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1. INTRODUCAO

As micoses destacam-se dentre as dermatopatias diagnosticadas na clinica
de animais de companhia (MACHADO et al., 2004). Malassezia pachydermatis &
constantemente isolada como microbiota de conduto auditivo e pelame dos
animais de companhia, sendo no cdo associado a quadros clinicos de otites
externas e dermatites com proliferacdo associada a processos de desequilibrio
local ou sistémico representando um alvo terapéutico a ser estudado (LEITE et al.
2003).

Os antifingicos ainda sdo de uso restrito, e existem poucos farmacos
disponiveis, quando comparados com a quantidade de drogas antibacterianas
existentes. Os extratos vegetais e outros derivados de plantas, vem sendo
amplamente estudados e aplicados em formulaces fitoterdpicas, com a
finalidade da descoberta de novos componentes bioativos e também com
interesse na reducédo de efeitos colaterais (ANSARULLAH et al., 2009).

Rosmarinus officinalis € conhecido popularmente como alecrim, e
apresenta importancia devido sua capacidade aromatica, bem como as
propriedades medicinais dos extratos (CLEFF et al., 2012), porém pouco avaliado
em relacdo a isolados clinicos de pequenos animais, como no caso de M.
pachydermatis (SANTIN et al, 2014).

Assim, o objetivo do trabalho foi determinar a atividade antifungica do
extrato etandlico de R. officinalis em M. pachydermatis isolada de casos clinicos
de cdes com malasseziose.

2. METODOLOGIA

A amostra de folhas secas de alecrim (Rosmarinus officinalis) foi adquirida
no comeércio local (Pelotas-RS) e encaminhada ao Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos da UFPel para a obtencéo do extrato.

Para preparacao do extrato utilizou-se folhas secas e agua destilada e\ou
alcool etilico numa concentracdo de 10%. A amostra vegetal foi colocada em
baldo de fundo redondo e mantida sob agitacdo constante, em chapa de
aguecimento com banho de 6leo, até temperatura de 65°-70°C e mantido por 24h.

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. As solucbes de
extratos etandlicos foram solubilizadas em metanol e foram preparadas em baldo



C 02015

XXIVCONGRESSODEINICIACAOCIENTIFICA

DAUNIVERSIDADEFEDERALDEPELOTAS

volumétrico individualmente para analise, sendo utilizados padrdes com alto grau
de pureza adquiridos de Sigma Aldrich.

Os isolados de Malassezia pachydermatis foram obtidos de caes com
malasseziose cuténea e auricular, totalizando 35 amostras clinicas, identificados e
armazenados na micoteca do Centro de Diagnostico e Pesquisa em Micologia
Veterinaria (MICVET), FaVet - UFPel. A avaliacdo da atividade antifingica dos
extratos foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo (CLSI M27-A3), com
adaptacdes para fitofarmacos. No teste foi utilizada solugéo-estoque do extrato de
alecrim (400mg/mL) em diluicdo seriada (200 a 6,25mg/mL) em meio liquido de
agar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol (ASDC), realizado em duplicata.

Nas microplacas foi estabelecido colunas de controle teste positivo (meio
de cultura e in6culo), negativo (meio de cultura) e controle do dimetilsulféxido,
sendo as microplacas incubadas a 37°C por 72 horas. A leitura do teste foi
realizada por comparagao visual do crescimento da levedura, expressando a
concentracao inibitéria minima (CIM). Ja a concentracao fungicida minima (CFM)
foi obtida através da observacdo do crescimento apés semeadura de 10uL dos
pocos em ASDC e incubadas a 37°C por 48 horas. Também foi realizado teste de
suscetibilidade do fungo frente ao antifungico padréo cetoconazol.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise quimica dos extratos etandlicos de R. officinalis demonstraram
presenca de flavondide caempferol, de &cido caféico, &cido rosmarinico, os
diterpenos fendlicos carnosol e acido carndsico e os flavondides, luteolina e
apigenina, além de quercetina. Enquanto que BAI (2010) em estudo com extratos
de R. officinalis, analisados por CLAE-DAD (cromatografia liquida de alta
eficiéncia), identificou os diterpenos fendlicos carnosol e acido carndsico, o acido
rosmarinico e os flavonoides caempferol e luteolina, semelhantes ao observado
em nosso estudo.

