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RESUMO

Cleff, Marlete Brum. Avaliacdo da atividade antifungica do Oleo essencial de
Origanum vulgare L. frente a fungos de importancia em veterinaria com énfase em
Candida spp.

Orientador: Jodo Roberto Braga de Mello

O estudo teve como objetivos avaliar a acdo antifungica in vitro e in vivo do 6leo essencial
do Origanum vulgare (orégano), determinar a composi¢ao quimica dos o6leos estudados e
verificar a toxicidade em ratos Wistar. Inicialmente, oito amostras de O. vulgare foram
extraidas por hidrodestilacdo e os Oleos essenciais analisados por cromatografia gasosa,
sendo posteriormente testados in vitro para escolha do 6leo para os ensaios in vivo. Os
testes in vitro seguiram as normas estabelecidas pelo CLSI-M27-A2, sendo utilizados sete
isolados de Sporothrix schenckii e 16 isolados de Candida spp. A toxicidade do O. vulgare
foi avaliada em 30 ratos wistar, fémeas, tratadas via oral e vaginal com 6leo a 3%, por 30
dias, através de parametros clinicos, hematoldgicos e histopatoldgicos. Para o teste in vivo,
foram utilizados 48 ratos wistar, machos, distribuidos em quatro grupos: T1:6leo (1,5%);
T2:6leo (3%); T3:fluconazol (10mg/Kg/dia); T4:controle negativo (emulsdo); os Oleos
foram emulsionados com 0,001% de Tween 80. Para a reproducdo experimental da
candidiase sistémica foi utilizado isolado canino e o inéculo (10°céls/mL deC. albicans) foi
administrado pela veia lateral da cauda em todos os animais. Os fdrmacos e o diluente
foram administrados diariamente por via oral, com auxilio de sonda oro-gastrica, durante
30 dias. Foi realizada avaliac@o clinica semanal e pesagem dos animais, € apds a necropsia
foi realizada analise macroscopica, pesagem dos 6rgdos e retroisolamento de C. albicans. O
6leo essencial do O. vulgare utilizado nos testes in vitro apresentou como componentes
majoritarios o 4-terpineol, carvacrol, timol e a-terpineol. A Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) do O. vulgare para S. Schenckii foi de 0,25% (250uL/mL™") para todos os
isolados testados. Para Candida spp. os resultados foram expressos em CIM e CFM
(Concentragio Fungicida Minima), obtendo-se CIM de 2,72uL mL"' ¢ CFM de 5uL mL™
para C.albicans isolada de animais; CIM de 2,97uL mL" ¢ CFM 3,54puL mL™" para cepas
padrdes e CIM igual 2,10uL mL™ ¢ CFM igual 2,97uL "'mL para espécies ndo-albicans. A
utilizacdo do oleo essencial de O. vulgare a 3%, uma vez ao dia, 30 dias, por via oral e
vaginal, ndo causou toxicidade nos ratos wistar. Na candidiase experimental sistémica, os
animais tratados com o6leo a 3% e com fluconazol resultaram em menor freqiiéncia de
alteragcdes clinicas. Nao houve diferencas entre os grupos quanto a alteragdes
macroscopicas nos 6rgaos, com excec¢ao dos rins, onde o grupo T3 diferiu dos demais
grupos (T1,T2,T4) sendo aquele com menor alteragdes. Quanto ao retroisolamento, foi
obtido menor quantidade de Unidades Formadoras de Colonias no grupo T3 e maior no T4.
Dessa forma ¢ possivel concluir que o dleo essencial do O. vulgare possui atividade in vitro
frente ao S. schenckii e Candida spp. e que sua composi¢do quimica interfere nos
resultados. A utilizacdo do 6leo a 3%, via oral e vaginal por 30 dias ndo causou alteragdes
toxicologicas relevantes em ratas Wistar. O uso do 6leo a 3% demonstrou bons resultados
no tratamento da candidiase experimental sist€mica, porém sdo necessarios maiores estudos
que possibilitem introduzir esta substancia como opg¢ao terapéutica para candidiase.

Palavras-chave: O. vulgare, Candida, S. schenckii, in vitro, in vivo.
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ABSTRACT
Cleff, Marlete Brum. Evaluation of the antifungal activity of Origanum vulgare L. against

important fungi in veterinary medicine with emphasis in Candida spp.

Adviser: Jodo Roberto Braga de Mello

The aims of this study were to evaluate the in vitro antifungal activity of the essential oil
Origanum vulgare (oregano), to determine the chemical composition of the oils tested and
to verify their toxicity to rats. Eight samples of Origanum were extracted by
hydrodestilation, and the composition of the essential oils was determined by gaseous
chromatography. In vitro antifungal sensitivity was performed with CLSI-M27-A2
protocol. Seven isolates of Sporothrix schenckii and 16 isolates of Candida species were
tested. The animal model consisted of female wistar rats, which were treated orally and
vaginally with 3% oil for 30 days. Animals were analyzed by clinical, hematological and
hystopathologic parameters. For the in vivo test, 48 rats wistar were used, distributed in
four groups: T1/n=12: oil 1,5%; T2/mn=12:01l 3%; T3/n=12: Fluconazole 10mg/Kg;
T4/n=12: Control (emulsion); the oils had been emulsified with 0,001% of Tween 80. The
experimental disease was carried with one canine isolate, which was prepared with a
suspension of C. albicans (10° céls/mL), and inoculated for the lateral vein of the tail. The
drugs and diluent had been administered daily orally during 30 days. Weekly clinical
evaluation and weighing of the animals were performed, and to at the end of experiment
autopsies were done with macroscopic analysis, weighing of the tissues and retro isolation
of C. albicans. The O. vulgare essential oil used in the tests in vitro showed 4-terpineol,
carvacrol, timol and alfa-terpineol as majority component. The Minimum Inhibitory
Concentration (CIM) of the O. vulgare for S. schenckii was 0,25% (250uL/mL), for all the
isolates tested. For Candida spp. the results had been express in CIM and CFM
(Concentration Fungicidal Minimum), showing CIM 2,72uL mL™ and CFM 5uL mL"™ for
C.albicans isolates from animals; CIM 2,97uL mL" and CFM 3,54uL mL™" for standards
strains and CIM 2,10 pL mL™" and CFM 2,97uL "'mL for species non-albicans. The use of
the 3% essential oil, daily for 30 days, orally and vaginally, did not cause toxicity in the
rats. In systemic experimental candidiasis, animals treated with 3% oil and fluconazole
showed lesser frequency of clinical alterations. Differences between the groups weren’t
observed in the organs macroscopic alterations, with exception of the kidneys that
presented more lesions in the group T3. The retro isolation was higher in the T4 group and
in the group T3 was of minor. Thus, we conclude that the O. vulgare essential oil have
activity in vitro against S. schenckii and Candida spp. and its chemical composition
intervenes in the results. The use of the 3% oil for 30 days does not cause oral and vaginal
significative alterations in wistar rats. The use of the 3% oil demonstrated good results in
the treatment of systemic experimental candidiasis, however other studies are necessary to
introduce this substance as a therapeutic option for candidiasis.

