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RESUMO

ALVES, Gabriela Hornke. Composig¢ao quimica e potencialidade anti-Malassezia
dos extratos de Rosmarinus officinalis e Origanum vulgare. 2013. 89f.
Dissertagdo (Mestrado) — Programa de Pdés-Graduagdo em Bioquimica e
Bioprospecgéao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A Malassezia pachydermatis é uma levedura considerada um patégeno oportunista
de extrema relevancia em casos de otite canina e em dermatologia veterinaria,
tornando-se um alvo terapéutico muito importante a ser explorado. As plantas da
familia Lamiaceae como o Rosmarinus officinalis e o Origanum vulgare, conhecidos
popularmente como “alecrim” e “orégano”, séo plantas aromaticas e condimentares
que tem demonstrado propriedades medicinais por possuirem substancias ativas
com potencial terapéutico em diversas atividades biolégicas, dentre elas, antifungica,
antibacteriana e antiviral. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivos
caracterizar os compostos fendlicos de extratos aquosos e etandlicos dessas plantas
e avaliar a atividade antifungica frente a levedura Malassezia pachydermatis,
isolados clinicos de otite e dermatomicose, através do método de microdiluicdo em
caldo e difusao em disco. O delineamento da composi¢cdo quimica dos extratos foi
realizado através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a avaliagcéo da
atividade antifungica foram realizadas conforme os documentos CLSI M27-A3 para
microdiluicdo e a difusdo pelo CLSI M44-A2, adaptados para extratos vegetais. De
acordo com a anadlise cromatografica os acidos rosmarinico e carndésico, e 0s
flavondides: luteolina, apigenina, caempferol e quercetina, foram identificados em
todos os extratos analisados. Com relacao a determinacao da concentracao inibitéria
minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) todos os extratos avaliados
apresentaram atividade inibitéria e fungicida. O extrato etandlico de orégano foi o
que apresentou melhor resultado tendo CIM=7,07mg/mL e CFM=24,34mg/mL. Na
avaliacdo da sensibilidade da levedura frente aos extratos de alecrim e orégano
através do método de difusdo em disco, os extratos aquosos ndo apresentaram

capacidade de inibicao. Com relagao aos extratos etandlicos de alecrim e orégano
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houve halo de inibicao de 6,962 mm e 4,771mm, respectivamente, demonstrando
assim diferenga significativa entre os extratos frente a levedura testada, no entanto
os isolados de pele e orelha nado foram diferentes estatisticamente aos extratos
testados. Os resultados in vitro permitem concluir que os extratos apresentam agao
antifungica, no entanto analises in vivo devem ser realizadas para confirmagao

destes resultados, em busca de alternativas terapéuticas para malasseziose.

Palavras-chaves: Rosmarinus, Origanum, Malassezia, HPLC, antifungico, ensaios

in vitro.



ABSTRACT

ALVES, Gabriela Hornke. Chemical composition and anti-Malassezia potentiality
of the Rosmarinus officinalis and Origanum vulgare extracts. 2013. 89sh. Thesis
(MA) - Graduate Program in Biochemistry and Bioprospecting. Federal University of
Pelotas, Pelotas, RS, Brazil.

Malassezia pachydermatis is a yeast considered an opportunistic pathogen of
extreme relevance in cases of canine otitis and in veterinary dermatology, becoming
a very important therapeutic target to be explored. The plants of the Lamiaceae
family as Rosmarinus officinalis and Origanum vulgare, known popularly as
‘rosemary” and “oregano”, are aromatic and condimentar plants that has shown
medicinal properties because they possess active substances with therapeutic
potential in several biological activities, among them, antifungal, antibacterial and
antiviral. Therefore, this study aimed to characterize the phenolic compounds of
aqueous and ethanolic extracts of these plants and to evaluate the antifungal activity
against the yeast Malassezia pachydermatis, clinical isolates of otitis and
dermatomycosis, by the method of broth microdilution and disk diffusion. The design
of the chemical composition of the extracts was performed by high performance
liquid chromatography (HPLC) and the evaluation of antifungal activity was
performed according to the documents CLSI M27-A3 for microdilution and CLSI M44-
A2 for diffusion, adapted for plant extracts. According to the chromatographic
analysis, rosmarinic acid and carnosic, and the flavonoids: luteolin, apigenin,
kaempferol and quercetin were identified in all extracts analyzed. In relation to the
determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal
concentration (MFC) all extracts evaluated showed inhibitory and fungicidal activity.
The ethanolic extract of oregano was the one that showed the best result having
MIC=7.07mg/mL and MFC=24.34 mg/mL. In the evaluation of the sensitivity of the
yeast facing rosemary and oregano extracts by disk diffusion method, the aqueous
extracts showed no inhibition capacity. Regarding ethanolic extracts of rosemary and

oregano there was a halo of inhibition of 6.962mm and 4.771mm, respectively, thus



demonstrating a significant difference between the extracts against the yeast tested,
however the isolates from skin and ear were not statistically different from the
extracts tested. In vitro results allow us to conclude that the extracts showed
antifungal action, however in vivo analyses should be performed to confirm these

results, in search of therapeutic alternatives for malasseziose.

Keywords: Rosmarinus, Origanum, Malassezia, HPLC, antifungal, in vitro assays.
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1 INTRODUGAO

As plantas medicinais constituem uma das mais importantes fontes de
substancias ativas com potencial terapéutico. Sao frequentemente usadas para
tratar uma variedade de doengas e estados patoldgicos, como na cicatrizagéo de
feridas, inflamacdes, lesbes e Ulceras, o que pode ser benéfico em muitas
populagdes, principalmente em paises como o Brasil que possui um grande numero
de pessoas que residem em regides rurais distantes de centros urbanos, tendo
assim dificuldade de acesso aos farmacos convencionais (TEMPONE et al., 2008,
ALMEIDA et al.,, 2011). De acordo com dados atuais, tanto na medicina humana
como veterindria as plantas podem ser importantes na terapia e profilaxia de
doencgas (USTULIN et al., 2009; LOPES et al., 2010; MONTES et al., 2012).

A familia Lamiaceae compreende uma diversidade de plantas aromaticas, das
quais podem ser citadas o alecrim, a manjerona, orégano, salvia, manjericao e
tomilho, que sdo cultivadas em diversas regides do mundo, sendo amplamente
conhecidas devido as caracteristicas flavorizantes e organolépticas em alimentos,
bem como suas propriedades farmacolégicas (KIVILOMPOLO; OBURKA;
HYOTYLAINEN, 2007; HOSSAIN, 2010a).

O Rosmarinus officinalis e o Origanum vulgare, conhecidos popularmente como
“alecrim” e “orégano”, respectivamente, sdo cultivados em diversos estados
brasileiros, porém sao nativos da Europa. Apresentam importincia devido a
capacidade aromatica, bem como suas propriedades medicinais, por exemplo,
hepatoprotetora, antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatdria, anticarcinogénicas,
dentre outras (LAMPE, 2003; SRINIVASAN, 2005; HEINRICH et al., 2006).

Devido a resisténcia e\ou refratariedade estabelecida frente a alguns grupos de
farmacos, além dos custos elevados desses tratamentos e efeitos adversos que
podem ser gerados por eles, a busca por produtos de origem natural tem se
intensificado ocasionando o0 aumento nas pesquisas com plantas medicinais nas
ultimas décadas (MARCHIORI, 2004). Além disso, os metabdlitos deixados pelos
medicamentos alopaticos sdo de extrema relevancia em produtos de origem animal,
0 que tem sido cada vez mais recriminado pelo mercado consumidor (ANDRADE,
2008). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) 80% da populagéo
mundial faz uso de medicamentos derivados de plantas medicinais, pois

aproximadamente 25% dos farmacos prescritos mundialmente sdo provenientes de
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plantas. Entre os 252 farmacos basicos ou essenciais selecionados pela OMS
aproximadamente 11% sao oriundos de fontes exclusivamente vegetais e uma
fragdo preenchida por medicamentos obtidos através de semi-sintese de
precursores naturais (RATES, 2001; CORDEIRO et al., 2005). Como exemplo,
podem ser citados importantes farmacos extraidos de plantas, dentre eles a digoxina
obtida da espécie Digitalis lanata; os alcaldides quinina e quinidina obtidas de
espécies de Cinchona sp.; a vincristina e a vimblastina, obtidas das espécies de
Catharanthus roseus; através da espécie Atfropa belladona s&o obtidos a atropina e
a escopolamina; a morfina e a codeina obtidas de Papaver somniferum e o paclitaxel
obtido de espécies Taxus (RATES, 2001; TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

A levedura Malassezia pachydermatis acomete caes e gatos, produzindo otite
externa e/ou dermatite, sendo a unica espécie deste género nao lipodependente. As
leveduras sao comensais da superficie da pele e mucosas de diversos animais e,
frequentemente atuam como patdgeno (GUILLOT; BOND, 1999; NASCENTE et al.,
2010; MELCHERT; JEFERY; GIUFFRIDA, 2011), sendo que fatores como o
hospedeiro, falhas nas correcbes de causas adjacentes, destacando-se as
deficiéncias imunolégicas, ocasionam a cronicidade dessa enfermidade. Tanto a
malasseziose 6tica como cuténea exigem o uso prolongado de antifungicos tépicos
e sistémicos, o que pode causar resisténcia dos agentes facilitando a sua
multiplicagdo (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; MACHADO et al., 2010), além
disso, diversos estudos comprovam a presencga relevante deste microrganismo em
patologias otologicas em cées, tornando-se assim um alvo terapéutico a ser
explorado (NOBRE et al., 1998; CARFACHIA et al., 2005; BAPTISTA et al., 2010;
ALl et al., 2011; MELCHERT; JEFERY; GIUFFRIDA, 2011).

Na medicina veterinaria as pesquisas realizadas com plantas medicinais visam a
reducdo e controle de problemas apresentados por varios patdgenos que
comprometem a produtividade e o bem estar animal, além disso, aspectos
econdmicos e sociais sdo muito relevantes para o uso das drogas originarias das
plantas (ARAUJO et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Objetivou-se com esse trabalho caracterizar quimicamente os extratos de
Rosmarinus officinalis e Origanum vulgare L. através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e avaliar a atividade antifungica dos extratos aquoso e etandlico
frente a isolados clinicos de Malassezia pachydermatis.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 ldentificagdo dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

2.2.2 Avaliar atividade anti-Malassezia dos extratos pelo método de

microdiluicdo em caldo.