Na analise in vitro da sensibilidade dos isolados (CIM e CFM), constatou-se
que o extrato etandlico de alecrim obteve médias com CIM de 44,08 mg/mL e
CFM de 70,39 mg/mL. SANTIN (2013) demonstrou a eficacia in vitro do 6leo
essencial do alecrim contra M. packydermatis com CIM e CFM entre < 1,87 a 30
mg/mL, assim como WALLER (2015) para o Sporothrix spp., outro fungo de
importancia veterinaria, com CIM e CFM < 2,25 mg/mL. Essa diferenca entre os
resultados de CIM e CFM no presente trabalho pode ser explicada devido o tipo
de extrato utilizado, j& que conforme a parte vegetal, tipo de extracédo e fatores
intrinsecos e extrinsecos das plantas, 0os compostos quimicos podem variar na
sua disponibilidade e consequentemente na sua atividade antimicrobiana
(FARIAS 2003), assim como espécie fangica é totalmente determinante em
relacdo a sensibilidade. Em outro estudo realizado pelo grupo de pesquisa, o 6leo
essencial de R. officinalis também demonstrou atividade sobre a levedura
Candida albicans observando-se CIM de 2,5 a 10 pg/mL e CFM de 5 a 10 pg/mL
(CLEFF et al., 2012). Sabe-se que os oOleos essenciais de R. officinalis sdo
constituidos preferencialmente por terpenos como borneol, pineno, cineol,
canfeno, eucaliptol, e céanfora, entre outros (CHALCHAT et al, 1993),
diferentemente dos extratos que apresentam em sua composicdo acidos
fendlicos, diterpenos fendlicos e flavondides, os quais foram demonstrados nos
resultados do nosso estudo, e que certamente tiveram atuacdo nos isolados da
levedura. Deve-se ainda considerar a possibilidade de existéncia de um
sinergismo entre 0s compostos presentes no extrato frente a M. pachydermatis
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para obtencdo da atividade de inibicdo. Sabe-se que a parede celular das
leveduras do género Malassezia € muito fina, estando envolta por uma camada
capsular ou lamelar a qual contém lipideos, no entanto ainda ndo existem
descritos mecanismos de agéo dos extratos nesta levedura (ASHBEE, 2007).

Estudo realizado por CARDOSO et al., (2010), indicaram sensibilidade de
isolados clinicos de bactérias Gram positivas, como o Staphylococcus e de M.
Pachydermatis, frente a extratos etandlico de propolis, resultando em inibicdo dos
microrganismos causadores de otite em cées. Pesquisas e resultados como estes
sao importantes, pois cada vez mais sdo sugeridas medidas tecnoldgicas para se
resolver a questao da resisténcia, sendo uma destas medidas o estudo de novos
antimicrobianos oriundos de espécies vegetais (CECHINEL FILHO, 2000; SOUZA
et al., 2003).

Os resultados com o antifungico padrao cetoconazol foram de CIM 0,040
ug.mLt e CFM = 0,058 pug.mL*. Apesar dos isolados serem suscetiveis ao
antifingico, a importancia dos estudos com o extrato etandélico de alecrim é achar
uma possivel nova fonte com poder antifingico e com menos efeitos colaterais, ja
gue essa enfermidade é redicivante e relacionada a imunidade do animal (ROSA
et al. 2006), e sabe-se da toxicidade inerente aos farmacos antifingicos.

4. CONCLUSOES

O extrato etandlico de alecrim possui, in vitro, potencial fungiostéatico e
fungicida, e a partir de mais estudos pré-clinicos, em relacdo a atividade
antimicrobiana como a toxicidade, pode ser uma nova opcao terapéutica no
tratamento da malasseziose canina.
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