Key-Words: O. vulgare,Essential oil, Candida, S. schenckii, in vitro, in vivo
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo das plantas como medicamento provavelmente seja tdo antiga quanto o
proprio homem. Ha evidéncias de que o homem pré-historico ja fazia uso de inumeras
espécies vegetais para amenizar as doencas (Castro & Chemale, 1995; Pinto et al., 2002).
As plantas representam uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande nimero de
farmacos. Esses produtos apresentam uma gama de diversidade em termos de estrutura e de
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (Yunes & Calixto, 2001; Pinto et al., 2002).
Apesar do grande nimero de pesquisas nesta area, os dados disponiveis revelam que apenas
15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (Soejarto, 1996;
Simoes et al., 2003).

O Brasil ¢ o pais com a maior diversidade vegetal do mundo, contando com mais de
55.000 espécies catalogadas, sendo que o uso de plantas no tratamento das doengas
apresentou, fundamentalmente, influéncias da cultura indigena, africana e européia e, essas
influéncias, constituem a base da medicina popular que nos proporciona valiosas
informagdes quanto as propriedades e indicagdes das plantas medicinais brasileiras (Yunes
& Calixto, 2001; Pinto et al., 2002; Simdes et al., 2003).

Os condimentos da familia das Labiadas, que contém os compostos fenolicos,
carvacrol e/ou timol, como o Origanum vulgare L., tém sido largamente utilizados como
tempero na culindria brasileira. Além do extensivo uso na culindria, o orégano também ¢
conhecido pelo seu valor medicinal, sendo aceito oficialmente em iniimeros paises (Baratta
et al., 1998, Dorman et al., 2000, Vichi et al., 2001). O 6leo essencial de orégano ¢ rico em
compostos fendlicos como, carvacrol, timol, alfa-terpineol e gama-terpineol os quais
normalmente se apresentam como compostos majoritarios do o6leo essencial, sendo
responsaveis por sua propriedade antibacteriana, antifiingica e antioxidante (Houmani,
2002; Vincenzi et al., 2004; Kabouche et al., 2005).

As infecgOes micoticas vém crescendo em incidéncia e fatalidade nos ultimos anos,
principalmente as causadas pelos fungos do género Candida, devido em parte, a sobrevida

de pacientes transplantados e neutropénicos, ao uso indiscriminado de drogas



imunossupressoras € as doengas imunodepressoras (Rippon, 1988; Know-chung & Bennett,
1992; Sidrim & Moreira, 1999; Lacaz et al., 2003). A maior freqiiéncia de candidiase tem
sido observada nos animais de companhia, ¢ assim como em humanos a micose tende a ser
mais ocorrente nos animais com o sistema imune comprometido (Ferreiro et al., 2002;
Rodriguez et al., 2003; Moretti et al., 2006; Cleff et al., 2007). A esporotricose, micose
subcutanea causada pelo Sporothrix schenckii, juntamente com candidiase, representa uma
micose emergente em Medicina Veterinaria, principalmente em felinos domésticos, espécie
freqlientemente envolvida nos relatos zoonoticos da enfermidade (Brustein et al., 2000;
Castro et al., 2001; Schubach et al., 2003). Nesse contexto, tanto a candidiase como a
esporotricose podem ser consideradas enfermidades de importancia para a Saude Pubica.

Em geral, o tratamento das micoses em veterinaria ¢ realizado com os agentes
poliénicos, alilaminas ou azo6is, entretanto estes farmacos apresentam problemas
relacionados ao espectro de atividade, toxicidade e resisténcia, aumentando assim a
necessidade de pesquisas de novas substancias com atividade antifungica (Nobre et al.,
2002; Farias & Giuffrida, 2002; Bergold & Goergiadis, 2004; Catalan & Montejo, 2006).

A pesquisa com plantas tem despertado interesse, em fun¢do da grande diversidade
molecular dos produtos naturais, que ¢ muito superior aquela derivada dos processos de
sintese, e possivel agdo antimicrobiana (Nisbet & Moore, 1997; Pinto et al., 2002).

Estudos prévios avaliando o 6leo essencial de Origanum vulgare quanto a atividade
antifingica (Manohar et al., 2001; Chami et al., 2004) demonstram boa a¢do em testes in
vitro, sendo que os resultados obtidos até o0 momento indicam a necessidade de um estudo
multidisciplinar, com envolvimento de diferentes areas do conhecimento cientifico, como
farmacologia, quimica e microbiologia. Diante do exposto, os objetivos deste trabalho
foram: 1. Determinar a composi¢do quimica do 6leo essencial do O. vulgare; 2. Avaliar in
vitro a atividade antifingica do 6leo essencial do O. vulgare frente a Candida spp. e
Sporothrix schenckii; 3. Avaliar a toxicidade oral e vaginal do uso de doses repetidas do O.
vulgare em ratos wistar; 4. Estudar a eficacia do 6leo essencial do O. vulgare no tratamento

da candidiase sistémica em modelo experimental.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 -PLANTAS MEDICINAIS