2.2.3 Testar a sensibilidade dos isolados de Malassezia pachydermatis aos

extratos, pelo método de difusdo em disco.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Rosmarinus officinalis (alecrim)

R. officinalis é oriundo da regido mediterranea na Europa, sendo amplamente
utilizado na medicina, na culinaria, em cosméticos e para magia. O nome em latim,
‘Rosmarinus”, significa “orvalho que vem do mar”, em alusdo ao aroma proveniente
do alecrim que crescia e desenvolvia-se espontaneamente ao redor das praias
mediterraneas, no entanto, a palavra “officinalis” refere-se a planta reconhecida pela
pratica médico-herborista. Posteriormente, a planta foi associada ao cristianismo,
pois existia uma semelhanca fonética entre “Maria” e “marinus” fazendo uma
correlagdo com a Virgem Maria, além disso, os nomes populares reforcavam essa
hipétese, uma vez que em alemao era chamado “Mariareinigung” o que significa
"Purificagdo de Maria", o que contribui significativamente para a difusédo e
popularizagéo do uso de Rosmarinus officinalis como planta medicinal (HEINRICH et
al., 2006).

No Brasil, o alecrim & conhecido popularmente como alecrim-de-jardim,
alecrim-rosmarinho, alecrim-de-cheiro, alecrim-comum, alecrim-de-casa, alecrim-de-
horta, erva-da-graga, erva-cooada, rosmarino, flor-de-olimpo, rosa-marinha e
rosmarinho (CUNHA; SILVA; ROQUE, 2003; LORENZI; MATOS, 2008). O estudo
classificou-a no reino Plantae, divisao Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Lamiales, familia Lamiaceae, género Rosmarinus, espécie Rosmarinus officinalis L.
(JOLY, 1987).

O alecrim é uma pequena planta que possui porte subarbustivo lenhoso,
pouco ramificado, ereto, com altura de aproximadamente 1,5m e folhas lineares,
coriaceas e aromaticas, medindo 1,5 a 4 cm de comprimento e espessura de 1 a 3
mm. As flores sdo pequenas com até 1,5cm de comprimento, hermafroditas,
diclamideas, bilabiadas, possuem coloragao azulado-claras com aroma forte e muito
agradavel, com inflorescéncias do tipo racemo (LORENZI; MATOS, 2008), conforme

mostra a Fig. 1.
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Figura 1 - Flores e folhas de alecrim
Fonte: CUNHA, 2003, p.93.

O alecrim, bem como a maioria das plantas medicinais que foram trazidas na
época da colonizacdo, desenvolve-se bem em solos ricos em calcario e em
ambientes umidos de clima ameno, sendo amplamente cultivado em quase todos os
paises de clima temperado, de Portugal a Australia (LORENZI, 2008). Essa planta
em condigdes tropicais floresce o ano todo e no Sul do Brasil do final de agosto até o
termino do verdo, sendo cultivado do nordeste até os Estados do Sul do Brasil
(BIASI, 2009).

3.2 Origanum vulgare L. (orégano)

Segundo uma lenda grega, Afrodite (deusa do amor) foi a primeira a cultivar
orégano, conferindo-lhe um perfume préprio e assim facilitando o reconhecimento
dessa planta. No entanto, atualmente sabe-se que o aroma caracteristico do
orégano é proveniente de substadncias que compde o Oleo essencial, mais
especificamente os fendis como timol e carvacrol (CASTRO; CHEMALE, 1995;
SIMOES; SPTIZER, 2003).

A maioria das espécies de Origanum é nativa da regido do Mediterraneo
(Turquia, Grécia e Ird), mas vem sendo cultivado em toda Europa, centro e leste da
Asia e do Taiwan. Nas Américas, local onde essa planta também é encontrada, sua

introducado pelo homem foi como tempero, sendo que na América do Sul produtor
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desse condimento € o Chile, seguido pela Bolivia e Peru, no Brasil € cultivado no Sul
e Sudeste (CASTRO; CHEMALE, 1995; ARCILA-LOZANO et al., 2004; LORENZI;
MATOS, 2008).

O género Origanum pertencente a familia Lamiaceae, sendo essa composta
por trés grupos, 10 secgdes, 38 espécies e 17 hibridos, caracterizando assim uma
diversidade morfolégica e quimica. Existem diferentes nomenclaturas para o
orégano, dentre os mais conhecidos o orégano grego (Origanum vulgare hirtum L.),
orégano espanhol (Coridothymus capitatus L.), orégano mexicano (Lippia graeolens
HBK) e orégano turco (Origanum onites L.)(ARCILA-LOZANO et al., 2004).

O Origanum vulgare (Figura 2), também conhecido como orégano, € uma
planta perene, cuja altura varia entre 25 cm e 40 cm, que apresenta boa adaptagao
solos calcarios e secos, possui um caule ereto com coloracdo vermelho pardo,
piloso, quadrangular, com ramificagdes nas extremidades superiores, com formagao
de touceiras, as folhas sao verde-escuras ou acinzentadas, pecioladas, inteiras, com
pélos curtos e finos na face interior de cada folha, que medem aproximadamente 1 a
5 cm, as flores possuem variadas cores, dentre elas, rosadas, purpuras e vermelhas
(LORENZI; MATOS, 2008; PRESTES, 2006).

Figura 2 - Flores e folhas de orégano
Fonte: LORENZI, 2008, p.324.
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3.3 Composicao quimica dos extratos de Rosmarinus officinalis e Origanum

vulgare

As plantas produzem através do seu metabolismo secundario uma infinidade
de compostos aromaticos, sendo a maior parte deles representados por fendis e
seus derivados, os quais tém sido estudados na perspectiva de apresentarem um
efeito antimicrobiano (CARVALHO et al., 2003; IGBINOSA; IGBINOSA; AIYEGORO,
2009; CLEFF et al., 2012).

Os compostos fendlicos sdo sintetizados pelas plantas no desenvolvimento
natural e/ou em resposta a condicbes de estresse bidtico e abidtico, ocasionados
pela radiacédo UV, temperatura, por infecgdo ou ferimento causado por organismos
patégenos. Além disso, a variagdo desses metabdlitos depende de uma série de
fatores: estagio de desenvolvimento da planta, localizagdo geografica, periodo de
floracdo, condi¢cdes climaticas e época de colheita (HOSSAIN et al., 2010a;
LINARES et al., 2011).

As plantas tem a capacidade de produzir substancias caracterizadas pela
presenca de um ou mais anéis aromaticos ligados a pelo menos um radical hidroxila
e/ou outros substitutos, podendo ser divididos de acordo com o niumero de anéis
fendlicos e com as estruturas nas quais estdo ligados. Esses compostos fendlicos
incluem os acidos fendlicos, flavondides, lignanas, taninos, dentre outros, que sao
classificados de acordo com o esqueleto basico e os substituintes ligados aos anéis
benzénicos (CARVALHO et al., 2003; OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

A familia Lamiaceae tem sido alvo de estudo devido ao elevado teor de
compostos fendlicos que podem ser extraidos da matriz, prevalecendo o uso das
folhas, por solventes organicos, os quais possuem polaridade variavel o que permite
0 seu uso com liquidos extratores, dentre os quais podem ser citados: o etanol,
metanol, acetona, acetato de etila e hexano, além desses a agua é frequentemente
utilizada nas extragbes, podendo existir combinagcbes entre os solventes
(KIVILOMPOLO; HYOTYLAINEN, 2009).

As propriedades antioxidantes e antimicrobianas dos extratos de alecrim tém
sido atribuidas a composi¢cdo de uma série de substancias divididas em trés grupos
de compostos fendlicos sendo destacados: acidos fendlicos, diterpenos fendlicos e
flavondides, composicdo quimica que também pode ser encontrada nos extratos de
orégano (ALMELA et al., 2006; TURE et al., 2008; HOSSAIN et al., 2011).
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Os &cidos fendlicos apresentam um grupo funcional carboxila, caracteristico
da fungdo acido carboxilico, podendo ser divididos como: derivados do &acido
benzdico e do acido cindmico. Os primeiros podem ser representados pelos acidos
vanilico, galico, siringico, salicilico, protocatéquico e gentisico. Os acidos
hidroxicinamicos possuem como exemplo o acido caféico, p-cumarico, ferulico e
sindpico. Essa classe de compostos fendlicos pode ser encontrada nas paredes
celulares e vacuolos da planta (CARVALHO et al.,, 2003; STALIKAS, 2007;
OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

O &acido rosmarinico € um composto fendlico derivado do &acido caféico,
encontrado principalmente no alecrim (Rosmarinus officinalis) e erva-cidreira
(Melissa officinalis), podendo estar presente na horteld, orégano, tomilho e salvia
(PARK et al., 2008; PETERSEN et al., 2009).

O 4acido carnésico e o carnosol sao diterpenos fendlicos encontrados em
cloroplastos, sendo o ultimo produto da degradacéo oxidativa do primeiro, com uma
por¢ao lactona através do anel B e grupos hidroxilo nas posicées C-11 e C-12
(JONHSON, 2011; RODRIDUEZ-ROJO et al., 2012). O &cido carndsico € muito
instavel principalmente na presenca de oxigénio dando origem a outros compostos
como carnosol, rosmanol, epirosmanol, dentre outros (THORSEN; HILDEBRANDT,
2003; LINARES et al., 2011; MULINACCI et al., 2011).

