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1. INTRODUCAO

A esporotricose é uma micose subcutanea adquirida através da inoculacdo
traumatica na pele por conidios do complexo Sporothrix schenckii e é considerada
uma zoonose, atingindo pessoas e animais através da arranhadura e mordedura de
animais doentes, especialmente felinos (MEINERZ et al. 2007). A esporotricose tem
se apresentado cada vez mais frequente no Brasil (CCZ/PELOTAS, 2017), e, nos
altimos anos, tem sido verificado um aumento da ocorréncia em caes (MADRID et
al., 2007a; MADRID et al., 2007b; FILGUEIRA, 2009), sendo Sporothrix brasiliensis
o principal agente etiol6gico no Brasil (MONTENEGRO et al., 2014). O farmaco de
eleicdo para o tratamento € o itraconazol, entretanto o insucesso terapéutico no seu
tratamento, com resisténcia e ocorréncia de recidiva da doenca, vem sendo relatado
(HEIDRICH et al., 2011; STOPIGLIA et al., 2014).

Essa situacdo tem incentivado a busca por terapias alternativas que sejam
fonte de novas moléculas ativas, seguras e eficazes, especialmente através de
plantas medicinais (WALLER et al., 2016). Estudos recentes com extratos de
vegetais da familia Lamiaceae tém sido promissores contra fungos patogénicos, com
poucos estudos na esporotricose (CLEFF et al., 2013; COUTO et al., 2015; WALLER
et al.,, 2017). Esse trabalho objetivou avaliar a atividade antifingica dos O6leos
essenciais comerciais de manjerona, alecrim e orégano frente a isolados clinicos de
S. brasiliensis oriundos de cdes com esporotricose.

2. METODOLOGIA

Neste experimento foram utilizados 6leos essenciais comerciais de manjerona
(Origanum majorana L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e orégano (Origanum
vulgare L.) de distribuidor comercial (Ferqguima® Industria e Comeércio Ltda, S&o
Paulo/SP, Brasil).

Para o teste de suscetibilidade antifungica in vitro, 14 isolados clinicos de S.
brasiliensis obtidos de cdes com esporotricose e estocados na micoteca do Centro
de Diagnéstico e Pesquisa em Micologia Veterinaria, Faculdade de Veterinaria
(UFPEL) foram utilizados pela técnica de microdiluicdo em caldo, segundo as
diretrizes do protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(NCCLS, 2008) com adaptacOes para fitoterapicos. Os inOculos foram ajustados em
espectrofotometro de 530 nm e transmitancia de 80 — 82%. A suspensdao foi entdo
diluida em meio RPMI-1640, tamponado com glicose a 2% e MOPS (1:50, v/v).
Concentragcdes entre 0,07 e 36 mg/ml dos Oleos essenciais foram preparadas por
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diluicdes seriadas, utilizando meio RPMI-1640 tamponado com MOPS e acrescido
de duas gotas de Tween 20 para facilitar a solubilizacéo.

Para obtencdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), foram utilizadas
microplacas de 96 pocos, onde foram acrescentadas aliquotas de 100 pl do inoculo
fungico e 100 pl do d6leo essencial diluido, com controle negativo (RPMI e 6leo
essencial) e controle positivo (inoculo fungico). Para farmaco de referéncia, utilizou-
se itraconazol de uso veterinario, diluido em DMSO (dimetilsulféxido), de acordo
com as diretrizes do CLSI. As microplacas foram incubadas em equipamento de
rotacao do tipo shaker a 27°C por 72 horas. Foram transferidas, para placas de Petri
com &gar Sabouraud dextrose, aliquotas de 10 ul dos pocos que nao apresentaram
crescimento fangico visivel, a fim de se obter a concentracdo fungicida minima
(CEM). Estas placas foram feitas em duplicatas e incubadas a 27°C por 72 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes de suscetibilidade in vitro, os valores de CIM do itraconazol variaram
de 0,12 a 1 pyg/ml (10/14), porém, observou-se a resisténcia in vitro ao itraconazol
(04/14), com valores de CIM 24 ug/ml. Segundo o que sugere o CLSI, isolados com
CIM 24 pg/ml para o itraconazol, podem ser consideradas resistentes. Estes
mesmos isolados se mostraram sensiveis a atividade fungistatica dos trés 6leos
testados, com valores de CIM <0,07 mg/ml para orégano; CIM <1,12 mg/ml para
alecrim; CIM <0,28 mg/ml para manjerona.

