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1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutanea que atinge o homem e varias
espécies animais, sendo causada por fungos do Complexo Sporothrix spp.
Antigamente, acreditava-se que a espécie causadora da esporotricose era apenas
Sporothrix schenckii, entretanto, estudos de sequenciamento de genes
demonstraram que o agente faz parte de um complexo de espécies patogénicas,
tais como S. brasiliensis, S. mexicana, S. globosa, S. albicans e S. luriei (NEVES
et al., 2012).

A enfermidade ocorre através da transmissdo direta dos conidios fungicos
por inoculacdo traumatica a partir de materiais contaminados. Clinicamente, as
lesGes caracterizam-se por formagOes circulares, elevadas, com alopecia e
crostas, em grande numero e com ulceracdo central (SCOTT et al.,, 1996). O
fungo estad presente no solo, em cascas de arvores, plantas, espinhos, musgos,
palhas, madeiras e em matéria organica em decomposicdo (MADRID et al.,
2010). A presencga cada vez mais frequente do felino como animal de companhia
favorece a transmissao da esporotricose a partir do animal portador do Sporothrix
spp, sendo que nos ultimos anos tém crescido 0s casos zoonéticos envolvendo
felinos domésticos, principalmente machos e nao castrados (SCHUBACH et al.,
2001).

Como opcao terapéutica eficaz para tratamento da esporotricose, preconiza-
se 0 uso do itraconazol, por ser um antifungico eficaz com menos efeitos
colaterais em relacdo aos demais antifungicos disponiveis (SCHUBACH et al.,
2001). O tratamento é sistémico de longa duracao, pelo periodo minimo de trés
meses, mantendo-se a terapia por um més apos a cura clinica (SCOTT et al.,
1996). Porém, o uso do itraconazol de forma incorreta, assim como as demais
drogas antifiUngicas, pode favorecer o surgimento de cepas resistentes
(MARIMON et al., 2008).

Assim, alternativas terapéuticas tém sido buscadas para o tratamento da
enfermidade, sendo de grande interesse cientifico os produtos de origem vegetal,
devido a grande diversidade de flora existente no Brasil, tal como observado na
planta Rosmarinus officinalis (alecrim), pertencente a familia Lamiaceae, de
comprovada acdo antimicrobiana (LAMBERT et al.,, 2001). O alecrim possui
propriedades antissépticas para as vias aéreas, antidepressivo e calmante
(ARAUJO et al., 2004) e seus estudos em fungos patogénicos concentram-se em
espécies do género Candida sp. (LIMA et al., 2006).
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Os estudos do R. officinalis frente aos fungos do Complexo Sporothrix sao

escassos (LUQMAN et al., 2007). O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
in vitro de extratos aquosos de alecrim na forma de infusdo e de decocgéo, bem
como do Oleo essencial contra cepas do Complexo Sporothrix spp. isoladas de
casos clinicos de felinos com esporotricose.

2. METODOLOGIA

Para a preparacdo dos extratos aquosos, as partes aéreas do Rosmarinus
officinalis utilizadas no trabalho foram obtidas de distribuidor comercial com
certificacdo de origem (Luar Sul®). A infuséo foi preparada a partir das folhas do
alecrim acondicionadas em agua fervente por 10 minutos, ao passo que o decocto
foi preparado a partir do acondicionamento das partes aéreas em agua destilada
estéril a temperatura ambiente e, posteriormente, submetido ao aquecimento e
mantido em ebulicdo durante 10 minutos. Apés, as amostras foram filtradas em
papel filtro Whatmann n° 1 para eliminacao de residuos sélidos. Por sua vez, o
Oleo essencial utilizado foi obtido comercialmente (Ferquima®) e acondicionado
em frasco ambar e mantido em local fresco sem exposi¢cao solar.

Para o experimento, foram utilizadas nove cepas do Complexo Sporothrix
spp. provenientes de casos clinicos de felinos com esporotricose, confirmados e
estocados no Centro de Diagndstico e Pesquisa em Micologia Veterinaria
(MICVET) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

Os testes in vitro foram realizados através da técnica de Microdiluicdo em
Caldo conforme o documento M38-A2 para fungos filamentosos do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Os extratos aquosos foram testados nas
concentracdes de 40 a 0,07 mg/ml e o éleo essencial nas concentracdes de 36 a
0,07 mg/ml. Para fim comparativo, as cepas fangicas foram testadas frente ao
medicamento itraconazol, obtido através de uma farméacia comercial de
manipulacdo local sendo preparado uma diluicio em DMSO e testado nas
concentragbes 16 a 0,03 pg/ml, conforme o protocolo do CLSI.

Os isolados clinicos foram utilizados na forma filamentosa, através do
cultivo em agar batata dextrose e incubados a 25°C por sete dias. Posteriormente,
in6culos fungicos foram preparados 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 inéculo previamente diluido em
RPMI-1640. As microplacas foram incubadas a 25°C, onde apds 96 horas, foi
executada a leitura visual da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM).
Posteriormente, foi feita a avaliagdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)
através da semeadura de uma aliquota de 10 pl de cada poc¢o das microplacas
em agar Sabouraud acrescido de Cloranfenicol, e incubadas a 25°C por 72 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o0s extratos aquosos de infusdo e
decoccdo ndo apresentaram atividade antifingica in vitro nas concentracdes
testadas, com valores de concentracao inibitéria mininima (CIM) e concentracéo
fungicida minima (CFM) superior a 40 mg/ml. Entretanto, o 6leo essencial de
alecrim obteve atividade fungistatica e fungicida para todos os isolados fungicos,
cujos valores de CIM variaram de <0,06 a 1 mg/ml e os valores de CFM variaram
de <0,06 a 4,3 mg/ml (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao
Fungicida Minima (CFM) de infusdo, decoc¢do e O6leo essencial (mg/ml) de
alecrim (Rosmarinus officinalis) e de itraconazol (ug/ml) contra nove cepas do
Complexo Sporothrix spp. isoladas de felinos com esporotricose.