Alguns estudos avaliando a composigao fendlica dos extratos metandlicos de
espécies da familia Lamiaceae, dentre elas o alecrim, manjerona, orégano,
manjericdo, tomilho e salvia, demonstraram a presenga de compostos (Figura 3)
pertencentes a classe dos derivados do acido hidroxicinamicos como, por exemplo,
o acido caféico (A), acido clorogénico (B), acido p-cumarico (C), acido rosmarinico
(D) e acido ferulico (E). Além desses, foram os derivados de acido benzdico também
foram detectados, dentre eles o acido galico (F), siringico (G), vanilico (H),
protocatéquico (l) e 4-hidroxibenzéico (J). Os diterpenos fendlicos carnosol (L) e
acido carndsico (M) foram identificados nos extratos metandlicos em todos os
extratos e o0 acido carndsico foi identificado apenas nos extratos de alecrim,
orégano, salvia e manjerona (SHUN et al., 2005; PROESTOS; KAPSOKEFALOQOU;
KOMAITIS, 2008; HOSSAIN et al., 2010b; HOSSAIN et al., 2011).
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Figura 3 — Acidos e diterpenos fendlicos encontrados nos extratos de alecrim

e orégano
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Os extratos aquoso e hidroalcolico de O.vulgare e R. officinalis foram
avaliados quanto aos acidos fendlicos e o perfil quimico, demonstrando a presenca
dos acidos clorogénico, caféico, ferulico, vanilico, siringico, p-cumarico e &acido
rosmarinico, sendo esse o composto majoritario nos extratos etandlicos (SHUN et
al., 2005; KIVILOMPOLO; OBURKA; HYOTYLAINEN, 2007; HERRERO et al., 2010;
DANILA; GATEA; RADU, 2011; RODRIDUEZ-ROJO et al., 2012).

Quanto aos extratos etandlicos do alecrim e orégano a composigdo quimica
de acidos fendlicos foi composta pelos acidos galico, clorogénico, vanilico, caféico,
siringico, p-cumarico, ferulico e rosmarinico, com relagao aos diterpenos fendlicos os
mais representativos foram &cido carndsico e carnosol (SHUN et al., 2005;
KIVILOMPOLO; HYOTYLAINEN, 2009; HERRERO et al., 2010; MULINACCI et al.,
2011; RODRIDUEZ-ROJO et al., 2012).

Um estudo foi realizado visando uma comparagao quanto a composicao do
acido rosmarinico, acido carnoésico e carnosol em extratos com etanol e cloroférmio
em alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e orégano (Origanum vulgare L.), no qual foi
demonstrado que os extratos etandlicos de ambos, apresentaram uma elevada
concentracdo de acido rosmarinico em razdo da maior solubilidade em solventes
polares e com relacdo ao acido carndsico e o carnosol ndo houve diferencas
significativas entre os solventes utilizados. No entanto, extratos de alecrim
apresentaram mais carnosol e acido carndsico em comparagdo com orégano, € em
extratos com cloroférmio o acido rosmarinico apresentou uma baixa concentracéo
ao contrario do etandlico devido as interagdes entre a molécula e o solvente extrator
(HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2009).

Os extratos aquosos e etandlicos foram comparados utilizando métodos de
extracdo diferentes para caracterizacdo de compostos bioativos de Rosmarinus
officinalis (alecrim) sendo detectados os &cidos carndsico, carnosol e rosmadial,
rosmanol, e o acido rosmarinico, composto fendlico caracteristico da familia
Lamiaceae (LINARES et al., 2011; BAl et al., 2010).

Outro grupo de compostos que perfazem a composi¢éo fendlica dos extratos
de R. officinalis e O. vulgare sao os flavondides, compostos fendlicos que possuem
diversas formas estruturais, porém a maioria dos representantes apresenta 15
atomos de carbono em seu nucleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas
por uma cadeia de trés carbonos entre elas, onde o nucleo fundamental é chamado

de benzopirano (Fig. 5), ao qual se encontra ligado um anel aromatico, ou seja, 2-
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fenil-benzopirano (MATOS; MATOS, 1989; ZUANAZZI, 2002; TSIMIGIANNIS et al.,
2007). Os flavonoides sao formados pelos produtos das rotas do acido chiquimico e
do acido maldnico e apds serem sintetizados esses compostos sao transportados
para vacuolos ou paredes celulares das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2009; JAAKOLA;
HOHTOLA, 2010).

Figura 4 — Nucleo fundamental dos flavondides

Em extratos metandlicos de plantas da familia Lamiaceae, dentre elas
alecrim, orégano, manjerona, salvia, manjericao e tomilho, foram identificados oito
flavondides: apigenina, luteolina, apigenina-7-O-glucésido, luteolina-7-O-glucésido,
galocatequina, quercetina e rutina (HOSSAIN et al., 2010b). As pesquisas
prosseguiram e foi constatado que comparando alecrim, manjerona e orégano 0s
flavonoides apigenina-7-O-glucésido e luteolina-7-O-glucésido apresentaram
maiores concentragdes na manjerona e orégano (HOSSAIN et al., 2011).

Os extratos aquosos e hidroalcdlicos de O. vulgare foram analisados com
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e foram identificados os flavondides
(Figura 5) luteolina (A), quercetina (B), apigenina (C) e caempferol (D) e rutina (E)
(KOSAR et al., 2003; DANILA; GATEA; RADU, 2011).

Com relagdo ao R. officinalis pesquisas realizadas por Bai et al. (2010) e
Linares et al. (2011) visando a obtengdo da composigao de flavondides nos extratos
aquoso e etandlico de Rosmarinus officinalis delinearam um perfil nas amostras
demonstrando presengca de apigenina, cirsimaritina, caempferol, ladaneina e

luteolina.
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Figura 5 - Flavondides encontrados nos extratos de alecrim e orégano

3.4 Atividades antimicrobianas do alecrim e orégano

Existem registros por volta de 3.000 a.C. na obra Pen Ts’ao do chinés Shen
Nung sobre o uso de plantas pela humanidade com finalidades terapéuticas. O
botanico grego Pedanios Dioscorides, no ano 78 d.C. descreveu cerca de 600
plantas medicinais no Tratado De Materia Medica (TUROLLA; NASCIMENTO,
2006). O uso de plantas medicinais como tratamento alternativo em infeccbes
fungicas tem se intensificado nas ultimas décadas devido ao desenvolvimento de

resisténcia dos microrganismos aos farmacos convencionais, interagbes
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medicamentosas e biodisponibilidade insuficiente do antifungico no organismo
(CAVALEIRO et al., 2006).

Alguns estudos foram realizados visando analisar a potencialidade
antimicrobiana dos extratos metandlicos de Rosmarinus officinalis (alecrim) sendo
avaliado a acgédo antifungica em Candida albicans e Cryptococcus neoformans,
demonstrando inibicdo através dos métodos de difusdo em disco e microdiluicado em
caldo, sendo essa atividade atribuida aos metabdlitos secundarios presentes no
extrato (BRAGA et al.,, 2007; CEKLITAS et al.,, 2007). Um estudo semelhante
realizado por Hofling et al. (2010) analisou o potencial antifungico dos extratos com
diclorometano e metanol do alecrim frente a Candida spp. a fim de determinar a
concentracao inibitéria minima (CIM), sendo que os extratos testados mostraram-se
eficazes na atividade antifungica contra as linhagens de leveduras testadas. De
maneira semelhante os extratos obtidos com etanol, hexano, cloroférmio, e metanol
de R. officinalis demonstraram atividade antimicrobiana, frente a bactérias Gram-
positivas e Candida albicans (BOGDADI et al., 2007).

Oskay e Sari (2007) avaliaram os extratos etandlicos de Rosmarinus
officinalis, frente a bactérias patogénicas e Candida albicans através do método de
difusdo em disco, revelando eficacia antifungica e contra Staphylococcus aureus e
outras bactérias resistentes a varios antibidticos. Quando foi avaliado a acao dos
extratos metanolicos e dleos essenciais de R. officinalis frente a bactérias, dentre
elas o Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumonia, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtilis, os resultados indicaram uma maior sensibilidade das
bactérias frente aos 6leos essenciais do que aos extratos metandlicos (CELIKTAS
et al., 2007).

De acordo com o estudo recente realizado por Vegara et al. (2011) foi
possivel avaliar o sinergismo de uma mistura dos extratos hidroalcdlicos de
Rosmarinus officinalis, Salvia lavandulifolia e Thymus mastichina que foi testada
frente Escherichia coli e Staphylococcus aureus, sendo que os resultados mostraram
que houve algum efeito sobre os microrganismos testados, no entanto, o acido
rosmarinico, composto fendlico majoritario encontrado nos extratos, nao foi capaz de

inibir as bactérias quando utilizado isolado.
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O efeito inibitério de extrato aquoso, metandlico e hidroalcdlico de R.
officinalis foram avaliados frente ao Streptococcus sobrinus, Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans e Lactobacillus casei, 0s quais se
mostraram eficazes frente as cepas bacterianas testadas, exceto Streptococcus
mitis, demonstrando assim que os extratos sdo promissores agentes antimicrobianos
(TSAI; TSAI; HO, 2007; SILVA et al., 2008).

Essawi e Srour (2000) estudaram a atividade de extratos com metanol e
diclorometano de Rosmarinus officinalis em Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Staphylococcus aureus sensiveis a
meticilina, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis demonstrando
atividade semelhante ou maior do que os extratos aquosos, confirmando uma
diferenca no perfil quimico dos mesmos o que influencia na atividade.

Extratos etandlicos e aquosos de Origanum vulgare L. foram avaliados quanto
a atividade em Helicobacter pylori, sendo constatado que o conteudo fendlico além
de conferir grande potencial antioxidante pode atribuir aos extratos expressiva
atividade contra a bactéria testada, pois quanto maior o teor de compostos fendlicos
mais eficaz na inibigdo do crescimento bacteriano (CHUN et al., 2005).

De acordo com Asharaf et al. (2011) a atividade antifungica dos extratos
metanol e cloroformio de Origanum vulgare demonstraram atividade frente a
bactérias mais relevante do que o extrato aquoso. Com relagdo aos fungos
filamentosos testados o extrato mais eficaz foi o extrato com cloroférmio, no entanto
o extrato metandlico e aquoso também apresentaram atividade.

Com relagdo a Malassezia pachydermatis estudos utilizando os dleos de
alecrim e orégano visando avaliar atividade antifungica tem constatado otima
atividade sendo promissores no tratamento da enfermidade ocasionada por essa
levedura (PRESTES, 2008; RUSENOVA; PARVANOQV, 2009; CLEFF et al., 2010).
Estudos com outros extratos de Rosmarinus officinalis sao inexistentes enquanto
que os extratos de Origanum vulgare foram pouco avaliados quanto a atividade
nesta levedura, mostrando que a tintura apresenta a atividade de inibicdo, no
entanto a decocc¢do nao teve efeito inibitorio frente a M. pachydermatis (PRESTES
et al., 2008).
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3.5 Malassezia pachydermatis

O género Malassezia é composto leveduras lipofilicas comensais,
anteriormente designadas Pityrosporum, que compde a microbiota cutdnea de
muitos animais vertebrados, no entanto disturbios fisicos, quimicos e imunolégicos
podem torna-las patogénicas (FAERGEMANN, 2002; CAFARCHIA et al., 2005). A
parede celular das leveduras do género Malassezia € muito fina, envolta por uma
camada capsular ou lamelar a qual contém lipideos, que através de solventes pode
ser removida. Além disso, sdo capazes de produzir gama-lactonas que sédo o0s
metabdlicos responsaveis pelo odor caracteristico desses microrganismos
(ASHBEE, 2007).