Os demais isolados também foram sensiveis a atividade fungicida dos 6leos
testados, embora néo tenha sido observado em itraconazol (CFM >32 ug/ml), o qual
€ reconhecido por sua boa acao fungistatica. Para a manjerona, a CFM variou de
<0,07 a 4,5 mg/ml; para alecrim, variou de 0,28 e 18 mg/ml e para o orégano foi
CFM <0,07mg/ml. De modo geral, o 6leo de orégano foi o mais eficaz por inibir e
causar a morte de todos os isolados nas menores concentra¢des (CIM e CFM <0,07
mg/ml), coforme Tabela 1.

Tabela 1: Atividade fungistatica (CIM) e fungicida (CFM) in vitro dos 6leos essenciais de
orégano, alecrim, manjerona, e itraconazol frente a Sporothrix brasiliensis de caes.

Isolados  Orégano (mg/ml) Alecrim (mg/ml) Manjerona (mg/ml) Itraconazol (ug/ml)
fungicos CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Cées 0,28- 32-
(n'14) <0,07 <0,07 <0,07-4,5 18 <0,07-2,25 <0,07-4,5 <0,12->64 ~64
'O‘(%_llz)% <007  <0,07 1,12 1,12 0,14 0,28 <012 >64
Total 0,28- 32-
(n:15) <0,07 <0,07 <0,07-4,5 18 <0,07-2,25 <0,07-4,5 <0,12->64 ~64

Stopiglia et al. (2014) testaram a sensibilidade in vitro do itraconazol frente
isolados de Sporothrix spp., e, assim como neste estudo, observaram a ocorréncia
de resisténcia ao farmaco, o que alerta para uma maior dificuldade no controle
dessa doenca. Heidrich et al. (2011) observou também resisténcia do Sporothrix
spp. ao itraconazol, porém em pacientes humanos portadores da micose que
estavam em tratamento, observando recidiva das lesGes, assim como em gatos
tratados com itraconazol (Reis et al., 2016), cuja persisténcia das lesdes
demonstram a dificuldade do seu controle.

Como alternativa, os testes fitoterapicos demonstraram a sensibilidade do S.
brasiliensis de cées ao 6leo de orégano, assim como observado em isolados clinicos
do Rio de Janeiro (Couto et al.,, 2015), onde os valores de CIM de 0,0625 a 0,5
mg/ml para S. brasiliensis, e entre 0,125 e 0,25 mg/ml para S. schenckii foram
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eficazes. Embora as concentracdes médias observadas por Couto et al. (2015)
tenham se mostrado superiores as encontradas em nosso estudo, verifica-se nos
dois experimentos a eficacia da planta, que se mostra promissora para maiores
investigacbes. Em outros patdégenos fungicos, Candida sp. (Cleff et al. 2013),
também foi sensivel nas CIM entre 0,00065 e 0,01 mg/ml.

Estudos com a manjerona também indicaram atividade antimicrobiana,
inclusive sobre bactérias resistentes a antimicrobianos (Marques et al., 2015). A
atividade da manjerona sobre S. brasiliensis de gatos (Waller et al., 2017) também
foi demonstrada, assim como em nossos isolados caninos, inclusive sobre isolados
resistentes ao itraconazol. Mais estudos devem ser realizados para compreender a
atividade dessa planta nessa doenca.

Em experimento com o 6leo essencial de alecrim, Lugman et al. (2007),
testaram sua atividade diante de isolados fangicos e bacterianos resistentes aos
farmacos usuais. O extrato se mostrou eficaz, inibindo o crescimento de dermatofitos
e Candida albicans, corroborando com os nossos resultados. Waller et al. (2017)
também testaram extratos do alecrim sobre isolados de S. brasiliensis, ndo
verificando porém, atividade fungistatica. Isso indica que maiores estudos, a respeito
da constituicdo dos extratos e da atividade de alguns dos seus constituintes sobre
microrganismos patogénicos, devem ser conduzidos para confirmar se ha boa
atividade antifiungica da planta sobre isolados de Sporothrix.

4, CONCLUSOES

Indmeros estudos tém mostrado o potencial terapéutico dos extratos de
Origanum vulgare L., Origanum majorana L. e Rosmarinus officinalis L. frente
microorganismos patogénicos, entretanto mais estudos devem ser realizados para
comprovar sua eficacia in vivo e verificar a auséncia de toxicidade destes
compostos. E importante que novos experimentos sejam conduzidos, tendo em vista
0 aumento da ocorréncia de resisténcia as medicacfes utilizadas tradicionalmente
no tratamento da esporotricose.
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