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RESUMO

Fonseca, Anelise Oliveira da Silva — Acdo antifUngica dos 6leos essenciais de
Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis frente a isolados de Pythium
insidiosum e Dermatofitos. 2011.42f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pdos —
Graduacao em Veterindria. Universidade Federal de Pelotas.

O presente estudo teve como objetivos determinar a composi¢cao quimica e avaliar a
acdo antifungica dos Oleos essenciais de Origanum vulgare (orégano) e Rosmarinus
officinalis (alecrim). Os Oleos foram analisados por cromatografia gasosa e
identificados por comparagédo com o tempo de retencdo de padrdes. A avaliacdo da
atividade antifangica foi realisado o método de microdiluicdo em caldo, sendo
utilizados nove isolados de dermatofitos e nove isolados de Pythium insidiosum
provenientes de casos clinicos em animais. Os 6leos foram submetidos a uma série
de dez diluicbes em logaritmo de base 2, no meio RPMI 1640, obtendo-se
concentracfes de 30- 0,03ul/mL. As microplacas foram incubadas a 32°C por 72 h e
a susceptibilidade foi expressa pela concentracdo inibitéria minima (CIM). Os
principais constituintes dos 6leos de R. oficinalis foram canfora (51,52%), verbenona
(11,84%), 1,8-cineol (8,94%), mirceno (4,50%), a-terpineol (4,39%) e borneol
(2,68%) e para o O. vulgare foram 4-terpineol (27,67%), gama-terpineno (4,10%),
timol (0,58%) e carvacrol (21,58%). Para os Dermatéfitos o CIM do R. Officinallis
variou entre 30 a 3 pl/ml e para o O. vulgare variou entre 3 a 0,3 pl/mL. No caso do
P. insidiosum o CIM do R. Officinallis variou entre 3 a 1,5 pl/ml e para o O. vulgare
variou entre 3 a 0,75 pl/mL. De acordo com os resultados obtidos, pode-se afirmar
que o Oleos testados apresentam atividade antifingica em dermatdéfitos e P.
insidiosum. Os resultados estimulam novos estudos, especialmente em relacéo a P.
insidiosum, j& que ainda n&o esta disponivel nenhum tratamento eficaz.

Palavras chave: Pythium insidiosu. dermatoéfitos. Origanum vulgare. Rosmarinus
officinalis.



ABSTRACT

Anelise Oliveira da Silva Fonseca - Antifungal action of essential oils of
Origanum vulgare and Rosmarinus officinalis against isolates of Pythium
insidiosum and Dermatophytes. 2011.42f. Dissertagao (Mestrado) — Programa de
Pés — Graduacao em Veterindria. Universidade Federal de Pelotas

This study aimed to determine the chemical composition and evaluate the antifungal
essential oils of Origanum vulgare (oregano) and Rosmarinus officinalis (rosemary).
The oils were analyzed by gas chromatography and identified by comparison with the
retention time of standards. To evaluate the antifungal activity method was used in
broth, and used nine isolates of dermatophytes and nine isolates of Pythium
insidiosum from clinical cases in animals. The oils were subjected to a series of ten
dilutions in logarithm base 2, in RPMI 1640, resulting in concentrations from 30 to O,
03 plmL™. The microplates were incubated at 32°C for 72 h and susceptibility was
expressed by the minimum inhibitory concentration (MIC). The main oil constituents
R. officinalis were camphor (51.52%), verbenone (11.84%), 1,8-cineole (8.94%),
myrcene (4.50%), a-terpineol (4.39%) and borneol (2.68%) and O. vulgare were 4-
terpineol (27.67%), gamma-terpinene (4.10%), thymol (0.58%) and carvacrol
(21.58%). For dermatophytes the MIC R. Officinallis ranged from 30 to 3 w/ImL and
O. vulgare varied from 3 to 0.3 pL/ml. In the case of P. insidiosum MIC R. Officinallis
ranged from 3 to 1.5 pl/mL and O. vulgare varied from 3 to 0.75 ul/mL. According to
the results obtained, it can be argued that the tested oils have antifungal activity on
dermatophytes and P. insidiosum. The results should stimulate further research,
especially in relation to P. insidiosum, as yet no effective treatment is available.
Keywords: Pythium insidiosum. dermatophytes. Origanum vulgare. Rosmarinus
officinalis.
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1 INTRODUCAO

As plantas representam uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese
de um grande numero de farmacos. Os produtos vegetais apresentam uma gama de
diversidades em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e biol6gicas
(CASTRO; CHEMALE, 1995; CLEFF, 2008; PINTO et al., 2002; YUNES; CALIXTO,
2001)

Dados da Organizacdo Mundial da Saude demonstram que em torno de 80%
da populacdo mundial utiliza espécies de plantas para melhoria ou tratamento de
sinais e/ou sintomas de patologias (ARAUJO et al 2003). Porém, nas Ultimas
décadas, houve um ressurgimento do interesse nas plantas como fonte de novos
agentes terapéuticos (CLEFF, 2008; GUERRA; NODARI, 2003; YUNES; CALIXTO,
2001). Aliado a este fato, os estudos das atividades terapéuticas das plantas
medicinais obtiveram grande impulso através do desenvolvimento da quimica
organica, que possibilitou modificar a estrutura dos produtos naturais, tendo em vista
um aumento na atividade ou seletividade e a reducdo dos efeitos adversos e
toxicidade (CORDELL;QUINN-BEATTIE;FARNSWORTH., 2001).

Neste contexto, os 6leos essenciais de plantas tem se destacado devido as
propriedades antioxidantes e antimicrobianas apresentadas em diversos ensaios
(CARDOSO et al. 2000, HENTZ; SANTIN,2007). Embora a utilizacdo maior ocorra
nas areas de alimentos (condimentos e aromatizantes de alimentos e bebidas) e
cosmeticos (perfumes e produtos de higiene), os Oleos essenciais também tém sido
utilizados na industria farmacéutica (MATTOS; MATTOS, 1986)

Estudos demonstram que o0 Oleo essencial de Rosmarinus officinalis
apresenta acdo antibacteriana. J& a infusdo desta planta pode ser utilizada no
tratamento de sintomas digestivos, por suas propriedades antiespasmodica e

coleréticas (BRISOLARA, 2007). Além disso, tem sido demonstrado potencial
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antimicrobiano dos 0leos essenciais de Origanum vulgare frente a fungos
filamentosos, leveduras e bactérias (CLEFF et al., 2010% SAEED; TARIQ, 2009;
SANTURIO et al., 2007).

Dentre os crescentes relatos de infec¢cdes fungicas nos animais domesticos,
destacam-se como importantes agentes os dermatdfitos por causarem micoses
cutaneas, tendo importancia marcada pelo seu potencial zoondético e facilidade de
transmissdo e Pythium insidiosum por determinar um quadro clinico de evolucdo
rapida, especialmente nos equinos, além de ndo estar disponivel nenhum
quimioterapico com eficacia comprovada frente ao agente (BALDA; OTSUKA,
LARSSON, 2007; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; MEIRELES et al., 1993).