Essas espécies de leveduras sao classificadas quanto a composicdo e
caracteristicas fisiolégicas, bem como a morfologia gendmica, sendo assim
atualmente encontram-se identificadas 13 espécies, sendo elas: M. furfur, M.
sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae, M. dermatis, M. equi,
M. japonica, M. nana, M. caprae e M.equina que sao lipodependentes, e a M.
pachydermatis nao-lipodependente (CAFARCHIA et al.,, 2005; CHEN; HILL, 2005;
GALUPPI; TAMPIERI, 2008; ALl et al., 2011).

Em 1925, a espécie Malassezia pachydermatis foi identificada, sendo
proveniente de escamas de um rinoceronte indiano com dermatite esfoliativa. Essa
levedura apresentava-se muito semelhante a Pityrosporum ovale, porém de menor
tamanho, sendo conferido o nome de Pityrosporum pachydermatis. Mais tarde,
Gustafson (1955) a isolou de orelhas de cdes com otite externa, designando o
agente como Pityrosporum canis por nao possuirem lipodependéncia da mesma
forma que as demais espécies do género, entdo no ano de 1986 foi chamada de
Malassezia pachydermatis (GUILLOT; BOND, 1999; CHEN; HILL, 2005).

Malassezia pachydermatis é uma levedura que cresce em meio agar
Sabouraud sem a necessidade da presenga de acidos graxos de cadeia longa, e
frequentemente pode ser isolada de orelhas de caes que apresentam otites
externas, pois € um patdgeno oportunista que se desenvolve na superficie da pele e
no canal auditivo, podendo ser diagnosticada através de cultivo em meio de cultura,
técnicas citologicas e histolégicas (CAFARCHIA et al., 2005; NEGRE; BENSIGNOR,;
GUILLOT, 2008; ASPIROZ et al., 2010; BAPTISTA, et al., 2010; ALI et al., 2012).

Além disso, fatores como acumulo de gordura, alteragdes peculiares ao microclima
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da pele e ruptura na barreira da epiderme contribuem para a proliferacao dessa
levedura (NARDONI et al., 2007). Ainda que essas leveduras n&o possuam atividade
queratolitica se desenvolvem sobre a pele ou préximo aos pélos, utilizando como
fontes de energia restos epiteliais ou produtos de excregéo, pois enquanto que as
espécies lipodependentes estdo relacionadas com a pele humana, a M.
pachydermatis esta diretamente vinculada a pele de caes, sendo considerada um
importante agente patogénico de otite externa canina (OLIVEIRA et al., 2005;
MACHADO et al., 2010).

As colbnias formadas por Malassezia pachydermatis possuem aspecto
cremoso com coloracdo amarela tornando-se marrom alaranjada com o
envelhecimento, opacas e textura fridvel, granulosas, com células em formato oval
pequeno com aproximadamente 1-3um x 2-4um, que devido a sucessivos
brotamentos apresentam colarinho ou cicatriz, com auséncia de hifas ou
pseudohifas (VARGAS et al., 2004; NASCENTE, 2006).

Para o crescimento a levedura necessita de uma temperatura que pode variar
entre 25° e 41°C, por um periodo de 24 a 48 horas. Sendo que apds uma semana
nessas condigdes M. pachydermatis mantém-se vidvel em temperatura ambiente,
porém em baixas temperaturas é muito sensivel podendo tornar-se inviaveis
(GUILLOT; BOND, 1999; NASCENTE, 2006).

Apesar da multiplicagdo de M. pachydermatis estar associada a fatores de
pré-disposicdo e desequilibrio das populagdes de microrganismos, a patogénese
das doencas ocasionadas por essa levedura ainda sido parcialmente desconhecidas
bem como os fatores que afetam a viruléncia do agente etiolégico (BOND et al.,
1996; COUTINHO; PAULA, 2000; NEGRE; BENSIGNOR; GUILLOT, 2008)

As otites externas asssociadas a M. pachydermatis sdo caracterizadas por um
exsudato de cerumen marrom ou amareladas, com graus variados de eritema,
prurido e dor (GUILLOT; BOND, 1999; NOBRE et al., 2001; NARDONI et al., 2005),
sdo geralmente causadas por associagdes com Staphylococcus intermedius, sendo
assim caracterizada como polimicrobiana, pois esses microrganismos utilizam os
produtos metabdlitos em comutacdo ocorrendo assim uma relagao simbidtica entre
eles (ROSALES et al, 2005; LYSKOVA; VYDRZALOVA; MAZUROVA, 2007;
OLIVEIRA et al., 2008).

De acordo com estudos essa levedura tem sido encontrada mais

frequentemente em caes com otite quando comparado com ouvidos sadios,
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comprovando assim o fator patogénico desse microrganismo, que se prolifera em
condigbes de grande secregado de cerumem, no meato acustico externo, e mantendo
assim a resposta inflamatéria (CRESPO; ABARCA; CABANES, 2002; ANGUS, 2004;
GIRAO et al., 2006; NASCENTE, 2006; LYSKOVA; VYDRZALOVA; MAZUROVA,
2007). Outro fator relevante é que em otite externa crénica a prevaléncia de M.
pachydermatis € maior do que na forma aguda, bem como que os isolamentos
clinicos de amostras da levedura sao mais incidentes em casos crénicos do que
agudos (WALLMANN; MARX, 1990; SMITH, 1968).

A levedura M. pachydermatis, em termos de viruléncia e sobrevivéncia, possui
a capacidade de se aderir firmemente aos queratindcitos, alterando a coesao entre
as células, além de poder danificar a queratina e a producdo de enzimas que
alterando a composicdo do manto lipidico cutaneo, e assim promover uma
inflamagao no local, bem como desencadear processos inflamatdrios que facilitariam
a penetracao da levedura nos tecido (GABAL, 1988; BOND, 1997).

Com relacao ao tratamento da malasseziose, tém sido utilizado nistatina e
pimaricina, além dos azbéis, como cetoconazol, tiabendazol, miconazol e cotrimazol
(NASCENTE, 2006). No entanto, nos casos mais graves ou sistémicos, os principais
antifungicos utilizados sdo o cetoconazol e o itraconazol que inibem a biossintese do
ergoesterol, tendo como consequéncia alteragcées na fluidez e permeabilidade da
membrana citoplasmatica do fungo, inibindo o seu crescimento (CHEN; HILL, 2005;
SANTOS; MARTINS, 2008).

No entanto, os antifungicos existentes ndo sdo totalmente eficazes, para
atender a demanda da area de micologia veterinaria, pois além de envolver um
longo tempo de administragcédo, toxidade e alto custo, os microrganismos ja sao
capazes de desenvolver mecanismos de resisténcia a essas drogas (NASCENTE,
2006; CLEFF et al., 2010). Além disso, o cetoconazol, principal farmaco utilizado em
caes em todo o mundo, pode causar efeitos adversos importantes, como
reprodutivos, toxidade hepatica e renal (GUILLOT; BOND, 2003), sendo assim esses
fatores impulsionam a descoberta de novos farmacos a partir de fontes naturais que
poderdo ser utilizadas como tratamento de forma isolada ou sistematica com

farmacos convencionais.
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Abstract

This study evaluated the chemical profile of the aqueous and ethanol extracts of rosemary
(Rosmarinus officinalis) and oregano (Origanum vulgare) and also was evaluated the antifungal
activity of the extracts in 37 clinical isolates of Malassezia pachydermatis by microdilution testing
(CLSI M27-A3). The aqueous and ethanolic extracts were prepared with ethanol and water, separately,
and the chemical identification of phenolic compounds was performed by high performance liquid
chromatography (HPLC). The chemical composition analysis showed the presence of rosmarinic acid,
carnosic acid, luteolin, apigenina, kaempferol and quercetin in all the extracts analyzed. Regarding
anti-Malassezia activity of the extracts the results were expressed as minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC). The ethanolic extract of oregano
showed MIC=7.07 mg/mL and MFC=24.34 mg/mL and the rosemary aqueous extract, MIC=28.29
mg/mL and MFC=58.55 mg/mL, being statistically different, although both showed similar chemical
composition as to the presence of acids, phenolic diterpenes and flavonoids; however, when compared,
caffeic acid was identified only in the extract of O. vulgare. The MIC's for the aqueous extract of
oregano and ethanolic of rosemary were 44.08mg/mL and 70.39mg/mL, respectively, however there
was no statistical difference when compared. Therefore, the extracts of R. officinalis and O. vulgare
can be considered source of bioactive compounds that should be studied to better contribute to the

development of a treatment for malassezioses.

Keywords
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Introdution

Mycoses are among the most commonly diagnosed skin problems in small animal clinics, which are
usually caused by dermatophytes of the genera Microsporum and Trichophyton and by the Malassezia
pachydermatis and Candida albicans [1] yeasts. The M. pachydermatis has been found in cutaneous
tegument and ear canal of dogs, is often related to cases of recurrent otitis or complicated, when
compared with healthy ears, thus proving the pathogenic potential of this microorganism that
proliferates in conditions of great amount of cerumem in the external acoustic meatus of dogs, thus

maintaining the inflammatory response [1-5].

Regarding the treatment of this yeast infection, it has been used nystatin and pimaricin besides the
azoles as thiabendazole, miconazole and cotrimazol topically. Otherwise, ketoconazole and
itraconazole, that are drugs widely used in veterinary clinic, are recommended for both external and
systemic use [6-9]. However, yeast infections require prolonged use of antimicrobials and can cause
resistance to topical and systemic antifungal drugs, thus becoming a therapeutic target to be explored
[10-12]. Regarding the use of vegetable extracts of oregano and rosemary there are only reports about
essential oils that can be considered a source of active principles for treatment of malasseziose [13-
15], however with respect to the extracts there are few reports of its use against Malassezia

pachydermatis [16].