O conhecimento sobre as plantas tem acompanhado a evolugdo do homem através
dos tempos. Por meio de andlises de pdlens e outros materiais, pode-se afirmar que os
homens pré-historicos ja utilizavam plantas medicinais (Castro & Chemale, 1995). Os
primeiros registros do uso das plantas na medicina, que se tem conhecimento estdo nos
papiros egipcios, € nos escritos chineses em folhas de bambu. No ano 3000 a.C, no antigo
Egito, os papiros registraram o uso de quinhentas plantas medicinais, entre elas a Menta,
Alecrim, Ginseng, Camomila, Absinto, Babosa, Terebentina, e Tomilho, sendo a maioria
delas ainda utilizadas (Yunes & Calixto, 2001; Simdes et al.; 2003). Hipocrates (460-377
a.C.) reuniu em sua obra "Corpus Hipocratium" a indicacdo de inimeros remédios vegetais
para cada uma das enfermidades conhecidas de seu tempo e, no comego da Era Crista,
Dioscorides, enumerou em seu “Tratado de Matéria Médica", mais de 500 drogas de
origem vegetal, descrevendo o emprego terapéutico para muitas delas (Pinto et al., 2002).
Posteriormente, durante o periodo das grandes navegacdes surgiu a possibilidade da
descoberta de novas plantas, que foram levadas de um continente a outro, deixando um
valioso arsenal terapéutico para o mundo moderno (Castro & Chemale, 1995; Pinto et al.,
2002).

Os primeiros registros da utilizacdo de extratos de plantas s@o do ano de 1500 d.C,
quando foi criada a primeira escola de medicina fundada por Carlos Magno em Salermo,
Roma. Neste periodo destilados como o vinho, vodka e o gim, eram utilizados para retirar a
esséncia das plantas. Métodos de extracdo mais eficientes foram adotados por volta dos
anos 1500, quando o éter etilico foi usado por Paracelsus na Alemanha para extragdao. O
"extrato etéreo" das plantas concentrava os principios ativos e tornava mais poderosa a
preparagdo das drogas (Castro & Chemale, 1995; Simdes et al., 2003).

Estudos demonstram que muitas espécies estdo desaparecendo do planeta sem terem
sido minimamente estudadas, sendo citado que apenas 15-17% das reservas vegetais foram
estudadas quanto a algum aspecto, devido, principalmente ao desmatamento e ocupacao

desordenada do ambiente (Soejarto, 1996; Yunes & Calixto, 2001; Guerra & Nodari, 2003).



Com a reducdo progressiva de grande parte desta biodiversidade, ocorre também uma
enorme perda cientifica, economica ¢ cultural, especialmente para os paises menos
desenvolvidos, que sdo os detentores da maior parte das reservas vegetais do mundo

(Guerra & Nodari, 2003).

Porém, nas ultimas décadas, houve um ressurgimento do interesse nas plantas como
fontes de novos agentes terapéuticos (Yunes & Calixto, 2001; Guerra & Nodari, 2003).
Grandes companhias investiram na pesquisa com extratos vegetais, a fim de descobrir
novas substancias ativas (Cragg et al., 1997; Yunes & Calixto, 2001; Guerra & Nodari,
2003). Aliado a todo o interesse, os estudos da atividade terapéutica de plantas medicinais,
tiveram um grande impulso, quando a quimica organica possibilitou modificar a estrutura
dos produtos naturais, tendo em vista um aumento na atividade ou seletividade e a redugao

dos efeitos colaterais ou toxicidade (Cordell et al., 2001).

Os produtos naturais possuem diversas aplicacdes para o homem, como na
preparagdo de medicamentos e cosméticos, na area industrial, na producdo de alimentos,
perfumes, pigmentos, resinas, ceras, gorduras, borrachas, entre outros. Dessa maneira
tornou-se necessario a utilizagdo de métodos de separagdo e identificacdo das substancias
presentes nas plantas (Simdes et al., 2003; Yunes & Calixto, 2001). Assim, o
desenvolvimento do estudo quimico de plantas, ou fitoquimica, esta diretamente
relacionado a utilizagdo e ao desenvolvimento de técnicas rapidas e precisas, que permitam

o isolamento de compostos de interesse (Simoes et al., 2003).

As plantas medicinais produzem diferentes substancias quimicas, como alcaldides,
esteroides e terpenos, a partir de nutrientes, da agua e luz que recebem, e o fazem em
diferentes proporg¢oes, dependendo de fatores ambientais, climaticos, geograficos além de
fatores ligados a propria planta (Yunes & Calixto, 2001; Simdes et al., 2003). Os processos
vitais de biossintese sdo responsaveis pela formacdo, acumulo e degradagdo dessas
substancias no interior das células que formam os diversos tecidos dos organismos vegetais
e animais (Matos et al., 1997). Os constituintes quimicos sdo sintetizados ¢ degradados por
inimeras reagdes anabolicas e catabdlicas, que compdem o metabolismo das plantas

(Castro & Chemale, 1995; Di Stasi et al., 1996; Simdes et al., 2003).



Os compostos resultantes desse metabolismo podem ser considerados como produtos
do metabolismo primario (glicidios, protidios e lipidios) e produtos do metabolismo
secundario (terpenodides, alcaldides, glicosidios, flavandides, fenilpropandides, etc) (Matos
et al., 1997). Os metabolitos secundarios sdo caracterizados por ndo serem vitais para as
plantas na maioria das vezes, por apresentar diferencas qualitativas e quantitativas entre as
diferentes espécies, e ainda, por serem produzidos em pequenas quantidades (Simdes et al.,
2003; Amzallag et al., 2005; Gobbo Neto & Lopes, 2006).

A classificagdo dos compostos em primarios e secundarios depende muito da
importancia de determinado composto para uma determinada espécie, assim como do
estagio de desenvolvimento em que se encontra a planta (Castro & Chemale, 1995). De
forma simplificada, os componentes quimicos dos 6leos volateis e das especiarias podem
ser divididos com base na biossintese que lhes deu origem em duas grandes classes, sendo
elas derivados de terpenoides, formados através do 4cido mevalonico € nos compostos
fenilpropanodides, formados através do acido chiquimico (Allinger, 1976; Gobbo-Neto &
Lopes, 2006).