Apesar do amplo espectro de acdo dos antifungicos sobre dermatofitos,
alguns autores relatam resisténcia e recorréncia da micose, consistindo-se em um
problema clinico e de saude publica (PERES et al., 2010). Além disto, a
problematica referente a terapia antifingica para P. insidiosum justifica a procura por
alternativas terapéuticas economicamente viaveis, com baixa toxicidade e com
efetividade frente a estes microrganismos. Diante desta problematica, os 6leos
essenciais de alecrim e orégano podem constituir-se numa alternativa interessante,
uma vez que apresentam atividade antimicrobiana frente a bactérias e leveduras.
Diante do exposto, os objetivos do presente estudo foram:

Determinar a composicdo quimica dos 6leos essenciais de R. officinalis e O.
vulgare;

Avaliar a suscetibilidade de isolados clinicos de fungos dermatofitos e do

oomiceto P. insidiosum aos 6leos essenciais de R. officinalis e O.vulgare.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Oleos essenciais

As plantas aromaticas e as especiarias sdo ricas em 0leos essenciais
caracterizados por uma notavel atividade antimicrobiana, e por esta razdo, seus
produtos derivados podem ser usados para retardar ou inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes (MARINO; APPELT; FERREIRA,
2001).

Os oOleos essenciais, também chamados 0leos volateis ou 6leos etéreos
(MATTOS; MATTOS, 1986; SIMOES; SPITZER, 2002), recebem essas
denominacfes devido a algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas, como:
apresentacao geralmente liquida, de aparéncia oleosa e evaporam quando expostos
ao ar em temperatura ambiente (ROBBERS; SPCEDIE; TYLER,1997; SIMOES;
SPITZER, 2002).

A grande maioria dos O6leos essenciais é constituida de derivados
fenilpropandides ou de terpendides, sendo que esses Ultimos sdo predominantes na
composicdo (ROBBERS; SPCEDIE; TYLER,1997). Dessa forma, os 6leos podem
ser constituidos de quase todos os tipos de compostos organicos, como alcoois
simples e terpénicos, cetonas, aldeidos, éteres, 6xidos, ésteres, fendis, peroxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e até compostos com enxofre
(ROBBERS; SPCEDIE; TYLER,1997; SIMOES; SPITZER, 2002). Os 6leos volateis
comumente apresentam em torno de duzentos componentes, sendo muitas vezes 0s
componentes vestigiais 0s responsaveis pelo aroma, podendo estes ser afetados
pela auséncia de apenas um dos compostos. Poucos sdo 0s 0leos que possuem
apenas um Unico componente em alta percentagem, além disso, plantas da mesma
espécie, provenientes de diferentes partes do mundo, em geral tém 0os mesmos
constituintes, porém percentagens em que estdo presentes podem diferir
consideravelmente (ROBBERS; SPCEDIE; TYLER,1997)
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Os métodos de extracdo de 6leos essenciais variam conforme a localizacdo
do dleo volatil na planta e com a proposta de utilizagdo do mesmo. As técnicas mais
utilizadas para a extracao sao o arraste a vapor, uso de solventes organicos e fluido
supercritico (SIMOES; SPITZER 2002). A destilacdo com arraste de vapor de agua
ou hidrodestilacéo, pode ser realizada deixando o material a ser extraido em contato
direto com &gua fervente ou passando uma corrente de vapor de dgua, com ou sem
pressdo, através do recipiente onde esta o material a ser extraido (RODRIGUES,
2002). Em pequena escala, emprega-se o aparelho de Cleavenger, que oferece
algumas vantagens em relagdo a destilagdo convencional, como ser mais compacto
e permitir determinacdes mais precisas do teor de 6leo, além de ser recomendado
pela Farmacopéia Brasileira (RODRIGUES, 2002; SIMOES; SPITZER 2002).

Estudos acerca do mecanismo de acdo dos Oleos essenciais tém sido
realizados, embora ainda de forma incipiente. Segundo Lambert et al. (2001) em
pesquisa envolvendo bactérias Gram negativas 0s compostos terpénicos
demonstram tornar a membrana celular permeavel, em consequéncia levando a
destruicdo da membrana externa e aumentando a permeabilidade da membrana
citoplasmatica ao ATP (Trisfosfato de Adenosina). Helander et al.(1998) sugerem um
mecanismo de quelacdo de cétions diferente na membrana externa dos
microrganismos 0 que poderia contribuir com esta ac¢do, sendo que a avaliacdo de
diferentes concentracdes de eugenol demonstraram a inibicdo da producdo de
amilase e protease por B. cereus, degradacéo da parede celular e consequente lise
celular bacteriana (THOROSKI; BLANK; BILIADERIS, 1989).

2.2 Alecrim (Rosmarinus officinalis)

O R. officinalis L. pertence a familia botanica Lamiaceae, antiga Labiatae
(JOLLY,1995; UPNMOOR, 2003) que possui 200 géneros com aproximadamente
3200 espécies (JOLLY,1995). As partes utilizadas das plantas sado as folhas e as
sumidades floridas, de onde é obtido o 0leo essencial (CARVALHO; ALMANCA,
2003). Porém, a planta também pode ser utilizada in natura, na preparacdo de
infusBes, ou na aromatizacdo de férmulas destinadas ao uso oral (HENTZ; SANTIN,
2007).

O 6leo essencial do alecrim € usado para reumatismo, eczema, Ulcera,

tratamento de feridas. Bem como pode ser administrado com a finalidade de
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estimulante do sistema nervoso central, inseticida e antisséptico bucal (LORENZI;
MATQOS, 2002, PORTO; GODQY, 2001;SOLIMAN et al,1994;). Em forma de infuséo
as folhas sdo empregadas com acdo carminativa, gastrica, abortiva e
antiespasmaodica (MAY et al. 2010) assim como anticonvulsivante e hepatoprotetora
(PORTO; GODOQY, 2001; SENA et al, 1993).

R. officinalis tem sido foco de muitos estudos quanto a sua composicao
quimica e suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, especialmente em
relacdo ao Oleo essencial (SAITO; SCRAMIN, 2000). Este é constituido por
hidrocarbonetos monoterpénicos, ésteres terpénicos, linalol, verbinol, terpineol, 3-
octanona e acetato de isobornila e por terpenoides, representados pelo carnosol,
acido carnosilico, oleanico, ursodlico, entre outros (SILVA, 2008).

Pesquisas realizadas com o6leo volatii de R. officinalis confirmam sua
importancia em saude publica, uma vez que por sua natureza lipofilica interfere nas
funcBes metabdlicas basicas, bioquimicas, fisiolégicas e comportamentais dos
insetos, principalmente de mosquitos vetores da maléaria, febre amarela e dengue
(TIGRINE-KORDJANI; CHEMAT; MEKLATI, 2006).

O alecrim, segundo alguns autores, pode apresentar contra-indicagées, uma
vez que pode provocar alteragbes no sono, bem como irritagbes gastrintestinais e
nefrite quando em doses elevadas. Em gestantes, pode provocar aborto por
estimular as contragfes uterinas (CARDOSO et al., 2000, VEIGA JUNIOR, 2008).

Sa et al. (2006) em estudo com ratos Wistar analisou a ocorréncia de
toxicidade do 6leo essencial de R. officinalis em 6rgaos vitais e na espermatogénese
utilizando doses de 291,2mg/Kg e 583,4mg/Kg por 5 dias, em ambas as doses nao
foi relatado alteracdes significativas nos 6rgaos e na espermatogénese.

A acdo antimicrobiana do 6leo essencial do alecrim tem sido avaliada em
diferentes espécies de bactérias e fungos. Na area médica espécies do género
Candida isoladas da mucosa vaginal de mulheres tem sido usadas em testes de
suscetibilidade com 0leos essenciais do alecrim com resultados satisfatorios
(BICCHI et al., 2004).