Alecrim (Rosmarinus officinalis)

Complexo = = B . Itraconazol
Sporothrix sp. Infuséo Decoccéo Oleo essencial

CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM

Isolado 1 >40 >40 >40 >40 0,31 1,25 0,5 4
Isolado 2 >40 >40 >40 >40 0,2 2,1 1 >16

Isolado 3 >40 >40 >40 >40 0,5 4,3 1 8
Isolado 4 >40 >40 >40 >40 0,1 2,1 >16 >16

Isolado 5 >40 >40 >40 >40 <0,06 <0,06 0,25 8
Isolado 6 >40 >40 >40 >40 0,5 4,3 0,5 >16
Isolado 7 >40 >40 >40 >40 1 2,1 >16 >16
Isolado 8 >40 >40 >40 >40 0,1 2,1 2 >16
Isolado 9 >40 >40 >40 >40 <0,06 2,1 >16 >16

Observa-se, entdo, que os extratos na forma aquosa nao tiveram o efeito
desejado nas concentracdes testadas, o que pode ser decorrente da baixa
concentracdo do principio ativo na infusdo e decoccao em relacdo a concentracao
do mesmo no 6leo essencial ou ainda a falta de algum principio ativo que nao
seja soluvel em agua (SILVA et al., 2009). Este fato pode ser comprovado através
de analise quimica e identificacdo dos compostos presentes, o qual ainda nao foi
realizado. A notdria atividade fungistatica e fungicida observada no 6leo essencial
de alecrim sobre os isolados fungicos do Complexo Sporothrix spp. pode ser
explicado, segundo Silva (2006), pelas elevadas concentracdes dos principios
ativos nos 6leos em relacdo aos extratos aquosos. No entanto, pode ter ocorrido
ineficiéncia do conteldo dos extratos aquosos por baixa concentracdo ou perda
de algum principio ativo na presenca de calor exigido para realizacdo do extrato
aguoso de infusdo e decocc¢éao (SILVA et al., 2009).

No presente trabalho, foram encontrados valores de CIM que variaram de
<0,06 a 1 mg/ml, valores semelhantes ao encontrado na literatura por Lugman et
al. (2007), que testou a atividade antibacteriana e antifingica do 6leo essencial de
alecrim e obteve valores frente ao S. schenckii de CIM de 11 mg/ml. Além disso,
foi verificada incipiente atividade antifingica do 6leo essencial do R. officinalis a
8%, com halo de inibicdo de 10 mm, para cepas de C. albicans (LIMA et al.,
2006). Resultados semelhantes também foram observados por Aradjo (2004), que
avaliaram a atividade antifungica frente cepas de Candida do Oleo essencial
dessa planta. O Oleo essencial do alecrim é antibacteriano e antisséptico e possui
capacidade de inibir o crescimento de varias bactérias e fungos, devido a
presenca de compostos fendlicos, aldeidos e alcoois (SIMOES et al., 2004).
Diferentes extratos ja foram testados com comprovada atividade antimicrobiana,
como o extrato etandlico de alecrim frente ao Clostridium perfringes, que
apresentou efeito antibacteriano em teste in vitro de microdiluicio em caldo
(LUCARINI et al., 2008).

Em relacdo ao itraconazol, que é antifingico de eleicdo para tratamento da
esporotricose, os valores de CIM variaram de 0,25 a >16 mg/ml e os de CFM
variaram de 4 a >16 mg/ml. Os isolados apresentaram diferentes valores de CIM
e CFM, exceto para trés isolados felinos (isolados n°® 4, 7 e 9), que obtiveram o0s
mesmos valores de CIM e CFM, n&do demonstrando suscetibilidade in vitro ao
medicamento nas concentragdes testadas, com valores de CIM e CFM superior a
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16 ug/ml, o que demonstra a possibilidade de haver resisténcia in vitro entre as

cepas. Estes mesmos isolados apresentaram-se sensiveis ao 6leo essencial de
alecrim, com valores de CIM de <0,06 a 1 mg/ml e de CFM de 2,1 mg/ml,
demonstrando que o Oleo tem potencial antifingico in vitro, merecendo maiores
estudos para confirmar sua seguranca no tratamento e avaliar seus possiveis
efeitos colaterais através de testes de toxicidade, entre outros. Os efeitos
adversos e a resisténcia estabelecida aos antifungicos de uso tradicional
possibilita 0 uso de extratos vegetais e representa iniUmeras vantagens,
principalmente tratando-se de produtos naturais com mecanismo de acao ativos
contra 0s patdgenos, o que possibilita servir de opcao terapéutica para estes
quadros (ANDRADE, 2008).

4. CONCLUSOES

Dentre os extratos estudados, o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis
apresentou importante atividade fungicida e fungistatica in vitro contra cepas do
Complexo Sporothrix spp., podendo vir a ser uma opgao anti-Sporothrix spp. Os
extratos aquosos na forma de infusdo e decocto ndo apresentaram acao
antifingica. Maiores estudos acerca da toxicidade da planta, bem como eficacia in
vivo devem ser realizados, a fim de obter maior conhecimento e seguranca do uso
desta planta para fins medicinais no tratamento da esporotricose.
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