Aspergillus e incluem itraconazol, voriconazol e posaconazol
(RIVERO-MENENDEZ et al., 2019; MOIN et al., 2020). A terapia antifungica a longo prazo,
com duracgéo de pelo menos seis meses, é necessaria para avaliar a resposta terapéutica
(GODET et al., 2016).

Os azolicos agem inibindo a biossintese do ergosterol, resultando em desmetilacao
do lanosterol, entretanto, mutacdes nesta enzima alteram a capacidade desses farmacos
em se ligarem ao grupo heme (FLOWERS et al.,, 2014; ABDOLRASOULI et al., 2015).
Existem relatos na literatura de resisténcia a essa classe que podem estar relacionados
com 0s mecanismos inatos ou adquiridos dos fungos, o que pode causar impactos clinicos
e limitar as opg¢des disponiveis de tratamentos profilaticos e terapéuticos (TALBOT et al.,
2019; PRIGITANO et al., 2020).

No estudo realizado por Hokken et al. (2019), foram analisadas as adaptacdes
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fisiologicas e analises de transcriptomas de isolados de A. fumigatus durante a incubacgéo
com itraconazol. Observaram que o fungo seria capaz de se adaptar ao hospedeiro humano
ou ao ambiente externo, por meio do aumento da atividade da bomba de efluxo e alteracéo
do metabolismo lipidico, pois a deplec¢ao do ergosterol afetaria a homeostase da membrana,
contribuindo para a resisténcia dessa classe terapéutica (HOKKEN et al., 2019).

Em contextos clinicos, o tratamento atual para aspergilose tem demonstrado
seletividade limitada de agentes antifingicos, resisténcia e incerteza sobre a duragéo
apropriada da terapia, sendo necessario novas substancias ativas contra o Aspergillus spp.
(RAJKOVIC et al., 2015; HOPE et al., 2017).

3.2 Oleos essenciais

Os OE sao compostos naturais bioativos, aromaticos, com alta volatilidade e
caracteristicas hidrofébicas, obtidos de diferentes partes das plantas. Esses produtos
tém demonstrado propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas,
devido aos metabolitos secundarios presentes em seu perfil quimico (PULKAROVA et al.,
2017; SCHLOSSER et al., 2018). Os terpenos fendlicos, oxigenados e hidrocarbonetos,
séo constituintes que possivelmente provocam a inibi¢cdo in vitro de bactérias e fungos
patogénicos, incluindo as espécies do género Aspergillus (KHAN et al., 2019; OSORIO et
al., 2019).

Os efeitos dos OE sdo dependentes da composi¢cdo quimica e das condi¢des
ambientais, uma vez que plantas da mesma espécie cultivadas em locais diferentes,
podem apresentar variabilidade quimica. Alguns fatores podem limitar a utilizagcdo dessas
substancias, incluindo a baixa solubilidade em &gua, o calor e a umidade (JAMIL et al.,
2016; KHAN et al., 2018).

Os OE séo encontrados especialmente nas plantas da familia Lamiaceae que
possuem formas taxonémicas importantes, como os tricomas glandulares que produzem a
maioria dessas substancias e tém papel protetor contra a evaporagéo da agua das plantas
(SHAFIEE-HAJIABAD et al., 2014). As espécies dessa familia, como O. vulgare e R.
officinalis, secretam OE que estédo sendo fontes alternativas naturais as drogas sintéticas,
tornando-se candidatos para aplicagéo na industria farmacéutica (WALLER et al., 2016;
MORSHEDLOO et al., 2017).

Os OE de O. vulgare séao constituidos majoritariamente por compostos orgénicos
responsaveis pelas caracteristicas biologicas e aromaticas, sendo os mais frequentes
em sua composicdo quimica os monoterpenoides fendlicos timol e carvacrol, seguido
dos monoterpenoides aciclicos e dos sesquiterpenoides (MORSHEDLOO et al., 2017;
KHAN et al., 2019). Estes fitoconstituintes fendlicos sdo descritos nas bibliografias, como
possivelmente responsaveis pelas atividades antimicrobianas e antifingicas (BERNARDOS
et al., 2014; ENGEL et al., 2017).

