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1. INTRODUCAO

A esporotricose é uma micose zoonotica de ocorréncia mundial causada por
espécies fungicas do Complexo Sporothrix (MARIMON et al., 2008). No Brasil, S.
brasiliensis é considerada a espécie mais virulenta e com alta prevaléncia, sendo
geograficamente restrita a este pais (RODRIGUES et al.,, 2013). Itraconazol é
considerado o antifungico de eleicdo (LARSSON, 2011), entretanto, o surgimento
de cepas de Sporothrix sp. resistentes tem sido observado, devido ao uso
indiscriminado de farmacos (CHAVES et al., 2013).

Diante da necessidade em buscar novos compostos quimicos com atividade
antifangica, estudos cientificos tém pesquisado plantas medicinais como fontes
promissoras, entre 0os quais tém se destacado as plantas da familia Lamiaceae,

manjerona (Origanum majorana L., familia Lamiaceae), com atividade
antifangica comprovada em seu 6leo essencial contra Candida sp., Aspergillus
sp., Trichophyton sp., Microsporum sp. (SOUZA et al., 2010). No entanto, ndo ha
estudos frente a fungos causadores da esporotricose e, diante disso, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade antifingica in vitro do 6leo essencial de
Origanum majorana L. frente ao Sporothrix brasiliensis e analisar sua constituicdo
quimica.

2. METODOLOGIA

O 6leo essencial de O. majorana L. foi adquirido comercialmente (Ferquima®
— Indastria e Comércio Ltda, Vargem Grande Paulista/SP, Brasil) com certificado
botanico e de origem do Egito. A andlise quimica foi realizada em cromatografia
gasosa de alta-resolucdo com detector de ionizacdo em chama (CG-FID) em
equipamento HP 7820A (Agilent®) e os dados gerados em programa de
computador EZChrom Elite Compact®.

Quatorze isolados clinicos de Sporothrix brasiliensis oriundos de caes (n: 6)
e gatos (n: 8) da regido de Pelotas foram utilizados, todos provenientes da
micoteca do Centro de Diagnostico e Pesquisa em Micologia Veterinaria
(MICVET), da Faculdade de Veterinaria, da Universidade Federal de Pelotas
(UFPEL). Todos os isolados foram caracterizados quanto a espécie no
Laboratério de Micologia Médica e Molecular, da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP), através de andlise de reacdo em cadeia da polimerase, por
polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricao (PCR-RFLP), de acordo
com RODRIGUES et al. (2014).
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Para o teste de suscetibilidade antifingica, foi utilizada a técnica de
microdiluicdo em caldo, segundo as diretrizes do documento M27-A3 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008a), adaptado para o uso do 6leo
essencial, o qual foi testado nas concentracdes de 72 a 2.25 mg/mL. Itraconazol
comercial de uso veterinario foi testado nas concentragbes de 16 a 0.0313 pg/mL.
Os resultados foram expressos em concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo fungicida minima (CFM). A andlise de variancia e comparagéo das
médias geométricas dos dados foram preconizadas pelo teste de Tukey através
do programa estatistico BioEstat® (versdo 5.3), com valor p<0.05 de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade fungistética e fungicida do itraconazol e do 6leo
essencial de O. majorana L. frente ao S. brasiliensis isolados de caes e gatos com
esporotricose estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Concentragéo inibitoria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima
(CFM) do itraconazol (ug/mL) e do d6leo essencial de Origanum majorana L.
(mg/mL) frente a isolados clinicos de Sporothrix brasiliensis oriundos de caes e
gatos com esporotricose.

Sporothrix brasiliensis

fégtdaudtg Cao (n: 6) Gato (n: 8) Total (n: 14)
CIM CFM CIM CFM CIM CFM
V* 0.5-8 1->16 <0.03->16 0.25->16 <0.03->16 0.25->16
ITZ* 50% 1 2 2 2 2 2
90% 2 16 16 >16 16 >16
V* <2.25-45 <2.25-18 <2.25-9 <2.25-9 <2.25-9 <2.25-18
MNJT  50% <2.25 4.5 <2.25 4.5 <2.25 4.5
90% <2.25 9 4.5 9 45 9

V* - variacdo de concentragdes; ITZ* — itraconazol; MNJ' - manjerona.