Therefore, considering the exposed, aimed with this work to chemically characterize the extracts of
Rosmarinus officinalis and Origanum vulgare by high performance liquid chromatography and to
evaluate the antifungal activity of aqueous and ethanolic extracts on clinical isolates of Malassezia

pachydermatis.
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Results and discussion

Chromatography analyses of extracts

The analysis by HPLC-DAD was performed to define the profile of the main phenolic compounds
present in the aqueous extracts and ethanolic extracts of rosemary and oregano, and the results are
shown in Table 1. Regarding phenolic acids (Fig. 1) it was identified the presence of caffeic acid only
in ethanolic extracts of rosemary and oregano, and p-coumaric acid as component of the aqueous
extract of rosemary, aqueous extract of oregano and ethanolic extract of orégano. Some similar results
were found in the literature on analyzes of aqueous, ethanolic and hydroalcoholic extracts of the same
plants used in this study [17-21]. According to the results, it can be seen that rosmarinic acid (Fig. 1)
is the component found in all extracts, being considered the main component of the phenolic fraction
of the Lamiaceae family, and can be found in aqueous, hydroalcoholic and methanolic extracts, as is

mentioned in the literature [20-23].

The phenolic diterpenes (Fig. 1) carnosol and carnosic acid have also been identified in the samples,
being characteritic the presence in the extracts of rosemary and oregano, but carnosol was not
identified in the aqueous extract of oregano [22-25]. The carnosic acid was identified in all extracts,
however this compound is very unstable especially in the presence of oxygen and can originate other

compounds such as carnosol, rosmanol, epirosmanol, epiisorosmanol, among others [22, 25, 26].

Another group of phenolic compounds found in extracts of the Lamiaceae family are the flavonoids
(Fig. 2), and were also identified by liquid chromatography luteolin, apigenin, kaempferol and
quercetin in all aqueous and ethanolic extracts analyzed in this study. However, the glycosylated
flavonoid rutin was not identified in any of the extracts analyzed. The compound has excelled in terms

of its various pharmacological activities, among them anti-Candida and anti-inflammatory [27, 28].

Other studies performed with the aqueous and hydroalcoholic extracts of O. vulgare confirm a
chemical profile similar to the extracts analyzed in this study because were also identified the
flavonoids luteolin, quercetin, apigenin and kaempferol [20, 29]. With respect to R. officinalis

researches performed (BAI et al., 2010; LINARES et al., 2011) in order to obtain the composition of
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flavonoids found the presence of apigenin, kaempferol, luteolin, as well as ladanein and cirsimaritin in
aqueous and ethanolic extracts of Rosmarinus officinalis and also outlined a profile similar to the

samples evaluated in this study [22, 23].

It has been described that the difference in the composition of the extracts, besides being related to the
solvent extractor and the technique used, is greatly influenced by a number of factors, because the
plants synthesize these phenolic compounds during their natural development and/or in response to
stress biotic and abiotic stress conditions, such as ultraviolet (UV) radiation, temperature or infection
or injury caused by pathogenic organisms, as well as its variation depends on factors such as plant
development stage, geographic location, time of flowering, weather conditions and time of harvesting

[22, 30].

According to studies performed, the antioxidant and antimicrobial properties of rosemary extracts has
been assigned to the groups of phenolic compounds being highlighted: phenolic acids, phenolic
diterpenes and flavonoids, chemical composition that can also be found in the extracts of oregano.

Some of these compounds were identified in extracts used in our study [31-33].

Antifungal activity

The sensitivity of clinical isolates of Malassezia pachydermatis facing the standard antifungal
(ketoconazole) and the extracts of rosemary and oregano was evaluated using the microdilution test

and results showed statistical differences (p<0.05) (Table 2).

According to the results presented in Table 2, analyzing the minimum inhibitory concentration of
aqueous extracts of rosemary and orégano, it was found that there is significant difference between
treatments, so that the aqueous extract of rosemary inhibited the isolates with concentration
(MIC=28.29mg/mL) lower than that of the aqueous extract of oregano (MIC=46.71mg/mL). Maybe it
can be explained by the difference of composition of the extracts being the latter free from carnosol,

however this hypothesis can only be confirmed with tests of the compounds individually or in groups.



38

Similarly behaves the aqueous extract of oregano which requires a higher concentration for fungicidal

activity.

Regarding ethanolic extracts it was observed that the ethanolic extract of rosemary requires a higher
concentration for the inhibitory action against the tested yeast, which does not occur with the extract
of orégano, because the inhibitory concentration is lower. The presence of p-coumaric acid in the
ethanolic extract of oregano may be related to the MIC (7.07mg/mL) and MFC (24.34mg/mL) in the
isolates, because in the ethanolic extract of rosemary where there was no compound found the results
were MIC=44.08mg/mL and MFC=70.39mg/mL. According to some authors the p-coumaric acid, its
derivatives and flavonoids presente in propolis extract have activity against M. pachydermatis

requiring an extract concentration of 2.6mg/mL to inhibit 50% of the isolates [34, 35].

In literature there are no reports of evaluation of aqueous and ethanolic extracts of rosemary against
the yeast Malassezia pachydermatis. With respect to extracts of oregano a study was conducted with
oil, tincture and decoction of O. vulgare and the results show that the essential oil requires a lower
concentration (5%) to inhibit the yeast, the tincture inhibits in a concentration of 25% and the
decoction showed no activity [16]. Another study conducted on clinical isolates of this yeast, tested
against the oregano oil, obtained minimum inhibitory concentration of 15 to 30uL/mL, however it
should be considered that the chemical profile of the essential oil consists of 4-terpineol, a-terpineol ,
4-terpinene, thymol and carvacrol, which are volatile compounds, being very different from the
composition of the extracts, but that anyway already demonstrated the antimicrobial potential of O.
vulgare [14]. The M. pachydermatis in another study was evaluated against the oils of rosemary and
oregano, which showed antimycotic activity, having MIC and MFC 0.8% for O. vulgare and 1.3% for

R. officinalis [15].

Subsequently, to evaluate the possibility of differential sensitivity of the isolated yeasts of the skin and
ear canal of dogs, it can be seen that the F value calculated (1.32) was lower than the F tabulated
(1.41; GL =37; GLr = 148), demonstrating that the isolates showed no significant difference between

themselves regarding their resistance to the extracts tested (p=0.05).



39

When comparing the different extracts on the sensitivity of the isolates (MIC and MFC) and the
controls, we found that the positive control group (standard antifungal) was the most effective in the
inhibition of the yeasts, followed by the ethanolic extract of oregano and aqueous extract of rosemary.
It was possible to observe that F calculated (145.52) was higher than the F tabulated (2.10; GL=4;
GLr=148), having significant difference between extracts at 5% level of significance. However, it is
not possible to make a comparison of the results, due to the difference in composition, since
ketoconazole is an azole which inhibits the biosynthesis of ergosterol,very different from the phenolic

compounds of the extracts which have mechanisms of action still unknown.

Therefore, in a general way when observing the antifungal activity of the extracts in Figure 3, it can be
concluded that the inhibitory potential against M. pachydermatis of the ethanolic extract of oregano is
great and it can inhibit 92% and has fungicide action 75.55%, thus being very close to the standard
drug tested, ketoconazole, with MIC 99.96% and MFC 99.94% of this yeast. The aqueous (71.71%)
and ethanolic (55.92%) extract of rosemary, as well as the aqueous exctract of oregano (53.29%) have
a fungistatic potential and a capacity of inhibition of 41.45%, 29 61% and 11.84%, respectively, in

accordance with the statistical data shown before.

The substances presente in their chemical composition, among them phenolic acids, phenolic
diterpenes and flavonoids, are sources of bioactive compounds in the treatment of malasseziose,
mainly the ethanol extract of oregano and rosemary aqueous. However studies with isolated
compounds and in vivo should be performed looking for a better bioprospection of the use of these

plants of the Lamiaceae family with alternative treatment.
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Materials and methods

Plant material
Were used dried leaves of Rosmarinus officinalis and Origanum vulgare commercially acquired from
the company Luar Sul Industria e Comércio de Produtos Alimenticios (Santa Cruz do Sul/RS/Brazil),

with lot number 001/2011 product specification certificate.

Preparation of the extracts

For obtaining brute aqueous extract from both plants, were used 25g of dried leaves and 250mL of
distilled water, while for obtaining the ethanolic extracts were used 35g of dried leaves and 350mL of
ethyl alcohol (Synth). The plant samples were placed in round-bottomed flask of 500mL and kept
under constant stirring on a heating plate with an oil bath until a temperature of 65° to 70° C. The
ethanolic extracts were maintained under these conditions for 24 hours, after that time passed it was
filtered and the aqueous extract was maintained for one hour, and then filtered. The procedure was

repeated twice. Ethyl alcohol was evaporated in rota evaporator until obtaining the dry extract.

The brute aqueous extracts were stored in metal trays and frozen at -70°C to be lyophilized for 48
hours. The lyophilized sample was stored in small flasks, hermetically closed, for subsequent use in

chromatographic analyzes and in vitro tests.

HPLC analysis of the extracts

Analyses were performed using the technique of high performance liquid chromatography with diode-
array detector (HPLC-DAD) using the equipment from Varian® (UEMS, Dourados, Brazil) and a
reversed phase Phenomenex Gemini column C-18 (25cm x 4.6mm x 5um) for chromatographic
separation with a binary mobile phase of water with 6% of acetic acid and 2mM of sodium acetate

(eluent A) and acetronitrile (eluent B). In order to achieve the separation of the compounds of the
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extracts of rosemary and oregano the flow rate used was ImL min "' and the injection volume of 10pL.
The following linear gradient was used: Omin, 5% of B; 45min, 15% of B; 55min, 30% of B; 60min,
50% of B; 65min, 100% of B, and, finally, at 75min, 5% of B. The separated compounds were

monitored with DAD and the spectra of the peaks were recorded at 240 nm and 325 nm.