Estudos in vitro, feitos por Cleff et al. (2007), utilizando isolados do género
Candida frente a 6leos essenciais de O. vulgare L. e R. officinalis L. mostraram
suscetibilidade aos O6leos, havendo variagcbes na concentragdo inibitoria minima
(CIM), conforme o isolado. Em outro estudo Costa (2009) testou os extratos

glicdlicos de R. officinalis e Syzygium cumini frente a varios isolados de Candida
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sendo que C. albicans e C. glabrata se mostraram mais resistentes ao extrato que C.

tropicalis.

2.3 Orégano (Origanum vulgare)

O género Origanum pertence a familia Lamiaceae, que é composta por trés
grupos, 38 espécies, seis subespécies e 17 hibridos, sendo caracterizado por uma
larga diversidade morfolégica e quimica (ARCILA-LOZANO et al., 2004; CLEFF,
2008; KOKKINI; KAROUSOU; VOKOU; 1994).

O orégano é uma planta de origem mediterranea, perene que se adapta bem
em solos secos e calcarios (CASTRO; CHEMALE, 1995; SIMOES; SPITZER, 2002).
Nas Américas foi introduzido pelo homem para ser utilizado principalmente como
tempero, sendo que o principal produtor de orégano na América do Sul € o Chile,
seguido pela Bolivia e Peru, tendo a Argentina e Uruguai menor escala de producéo
(ARCILA-LOZANO et al., 2004; CASTRO; CHEMALE, 1995; TSINAS,1999).

O orégano tem um aroma caracteristico, préprio de plantas que em sua
constituigdo produzem uma quantidade relativamente alta de carvacrol (fenol néo
cristalizavel) e timol. Assim, o éleo essencial produzido pelo éregano € rico nesses
fendis (KOKKINI; KAROUSOU; VOKOU, 1994; SIMOES; SPITZER, 2002).

Estudos variados demonstram que a composicdo do 6leo essencial do
orégano varia conforme alguns fatores tais como, localizagdo geografica, época da
colheita, estacdo do ano, variedade e espécie, solo, estagio de crescimento da
planta, além do método de extracdo (KOKKINI; KAROUSOU; VOKOU, 1994;
SIMOES; SPITZER, 2002; VAGI et al., 2005).

A alta concentragcdo dos fenodis e sua inter-relacdo sdo de grande
importancia para a eficacia do produto, pois estudos demonstram que a eficacia de
compostos isolados, como timol e carvacrol, ndo alcancam a mesma eficacia do 6leo
essencial (ARCILA-LOZANO et al., 2004).

Em vista da diversidade de compostos quimicos, o orégano tem sido
estudado em busca de propriedades antioxidantes, tanto sob a forma de 6leo ou de
extrato (hexanico, cetdnico, ou metandico), como do emprego direto de suas folhas
(VAGI et al., 2005). Saeed e Tarig (2009) avaliando a forma de uso do orégano
frente a bactérias gram-positivas concluiram que a atividade antibacteriana da
infusdo e do Oleo essencial foi superior a decoccédo, que nao apresentou acao

antimicrobiana.
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Observando relatos cientificos acerca do potencial antimicrobiano de
especiarias, o orégano vem apresentado resultados de destaque como agente de
inibicdo de bactérias e fungos (SOUZA et al., 2005). O 6leo essencial de orégano
em testes in vitro mostrou agéo antifungica frente ao Sporothrix schenckii, leveduras
do género Candida e fungos do género Aspegillus (CLEFF et al, 2010°). Helal;
Stelato (2009) assim como Cleff (2008) testaram varias amostras de orégano e
observaram diferencas na atividade antifingica do 6leo conforme marca e lote.

Pozzatti et al. (2008), em estudo com varias espécies de Candida frente a
Oleos essenciais de plantas como tomilho, orégano, alecrim e gengibre verificaram
que os isolados que se apresentavam resistentes ao fluconazol eram sensiveis aos
Oleos essenciais. Por outro lado, no mesmo estudo observaram que os isolados
apresentaram diferencas de sensibilidade nos diferentes 6leos, sendo o orégano e
alecrim os mais eficazes.

Santurio et al (2007) avaliaram trés Oleos essenciais (orégano, tomilho e
canela) frente a 60 amostras de Salmonella isoladas de carcaca de aves, sendo que
o orégano apresentou CIM de 510ul mL™?, o tomilho apresentou CIM de 961 pl mL™
e a canela obteve CIM de 1.335,3 pl mL™, ficando evidenciado que o orégano foi o

gue apresentou melhor agao antimicrobiana.

2.4 Pitiose (Pythium insidiosum)

O agente etiolégico da pitiose é o P. insidiosum, pertencente ao Reino
Stramenipila, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales, Familia Pythiaceae, Género
Pythium e Espécie P. insidiosum (DE COCK et al., 1987). Dentre as varias espécies
de Pythium descritas, apenas P. insidiosum é capaz de causar doen¢ca em animais
(MOORE-LANDECKER, 1996).

O género Pythium caracteriza-se por producdo de zoosporos biflagelados
durante a reproducdo assexuada, e reproducdo sexuada oogamica. Sua parede
celular € composta de B — glucanas, celulose e hidroxiprolina. O oomiceto possui talo
dipléide e mitocdndria com crista tubular, bem como caracteristicas moleculares e
bioquimicas peculiares, como uma rota alternativa para sintese do aminoacido lisina
(MOORE-LANDECKER, 1996). P. insidiosum € um microrganismo aquatico que para
a producédo de zodsporos necessita de temperaturas entre 30 e 40°C e acumulo de
agua em banhados e lagoas (MILLER; CAMPBELL, 1982).
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A pitiose ocorre em regibes de clima tropical, subtropical e temperado
(GROOTERS, 2003, MEIRELES et al., 1993; SANTURIO et al., 1998), e tem sido
relatada nas Américas, alguns paises da europeus, sudoeste da asiatico, Oceania e
Africa (CHAFFIN; SCHUMACHER; MCMULLAN, 1995; FOIL,1996; MENDOZA;
AJELLO; MCGINNIS; 1996; RIVIERRE et al., 2005).

A pitiose € uma doenga crbnica, piogranulomatosa, frequentemente
observada em equinos e mais raramente em caninos. Casos esporadicos também
tém sido relatados em bovinos, felinos, ovinos, aves e espécies selvagens mantidas
em cativeiro, como jaguar, urso e camelo (SANTURIO et al., 2006). Em humanos, &
uma enfermidade de progndstico desfavoravel, sendo comum no sudeste da Asia
(KRAJAEJUN et al., 2006).

A espécie equina € a mais afetada principalmente nas formas cutaneas e
subcuténeas, nestes animais a enfermidade caracteriza-se pelo desenvolvimento de
granulomas eosinofilicos de dificil tratamento, com presenca de massas necroticas
denominadas “kunkers” (MEIRELES et al.,, 1993; MENDOZA; ALFARO, 1986;
MENDOZA et al., 1996; MILLER; CAMPBEL, 1982). Os caninos sdo a segunda
espécie mais atingida e as infeccbes manifestam-se como piogranulomas
gastrintestinais e cutaneos (GROOTERS, 2003). Em humanos, apresenta-se na
forma oftalmica, subcutdnea e sistémica, sendo as duas Ultimas associadas a a-p
talassemias, comuns no sudoeste da Asia (IMWIDTHAYA, 1994:; LEAL et al. 2001).