Os produtos do metabolismo secundario sdo responsaveis pelas propriedades
terapéuticas das substancias extraidas de plantas e animais. Os farmacos podem ser
utilizados com tais, na forma natural ou na forma de extratos, cujos principios sao
empregados como agentes terapéuticos, como no caso dos terpenos (Cragg et al., 1997,
Yunes & Calixto, 2001; Amzallag et al., 2005).

O precursor dos terpenos ¢ o acido mevaldnico, que € produzido a partir da
condensacao alddlica de uma unidade da acetoacetil-CoA com uma molécula de acetil-
CoA. Apo6s a condensagdo ocorre uma hidrodlise originando 3-hidréxi-3-metilglutaril-CoA
que ¢ reduzida a mevalonato. O mevalonato ¢ entdo convertido em isopentenil-pirofosfato
ou isopreno ativo, que ¢ a unidade de formagao dos terpenos (Santos, 2002).

Os terpenos estao presentes principalmente nos 6leos essenciais, que se formam num
grande numero de plantas aromaticas, como subprodutos do metabolismo secundario
(Castro & Chemale, 1995; Barata et al., 1998; Baydar et al., 2004). Plantas aromaticas sao
assim denominadas devido ao fato de armazenarem o6leos essencias em células secretoras
individuais, ou formando estruturas como dutos ou canais, tricomas glandulares e outras

(Simodes et al., 2003). A extracdo destes oleos pode ser realizada com plantas frescas ou



secas, mediante destilacdo com vapor de agua, extracao pura e simples, ou outras técnicas
como pelo uso de pressdo. Do ponto de vista quimico, os 0leos essenciais apresentam-se
como misturas extremamente complexa (Allinger, 1976; Rodrigues, 2002).

Neste contexto o 6leo essencial do orégano tem despertado grande interesse, pois,
além de ser conhecido por suas acdes tOnicas, apresenta uma riqueza em compostos
fenodlicos, os quais tém sido citados como responsdveis por sua intensa atividade
antimicrobiana (Baratta et al., 1998, Dorman et al., 2000; Aligiannis et al., 2001; Vichi et
al., 2001; Baydar et al., 2004; Souza et al., 2005).

2.2- ORIGANUM VULGARE Linneus (Orégano)

O orégano originou-se na regido do Mediterraneo, e segunda uma lenda grega, foi
Afrodite (Deusa do amor) a primeira pessoa a cultivar o orégano, e assim lhe conferiu um
perfume para que pudesse ser facilmente reconhecido. Hoje se sabe que o aroma proprio do
orégano, ¢ caracteristico de espécies de plantas que produzem o6leo essencial com um
contetdo relativamente alto de fenois, mais especificamente, carvacrol ou timol (Castro &
Chemale, 1995; Simoes et al., 2003).

Origanum vulgare L. ¢ uma planta perene que se adapta bem em solos secos e
calcarios. A grande maioria das espécies Origanum ¢ nativa das regides do Mediterraneo
(Grécia, Ird, Turquia), porém também sdo cultivadas na Europa, ao leste e centro da Asia e
Taiwan (Castro & Chemale, 1995; Kokkini et al., 1994; Arcila-Lozano et al., 2004). Nas
Américas foi introduzido pelo homem para ser utilizado principalmente como tempero. O
principal produtor de orégano na América do Sul ¢ o Chile, seguido pela Bolivia e Peru,
sendo cultivado em menor escala na Argentina e Uruguai (Castro & Chemale, 1995;
Tsinas, 1999; Arcila-Lozano et al., 2004).

O género Origanum pertence a familia Lamiaceae, que € composta por 3 grupos, 10
seccoes, 38 espécies, 6 subespécies e 17 hibridos, sendo caracterizada por uma larga
diversidade morfologica e quimica. As diferentes espécies sdo largamente empregadas e
tém diferentes nomenclaturas, sendo os mais conhecidos o orégano grego (Origanum
vulgare hirtum L.), orégano turco (Origanum onites L.), orégano espanhol (Coridothymus
capitatus L.) e o orégano mexicano (Lippia graveolens HBK) (Kokkini et al., 1994; Arcila-
Lozano et al., 2004).



Na medicina popular, o orégano tem sido usado como cha, citado ao longo dos anos,
inclusive na mitologia grega, sendo atribuidas algumas propriedades, tais como potente na
cicatrizagdo de feridas e tlceras gastricas, inducao de partos, antihemorragico, estimulante
do sistema nervoso e digestivo, antioxidante (Yunes & Calixto, 2001). E um dos
condimentos mais populares do mundo, sendo utilizado na culinaria de diferentes paises
sendo as folhas e flores, tanto secas como verdes as partes preferencialmente utilizadas,
além de aplicacdo com fins terapéuticos (Rodrigues, 2002; Souza et al., 2005). O uso com
finalidades terapéuticas vem sendo difundido através de experiéncias positivas de agdo na
tradicional medicina indiana, sendo intensamente utilizado na homeopatia. Em escala
industrial o 6leo essencial tem sido utilizado no preparo de cosméticos, vinagres € na
dentistica, entretanto a importancia do estudo dessas plantas estd principalmente
relacionada as suas propriedades antimicrobianas (Baratta et al., 1998; Dorman et al., 2000;
Aligiannis et al., 2001; Vichi et al., 2001; Baydar et al., 2004; Souza et al., 2005).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais € muito varidvel, assim como o
percentual de 6leo presente nos vegetais, sendo esta influenciada principalmente pelo
clima, estagcdo do ano, variedade e espécie, regido, solo, estagio de crescimento da planta,
época da colheita, além do método de extragao (Kokkini et al., 1994; Simdes et al., 2003;
Amzalladg et al., 2005; Vagi et al., 2005).

