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1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutanea e zoonotica, causada por fungos
dimérficos do Complexo Sporothrix spp., que acomete os animais e 0 homem
(MADRID et al., 2007). Esse fungo tem distribuichio mundial e pode ser
encontrado no solo, associado com plantas e matéria organica em decomposicao
(DONADEL et. al., 1993; MADRID et al., 2007). Atualmente, o tratamento dessa
enfermidade tem como medicamento de eleicdo o antifiungico denominado
Itraconazol, porém alguns autores ja relatam casos de resisténcia de Sporothrix
spp. a este farmaco (SCHUBACH et al., 2004). Ainda, esse tratamento € oneroso
e prolongado, e, portanto, alternativas vem sendo estudadas, tendo como um dos
principais ramos de pesquisa a utilizacdo de produtos naturais como recurso
terapéutico (CLEFF 2008; LUQMAN et al., 2007;).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de
20% do numero total de espécies do planeta, e ainda estima-se que 25% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos de fontes de
plantas (CALIXTO, 2003). Dentre as espécies de plantas medicinais que mais
despertam o interesse da comunidade cientifica, destacam-se 0s vegetais da
familia Lamiaceae, embora ainda sem comprovacdes quanto a risco de toxicidade
e dosagem segura (SANTIN, 2013). Alguns autores ja descreveram a acdo
antimicrobiana da manjerona contra diferentes bactérias e fungos e também sua
atividade antioxidante (BARATTA et al., 1998; BUSATTA, 2006; CLEFF et al.,
2008; SILVA, 2011; SANTIN, 2013). Entretanto, estudos desta planta contra
fungos do Complexo Sporothrix spp. sdo escassos (CLEFF et al., 2008). Dentro
deste contexto, o presente trabalho buscou avaliar a acdo antifUngica do
Origanum majorana (manjerona) frente a isolados de fungos do Complexo
Sporothrix spp., tendo em vista que ndo existem registros sobre essa atividade na
literatura atual, bem como comparar sua eficacia ao itraconazol.

2. METODOLOGIA

Para a producdo deste trabalho, foram adquiridas partes aéreas de
Origanum majorana de um distribuidor comercial (Luar Sul®), as quais foram
utilizadas para a producgéo de solugdes de infusdo e decocgao a 10%. A infusao
foi preparada utilizando 10g da planta em 100 ml de agua fervente e
acondicionada em um frasco fechado por 10 minutos. J4, para a preparacdo do
decocto, da mesma forma, foram utilizados 10g da planta em 100 ml de agua e
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mantidos em ebulicdo durante 10 minutos. Apds, essas amostras foram filtradas
em filtro de papel Whatmann n°l1 para a eliminacdo de residuos sélidos. Por sua
vez, o0 Oleo essencial de manjerona utilizado foi adquirido comercialmente
(Ferquima®), com certificacdo da espécie de planta e mantida em frasco ambar, a
fim de evitar contato com a luminosidade.

Para o teste de suscetibilidade in vitro, foi realizado o teste de microdiluicdo
em caldo, conforme o protocolo preconizado pelo documento M38-A2 do Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI), adaptado para fitoterapicos. Nos testes
foram empregadas nove cepas de Sporothrix spp. provenientes de casos clinicos
de felinos com esporotricose, confirmados e estocados no Centro de Diagnostico
e Pesquisa em Micologia Veterinaria (MICVET) da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). As cepas fangicas foram isoladas e utilizadas na forma
filamentosa, através do cultivo em agar batata dextrose e incubados a 25°C por
sete dias. Com estes isolados, foram preparados inoculos fangicos em agua
destilada estéril atingindo uma concentracéo final de 1 a 5 x 10° células/ml.

O experimento foi realizado em duplicata, sendo dispensado em cada po¢o o
in6culo previamente diluido em RPMI-1640. Os trés produtos de O. majorana
foram testados em dez diluicbes sucessivas nas concentracbes de 40 a 0,07
mg/ml. O itraconazol foi adquirido de uma farmacia de manipulacdo veterinaria,
identificada como Farmacia Magistral, e preparado uma diluicio em DMSO,
sendo utilizado no presente experimento nas concentragdes de 16 a 0,03 pg/mi,
conforme documento do CLSI. As microplacas foram incubadas a 25°C, onde
apos 96 horas, foi executada a leitura visual da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM). Posteriormente, foi feita a avaliagdo da Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) através da semeadura de uma aliquota de 10 ul de cada poco das
microplacas em agar Sabouraud acrescido de Cloranfenicol, e incubadas a 25°C
por 72 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que a infusdo e o decocto ndo apresentaram
atividade fungistética e fungicida nas concentracdes testadas contra os isolados
fungicos (CIM e CFM >40 mg/ml), entretanto, o Oleo essencial de manjerona
apresentou atividade fungistatica (CIM <0,06 a 0,2 mg/ml) e fungicida (CFM de
<0,06 a 4,5 mg/ml). Nos testes realizados com o Itraconazol, obtivemos uma
variagcao na CIM de 0,25 a >16 mg/ml, e na CFM de 4 a >16 mg/ml, o que nos
demonstra a resisténcia de algumas cepas a essas concentracdes utilizadas
(Tabela 1).