R. officinalis € um arbusto aromatico conhecido popularmente como alecrim e é
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caracterizado por alto teor antioxidante. Essa espécie tem sido utilizada como estimulante,
adstringente e agente anti-inflamatorio (KIRAM; PRAKASH, 2015; CON DE-HERNANDEZ et
al.,2017). Acomposicéo quimica predominante dos OE dessa espécie séo 1,8-cineol, canfora
e a-pinene; entretanto, substancias quantitativas e qualitativas podem ser influenciadas por
fatores intrinsecos e extrinsecos (PRAKASH et al., 2015; TUTTOLOMONDO et al., 2015).
Outros estudos sugerem que os diterpenos fenélicos possuem propriedades inibitérias por
modificagdo da morfologia das col6nias fungicas, o que resultaria na rigidez e no bloqueio
do crescimento celular (BOMFIM et al., 2015; BOMFIM et al., 2019).

3.2.1 Atividade antifungica dos 6leos essenciais

os OE tém diferentes mecanismos antifingicos, sendo os principais alvos as
paredes celulares, as bicamadas fosfolipidicas das membranas, as proteinas intracelulares
e os acidos nucleicos (KONUK et al., 2019). A natureza lipofilica dos OE permite que
os constituintes quimicos provoquem a perda instantdnea da integridade da membrana,
mantendo a homeostase de ions. Esse processo controla as atividades celulares, incluindo
a transcricdo de DNA, a sintese de proteinas e a atividade de enzimas (WANG et al., 2015).

Os compostos fendlicos podem se acumular na membrana celular devido a presenca
do anel aromatico hidrofébico e do grupo hidroxila (OH"), que é utilizado como por¢bes
hidrofilicas para obter a solubilidade adequada. A capacidade de ligagdo de hidrogénio e
troca de prétons do OH-pode induzir a modificagdo conformacional da membrana (KONUK
etal., 2020). A desestabilizagado das células fungicas pode alterar a morfologia das col6nias,
diminuindo a quantidade e o conteudo citoplasmético de conidios e hifas, resultando em
estruturas finas, enrugadas e achatadas. Por consequéncia da modificagdo na parede
celular, ocorre a redugéo da pressao do turgor (BOMFIM, et al, 2015; BOMFIM, et al, 2019).

Os quimiotipos carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) e timol (2-isopropil-5-metilfenol)
sé@o 0s monoterpenos predominantes no OE de O. vulgare, que inibem as a¢des bacterianas
e fungicas induzindo a autélise, liberando materiais celulares dos microrganismos (DNA e
proteinas) e causando impactos no estresse oxidativo (CHAVAN et al., 2014; LLANA-RUIZ-
CABELLO et al., 2014; KHAN et al., 2017).

Os constituintes do OE de R. officinalis 1,8-cineol, canfora e a-pinene, também sao
relatados na literatura como os responséaveis pelos efeitos antibacterianos e antifungicos,
prejudicando as reacdes da cadeia respiratoria das mitocondrias, alterando o funcionamento
das bombas de Na* e K*, modificando o potencial elétrico das membranas celulares, bem
como, incorporando bicamadas lipidicas entre as cadeias acilas (WALLER et al., 2016;
NEVES et al., 2019).

Apesar dos resultados promissores dos OE de O. vulgare e R. officinalis, observa-
se que nado existe uma concentracdo inibitéria minima (CIM) padronizada nos estudos
avaliados, sendo que as concentragbes variam muito de acordo com a metodologia
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utilizada, conforme apresentado na Tabela 1.

Oleo essencial Patégenos testados Concentracées Resultado (CIM) Referéncias

A flavus 10, 100, 250, 500 ¢ 1000 _ ED°0152-505 Mo GopEz 6t al,

mg/L ED50 260 - 425 mg/L 2017

A. parasiticus

. . PULKAROVA
A. fumigatus 5,10, 25, 50 e 75% (p/v) 0,025 % (p/v) etal, 2017
O. vulgare flavus i
250 — 31,5 pL/L 0,1-2,0 uUL C'sz,‘f())Yé et
A. parasiticus b
A. fumigatus 0,1875%
A. flavus 6,0% — 0,011% OSORIo etal.
0,75%
A. Niger
. 100, 250, 500, 1000 e BOMFIM et al.,
A. niger 2000 pg/mL 250 pg/mL 2019
A. flavus A
250 — 31,5 pL/L 10— 100 pL/L C'Sallmg)\{g et
A. parasiticus b
R. officinalis PRAKASH of
e
A. flavus 0,25 —-5,0 uL/L mL 1,5 w/L mL al., 2015
A niger FERDES et al
10 e 20 pg/mL 10 pg/mL 2017 v
A. oryzae