A quantidade de carvacrol ou timol presentes nos 6leos essenciais € responsavel pela
sua classificagdo como o6leo de orégano, sendo citado que a variagdo na composicao
quimica dos o6leos essenciais do orégano provavelmente tem uma ligagdo com suas
propriedades antimicrobianas (Vincenzi et al., 2004). Tem sido descrito que o Oleo
essencial de Origanum vulgare apresenta em torno de 34 compostos ativos, sendo que os
feno6is como carvacrol, timol, gama terpeno e p-cimeno podem alcancar entre 80,2% a 98%
da composicao total do 6leo (Rodrigues, 2002; Bampidis et al., 2005; Gobbo Neto &
Lopes, 2006). As altas concentracdes destes compostos e sua relagdo sdo de grande
importancia para a eficacia do produto, porém estudos demonstram que a eficicia de
compostos isolados, como timol e carvacrol, ndo alcancam a mesma eficiéncia do 6leo
essencial (Arzila-Lozano et al., 2004). Os precursores biossintéticos como gama-terpineno

e p-cimeno, assim como 1,8-cineol, linalol, gama-terpineol influenciam na atividade



antimicrobiana dos 6leos, justificando a melhor eficiéncia do 6leo total quando comparado

a dos componenetes isolados (Tsinas, 1999).

Em vista da diversidade de componentes quimicos, o orégano tem sido estudado em
busca de propriedades antioxidantes, tanto sob a forma de 6leo ou de extratos (hexanico,
cetdnico ou metandlico), como do emprego direto de suas folhas (Vagi et al., 2005). Devido
a presenca do anel fenolico e substituintes hidroxila pode funcionar como antioxidantes
efetivos, devido a habilidade de neutralizar os radicais livres nocivos, inibindo assim suas
reagOes oxidativas com moléculas bioldgicas vitais, prevenindo o desenvolvimento de
muitas condigdes fisioldgicas, as quais podem se manifestar em doencas (Dorman et al.,
2000; Vattem et al., 2005). A atividade antioxidante do extrato metanolico dessas plantas,
combinando com antioxidantes primarios, como o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-
hidroxi-tolueno (BHT) e palmitato de ascorbil (AP) também foram investigados,
demonstrando um efeito antioxidante aditivo desses extratos (Vichi et al., 2001; Vattem et
al., 2005). A acdo oxidante de alguns oOleos essenciais tem sido atribuida a presenca de
acido rosmarinico, devido a este composto possuir quatro grupos hidroxila em sua molécula
e, por esta razdo, apresentar alto potencial de estabilizacdo de radicais livres (Capecka et
al., 2005). Alguns autores, demonstraram que o orégano ¢ também uma fonte potencial de
vitamina C e de outros compostos antioxidantes como os carotenoides, sendo encontrado
um contetido de 4cido ascorbico de 26 + 3 puM/g, de luteina de 206 + 6 pg/g e de zeaxantina

de 44 £ 1 pg/g no 6leo essencial do O. vulgare (Calucci et al., 2003).

Dentre as propriedades tdo destacadas do orégano, pode-se citar ainda sua atividade
antimutagénica. Segundo Lam & Zheng (1991), a suplementagdo de ratos com oOleo
essencial de Origanum proporcionou um aumento na atividade de glutationa S-transferase
(GST) nos tecidos analisados, sugerindo atividade anticancerigena, ja que o GST exerce um
papel importante na detoxificagdo da carcinogénese quimica.

Estudos recentes t€ém buscado a utilizagdo do Origanum como conservante de
alimentos de origem animal e como promotor de crescimento em varias espécies, com a
finalidade de controle de microrganismos e endoparasitas (Giannenas et al., 2003; Bussata,
et al.,, 2007; Oussalah et al., 2007). A suplementacdo com 600 mg do 6leo essencial de
orégano emulsificado, na dieta de um grupo de pessoas durante seis semanas, demonstrou

eficacia do oleo contra infestagdes entéricas de parasitas (Force et al., 2000). Na



alimentacdo animal, o o¢leo essencial tem demonstrado reduzir a atividade de
microrganismos antagonistas no intestino, permitindo uma maior eficiéncia na absorc¢do de
nutrientes pelo animal, podendo representar uma alternativa como promotor de crescimento
e como substituinte da adicao de antibidticos na ragao de aves e suinos (Bilkei et al., 2001;
Corréa et al., 2002; Giannenas et al., 2003). A adi¢dao de dleo essencial do origanum em
testes in vitro frente a inimeras bactérias contaminantes de alimentos, assim como sua
adi¢do a lingiiica toscana, demonstrou a¢ao bacteriostatica e bactericida deste 6leo (Bussata
et al., 2007). Inumeras pesquisas t€ém demonstrado que a adi¢cdo do dleo essencial do O.
vulgare em concentragdes variaveis entre 0,625 pl/mL e 3,125 pl/mL, sdo eficientes como
inibidores da atividade bacteriana, assim como causa alteragcdes morfologicas significativas
na célula, sendo observando diferengas na sensibilidade entre bactérias Gram negativas e
Gram positivas (Baydar et al., 2004; Bertini et al., 2005; Souza et al., 2005; Souza et al.,
2006; Bussata et al., 2007; Oussalah et al., 2007).

A atividade antifingica tem sido avaliada, demonstrando forte inibicdo do o6leo
essencial do O.vulgare e de outras fragdes do extrato, frente a diferentes espécies de fungos
filamentosos, assim como a agdo dos principais componentes do 6leo essencial, como timol
e carvacrol frente a Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Trichosporun beigelli,
Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes, entre outros (Buchanan & Shepherd,
1981; Adam et al., 1989; Tantaoui-Elaraki et al., 1993; Daouk et al., 1995; Garcia et al.,
2003). Além de inibir o crescimento fungico, o Origanum spp t€ém demonstrado agdo no
metabolismo dos fungos. Estudos realizados por Buchanan & Shepherd (1981),
demontraram que a adi¢do de timol a culturas de Aspergillus parasiticus retardou o
crescimento exponencial e a produgdo de aflatoxina pelo fungo. O retardo do crescimento
micelial e a germinacdo do Aspergillus niger, A. flavus e A. ochraceus também foi
demonstrado pela adi¢do do O. vulgare (Paster et al., 1990). O efeito do 6leo essencial de
Origanum vulgare L. sobre inibicdo do crescimento micelial de fungos patogénicos do
arroz, foi demonstrado utilizando concentragdes de 1:2 a 1:32 do o6leo essencial do O.
vulgare (Zanandrea et al., 2004). Bassilico & Bassilico (1999) verificaram a acdo
antifungica do o6leo essencial de orégano (100 ppm) através da inibicdo do crescimento

micelial de Aspergillus ochraceus e produgao de ocratoxina A pelo fungo.