Tabela 1 — Valores da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo
Fungicida Minima (CFM) dos extratos de infusdo, decocto e 6leo essencial de
Origanum majorana (mg/ml) e de Itraconazol (ug/ml) contra nove isolados felinos
do Complexo Sporothrix spp.

. Manjerona (Origanum majorana) Itraconazol
Sporothrix po z .
S Infusao Decocto Oleo essencial
Pp. CIM CFM CIM CFM _ CIM CFM  CIM CFM
Isolado 1 >40 >40 >40 >40 0,15 0,31 0,5 4
Isolado 2 >40 >40 >40 >40 <0,06 <0,06 0,25 8
Isolado 3 >40 >40 >40 >40 <0,06 <0,06 1 >16
Isolado 4 >40 >40 >40 >40 0,2 45 1 8

Isolado 5 >40 >40 >40  >40 0,1 0,1 >16 >16
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Isolado 6 >40 >40 >40  >40 <0,06 0,5 >16
Isolado 7 >40 >40 >40  >40 0,5 0,5 >16 >16
Isolado 8 >40 >40 >40 >40 0,1 0,1 2 >16
Isolado 9 >40 >40 >40  >40 <0,06 0,1 >16 >16

Os resultados obtidos com o 6leo essencial foram bastante promissores,
pois o0s isolados que foram resistentes ao Itraconazol apresentaram
suscetibilidade ao 6leo, o que demonstra que a manjerona tem potencial anti-
Sporothrix spp. Este trabalho corrobora com o que relatou BARRATA et al.
(1998), o qual cita que a atividade de algumas plantas aromaticas da familia
Lamiaceae vem sendo muito estudada pela exibicdo de atividade antimicrobiana
de seus extratos em baixas concentracdes, o que foi observado no presente
estudo a partir do éleo essencial de Origanum majorana. Todos os isolados do
Complexo Sporothrix spp. foram sensiveis ao 0leo essencial da manjerona, que
demonstrou uma variacdo na CIM e na CFM de <0,06 a 4,5 mg/ml. Acredita-se
que essa variagdo de concentracfes esteja atribuida a suscetibilidade das
diferentes espécies pertencentes ao Complexo Sporothrix spp., 0s quais séo
identificados somente através de biologia molecular (CRUZ, 2003; MARIMON et
al., 2007), que néo foi realizada no presente estudo. A acédo do 6leo essencial de
manjerona pode ser explicada por possuir em sua COmMpPOSICA0 COMpPOStos
fenélicos, como o timol e carvacrol (FELTROW; AVILA, 2000), entretanto, ndo é
possivel concluir a associacdo destes compostos a atividade anti-Sporothrix spp.,
devido a néo realizacdo de analise quimica do 6leo essencial.

Devido a auséncia de relatos da eficacia da manjerona em cepas do
Complexo Sporothrix spp., os resultados do presente trabalho demonstraram pela
primeira vez a atividade anti-Sporothrix spp. in vitro do Oleo essencial de
manjerona. Dentre o0os escassos trabalhos envolvendo plantas contra estes
fungos, citam-se os 0Oleos essenciais de orégano (Origanum vulgare) (CLEFF et
al., 2008) e alecrim (Rosmarinus officinalis) (LUQMAN et al., 2007). Em um
estudo conduzido com Oleo essencial de manjerona, foi demonstrada sua
atividade antifangica contra cepas de Malassezia pachydermatis (SANTIN, 2013).

Entretanto, testes ainda devem ser realizados para confirmar sua eficacia e
seguranca in vivo,a fim de viabilizar comercialmente o uso dessa planta como
matéria prima de medicamentos para o tratamento da esporotricose.

4. CONCLUSOES

A manjerona (Origanum majorana) apresentou atividade antifingica in vitro
sobre a forma de 6leo essencial contra todas as cepas do Complexo Sporothrix
spp. isoladas de felinos com esporotricose, demonstrando potencial anti-
Sporothrix spp. Entretanto, os extratos aquosos de infusdo e decocto nao
conferiram atividade anti-Sporothrix spp. nas concentracfes testadas. Visto a
relevancia cientifica inédita, o estudo contribuiu para a busca de novas fontes que
possam vir a ser utilizadas terapeuticamente, o qual requer a realizacdo de
maiores testes para melhor compreensédo da acao dos produtos desta planta e
assegurar sua seguranga in vivo.
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