The patterns used were purchased from Sigma Aldrich® containing high levels of purity (%), being

and solubilized in methanol, among them the vanillic acid (97%), caffeic acid (98%), vanillin (99%),
p-coumaric acid (98%), ferulic acid (99%), sinapic acid (98%), rosmarinic acid (98%), carnosol
(98%), carnosic acid (97%), quercetin (98%), luteolin (98%), rutin (94%), kaempferol (90%) and

apigenin (95%).

Malassezia isolates
Clinical isolates of Malassezia pachydermatis were collected from the ear conduct (n=30) and
cutaneous tegument (n=7) of dogs and identified in the Mycology Laboratory of the Veterinary

School of the Federal University of Pelotas, totaling 37 samples.

In vitro susceptibility testing

The susceptibility of M. pachydermatis strains to antifungal compounds was verified using the
reference CLSI M27-A3 (Clinical and Laboratory Standards Institute) with some modifications. From
the stock solutions of the rosemary (200mg/mL) and oregano (100mg/mL) extracts and the ethanolic
extracts in 5% of dimethylsulfoxide (DMSO), seriated dilutions were made in Sabouraud medium
sequentially in the microplates, filling the wells belonging to the columns numbered from 2 to 10,

being the test made in duplicate.

The solution of inoculum of M. pachydermatis, previously adjusted in 0.5 McFarland scale and

wavelength of 530nm, was distributed in a volume of 100pL in the microplate, and positive control
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(inoculum-culture medium), negative control (extract-medium) and control 5% of dimethyl sulfoxide

(DMSO) columns were used, then the plates were incubated at 37°C in an oven up to 72 hours.

The reading of the test was performed by visual comparison (turbidity) of yeast growth that occurred
in the wells concerning the various concentrations tested (lanes 2-10) with their growth in the positive-
control well. The lowest concentration capable of producing prominent inhibition (about 50%) of yeast
growth compared to the positive-control well was identified as the MIC (Minimum Inhibitory
Concentration) of the extract for this yeast. To determine the Minimum Fungicidal Concentration
(MFC) were used aliquots of 10uL of the wells without growth and of the MIC in Petri plates on

Sabouraud agar which were incubated at 37°C for 48 hours.

Statistical analysis
The experimental data obtained were tabulated followed by analysis of variance (ANOVA). The least
significant difference (LSD) between the averages of the results were analyzed by Tukey test at 5%

level of significance [36].
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Legends for Figures

Figure 1 Acids and phenolic diterpenes found in extracts of rosemary and oregano

Figure 2 Flavonoids found in the extracts of rosemary and oregano

Figure 3 Antifungal Activity (MIC and MFC) of the extracts and antifungal standard against M.
pachydermatis
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Table 1 Chemical composition of the extracts analyzed by HPLC-DAD

Retention time

Substance (min) AER EER AEO EEO
vanillic acid 13.95 - - - -
caffeic acid 14.86 - X - X
syringic acid 16.32 - - - -

vanillin 19.44 - - - -
p-coumaric acid 25.48 X - X X
ferulic acid 31.28 - - - -
sinapic acid 33.96 - - - -
rutin 45.7 - - - -
rosmarinic acid 53.92 X X X X
quercetin 60.33 X X X X
luteolin 60.68 X X X
carnosol 67.01 X X - X
carnosic acid 67.31 X X X X
kaempferol 68.08 X X X X
apigenin 69.12 X X X X

Caption: ERA - Aqueous Extract of Rosemary; EER - Ethanolic Extract of Rosemary; AEO -
Aqueous Extract of Oregano; EEO - Ethanolic Extract of Oregano.
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Table 2 Average of the Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Fungicide Concentration
for ketoconazole and oregano and rosemary extracts in clinical isolates of M.pachydermatis

Averages (mg/mL)

Samples
MIC MFC
Ketoconazole * 0.040* 0.058°
EEO 7.07° 24.34
ERA 28.29° 58.55°
EER 44.08° 70.39¢
AEO 46.71° 88.16°

Caption: ERA - Aqueous Extract of Rosemary; EER - Ethanolic Extract of Rosemary; AEO -
Aqueous Extract of Oregano; EEO - Ethanolic Extract of Oregano

* Standard antifungal (Ketoconazole)

a, b, c, d - same letters in the columns do not differ significantly among themselves, different letters in
the columns differ significantly among themselves (p<0.05).
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Figure 3
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Oregano.
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Compostos fenolicos dos extratos de Rosmarinus. officinalis e Origanum vulgare
foram analisados quimicamente e testados frente a isolados clinicos de tegumento

cutineo e meato acustico externo dos caes.
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RESUMO

O estudo teve como objetivos avaliar o perfil quimico dos extratos aquosos e etanolicos

de alecrim (Rosmarinus officinalis) e orégano (Origanum vulgare) e a sensibilidade dos isolados
clinicos de Malassezia pachydermatis aos extratos através do método de difusao em disco (CLSI M44-
A2). Para a preparagao dos extratos foram utilizadas folhas das plantas com etanol e 4gua,
separadamente, posteriormente a identificacdo quimica dos compostos fendlicos foi realizada através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em comprimentos de onda diferentes. Com a
andlise quimica a presenga do acido rosmarinico foi detectada em 240 e 325 nm, no entanto os demais
acidos, diterpenos fenolicos e flavonoides foram identificados em 325 nm, com exce¢do do flavonoide
caempferol que foi detectado em 240 nm. Através do teste de difusdo em disco foi possivel observar
que a levedura nao se mostrou sensivel aos extratos aquosos de alecrim e orégano. No entanto os
extratos etandlicos de alecrim e orégano mostraram halo de inibi¢do de 6,962 mm e 4,771 mm,
respectivamente, demonstrando assim diferenga significativa entre os extratos frente a levedura
testada. Sendo assim os extratos etanolicos de R. officinalis e O. vulgare por possuirem compostos

bioativos devem ser melhor estudados como promissores fitoterapicos em medicina veterinaria.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis, Origanum vulgare, Lamiaceae, HPLC, Malassezia, difusdo.
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1. Introducao

Ao longo da historia, as plantas tém sido utilizadas como fonte de alimentos, combustiveis e
medicamentos, entre outros fins. E na atualidade, extratos vegetais e outros derivados de plantas estao
sendo amplamente aplicado em formulagdes fitoterdpicas, compostos isolados e em associagdo com
farmacos convencionais (Ansarullah et al., 2009; Van Der Kooy et al., 2009). A bioprospecgao se
tornou muito relevante na atualidade, em vista das dificuldades com relagdo a terapia antimicrobiana.
Existe ainda a possibilidade de uso no tratamento alternativo ou concomitante de infec¢des fiingicas,
como na malasseziose dtica e cutdnea nos animais, pois a utilizacdo de antifingicos topicos e
sistémicos por um periodo prolongado geralmente é necessaria, sendo os imidazdis como o
cetoconazol, um dos farmacos mais utilizado. No entanto, esses farmacos além de interferir nos
microrganismos comensais que competem com M. pachydermatis podem causar resisténcia dos
agentes facilitando sua multiplicag@o (Scott et al., 2001; Machado et al., 2010; Carfachia et al., 2012).
Diversos estudos comprovam a relevancia deste microrganismo em patologias dermatologicas em
cdes, tornando-se um alvo terapéutico a ser explorado (Nobre et al. 1998; Carfachia et al., 2005; Ali et
al, 2011; Melchert et al., 2011).

Rosmarinus officinalis e Origanum vulgare, pertencentes a familia Lamiaceae, conhecidos
popularmente como alecrim e orégano, sdo cultivados em diversos estados brasileiros, porém siao
nativos da Europa. Apresentam importancia devido a capacidade aromatica, bem como as
propriedades medicinais, incluindo agdo hepatoprotetora, antimicrobiana, antioxidante, anti-
inflamatoria, anticarcinogénica, dentre outras (Lampe, 2003; Srinivasan, 2005; Heinrich et al., 2006).
As propriedades antioxidante e antimicrobiana dos extratos de alecrim e orégano tém sido atribuidas a
uma série de substancias representada por: diterpenos fenolicos, flavonoides e acidos fendlicos
(Almela et al., 2006; Tiire et al., 2008; Hossain et al., 2011). A caracterizacdo da composi¢do quimica
dos extratos pode ser feita através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) visando a
obtencao de um perfil dos compostos fenolicos obtidos através de extragdes com solventes de
diferentes polaridades (Hernandez-Hernandez et al., 2009; Herrero et al., 2010; Hossain et al., 2010;
Danila et al., 2011).

Em relac@o a determinagdo da potencialidade biologica, os métodos de difusdao em disco,
macrodilui¢do e microdilui¢do em caldo, tem sido os mais utilizados para avaliar a capacidade
antimicrobiana dos produtos de origem vegetal (Ostrosky et al., 2008; Naeini et al., 2009; Cardoso et
al., 2010). Diante do exposto, 0 objetivo do trabalho foi determinar o perfil quimico dos extratos
aquoso e etandlico de R. officinalis e O. vulgare e avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos

frente a levedura Malassezia pachydermatis isolada de casos clinicos de cies .
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2. Resultados e Discussao

2.1 Identificacdo dos constituintes fenolicos

A andlise por HPLC-DAD foi realizada para delinear os principais compostos fenolicos (Fig. 1)
presentes nos extratos aquosos e etanolicos de alecrim e orégano, os resultados estdo apresentados nos
cromatogramas (Fig. 2 - 5).

Através da analise dos cromatogramas do extrato aquoso de alecrim (Fig. 2), o acido p-cumarico pode
ser observado apenas no comprimento de onda de 325 nm e o acido rosmarinico pode ser observado
em ambos os comprimentos de onda (240 e 325nm) analisados por cromatografia liquida. Com
relacdo aos diterpenos fendlicos, carnosol e acido carnésico, é possivel observar que o primeiro €
identificado no comprimento de onda 240 nm enquanto que o acido carndsico em um espectro de 325
nm. Os flavonoéides quercetina e luteolina sdo observados em ambos cromatogramas. Enquanto que o
caempferol ¢ observado no comprimento de onda menor, a apigenina ¢ identificada no maior.

Na Fig. 3 podem ser observados os cromatogramas dos extratos aquosos de orégano, nos quais sao
identificados o 4cido p-cumarico no em 325 nm e o 4cido rosmarinico em ambos comprimentos de
onda, de forma analoga a que acontece no extrato aquoso de alecrim. O 4cido carndsico foi observado
em 325 nm e o campferol em 240 nm, semelhante as andlises do extrato aquoso de alecrim, no entanto
o carnosol ndo foi identificado nesse extrato analisado. A quercetina, luteolina e apigenina podem ser
observadas no comprimento de onda maior.