Tabela 1 — Relagéo das concentracdes testadas dos OE de O. vulgare e R. officinalis para
inibigado de Aspergillus ssp. adotadas em publicagdes cientificas.

Espécies de Aspergillus transportam conidios pelo ar que crescem na matéria
organica, assim como produzem aflatoxinas (AF) que sdo imunotdxicas, mutagénicas e
cancerigenas (ABDOLRASOULI et al., 2015; GOMEZ et al., 201 8). Bomfim e colaboradores
(2019) realizaram um estudo in vitro para avaliar o efeito inibitério do OE de R. officinalis
em AF produzidas pelo Aspergillus flavus, nas concentragées de 100, 250, 500, 1000 e
2000 pg/mL (Tabela 1). Foram detectadas redug¢des na producdo de AF desde a primeira
concentragdo testada e inibicdo completa no tratamento de 250 pg/mL. A partir da
concentracéo de 250 pyg/mL, foi observado que os conidios de A. flavus foram visivelmente
reduzidos, afetando o crescimento e a morfogénese fungica (BOMFIM et al., 2019).

Cisarova et al. (2016) investigaram as propriedades antifingicas e anti-toxinogénicas
de 15 OE, incluindo O. vulgare e R. officinalis, em cepas de A. parasiticus e A. flavus.
Observaram que ap6s 14 dias de incubagédo, o OE de Origanum vulgare proporcionou
a inibicdo do crescimento micelial utilizando a concentragédo de 31,5 pl/L. Ja o OE de R.
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officinalis apresentou melhor efeito anti-toxinogénico, inibindo totalmente a producéo de
micotoxinas em todas as cepas, com a concentragdo de 500 pl/L (CISAROVA et al., 2016).

No ensaio desenvolvido por Putkarova et al. (2017), seis OE foram avaliados quanto
a atividade fungistatica e fungicida, inclusive o OE de Origanum vulgare. Neste trabalho,
foi possivel observar que o liquido volatil dessa espécie induziu a inibicdo do crescimento
micelial do A. fumigatus, demonstrando a CIM de 0,025% e a concentragdo fungicida
minima (CFM) de 0,075% (Tabela 1). Quando realizaram a andlise de citotoxicidade in vitro
dos OE em células pulmonares embrionarias humanas (HEL) 12469, observaram que o
efeito dos OE dependia da concentragé@o e possivelmente ndo danificariam as células HEL
(PULKAROVA et al., 2017).

Dessa forma, os dados presentes na literatura com esses OE sugerem resultados
promissores na inibicéao in vitro dos Aspergillus spp. que causam danos a saude, criando
perspectivas no tratamento da aspergilose (OSORIO et al., 2019).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Os estudos in vitro com os OE de O. vulgare e R. officinalis tém demonstrado
resultados significativos quanto a atividade fungistéatica e fungicida em espécies do género
Aspergillus spp., responsaveis pela aspergilose.

Esses trabalhos associam essa atividade antifingica aos compostos fendlicos, que
causariam alteracbes na integridade da membrana e comprometimento do crescimento
celular do fungo. Outros metabdlitos também estariam envolvidos na agéo inibitoria, tais
como, o timol e o carvacrol para o OE de O. vulgare e 1,8-cineol, canfora e a-pinene no OE
de R. officinalis.

No entanto, apesar dos resultados promissores obtidos in vitro dos OE de O. vulgare
e R. officinalis contra fungos Aspergillus spp., observa-se uma ampla variacdo das CIM
utilizadas nos estudos apresentados. Dessa forma, serdo necessarios novos estudos para
padronizar essas concentracées, além de testes in vivo, antes desses OE serem destinados
ao tratamento da aspergilose em seres humanos.
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