A pitiose equina é uma doenca que ocorre em todas as regides do Brasil,
principalmente no Pantanal, onde ha relacdo direta com o periodo das chuvas
(outubro-marcgo), acarretando prejuizos significativos, direta ou indiretamente (LEAL
et al., 2001). O primeiro relato da enfermidade nesta espécie foi realizado por Santos
e Londero (1974), ao avaliarem a histopatologia de lesGes tumorais do tecido
subcuténeo de equinos no Rio Grande do Sul.

Em equinos as lesbes cutaneas mais frequentes atingem principalmente as
extremidades distais dos membros e porcdo ventral da parede téraco-abdominal,
provavelmente devido ao maior tempo de contato destas regifes corpéreas com
agua contaminadas com zoosporos (CHAFFIN; SCHUMACHER; MCMULLAN, 1995;
FOIL, 1996; LEAL et al., 2001; MILLER; CAMPBEL, 1982).

A enfermidade caracteriza-se por lesbes ulcerativas granulomatosas,
formando grandes massas teciduais, com bordas irregulares e hifas recobertas por

células necrodticas, formando massas branco-amareladas, semelhante a corais
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(kunkers), que variam de 2 a 10 mm de diametro, tendo forma irregular, ramificada e
aspecto arenoso, penetrando no tecido granular (CHAFFIN; SCHUMACHER,;
MCMULLAN,1995; MEIRELES et al., 1993).

Em caninos a forma gastrintestinal € a mais comum e manifesta-se com
distarbios digestivos, tais como vomito, anorexia crbnica, perda de peso, diarreia e
presenca de massas nodulares, quando submetidos a palpacdo abdominal
(GROOTERS, 2003). Os céaes afetados sdo normalmente oriundos de regides rurais
ou estiveram, esporadicamente, em locais alagados como acudes e banhados
(FISCHER et al., 1994; FOIL et al., 1984).

As infec¢des por P. insidiosum em humanos pode apresentar-se de trés
formas: forma cutanea, através de lesdes granulomatosas no tecido subcutaneo de
pacientes talassémicos; pela forma sistémica, caracterizada por desenvolvimento de
artrite cronica, trombose arterial e gangrena, atingindo geralmente a extremidade
dos membros inferiores de pacientes talassémico; e na forma de queratite, podendo
ou ndo estar associada a talassemia (IMWIDTHAYA, 1994). No Brasil a pitiose teve
seu primeiro relato em humanos no ano de 2005, na forma cutanea (BOSCO et al.,
2005).

O tratamento da pitiose em animais e humanos apresenta dificuldades em
funcdo das caracteristicas peculiares do P. insidiosum, sobretudo pela sua
composicdo de parede celular e auséncia de ergosterol na membrana
citoplasmatica, o que explica o0s resultados desanimadores com terapias
antifingicas, uma vez que o ergosterol constitui 0 componente alvo de acdo da
maioria dos farmacos antifungicos (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003;
SATHAPATAYAVONGS et al., 1989). Associado a esse fato, em muitos casos o
sucesso das terapias também pode ser influenciado pelo tamanho, tempo da leséo,
idade e estado nutricional do animal (MILLER, 1981).

A terapia da pitiose equina utilizando farmacos antifingicos como anfotericina
B foi realizada por McMullan et al. (1977). Os autores obtiveram 50% de eficacia no
tratamento quando anfotericina B foi associada a remocao cirurgica. No entanto,
somente 30% dos animais responderam a terapia com anfotericina B isolada e 20%
nao responderam aos tratamentos. Segundo Gonzéles et al. (1979) o tratamento das
ficomicoses subcutaneas é incrementado quando iodeto de potassio € usado apds a
extirpacdo cirdrgica da lesédo. Entretanto, Meireles et al. (1993) n&o obtiveram

sucesso em dois equinos tratados com iodeto de potassio endovenoso, mesmo
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quando associado a cirurgia. Na pitiose canina nenhuma das terapias antifingicas
propostas apresentou resultados satisfatorios. Entre os farmacos testados
destacam-se a anfotericina B, fluconazol, cetoconazol e itraconazol (DYKSTRA et al,
1999; ENGLISH; FROST, 1984; FOIL et al., 1984; JAEGER; ROTSTEIN;LAW, 2002;
RIVIERRE et al., 2005). No estudo realizado por Sekhon, Padhye e Garg (1992) os
poliénicos anfotericina B e seus analogos ndo apresentaram atividade satisfatoria,
enquanto os azélicos fluconazol, cetoconazol e miconazol inibiram os isolados de P.
insidiosum testados in vitro, com o miconazol apresentando os melhores resultados,
seguido do cetoconazol. PEREIRA et al. ( 2007) ao avaliarem a suscetibilidade de
27 isolados de P. insidiosum in vitro e in vivo frente a acetato de caspofungina
evidenciaram apenas atividade fungistatica do farmaco. Ja Argenta et al. (2008) ao
testarem a atividade in vitro de voriconazol, itraconazol e terbinafina frente a 30
isolados clinicos de P. insidiosum, evidenciaram que a associacdo de terbinafina
mais voriconazol ou terbinafina mais itraconazol foram sinérgicas em 17% dos
isolados avaliados. Similarmente, Cavalheiro et al. (2009) demonstraram que as
combinac¢des de terbinafina com anfotericina B, metronidazol, rifampicina, ibuprofeno
e fluvastatina podem ser benéficas, uma vez que podem trazer sinergismo na acao
destas drogas contra o P. insidiosum.

Estudos in vitro e in vivo avaliando a acdo de compostos fitoterapicos sobre
P. insidiosum nédo tem sido desenvolvidos. Entretanto, estudos com outras espécies
de Pyhtium tém sido relatados. TAIRA et al. (1994) avaliaram a agédo de Alpinia
speciosa nas concentracfes de 100 e 1000ppm frente a Pythium sp e Corticium sp,
evidenciando a acao inibitoria da planta ao Pythium na concentracdo de 100ppm. Da
mesma forma, Pérez-Sanches et al. (2007), ao avaliarem a suscetibilidade de
Pythium irregulare, entre outros fitopatégenos, frente ao 6leo essencial de Thymus
zygius nas concentracdes de 0,06; 0,12; 0,25 e 0,5%, evidenciaram que P. irregulare
mostrou-se sensivel ao 6leo em todas as concentracdes testadas.

O 6leo essencial de 6regano e alecrim assim como varios outros 6leos foram
testados frente a fitopatdgenos, sendo um deles Pythium ultimum. Neste estudo,
apenas o Oleo de orégano se mostrou eficaz. Ja o alecrim ndo apresentou acao
contra nenhum dos microorganismos avaliados (LEE et al., 2007). Similarmente,
Wogiatzi et al. (2009) em estudo com Pythium spp evidenciou sensibilidade ao

orégano.
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Zambonelli et al. (1996) ao testarem a a¢do antifungica dos 6leos essenciais
de tomilho, lavanda e menta frente a P. ultimum, demonstraram que o tomilho
apresentou CIMs de 200ppm, enquanto a menta e a lavanda apresentaram CIMs de
400ppm, ficando evidenciada a melhor atividade do tomilho sobre este fitopatdgeno.
Os estudos de BRUNI et al. (2003) com 0leo essencial de quebra queixo (Ocotea
gueixos) frente a P. ultimum demonstraram que essa planta apresentou uma boa
acao antimicrobiana. Alternativamente, KUMAR et al. (2007) evidenciaram CIMs de
100pug/mL do Oleo essencial de Chenopodium ambrosioides contra Pythium

debarynum.