10

Com relagdo a atividade antifiingica frente a leveduras de interesse médico, varios
estudos tém sido desenvolvidos, porém com grandes variagdes quanto ao método de analise
da suscetibilidade in vitro, quanto a modelos experimentais utilizados, composi¢ao do 6leo
essencial, assim como, utilizagdo de compostos isolados em muitas pesquisas (Lambert et
al., 2001; Manohar et al., 2001; Chami et al., 2004). Em estudo conduzido por Manohar e
colaboradores (2001), as propriedades antifiingicas frente a C. albicans, do 6leo essencial
de orégano obtido comercialmente ¢ do composto carvacrol, foram avaliadas in vitro,
demonstrando valores de 0.125 mg/mL para Origanum e de 0.25 mg/mL para carvacrol,
além disso, a administracdo oral didria de 0,1 mL do o6leo puro em camundongos
demonstrou ser efetivo na prevengdo e tratamento da candidiase sistémica. Chami e
colaboradores (2004), avaliaram in vitro e in vivo os efeitos do carvacrol e eugenol no
tratamento de candidiase, demonstrando valores de concentra¢do de inibitoria minima de
6,5 mM para carvacrol e 12 mM para eugenol, assim como bons resultados foram obtidos
no controle da candidiase oral experimental induzido por Candida albicans em ratos
imunossuprimidos. A atividade in vitro do 6leo essencial de O. vulgare com maiores
propor¢des de cariofileno e germacreno-D e do extrato metanolico foi avaliada frente a 15
isolados de fungos incluindo C. albicans, sendo que os resultados demonstraram atividade
antimicrobiana frente a todas as amostras, em contraste, o extrato de metanol ndio
demostrou nenhuma atividade inibitdria (Sahin et al., 2004).

Mesmo sendo reconhecidas as propriedades antimicrobianas, pertencentes as espécies
de Origanum, o mecanismo de acdo dos extratos e/ou 6leo essencial ainda ndo esta
completamente elucidado, ndo se conhecendo o exato modo de acdo frente aos fungos,
porém diversos estudos tem sido conduzidos neste sentido. Segundo Lambert e
colaboradores (2001), a ag¢do antimicrobiana pode ser devido ao prejuizo a diferentes
enzimas, principalmente aquelas envolvidas com a producdo de energia e/ou sintese de
componentes estruturais dos microrganismos. Outra hipotese estudada ¢ de que os oOleos
essenciais sensibilizam a bicamada fosfolipidica da membrana celular do microrganismo,
causando um aumento da permeabilidade e perdas de constituintes intracelulares vitais, ou
causando a inibicdo ou danos nos sistemas enzimaticos (Cox et al., 2000; Singh et al.,
2002). Alguns autores sugerem qua a alteracao na atividade dos canais de calcio ¢ a causa

do aumento da permeabilidade e liberacao dos constituintes intracelulares, assim como um
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decréscimo no ATP intracelular nas células enquanto que, simultaneamente ha aumento no
ATP extracelular, ocasionando uma ruptura na membrana celular do microrganismo
(Helander et al., 1998; Aligiannis et al., 2001; Ponce et al., 2003; Sartoratto et al., 2004).

Em pesquisa desenvolvida por Velluti e colaboradores (2003), foi sugerido que a
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais esta ligada a estrutura de seus componentes,
sendo que a presenga de um nucleo aromatico e um grupo OH fendlico, formariam ligagdes
de hidrogénio com os sitios ativos de enzimas microbianas alvo. Ainda se acredita que
nucleos aromaticos, contendo um grupo funcional polar, sejam os responsaveis pela
atividade antimicrobiana dos oleos essenciais (Sikkema et al., 1994; Milos et al., 2000;
Lambert et al., 2001; Porte & Godoy, 2001).

Devido as caracteristicas intrinsicas do 6leo essencial de Origanum vulgare e a sua
origem natural, este tém sido considerado como de baixo risco, apresentando boa seguranca
para os consumidores e para 0 meio ambiente; € por ser composto por uma gama imensa de
constituintes, apresenta diferentes mecanismos de atividade antimicrobiana, tornando mais
dificil a adaptabilidade dos microrganismos € o desenvolvimento de resisténcia microbiana
frente a sua acdo, caracterizando-se como um promissor agente antimicrobiano (Daferera et

al., 2000; Souza et al., 2005; Souza et al., 2006).

2.3 ANTIFUNGICOS TRADICIONAIS UTILIZADOS EM VETERINARIA

O conceito de agente antifungico ou antimicotico ¢ amplo, e engloba qualquer
substancia capaz de produzir uma alteragdo na estrutura da célula fingica, que consiga
inibir seu desenvolvimento, alterando sua viabilidade e capacidade de sobrevivéncia, direta
ou indiretamente, podendo ainda facilitar ou estimular os sistemas de defesa do hospedeiro
(Tortora et al., 2003; Vargas et al., 2005).

Os farmacos obtidos através de sintese organica tém sido utilizados no tratamento de
diversas infec¢des micoticas. Os antisépticos como tintura de iodo, violeta de genciana,
acido salicilico e benzodico, derivados sulfamidicos, corantes, quinonas ¢ os antifingicos
poliénicos foram amplamente usados até a década de oitenta (Farias & Giufreda, 2002;
Tortora et al., 2003).

