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1. INTRODUCAO

Malassezia pachydermatis € uma levedura frequentemente isolada do conduto
auditivo e tegumento de animais, podendo atuar como patdégeno oportunista
(MACHADO et al., 2003; MENDES et al., 2011). Com relag&o a terapia, as principais
problematicas referem-se a frequéncia de recidivas, infec¢cdes concomitantes,
tratamento prolongado, associado com toxicidade e resisténcia aos farmacos
antifangicos (NOBRE et al., 1998; SIDRIM & ROCHA, 2004).

O uso das plantas medicinais e extratos vegetais mesmo tendo alcancado
expressivos avancos cientificos, ainda tem sido, em sua maioria, conforme a
indicacdo popular, podendo expor a populagéo a possiveis efeitos toxicos (ALVIM et
al., 2006; AGRA et al., 2008).

Desta forma, objetivou-se determinar o potencial antifingico em isolados
clinicos de M. pachydermatis e determinar citotoxicidade do extrato hidroalcodlico de
Schinus terebinthifolius.

2. METODOLOGIA

Para o preparo do extrato vegetal, utilizou-se 100g de folhas secas coletadas
na cidade de Pelotas-RS, e adicionou-se 500mL de alcool de cereais 70%. Esta
mistura permaneceu por um periodo de sete dias em vidro estéril hermeticamente
fechado, em temperatura ambiente e com agitacdo manual diaria. Apds este
periodo, a amostra foi filtrada e o volume inicial restituido com &alcool de cereais
70%, resultando em uma tintura (SCHIEDECK et al., 2008). Para obtencdo do
extrato hidroalcodlico foi utilizado o rotaevaporador a vacuo com banho de
aquecimento sob temperatura de 40°C. Apds, restituindo o volume inicial com agua
destilada estéril, testadas seis concentracdes de 100 a 3,12mg/mL em duplicata.

Foram utilizados 48 isolados de M. pachydermatis, sendo de otite (n=38) e de
dermatite (n=10) em cées, estocados no Laboratério de Micologia Veterinaria -
UFPel. O método utilizado para avaliacdo da atividade antifangica foi a microdiluicao
em caldo baseado no Clinical and Laboratory Standards Institute, documento M27-
A3 (2008), com modificacbes para fitofarmacos e M. pachydermatis (EICHENBERG
et al., 2003; NASCENTE et al., 2003).

O inéculo fangico foi preparado a partir de colénias jovens com 24 horas (h) de
crescimento, sendo homogenizada uma al¢cada da colénia em solugéo salina estéril.
Cada indculo foi ajustado em espectrofotbmetro com comprimento de onda de



320nm e transmitancia de 65-70%. Para o teste de microdiluicdo em caldo realizou-
se a primeira diluicdo do inéculo padronizado com solugéo fisioldgica estéril (1:50) e,
a partir desta, uma diluicdo 1:20 utilizando meio Sabouraud liquido. Os resultados
foram expressos em Concentracao Inibitéria Minima (CIM), realizada pelo método
visual, sendo a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento
fungico; e em Concentracdo Fungicida Minima (CFM), determinada através da
semeadura de 10uL das suspensdes das microplacas em agar Sabouraud dextrose
com cloranfenicol, incubadas a 35°C por 48h, sendo a menor concentracdo dos
extratos que néo apresentou crescimento da levedura.

O efeito de citotoxicidade do extrato foi avaliado pelo teste do MTT conforme
MOSMANN (1983) com adaptacdes. O teste foi realizado em células VERO que
foram mantidas em contato com as 12 concentragdes do extrato hidroalcoolico (100
a 0,045mg/mL) durante 24h. Posteriormente, 50 pyl de MTT foram adicionados e
mantidos por 2h e 30min a 37° C e 5% de CO.. ApGs a remocgédo desta solugéo foi
adicionado 50ul de dimetilsulféxido em cada poco e a leitura realizada em leitor de
ELISA a 540nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicao
relativa as células de controle (100%).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de atividade microbiana do extrato hidroalcoodlico de aroeira-mansa 0s
resultados variaram entre 3,12 a 6,25mg/mL para CIM e de 3,12 a 25mg/mL para
CFM (Tabela 1), evidenciando atividade antifungica sobre a M. pachydermatis. Nao
observou-se diferenca na suscetibilidade entre os isolados de otite e dermatite.

Tabela 1. Distribuicdo dos isolados clinicos conforme sensibilidade as
concentragfes dos extratos, conforme concentracédo inibitoria minima (CIM) e
concentracdo fungicida minima (CFM)

Concentracao CIM CFM
extrato Inativagdo N&o Inativagéo N&o
(mg/mL) (n) inativacao (n) inativacao
(n) (n)
100,00 48 0 48 0
50,00 48 0 48 0
25,00 48 0 48 0
12,50 48 0 47 1
6,25 48 0 45 3
3,10 47 1 23 25

*n = ndmero de isolados clinicos.

A aroeira é uma planta muito estudada, com relatos de atividade frente a
Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata e Sporothrix schenckii com
extratos de acetato de etila, diclorometano e etandlico de folhas e casca (JOHANN
et al., 2007). Porém, ainda sdo escassos estudos avaliando a sensibilidade da M.
pachydermatis a extratos vegetais, e ainda ndo existem trabalhos com o extrato
hidroalcodlico de aroeira sobre isolados clinicos de cées para comparar com 0S
presentes resultados.

Com relacdo a citotoxicidade do extrato, observou-se viabilidade celular
superior a 60% a partir da concentracéo de 50mg/mL (Figura 1).
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Figura 1. Viabilidade das células (%) pelo teste do MTT frente ao extrato
hidroalcodlico de aoreira-mansa (Schinus terebinthifolius).

Tais resultados sado promissores, pois ao se isolar substancias, provenientes do
metabolismo primario ou secundario das plantas que tenham acdo sobre
determinados microrganismos, € possivel que se diminua o potencial de
citotoxicidade, sendo esta uma possibilidade para o extrato estudado. As pesquisas
de eficacia e toxicidade sé@o de extrema importancia para viabilizacdo de bioativos
para uso na industria farmacéutica (BRASIL, 2004). Porém, estudos de toxicidade
com plantas medicinais ainda s&o pouco realizados, principalmente em nivel de
acao celular (PERON et al., 2008).

4. CONCLUSOES

O extrato hidroalcodlico de Schinus terebinthifolius apresentou atividade
antifangica frente a M. pachydermatis in vitro e apresentaram baixo efeito citotoxico.
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