2.5 Dermatofitose

Os dermatdfitos pertencem a trés géneros que sao Microsporum,
Trichophyton e Epidermophyton, que se reproduzem de forma assexuada através de
macroconidios e microconidios, e pertencem, em seu estado anamorfico, a
subdivisdo Deuteromycota, classe Hyphomicetes, ordem Hyphomicetales. As
principais espécies representantes destes géneros sdo M. canis, M. gypseum, T.
mentagrophytes, T. rubrum, T. verrucosum e E. floccosum entre outros, o0s
dermatdfitos sdo fonte de zoonoses e de facil disseminacdo, sendo considerados
problemas de saude publica (LACAZ et al., 2002, SIDRIM; MOREIRA, 1999;
MEDEIROS et al., 2009).

As dermatofitoses sao afeccBes cutaneas caracterizadas por lesfes
superficiais em tecidos queratinizados como unhas, garras, pélos e pele. Estas
enfermidades sdo causadas pelo parasitismo de fungos denominados dermatofitos
gue sao classificados quanto a sua origem em geofilicos, antropofilicos e zoofilicos
guando encontrados respectivamente no solo, humanos e animais (DIAZ;
SALAMANCA; PIONTELLI, 1984;LACAZ et al., 2002).

M. canis tem sido considerado o principal agente de micoses em caes e
gatos e o mais frequente dermatéfito zoofilico de humanos (CABANES, 2000;
SIMPANYA; BAXTER, 1996). Seguido de T. mentagrophytes e M. gypseum
(BRILHANTE et al., 2003; GAMBALE et al., 1987; GAMBALE et al., 1993; LARSSON
1980). A espécie felina tem sido considerada como reservatério do M. canis

apresentando-se como portadores assintomaticos, constituindo-se desta forma, uma
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fonte de infecgéo para os homens e outros animais (PINHEIRO; MOREIRA; SIDRIM,
1997; TOSTES, GIFFRIDA, 2003). Machado, Appelt e Ferreira (2004) em um estudo
com 250 cées portadores de dermatopatias demonstraram que 50,4% das amostras
apresentaram-se positivas para presenca de fungos, sendo destas 20,8%
patogénicos, entre eles Malassezia pachydermatis (13,2%), M. canis (5,6%) e M.
gypseum (2,0%).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, os dermatofitos afetam cerca de
25% da populacdo mundial. Estima-se que 30 a 70% dos adultos sejam portadores
assintomaticos desses patdgenos. (PERES et al., 2010).

Estudos demonstram que a incidéncia e prevaléncia da dermatofitose varia
conforme o clima e reservatérios naturais, sendo observado que o clima gquente e
umido favorece a presenca de algumas espécies (MEINERZ; ROSA, 2009).

As diferentes manifestacfes clinicas observadas nos animais se devem a
resposta do hospedeiro ao dermatdfito e a espécie fungica envolvida na infeccéo
(SANTOS; COELHO; NAPPI, 2002). Quanto mais adaptado ao hospedeiro estiver o
fungo menor sera a resposta inflamatéria, como no caso do parasitismo por
dermatofitos antropofilicos que induzem uma resposta inflamatéria mais grave nos
animais (TANI et al., 2007). Entretanto alguns sinais clinicos sdo comuns nas
infeccdes dermatofiticas. Balda et al. (2004) cita que em caes com dermatofitose ha
uma predominancia de alopecia, crostas melicéricas ou hemorragicas, eritema e
escamas apresentando-se mais frequentemente na regido cefalica e tronco,
seguindo o mesmo padrdo em felinos. As lesdes alopécicas causadas pela
dermatofitose podem ser circulares ou irregulares com caspas, crostas e pélos
quebradicos (MEINERZ; ROSA, 2009). Ainda pode ocorrer alopecia disseminada e
hiperqueratose com pouca evidencia de inflamacdo (SOUZA et al., 2002,
MEDEIROS et al, 2009).

Os testes laboratoriais sdo muito Uteis no diagndstico da dermatofitose, onde
o0 exame direto é a etapa inicial do processamento laboratorial (BRILHANTE et al.,
2003). O isolamento primario € uma etapa indispensavel na identificagdo do agente
etiologico, este € preparado simultaneamente ao exame direto, onde amostras de
pélos e escamas de pele sdo semeadas em meios de cultura ricos em glicose e
peptona e incubados entre 25°C e 30°C. Nas cepas dermatofiticas, as colénias sao
visualizadas apos sete a quinze dias de incubacdo, no momento que colbnias séo

detectadas, segue-se para a analise das caracteristicas macromorfologicas, onde
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sao levados em consideracdo coloragdo de verso e reverso, relevo, textura, bem
como a presenca ou auséncia de pigmento (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

Em cées e gatos a dermatofitose quase sempre sofre regressao espontanea
dentro de 4 a 6 meses. Animais com dermatofitose generalizada necessitam de
tratamento intensivo, gatos de pélo longo podem sofrer regressao espontanea,
porém pode levar um tempo médio de um ano e meio a quatro anos (ARANTE et al.,
2003). O tratamento de eleicdo para casos de dermatofitose em animais de
companhia sdo cremes e logcbes a base de cetoconazol, miconazol, clotrimazol,
tiobendazol, terbinafina e clorexidina sendo estes associados ou nao a
glicocorticoides (MEINERZ; ROSA, 2009). Em casos onde n&o ocorra resposta ao
tratamento toOpico pode ser utilizado tratamento sistémico com griseofulvina,
terbinafina e antifUngicos do grupo dos azdis, sendo este um tratamento longo no
qual o farmaco deve ser administrado até duas semanas apés cura clinica ou apo6s
cultura negativa (MEINERZ; ROSA, 2009).

Souza et al. (2010) em estudo com Oleo essencial de orégano e manjerona
frente a Tricophyton rubrum, Tricophyton mentagrophytes, Microsporum gypseum e
Microsporum canis, pelo método de difusdo em meio solido, demonstraram que 0s
isolados de T. rubrum e M. canis apresentaram CIM de 80 pl/mL para o orégano e
resisténcia a todas as concentracdes testadas do o6leo de manjerona. JA T
mentagrophytes e M. gypseum apresentaram CIM de 160 pl/ml para manjerona e
resisténcia ao orégano. Em outro experimento utilizando R. officinalis e Salvia
officinalis frente a T. mentagrophytes, T. tosurans, T. rubrum, M. canis e
Epidermophytom floccosum, foi observado que ambos os 6leos apresentaram acao
antifangica significativa (BOZIN et al, 2007). Adam et al. (1998), ao testar os Oleos
de menta , lavanda, orégano e salvia contra T. rubrum , obtiveram CIM de 0,25 pl/mL
para orégano e menta, 1 pl/mL para lavanda e 2 pl/mL para salvia. A atividade do
0leo essencial de Cymbopogon citratus foi testada por Ribeiro et al. (2007) frente a
T. mentagrophytes, M. gypseum, T. rubrum e M. canis, os quais evidenciaram CIMs
de 62,5 pl/mL; 31,3 pl/mL e 125 pl/mL, respectivamente.