O iodo ainda ¢ utilizado na forma de iodeto de sddio e potdssio, porque representa

uma alternativa terapéutica de baixo custo no tratamento da esporotricose de caes e felinos,
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sendo administrado como solugdo saturada, por via oral, na concentracdo de 20%, em
dosagens que variam de 10 a 40 mg/Kg, uma a duas vezes ao dia. Entretanto o esquema
terapéutico ¢ freqiientemente interrompido devido ao surgimento de reacdes alérgicas e
toxicas, especialmente em felinos, que ¢ a espécie com maior sensibilidade aos iodetos
(Lacaz et al., 2002; Nobre et al., 2002).

A nistatina foi o primeiro antibidtico poli€nico a ser isolado do Streptomyces noursei
em 1949, e até os dias atuais ¢ largamente utilizada no tratamento de candidiase oral ou
vaginal, especificamente para uso topico. Numerosos antibidticos poli€nicos tém sido
descritos, também a anfotericina B pertence a este grupo, porém poucos sao usados como
antifingicos, devido ao alto grau de toxicidade inerente a todos eles (Farias & Giuftrida,
2002). Em medicina veterindria, a nistatina esta disponivel associada a outros antibidticos
para uso topico, com indicacdo para o tratamento de otites externas por leveduras como a
Malassezia pachydermatis (Jaham, 2000).

Em baixas concentragdes os antibidticos poli€nicos afetam somente as células que
contenham esterdis nas membranas celulares, ligam-se ao ergosterol criando poros na
membrana citoplasmatica do fungo, o que permite a perda de agua e eletrolitos, interferem
também com as fungdes de seletividade de membrana, podendo resultar em morte do
organismo (Aronso et al., 1992; Farias & Giuffrida, 2002; Nobre et al., 2002).

A partir da década de oitenta, houve um incremento das infec¢des fungicas, surgindo
novas classes de antifungicos, conhecidos como azdis. Os farmacos pertencentes ao grupo
dos azois representam a maior classe de antifungicos utilizados na terap€utica das micoses
em medicina veterinaria, sendo divididos em imidazoles como cetoconazol € miconazol e
os triazoles como fluconazol e itraconazol (Gabal, 1986; Nobre et al., 2002, Tortora et al.,
2003).

A estrutura quimica dos azdis compreende, basicamente, um ou mais anéis azolicos,
unidos ao restante da molécula por ligagdo do tipo C-N. Os imidazois contém dois dtomos
de nitrogénio no anel azdlico enquanto que, para os triazdlicos, um terceiro atomo de
nitrogénio foi introduzido na estrutura (Farias & Giuffrida, 2002). Sao fairmacos de amplo
espectro com similar mecanismo de acdo, apresentando diferengas quanto a
farmacocinética, toxicidade e o uso clinico (Jaham et al., 2000; Nobre et al., 2002).

Os azois atuam inibindo a sintese do ergosterol na membrana citoplasmatica da célula
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fungica por interferéncia no citocromo P-450. O processo ocorre devido a inibicao seletiva
da enzima 14 alfa-demetilase, que participa favorecendo a conversdo de lanosterol a
ergosterol. A substituicdo do ergosterol por precursores metilados leva a formagao de
membranas plasmaticas defectivas, com permeabilidade alterada (Farias & Giuffrida,
2002). O resultado deste processo ¢ a desorganizagdo e espessamento do plasmalema,
prejudicando a captacdo dos nutrientes que resulta em necrose celular (Odds at al., 2003,
Bergold & Georgiadis, 2004; Fica, 2004). De acordo com o grau de afinidade e
seletividade, os azois interferem com a biossintese de colesterol, cortisol e testosterona,
bem como com o metabolismo hepatico (Farias & Giuffrida, 2002). A atividade de outros
sistemas enzimaticos como o mecanismo oxidativo e o peroxidativo, também sao alterados
(Jaham, 2000).

O cetoconazol foi o primeiro antifungico da classe dos imidazoéis usado oralmente no
tratamento das micoses sist€émicas, sendo amplamente utilizado em veterindria para o
tratamento de dermatofitose (Farias & Giuffrida, 2002). Mostra-se menos efetivo no
tratamento de aspergilose e esporotricose. O farmaco apresenta distribui¢do limitada e sua
penetracdo no liquido cefaloraquidiano ¢ minima, ndo sendo recomendado em animais
prenhez por ser teratogénico, e em lactantes por ser eliminado no leite. Apresenta
metaboliza¢dao hepatica sendo eliminado predominantemente por via biliar (Jaham, 2000;
Farias & Giuffrida, 2002).

O itraconazol foi autorizado em 1992 para uso nos quadros de blastomicose,
aspergilose e histoplasmose, inclusive em pacientes imunodeprimidos, sendo o fdrmaco
antifingico mais utilizado na clinica para o tratamento da esporotricose felina, com doses
variando de 10 a 40 mg/kg. E recomendado o uso em cdes e gatos, para o tratamento da
dermatofitose, blastomicose, criptococose e aspergilose nasal em doses variando de 5 a 10
mg/ kg (Nobre et al., 2002). A maior especificidade pelas enzimas citocromo P-450 dos
fungos, ¢ a principal vantagem do uso do itraconazol, além de ndo apresentar efeito
significante no metabolismo de androgenos e cortisol (Fica, 2004). Apresenta rapida
absor¢ao e extensa distribui¢do nos tecidos lipofilicos, atingindo pico plasmatico apods 3 a
4h, metabolizacdo hepatica e excrecdo biliar e renal (Jaham, 2000; Farias & Giuffrida,
2002).

Apesar de o itraconazol ser considerado um farmaco com reduzida toxicidade em
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relagdo aos outros azodis, tem sido descritos efeitos colaterais como nauseas, vOomitos,
hipocalemia, hipertensdo e cefaléia, sendo contra-indicado em gestantes, lactantes e em
pacientes com doenga hepatica (Bergold & Georgiadis, 2004; Catalan & Montejo, 2006).