Os extratos etanolicos de alecrim (Fig. 4) e orégano (Fig. 5) também foram analisados em
comprimentos de onda de 240 nm e 325 nm, no entanto no cromatograma de 240nm do alecrim foi
identificado apenas o flavondide caempferol concordando com as analises do extrato aquoso para esse
composto fendlico, enquanto que no cromatograma 240nm do orégano além do flavonoéide também foi
identificado o acido rosmarinico. A composi¢ao quimica do extrato etandlico de alecrim é semelhante
a do etanolico de orégano conforme pode ser observada em comprimento de onda de 325nm, pois em
ambos estdo presentes o acido caféico, acido rosmarinico, carnosol, acido carnosico, quercetina,
luteolina e apigenina, no entanto o acido p-cumarico apenas no extrato de orégano.

Em estudos realizados com o R. officinalis e O. vulgare visando identificagao de grupos fenolicos com
técnica de CLAE-DAD foram utilizados os comprimentos de onda de 280 nm para derivados do acido
hidroxibenzoico, flavan-3-6is e dihidrocalcones, os derivados do acido hidroxicindmico a 320 nm e os
flavonoides a 360 nm. De acordo com os resultados foi possivel identificar os acidos rosmarinico,
caféico e galico, os diterpenos fenolicos carnosol e acido carnosico e os flavondides luteolina-7-O-
glucosideo e apigenina-7-O-glucosideo, os quais estdo de acordo com os resultados do nosso estudo
(Shun et al., 2005; Hossain et al., 2011).
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Chun et al.(2005) demonstrou que extratos de O. vulgare analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de diodos (CLAE-DAD) utilizando os comprimentos de onda 306nm a 333
nm, apresentaram os acidos caféico, cumarico e rosmarinico, bem como o flavonéide quercetina, os
quais eram compostos de interesse nesse estudo. O acido rosmarinico e o dcido carndsico também
foram identificados em um estudo que visou avaliar a composi¢ao de extratos aquosos e etandlicos de
R. officinalis obtidos por diferentes técnicas de extragdo, foram analisados por CLAE-DAD utilizando
um comprimento de onda de 284 nm, os resultados mostraram um bom monitoramento utilizando esse
método (Rodriguez-Rojo et al., 2012).

Os acidos caféico, cumarico, ferulico e rosmarinico, bem como os flavonoides quercetina, rutina,
luteolina, apigenina e caempferol foram identificados e monitorados em extratos hidroalcolicos de O.
vulgare utilizando comprimentos de onda de 320 a 370 nm, através de CLAE-DAD, sendo semelhante
com os resultados do nosso estudo (Danila et al., 2011). Enquanto que Bafio et al. (2003) e Bai et al.
(2010) em estudo com extratos de R. officinalis, analisados em 280 nm por CLAE-DAD, identificou
os diterpenos fendlicos carnosol e acido carnésico, o 4cido rosmarinico e os flavonodides caempferol e
luteolina, semelhantes ao observado em nosso estudo.

Essas diferengas de comprimentos de onda nas analises podem ocorrer devido a mistura dos padroes,
bem como a complexidade das amostras e condi¢es de analise, devido a isso é importante ressaltar
que ao analisar uma amostra com diversos grupos de compostos fendlicos ¢ extremamente relevante
considerar a utilizacdo de comprimentos de onda diferentes para que seja possivel monitorar todos os
compostos de interesse e assim demonstrar as possibilidades de utilizagdo em outros extratos

analisados.

2.2 Susceptibilidade antifiingica pelo método de difusdo em disco

A sensibilidade dos isolados clinicos de Malassezia pachydermatis (n = 35) frente dos extratos de
alecrim e orégano foi avaliada através do teste de difusdo em disco e os resultados analisados
estatisticamente estdo descritos na Tabela 1.

De acordo com os resultados os extratos aquosos de alecrim e orégano ndo apresentaram poder
inibitorio frente aos isolados clinicos de M. pachydermatis testados, pois ndo foram observados halos
inibitorios em nenhuma das placas produzidas, talvez essa fato possa ser explicado pela auséncia de
acido caf€ico nesses extratos, bem como pela possibilidade de diferenca de concentragédo dos
compostos bioativos nos extratos aquosos de alecrim e orégano quando comparados com os extratos
etanolicos dessas plantas.

No dimetilsulféxido (DMSO) 10% utilizado como controle, houve crescimento do microrganismo sem
formacao de halo, confirmando assim que esse diluente ndo interferiu nos testes de difusdo em disco.

Um fator muito relevante a ser considerado, pois 0 DMSO tem sido utilizado na solubilizagdo de
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farmacos, pois esse produto possui diversas agdes farmacologicas de baixa toxicidade. Isso se deve ao
fato de ter a capacidade de aumentar a permeabilidade celular de membranas bioldgicas, permitindo
assim o uso de concentragdes menores de drogas e assim potencializar a eficacia sobre fungos,
bactérias, parasitas e virus (Brayton, 1986; Alves, 1998; Santos e Martins, 2008).

Os resultados para os extratos etanolicos de alecrim e orégano mostraram halo de inibi¢do de 6,962
mm e 4,771 mm, respectivamente, demonstrando assim diferenca significativa (p< 0,05) entre os
extratos frente a levedura testada, sendo que o extrato etanélico de alecrim teve um halo de inibigao
maior.

Na Tabela 2 estdo descritos os resultados da analise dos isolados clinicos de M. pachydermatis de
tegumento cutaneo e meato acustico externo dos cdes, frente aos diferentes extratos, sendo que os
extratos aquosos ndo formaram halos de inibi¢ao . E ao analisarmos € possivel observar que as cepas
responderam igualmente aos extratos etanolicos de alecrim e orégano ndo demonstrando assim
diferencga estatistica quando avaliados em relacdo a sensibilidade e origem dos isolados clinicos.
Rusenova e Parvanov (2009) ao analisar a levedura M. pachydermatis frente ao 6leo de O. vulgare
demonstrou inibi¢do pelo 6leo essencial, utilizando difusdo em disco, com halo de inibi¢do de 35mm.
Sendo que O. vulgare mostrou-se com potencial um antifiingico, no entanto a os dleos sdo
constituidos de terpenos como o 4-terpineol, a-terpineol, 4-terpineno, timol e carvacrol, entre outros
(Cleff et al., 2010), diferentemente dos extratos que apresentam em sua composi¢ao acidos fendlicos,
diterpenos fenolicos e flavondides, os quais foram demonstrados nos resultados do nosso estudo.

Os extratos etanolicos de alecrim e orégano possuem uma composi¢do muito semelhante, pois ambos
possuem os acidos rosmarinico, caféico e carnosico, bem como o carnosol, luteolina, apigenina,
caempferol e quercetina. No entanto o dcido p-cumadrico estd presente apenas no extrato de O. vulgare.
Um aspecto muito relevante a se considerar € a concentragdo dos componentes no extrato de cada
planta, visto que existe uma mistura e ndo uma molécula isolada, frente a isso é de extrema
importancia considerar a possibilidade de existéncia de um sinergismo entre os compostos frente a M.
pachydermatis para obtengao da atividade de inibi¢do. Sabe-se que a parede celular das leveduras do
género Malassezia ¢ muito fina, a qual € envolta por uma camada capsular ou lamelar a qual contém
lipideos, no entanto ainda ndo existem descritos mecanismos de ac¢do dos extratos na levedura
(Ashbee, 2007).

O método de difusdo em disco ¢ muito utilizado inicialmente na triagem de diversos extratos e seus
compostos isolados visando avaliar a atividade frente ao microrganismo testado, para impulsionar
novos estudos na busca de uma concentragdo eficdcia no tratamento da enfermidade explorada. No
entanto esse método limita a acdo do extrato, existe uma barreira fisica, o disco, além disso, ha uma
limitagdo na atuag@o do extrato, pois esse fica retido em um lugar na placa, podendo atuar apenas nas
colonias das leveduras mais proximas. Até o momento ndo existem muitos trabalhos que testam
extratos de O. vulgare e R. officinalis frente a essa levedura pelo teste de difusdo em disco, pois a

maioria dos estudos estdo direcionados a microdilui¢do em caldo visando a obten¢do de concentragdes
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inibitdria e fungicida, no entanto deve-se considerar que esse método além de ser de facil execucao
pode auxiliar na descoberta inicial de novas fontes de compostos bioativos, que posteriormente
estimulem a busca pela concentrag@o biologicamente ativa (Ostrosky et al., 2008; Prestes et al., 2008;
Cleffet al., 2010).

Alguns estudos com a Candida albicans demonstraram que extratos etanolicos, metanolicos e 6leo
essencial de R. officinalis possuem capacidade de formagao de halo de inibi¢do com resultados de
8mm, 10mm e 30mm, respectivamente, essa diferenca de atividade esta diretamente relacionada com a
diferenca de composicdo dos extratos e 6leos, e também ao microrganismo utilizado para o teste, mas o
trabalho demonstra a eficacia maior do 6leo essencial na inibi¢ao da levedura, enquanto o diametro
para o extrato etanolico foi proximo aos valores observados em nosso estudo (Braga et al., 2007; Oskay
e Sari, 2007; Naeini et al., 2009).

Desta forma a busca de compostos bioativos em plantas medicinais para auxiliar na terapéutica da
malasseziose ¢ desejado, visto que essa enfermidade necessita de uso prolongado de antifingicos em
seu tratamento, sendo que os extratos etanodlicos de alecrim e orégano parecem promissores

fitoterapicos.

3. Conclusoes

Os extratos etanolicos de R officinalis e O. vulgare apresentaram atividade inibitdria em isolados
clinicos de M. pachydermatis, sendo que os compostos quimicos presentes em todos os extratos foram
0 acido rosmarinico, acido carnosico, luteolina, apigenina, caempferol e quercetina, os quais devido ao

potencial inibitorio merecem desta forma a continuidade de estudos de atividade bioldgica.