3 METODOLOGIA

3.1 Extracdo dos Oleos essenciais

A parte aérea com folhas e galhos de R. officinalis (alecrim) foi colhida no
més de margo de 2008, na rua Mério Peiruque n° 1446, bairro Bom Jesus, situado
no municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. O Origanum vulgare (Orégano),
utilizado no estudo foi da marca “La Rosa”, obtido de distribuidor comercial do
Uruguai que forneceu o produto com certificacdo botanica e de qualidade.

As amostras de R. officinalis foram entdo enviadas ao Departamento de
Quimica Organica, Instituto de Quimica e Geociéncia da Universidade Federal de
Pelotas para secagem em estufa e posterior extracdo do 6leo essencial.

Posteriormente, para obtencdo do 6leo, 100g de folhas secas do orégano e
alecrim foram submetidas a extracdo por arraste de vapor em aparelho de
Cleavenger por um periodo de 4 h. ApGs a extracdo, o 6leo era seco em Na,SO,4
anidro, grau P.A., concentrado sob N, ultra puro e armazenado em frasco ambar,
sendo mantido sobre refrigeracdo a 4°C até a utilizacdo, conforme descrito por
Rodrigues, 2002.

3.2 Analise Cromatografica

Os Oleos essenciais obtidos foram analisados por cromatografia gasosa com
detector de ionizagdo em chama (GC/FID-Schimadzu 17A), visando a identificacao
dos principais constituintes quimicos. Foram preparadas solu¢gbes (500 pg/ml) dos
Oleos essenciais, sendo injetado 1ul desta solucdo no cromatografo. Também foi
preparada uma solucdo (40 pg/ml) dos padrdes cromatogréficos para orégano e
alecrim (a-pineno, canfeno, B-pineno, mirceno, a-terpineno, p-cimeno, limoneno, 1-8-
cineol, a-terpineno, g-terpineno, linalol, 4-terpineol, a-terpineol, timol, carvacrol,

canfora, verbenona e borneol) que foi submetida as mesmas condi¢cdes da amostra.
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Os compostos nas amostras dos Oleos essenciais foram identificados por
comparagao com o tempo de retencao dos padrdes terpénicos conforme descrito por
Rodrigues et al., 2004.

3.3 Isolados de P. insidiosum e Dermatofitos utilizadas

Os 8 isolados de dermatdfitos, Microsporum gypseum (n=4), Microsporum
canis (n=3), Trichophyton mentagrophytes (n=1), Trichophyton verrucosum (n=1)
utilizados neste estudo foram obtidos de casos clinicos de pequenos e grandes
animais e sao pertencentes ao Laboratdrio de Doencgas Infecciosas — Setor Micologia
da Faculdade de Veterinaria — UFPel. A amostra padrdo Microsporum gypseum
(ATCC 14687) foi cedida pela Fiocruz/Rio de Janeiro. Estas amostras foram isoladas
em meio Mycobiotc agar® e mantidas em meio PDA (Potato Dextrose Agar) em

geladeira sob temperatura de 4 a 8°C, no Laboratorio de Doencgas Infecciosas - Setor

Micologia da Faculdade de Veterinaria - UFPel.

As amostras de Pythium insidiosum (n=9) foram provenientes de casos
clinicos em equinos oriundos da regido de Pelotas/RS e Bagé/RS e pertencentes ao
do Laboratorio de Micologia/ Instituto de Biologia- UFPel. O isolamento foi realizado
em &gar 4gua extrato de levedura e mantidas em tubos contendo 0 mesmo meio, em

temperatura ambiente.

3.4 Preparo dos inoculos

3.4.1 Dermatdfitos

Os dermatofitos foram repicados em PDA e mantidos em estufa a 32°C por
10 dias. ApGs o crescimento, foi realizado exame direto da col6nia entre lamina e
laminula com lactofenol azul de algod&o para visualizacdo da presenca ou auséncia
de macro e microconidios. O inoculo foi obtido da seguinte forma: sobre a superficie
do crescimento fangico acrescentou-se 1ml de solugcdo constituida por 100l de
Tween 20 e 0,9 ml de agua destilada estéril. Com o auxilio de uma lamina de bisturi
esterilizada era feita a raspagem suave da colénia. Posteriormente, a solugdo obtida
era transferida para um tubo contendo 4 mL de agua destilada estéril,
permanecendo em repouso por aproximadamente 20 minutos. Apos esse periodo, o

inoculo era ajustado em espectrofotbmetro com comprimento de onde de 530nm e
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70% de transmitancia. O in6culo final foi diluido1:50 em meio RPMI 1640 e, este
dispensado em aliquotas de 100uL por po¢o nas placas de microdiluicéo.

3.4.2 Pythium insidiosum

As amostras de P. insidiosum previamente cultivadas em agar agua extrato
de levedura foram repicadas para placas de Petri contendo 0 mesmo meio de
cultivo, juntamente com fragmentos de grama (Paspalum notatum), previamente
autoclavados a 121° C por 20 minutos. As placas foram incubadas por um periodo
de cinco dias a temperatura de 37° C. Apos esse periodo de cultivo, os fragmentos
de grama parasitados pelo P. insidiosum foram transferidos para uma placa de Petri
contendo 30mL de Meio de Inducdo, composto pela solugdo A: Ko;HPO4 (1,0 M),
KH,PO4 (1,0 M), (NH,4).HPO, (3,66 M), e pela solucdo B: MgCIl,6H,O (0,5 M),
CaCl,2H,0 (0,5 M). O Meio de Inducao era obtido pela mistura de 0,5mL da solugéo
A e 0,1mL da solugdo B em 1.000mL de &gua destilada estéril. As placas de Petri
contendo o Meio de Inducdo juntamente com a grama infectada foram incubadas a
37° C, por 24 horas. Apés observacdo da formacédo de zoosporangios e liberacao
dos zodGsporos, era realizada a contagem dos mesmos em camara de Neubauer. O
inoculo a ser utilizado foi composto por 1mL do meio de inducéo, contendo de 10° a
10* zodsporos/mL e 9mL de RPMI 1640, sendo portanto, utilizado na diluicdo de

1:10, conforme descrito por Pereira et al. (2007).

3.5 Teste de suscetibilidade in vitro

O teste in vitro foi realizado através da técnica de microdiluicdo em caldo, de
acordo com o documento NCCLS M-38 A2 (CLSI) com modificagdes para utilizacao
em fitofarmacos, como a adicdo de 10 pL de Tween 80 ao 6leo essencial para
melhor homogeneizacéao.

Os oleos essenciais de R. officinalis e O. vulgare foram utilizados nas
concentragbes de 30 a 0,03pl/mL, distribuidos em dez diluicdes que foram
incubadas a 32°C por 48h - 72h. A leitura dos resultados era realizada em 24, 48 e
apos 72 horas de incubacgéo e considerou o crescimento visual ou ndo de hifas. A

menor concentracdo capaz de inibir o crescimento dos microrganismos em relacao
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ao poco controle positivo foi identificada como a Concentracéo Inibitéria Minima
(CIM) do extrato para os microrganismos testados. Para todas as amostras foram
estabelecidos controle positivo (100uL de RPMI e 100uL de inéculo) e controle

negativo (200 pL de RPMI) e todos os testes foram realizados em duplicata.



4 RESULTADOS

4.1 Extracdo dos 6leos essenciais

O rendimento de cada 6leo essencial foi de em média 0,6mL para o orégano
e 1mL para o alecrim para cada 100g de folhas secas, demonstrando maior
rendimento de 6leo de alecrim em relacdo ao orégano.