Todos os isolados clinicos de S. brasiliensis foram sensiveis ao itraconazol
(100% - 14/14), demonstrando atividade fungistatica em todas concentracdes
testadas; no entanto atividade fungicida foi demonstrada em apenas 78.6%
(11/14) dos isolados. Embora ndo exista um ponto de corte que estabeleca os
valores referentes a sensibilidade e a resisténcia in vitro, o documento M38-A2
(CLSI, 2008b) sugere que os valores de CIM = 4 ug/mL para o itraconazol possam
ser considerados resistentes. Diante deste proposto, um isolado canino e dois
felinos foram resistentes, onde o itraconazol ndo demontrou atividade fungistatica.

Em um estudo avaliando a suscetibilidade de 23 isolados de S. brasiliensis
frente ao itraconazol, MARIMON et al. (2008) demonstraram que a CIMsg e ClMgg
foram 0.5 pg/mL e 2 ug/mL, respectivamente. No presente estudo, os valores
para o total de isolados clinicos da regido foram 2 pg/mL e 16 pg/mL,
respectivamente, sendo estas concentracdes 4 a 8x superiores aos encontrados
por MARIMON et al. (2008), o que reflete na maior viruléncia dos S. brasiliensis
isolados na regido sul do Brasil. Os resultados alertam para a existéncia de
patégenos fungicos resistentes ao itraconazol, 0s quais ocasionam a permanéncia
do patdégeno no hospedeiro, dificultando o sucesso terapéutico.

Em relacdo ao oleo essencial de O. majorana L., observou-se que este
apresentou atividade fungistatica (CIM entre <2.25 a 9 mg/mL) e fungicida (CFM
entre <2.25 a 18 mg/mL) em 100% (14/14) dos S. brasiliensis testados, inclusive
sobre aqueles isolados clinicos resistentes ao itraconazol. Embora ndo existam



dados da atividade do 6leo essencial de O. majorana L. contra fungos causadores
da esporotricose, SOUZA et al. (2010) demonstraram atividade antifungica desta
planta a 160 pL/mL, inclusive sobre fungos patogénicos resistentes aos
antifngicos convencionais.

No cromatograma do extrato, foram identificados 22 compostos quimicos,
sendo 1,8-cineol majoritario com 20.9% de concentragdo, seguido de 4-terpineol
(20.4%), y-terpineno (8.5%), p-cimeno (7.0%), sabineno (6.7%), limoneno (5.3%),
entre outros. Segundo KURECKI et al. (2013), esses compostos, como a-
terpineno, cineol e terpinen-4-ol, apresentaram atividade antimicrobiana quando
testados isoladamente. O mecanismo da atividade do 6leo de O. majorana L.
pode estar relacionado com a degeneracdo da parede celular fungica (SOUZA et
al., 2010), entretanto, outros mecanismos possam expressar atividade anti-
Sporothrix sp.

A composigdo quimica assemelha-se aos descritos cientificos (BUSATTA et
al., 2008; SFEIR et al.,, 2013), entretanto, a composicdo majoritaria difere do
relatado por MARINO et al. (2001), que encontraram predominantemente 0s
compostos timol e carvacrol no 6leo de O. majorana L. analisado. Segundo
PRINS et al. (2006), a diferenca na composi¢do quimica entre plantas de mesma
espécie ocorre devido aos fatores relacionados ao cultivo da planta, como area
geografica, sazonalidade, clima, entre outros.

4. CONCLUSOES

Os isolados clinicos de S. brasiliensis apresentaram alta resisténcia in vitro
guando testados frente ao itraconazol, no entanto, todos os isolados foram
sensiveis ao 0leo essencial de Origanum majorana L. A atividade antifungica da
planta possivelmente esta relacionada a presenca dos compostos terpendides
prevalentes, como 1,8-cineol e 4-terpineol. A promissora atividade desta planta
frente a isolados resistentes encoraja maiores estudos no que concerne ao
mecanismo de acao sobre a célula fungica, bem como analise do potencial téxico,
a fim de verificar a seguranca de seu uso como fitoterapico.
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