4. Experimental

4.1 Procedimentos gerais experimentais

Os extratos foram analisados empregando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

utilizando o equipamento da Varian® com detector de arranjo de diodos (DAD) com varredura de 200

a 800 nm. Coluna Cromatografica com fase estacionaria C18 Phenomenex Gemini (25¢cm x 4,6mm x 5
pum) e uma pré-coluna de mesma fase. Fase movel bindria de agua com 6% de acido acético e 2mM de
acetato de sodio (eluente A) e acetronitrila (eluente B), fluxo de 1 mL min ™', temperatura de 25°C e
volume de inje¢do de 10 pL. O seguinte gradiente aplicado: 0 min, 5% B; 45 min, 15% de B; 55 min,
30% de B; 60 min, 50% de B; 65 min, 100% de B, e finalmente, em 75 min. 5% de B. Os compostos
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separados foram monitorados com DAD. Os cromatogramas apresentados neste estudo foram

registrados em 240 nm e 325 nm.

Os padrdes utilizados foram adquiridos através da Sigma Aldrich® com elevado teor de pureza

conforme mostra a Tabela 3, sendo solubilizados em metanol e d4gua 50:50 v/v. A 4gua destilada e
deionizada foi ultra purificada empregando um sistema da marca Human UP 900/Scholar-UV, com
seis colunas de troca idnica, ldmpada germicida 185/254 nm, filtro de carvao ativado e filtro de saida
de 0,22 um. A solucdo de extratos aquosos foram solubilizadas em agua ultrapura em baldo
volumétrico individualmente. As solugdes de extratos etandlicos foram solubilizadas em metanol e

foram preparadas em baldo volumétrico individualmente.

4.2 Material vegetal

As folhas secas de Rosmarinus officinalis € Origanum vulgare utilizados foram adquiridos da empresa
Luar Sul Industria e Comércio de Produtos Alimenticios — Santa Cruz do Sul/RS, com especificacdo

do produto e ntimero de lote 001/2011.

4.3 Preparagao dos extratos

Na obteng¢do do extrato aquoso bruto, de ambas as plantas, utilizou-se 25g de folhas secas e 250 mL de
agua destilada. A amostra vegetal e a 4gua foram colocadas em baldo de 500 mL com fundo redondo e
mantidos sob agitacdo constante, em chapa de aquecimento com banho de 6leo, até temperatura de
65°a 70°C. Essa técnica foi repetida até a obtencao de trés extracoes, que foram homogenizadas. Apos,
0 extrato aquoso bruto foi acondicionado em bandejas metalicas e congelado a -70°C para ser
liofilizado por 48horas. A amostra liofilizada foi acondicionada em pequenos frascos, hermeticamente
fechados, para posterior utilizagdo nas analises cromatograficas e testes in vitro. Para obtencao dos
extratos etandlicos, foram utilizados 35g de folhas secas e 350mL de alcool etilico, ambos foram
colocados em um baldo de 500 mL e mantidos sob agitacdo constante em chapa de aquecimento com
banho de 6leo, sendo aquecidos até uma temperatura de 65°C a 70°C. Sendo mantidas nessas
condi¢des por 24h, depois de transcorrido esse tempo o extrato foi filtrado. A evaporacdo do alcool

etilico foi realizada em um rotaevaporador até a obtengdo do extrato seco.
4.4 Teste de suscetibilidade antifingica
Nesse estudo foram utilizados isolados clinicos de Malassezia pachydermatis coletados de peles (n=6)

e orelhas de caes (n=29), que foram identificados no Laboratério de Micologia da Faculdade de

Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas. Para testar a suscetibilidade antimicrobiana dos
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extratos foram utilizados os métodos de difusdo em disco, conforme o documento CLSI M44-A2 do
Instituto de padronizagao clinico laboratorial, com adaptagdes para extratos de plantas. Para os testes,
os microrganismos foram semeados com al¢a de Drigalski em meio Agar Sabouraud, utilizando-se
indculo na escala 0,5 de McFarland e comprimento de onda de 530 nm (60-65% de transmitancia).
Ap0s, os discos estéreis (5 mm de diametro) foram impregnadas com os extratos de orégano
(200mg/mL) e alecrim (400 mg/mL) que foram colocados sobre a superficie do meio na placa. Os
controles com agua e dimetilsulfoxido (DMSO) 10%, pois os extratos etandlicos foram solubilizados
nessa concentracdo de diluente. Sendo assim, todos os testes foram feitos em triplicata, apos esse
procedimento as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 48 horas e os resultados foram obtidos
através de leitura métrica do halo de inibigdo utilizando uma régua.

4.5 Analise estatistica

As médias das medidas do didmetro do halo de inibigdo no experimento de difusdo em disco, foram

analisadas estatisticamente via teste “t” (GL,.;) = 34; a = 0,05) (Montgomery and Runger, 2012).
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Fig. 2 Cromatogramas correspondentes as analises dos extratos aquosos de alecrim por CLAE-DAD
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Fig. 3 Cromatogramas correspondentes as analises dos extratos aquosos de orégano por CLAE-DAD
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Fig. 4 Cromatogramas correspondentes as analises dos extratos etandlicos de alecrim por CLAE-DAD
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Tabela 1

Médias dos diametros do halo de inibicdo na analise da difusdo em disco com os extratos vegetais de alecrim e

orégano em Malassezia pachydermatis isolada de caes.

Extrato 0 (mm)

Etanodlico de alecrim 6,962 %
Aquoso de alecrim -
Etanolico de orégano 4771°

Aquoso de orégano -

a, b — Letras iguais nao diferem significativamente entre si,
letras diferentes diferem significativamente entre si (p< 0,05).

Tabela 2
Meédias dos didmetros do halo de inibigdo na andlise da difusdo em disco para o extratos etandlicos e aquosos de

alecrim e orégano quanto ao local de isolamento da M. pachydermatis

0 (mm)
Local de isolamento
EEA EEO EAA EAO
Orelha 7,5556 5,037°% - -
Pele 7,0833 % 3,801° - -

Legenda: EEO — Extrato Etandlico de Orégano; EAA — Extrato Aquoso de Alecrim; EEA — Extrato Etandlico de
Alecrim; EAO — Extrato Aquoso de Orégano;
a — Letra igual significa ndo diferir significativamente entre si.
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Padrdes dos compostos fenodlicos com seus respectivos tempos de retengdo e comprimentos de onda de maxima

intensidade obtidos empregando o método de analise no HPLC-DAD.

Substéincia g;::;eza Tempo de retenciao (min) (Cn(::;primento de onda
1 4cido vanilico =97%, 13,946 270
2 acido caféico s 98% 14,641 325
3 vanilina =999, 19,443 280
4 acido p-cumdrico =989, 25,480 315
5 acido fertlico =999, 31,283 325
6 4cido sinapico =98%, 33,961 325
7 rutina =04%, 45,695 258
8 4cido rosmarinico =989, 53,922 330
9 quercetina =98% 60,328 250
10 luteolina =989, 60,683 350
11 carnosol =98%, 67,013 250
12 acido carnosico =979, 67,307 225
13 caempferol =90% 68,080 250
14 apigenina =959, 69,621 240
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados apresentados e discutidos nesse estudo foram

elaboradas as seguintes consideragoes:

1. A obtencdo dos extratos e identificacdo de compostos fendlicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) permitiu uma boa

caracterizagao quimica.

2. Os extratos apresentaram como perfil quimico os acidos fendlicos, diterpenos
fendlicos e flavondides.

3. A anadlise cromatografica deve ser realizada em comprimentos de onda
diferentes (240nm e 325nm) visando a obtencdo de um delineamento de
compostos de classes diferentes, por comparacdo com os padrdoes

cromatograficos.

4. Através do teste de microdiluicdo em caldo pode-se observar que o extrato
etandlico de orégano foi o mais eficaz frente a M. pachydermatis, seguido dos

demais extratos.

5. Os extratos aquosos de orégano e alecrim ndo foram eficazes no teste de

difusdo em disco frente a levedura testada.

6. Os extratos etandlicos de alecrim e orégano, através do método de difusao
em disco, apresentaram atividade inibitéria frente a isolados de M.
pachydermatis.

7. Os extratos de R. officinalis e O. vulgare podem ser considerados fonte de
compostos bioativos que devem ser melhor estudados para contribuir no

desenvolvimento de um tratamento para malasseziose.
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ANEXO 2
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Especificaciio Técnica | Revisao: 03

Alecrim Folhas Data 1* Edi¢ao: 05/01/09

Revisado em: 13/09/2010

Produto Nome Cientifico
ALECRIM FOLHAS/ ROSMANIMUS OFFICINALIS
Descricdo: Alecrim seco procedente de espécimes vegetais genuinos, sdos e limpos.

Propriedades:

Fisico-Quimicas:

Umidade: méx. 12% (g/100g)

Microbiolégica:

Padrdes ANVISA, segundo Resolucdo RDC 12 de 02/01/2001.
Coliformes a 45°C: maximo 5 x 10> NMP/g

Salmonella sp : ausénciaem 25 g

Macroscépicas:

Auséncia de insetos, larvas, parasitos e de todo e qualquer sujidade que indique

contaminac¢io do produto.

Organolépticas:

Aspecto do Produto: Folhas integras e isentas de matérias estranhas

Sabor: Caracteristico, aromatico

Cor do Produto: Marrom esverdeado

Odor do Produto: Aromiético caracteristico, sem presenca de mofo,
bolor ou odores estranhos

Prazo de Validade
48 meses da data de fabricacéo.

Embalagem
Embalagem: sacos de nylon.

Identificacao
Em cada embalagem devera conter as seguintes infornagdes: nome do produto, data de
fabricacdo, data de validade, lote e peso liquido.

Transporte
O produto deve ser transportado em veiculos limpossecos, livres de insetos, larvas e
mercadorias que possam vir a gerar contaminacdo ao produto.

Info 50 Nutricional S0 de
Armazenamento
Armazenar em local limpo, seco e arejado, Quantidade por porgio VD=
distante de produtos quimicos e livres de Valor calérico okeal )
insetos, passaros ou outros animais. Carboidratos 0g o
Proteinas 0g 0
Gorduras totals 0g o
Gorduras saturadas 0g 0
Colesterol omg 0
Ferro 0,4mg o
Sédio 0mg 0

(*) Valores Dlarios de Referéncia com base em uma dieta de
2.500 calorias.
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