Na andlise cromatografica do 6leo essencial de R. officinalis e de O. vulgare
foi observadas diferencas entre os constituintes dos 6leos obtidos.

Sendo o 6leo essencial de orégano os constituintes representaram 75% dos
compostos totais, sendo que p-cimeno apresentou concentracdo de 13,96%, alfa-
terpineno de 4,27%, 4-terpineol de 27,67%, gama-terpineno de 4,10%, timol de 0,58%
e carvacrol de 21,58% (Figura 1).

Os compostos quimicos como canfora (51,52%), verbenona (11,84%), 1,8-
cineol (8,94%), mirceno (4,50%), alfa-terpineol (4,39%) e borneol (2,68%),
representaram 84% do 0leo essencial de R. officinalis analisado por GC/FID (Figura
2).
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Figura 1: Cromatograma do 6leo essencial de orégano: 1 a-tujeno, 2 a-pineno, 3 sabineno,4
b-pineno, 5 mirceno,6 a-felandreno, 7 a-terpineno, 8 p-cimeno, 9 limoneno, 10 1,8-cineol, 11
cis/trans 3-ocimeno, 12 g-terpineno, 13 trans sabineno hidratado, 14 terpinoleno, 15 cis
sabineno hidratado, 16 linalol, 17 trans- p —mentenol, 18 cis-p-mentenol, 19 borneol, 20 4-
terpineol, 21 a-terpineol, 22 trans-piperitol, 23 cis-piperitol, 24 éter do metil timol, 25 éter do
metil carvacrol , 26 acetato de linalila, 27 geraniol/ nerol, 28 timol, 29 carvacrol, 30 acetato de
geranila/nerila, 31 b —cariofilleno, 32 germacreno, 33 espatulenol e 34 6xido de cariofileno
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Figura 2: Cromatograma do 6leo de Alecrim: 1 a-pineno, 2 canfeno, 3 mirceno, 4 b-pineno, 5 a-
terpinene, 6 p-cimeno, 7 limoneno, 8 1,8-cneol, 9 g-terpineno, 10 terpineno, 11 linalol, 12 crisantenina,
13 cénfora, 14 borneol, 15 4-terpineol, 16 a-terpineol, 17 verbenona, 18 acetao de bornila, 19 b-
cariofileno, 20 a-humuleno e 21 a-copaeno.
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4.2 Suscetibilidade dos dermatofitos

Os resultados das CIM do o6leo essencial de O. vulgare e R. officinalis
encontram-se especificados na Tabela 1. Os dados obtidos mostram uma variagédo
nos valores do CIMs, entre 30 e 3 pl/ml para R.officinalis e 30 e 0,3 pl/ml para O.

vulgare e evidenciam uma melhor agdo antimicrobiana do 6leo de O. vulgare.

Tabela 1:Concentracdo Inibitérasia Minima dos 6leos de R. officinalis e O. vulgare em
a amostras de dermatofitos isoladas de animais e isolado padréo.

CIM CIM
Isolados *Alecrim *QOrégano
ul mi™t ul mi™t
Microsporum gypseum ° 15 0,75
Microsporum gypseum 15 0,75
Microsporum gypseum 15 15
Microsporum gypseum 7,5 0,75
Microsporum canis 7,5 0,75
Microsporum canis 3 0,3
Microsporum canis 7,5 15
Trichophytom mentagrophytes 3 0,3
Trichophytom verrucosum 30 30

°lsolado padrédo ATCC 14687- Fiocruz/Rio de Janeiro/Brazil * Rosmarinus officinalis ** Origanun vulgare
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4.3 Sucetibilidade de Pyhthium insidiosum

Os resultados das CIM do 6leo essencial de O. vulgare e R. officinalis
encontram-se especificados na Tabela 2. Os dados obtidos mostram uma variacao
nos valores do CIMs, entre 3 e 1,5 pl/ml para R.officinalis e entre 3 e 0,75 pl/ml para

O. vulgare e evidenciam também uma melhor acdo antimicrobiana do orégano.

Tabela 2:Concentracédo Inibitéria Minima dos 6leos de R. officinalis e O. vulgare frente
a isolados de P. insidiosum

CIM CIM
Isolados Alecrim* Orégano**

pl mit ul mit
002/09 15 0,75
004/09 3 3
008/09 3 0,75
010/09 1,5 0,75
014/10 15 0,75
015/10 3 0,3
016/10 1,5 0,3
017/10 1,5 0,3
018/10 3 0,75

Todos os isolados sdo de P. insidiosum proveniente de casos de pitiose em equinos.
* Rosmarinus officinalis ** Origanun vulgare



5 DISCUSSAO

Ao avaliar os resultados da analise quimica dos Oleos, 0os compostos
observados estdo de acordo com a literatura (ARCILA-LOZANO et al 2004; CLEF et
al,2010% RODRIGUES,2002), pois nos 6leos estudados estavam presentes em sua
maioria monoterpenos ou sesquiterpenos, aos quais pode ser atribuido o efeito
antimicrobiano destes 6leos, embora muitos outros compostos também possam ter
influencia sobre os resultados encontrados.

A analise quimica do Oleo essencial de O. vulgare demonstrou como
componentes majoritarios os fendis como timol, carvacrol, 4- terpineol, y-terpeno e
p-cimeno. Segundo alguns autores, pode haver uma grande variacao nestes indices
de terpenos ficando os mesmos entre 80,2% a 98% na composicdo total do 6leo
(BUSSATA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2004; SIMOES; SPITZER, 2002),
concordando com os achados em nosso estudo.

A analise quimica do R. officinalis demonstrou que canfora, verbenona e 1,8-
cineol representaram 70% dos componentes do 6leo analisado por cromatografia
gasosa. Estes achados estdo de acordo com outros estudos que demonstraram a
presenca destes constituintes no 6leo essencial de alecrim em diferentes
concentragdes (GUILLEN; CABO; BURILLO, 1996;PORTO; GODOY, 2001;
SOLIMAN et al., 1994).

Os resultados de CIM observados no presente estudo demonstraram
diferencas de acdo antimicrobiana dos oOleos avaliados sobre os isolados testados.
Estas variacbes podem ser atribuidas a composicdo quimica dos Oleos e/ou
diferencas intrinsecas dos isolados analisados como descrito anteriormente
(GOBBO-NETTO; LOPES, 2007; THOROSKI; BLANK; BILIADERIS, 1989). Outro
fator que poderia influenciar os resultados obtidos diz respeito a técnica de
microdiluicdo em caldo utilizada em nosso estudo, uma vez que a mesma nao esta

padronizada para testes com oOleos essenciais. Entretanto, essa técnica tem sido
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utilizada em outros estudos para avaliar a sensibilidade de isolados fungicos frente a
Oleos essenciais, sendo considerada de facil execugdo, reprodutivel e com
resultados similares aos obtidos no presente estudo (CLEFF et al.,2008; CLEFF et
al., 2010*°, FONSECA et al., 2009 POZATTI et al., 2008).

O desenvolvimento de estudos avaliando a acao antimicrobiana de extratos
vegetais sobre fungos tem evidenciado um promissor potencial no uso de 6leos
essenciais de diversas plantas. Considerando-se esse contexto, o presente estudo
avaliou a acdo de dois Oleos essenciais, orégano e alecrim, frente a diferentes
espécies de dermatdfitos. Os resultados obtidos para o 6leo essencial de orégano
demonstraram que os CIMs variaram de 30 a 0,3 pL/mL para M. gypseum, M. canis,
T. mentagrophytes e T. verrucosum. Estes resultados sé&o similares aos relatados
por Adam et al. (1998) ao avaliarem a acéo dos 6leos de orégano, lavanda, salvia e
menta sobre T. rubrum evidenciando CIM de 0,25uL/mL. Embora, no presente
estudo, ndo tenha sido avaliada a acdo do orégano sobre essa espécie de
dermatofito, ambos os achados sugerem a provavel suscetibilidade dos dermatéfitos
ao Oleo essencial de orégano. Entretanto, esses dados diferem dos de Souza et al.
(2010) que encontraram CIMs de 80 pL/mL ao T.rubrum e M. canis e resisténcia do
T. mentagrophytes e M. gypseum ao Oleo de orégano. Acredita-se que essas
diferencas de atividade do orégano podem ser decorrentes da utilizacdo de 6leos de
diferentes origens e /ou metodologias de testes in vitro, uma vez que no presente
estudo evidenciou-se atividade anitimicrobiana do 6leo essencial de orégano sobre
as espécies de dermatdfitos testadas. Entretanto, como o numero de isolados
utilizados foi pequeno, outros estudos deverdo ser realizados para comprovar tal
achado.

J& os resultados obtidos com o alecrim demonstraram CIMs mais elevados
que os encontrados para o orégano, variando de 30 a 3 pl/mL, o que evidencia a
menor atividade antimicrobiana deste 6leo sobre os dermatdfitos. Entretanto, ndo ha
como estabelecer uma relacdo entre os dois Oleos, ja que sdo espécies vegetais
diferentes e que apresentam diferencas em sua composicdo quimica, 0 que
influencia na sensibilidade dos microrganismos. Anteriormente, Bozin et al. (2007)
haviam encontrado CIMs que variaram de 15ug a 30 pug do 6leo essencial de R.
officinalis frente a T. mentagrophytes, T. tosurans, T. rubrum, M. canis e

Epidermophyton floccosum.
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A pitiose é uma doenca que vem merecendo destaque na clinica médica e
veterinaria pela gravidade das lesdes e dificuldades de tratamento (SANTURIO et al.
2006). Os métodos terapéuticos disponiveis incluem a cirurgia, a imunoterapia e a
quimioterapia (MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS; 1996). Embora a cirurgia e a
imunoterapia sejam considerados os tratamentos mais eficazes para a pitiose equina
(MENDOZA; AJELLO; McGINNIS; 1996; MENDOZA, NEWTON, 2005), h4 muitos
casos nao responsivos a imunoterapia e recidivantes ao tratamento cirdrgico, o que
justifica o desenvolvimento de pesquisas que visem a busca de novas e eficazes
alternativas terapéuticas. Desta forma, varios estudos in vitro e in vivo tém sido
desenvolvidos para avaliar a eficacia de farmacos antifingicos, como anfotericina B
e derivados imidazolicos, na terapia da pitiose em animias e no homem (ARGENTA
et al., 2008; BISSONNETTE et al., 1991; CAVALHEIRO et al., 2009; DYKSTRA et
al., 1999; ENGLISH , FROST, 1984; FOIL et al., 1984; GROOTERS, 2003;
GONZALES et al, 1979; JAEGER et al., 2002; McMULLAN et al., 1977;
PUPAIBOOL et al., 2006; RIVIERRE et al., 2005; SHENEP et al., 1998; TRISCOTT
et al., 1993). Entretanto, a auséncia de ergosterol na membrana citoplasméatica dos
oomicetos (ALEXOPOULOS; MINS, BLACKUWELL, 1996; GROOTERS, 2003;
KWON-CHUNG, 1994) explica os resultados contraditérios e desanimadores desses
estudos, visto que o ergosterol € o constituinte alvo de acdo da maioria dos
antifingicos disponiveis e mais comumente utilizados na terapéutica clinica (FOIL,
1996; GROOTERS, 2003). Na procura por alternativas de tratamento antifangico,
PEREIRA et al (2007) avaliaram a suscetibilidade de P. insidiosum in vitro e in vivo
frente ao acetato de caspofungina, um inibidor das B-glucanas da parede celular,
observando que o farmaco apresentou apenas limitada atividade fungistatica sobre o
microorganismo.

A problematica da terapéutica da pitiose, aliada aos resultados de
suscetibilidade de P. insidiosum aos farmacos antifungicos estimularam o
desenvolvimento do presente estudo. Ao avaliar a atividade antifingica dos 6leos
essenciais de alecrim e orégano sobre isolados de P. insidiosum demonstrou-se que
0S mesmos apresentaram resultados animadores com CIMs que variaram de 3 a
0,75 pl/mL para orégano e 3 a 1,5 pl/mL para alecrim, evidenciando-se a melhor
atividade antimicrobiana do orégano. Testes in vitro com Oleos essenciais avaliando
a suscetibilidade de P. insidiosum néo séo relatados na literatura, entretanto, alguns

estudos tém demonstrado a suscetibilidade de outras espécies fitopatégenas de
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Pythium spp a diferentes 6leos essenciais, com resultados similares ao observados
no presente estudo. Neste contexto, os resultados de Wogiatzi et al. (2009)
demostraram a suscetibilidade de Pythium spp ao 6leo essencial de Origanum
vulgare, assim como LEE et al. (2007) que ao avaliarem a atividade de 39 6leos
essenciais, entre 0os quais estavam incluidos orégano e alecrim, observaram que o
O0leo de orégano foi o que apresentou maior atividade frente a P. ultimum.
Similaremente, Zambonelli et al. (1996) com o6leo de tomilho e Bruni et al. (2003)
com Oleo de quebra queixo (Ocotea queixos), demonstraram atividade
antimicrobiana frente a Pythium ultimum. Ja em outros estudos nos quais foram
testados Oleos essenciais de Chenopodium ambrosioides (KUMAR et al., 2007),
Alpivia speciosa (TAIRA et al., 1994) e Thymus zygis (PEREZ-SANCHEZ et al.,
2007) também ficou evidenciada a atividade destes sobre espécies de Pythium spp
avaliadas.

Os resultados obtidos no presente estudo apontam para o potencial uso
destes extratos como agentes antifungicos, evidenciando uma promissora atividade
antimicrobiana sobre P. insidiosum. Todavia, estudos in vitro que avaliem um maior
namero de isolados de P. insidiosum, assim como estudos in vivo S840 necessarios
para viabilizar a utilizacdo dos Oleos essenciais de alecrim e orégano na pitiose

animal.



6 CONCLUSAO

O Oleo essencial de O. vulgare apresentou em 75% de sua composi¢ao 0S
seguintes componentes: p-cimeno, a-terpineno, 4-terpineol, gama-terpineno, timol de
e carvacrol. Enquanto o 6leo essencial de R. officinalis apresentou em 84% de sua
composicdo 0s seguintes componentes: canfora, verbenona, 1,8-cineol, mirceno,
alfa-terpineol e borneol.

As variacfes das CIMs do 6leo essencial de O. vulgare para dermatdfitos foi
de 30 a 0,3 pl/mL enquanto para P. insidiosum foi de 3 a 0,75 pl/mL.

As variagfes das CIMs do 6leo essencial de R. officinalis para dermatofitos

foi de 30 a 3 pl/mL enquanto para P. insidiosum foi de 3 a 1,5 pl/mL.
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