O fluconazol foi desenvolvido em 1982 e licenciado em 1990 para uso humano no
tratamento da criptococose e candidiase, ¢ um antifingico triazolico, hidrossoluvel com
excelente absorcdo e meia-vida longa. O baixo peso molecular e a alta solubilidade do
farmaco contribuem para a alta biodisponibilidade, o que permite que a maior parte dos
pacientes sejam tratados por via oral, recebendo uma dosificacao diaria de 6 a 12 mg/kg/dia
(Farias & Giuffrida, 2002; Fica, 2004). O espectro de agdo do fluconazol é semelhante ao
itraconazol, incluindo micoses superficiais e profundas. Nao tem demonstrado atividade
contra fungos filamentosos, e a resisténcia adquirida em certas espécies de Candida e
Criptococcus tem sido descrita, porém a atividade do fluconazol é reconhecida contra
isolados de C. albicans e C. neoformans var. neoformans (Bergold & Georgiadis, 2004;
Catalan & Montejo, 2006).

O fluconazol ¢ um dos farmacos de opgao para o Sistema Nervoso Central, devido a
alcangar bons niveis nos liquidos encefalicos (Fica, 2004; Catalan & Montejo, 2006). O
antifingico estd disponivel em comprimidos de 5 mg ¢ 100 mg, capsulas de 150 mg,
suspensdao oral com 10-40 mg/mL e infusdo intravenosa de 2 mg/mL. A duragdo do
tratamento ¢ no minimo de 6 a 8 semanas, sendo recomendado seu uso por 4 a 6 meses, nos
casos de meningite fingica. Em infec¢des sistémicas deve ser administrado diariamente em
doses que variam de 100 mg até 400 mg didrios por um periodo indefinido, ressaltando que
a aplicagdao endovenosa nao pode exceder a 10 mL/min. As doses usuais para pequenos
animais sdo em média de 2,5 a 5 mg/Kg diariamente (Farias & Giuffrida, 2002). Os efeitos
colaterais sdo esporadicos, demonstrando seguranca no uso do farmaco. Sinais
gastrintestinais como nauseas, dor abdominal, diarréia, flatuléncia podendo surgir “rash”
cutaneo, eritema e hepatotoxicidade (Fica, 2004). Em medicina humana ¢ o antifingico
mais utilizado em casos de infec¢des por leveduras do género Candida, especialmente em
pacientes neutropénicos, no entanto, seu uso ¢ restrito nos casos de infeccdes por C. krusei,
C. glabrata e alguns fungos filamentosos como Aspergillus spp. (Fica, 2004; Catalan &
Montejo, 2006).
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Especificamente em relagdo a resisténcia por parte do género Candida, estudos com
isolados da mucosa oral de pacientes com AIDS, demonstraram que 25,42% dos isolados
foram resistentes ao itraconazol; 45,76% ao cetoconazol e 66% a fluconazol (Silva et al.;
1998). Em relagdo a sensibilidade de Candida tropicalis frente aos antifungicos, foi
demonstrado 48% de resisténcia para o fluconazol, 33% para cetoconazol, 17% para 5-
fluorocitosona e 17% para o itraconazol (Law et al., 1996).

Em sintese, o nimero de farmacos disponiveis para o tratamento de infeccdes
fungicas em medicina veterinaria ¢ limitado, além dos freqiientes efeitos colaterais
relacionados ao seu uso, restringindo-se aos polienos convencionais, a primeira geracao de
triazoles, fluconazol e itraconazol (Nobre at al., 2002; Rochete et al., 2003). Mais
raramente, anfotericina B tem sido utilizada associada ou ndo a um derivado azole, como
estratégia de seguranca e eficacia (Rochete et al., 2003). Apesar do nimero crescente de
relatos de micoses nas diferentes espécies, muitos casos sdo considerados de pouca
importancia ndo sendo realizado o diagnostico de certeza e o tratamento adequado
(Sanglard, 2002; Bergold & Georgiadis, 2004; Vargas et al., 2005), sendo de vital

importancia a busca por uma terapia adequada nesses pacientes.

2.4 FUNGOS OPORTUNISTAS EM MEDICINA VETERINARIA
2.4.1 - CANDIDA spp

O género Candida ¢ atualmente classificado na subdivisdo Deuteromycotina, classe
Blastomycetes, ordem Moniliales, familia Cryptococcaceae, sendo constituido por
leveduras que tém reproducdo assexuada, através da formacdo de blastoconidios, pseudo-
hifas e, ocasionalmente, hifas verdadeiras, algumas espécies do género ja tém a forma
sexuada ou teleomorfa conhecida, como no caso da Candida guilliermondii e C. krusei que
estdo classificadas na subdivisdo Ascomycotina, classe Hemiascomycetes, ordem
Endomycetales, familia Saccharomycetaceae, género Pichia e género Issatchenkia
respectivamente (Lacaz et al., 1980; Rippon, 1988; Know-Chung & Bennett, 1992; Sidrim
& Moreira, 1999; Lazaz et al., 2002).

No exame direto do material clinico, o género apresenta-se em sua forma saprobia,
como uma levedura ovalada, gram positiva com tamanho variavel de 2 a 6 um, e como

células alongadas com brotamentos, semelhante a hifas, denominadas pseudo-hifas quando
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em parasitismo. No cultivo a 35°C em agar saboraund dextrose, tem crescimento rapido,
entre 24-48 horas, apresentando colonias brilhantes ou opacas, textura cremosa, com bordas
regulares ou irregulares, de coloracdo branca a creme e odor de levedo. Na microscopia
caracterizam-se por blastoconidios esféricos (8-12 um) ou levemente ovais (6-10 pm x 3,6-
6 um), paredes finas e auséncia de capsula, sendo que algumas espécies apresentam
clamidoconidios terminais ou intercalares (Sidrim & Moreira, 1999; Lacaz et al., 2002).

A identificacdo das espécies de leveduras do género Candida segue alguns critérios
basicos como: a producdo de pseudo-hifas ou hifas verdadeiras; fermentacdo de
carboidratos e assimilagdo de agucares (Lacaz et al., 2002). Podem-se diferenciar as
espécies de Candida através da produgdo de tubo germinativo, utilizagdo das fontes de
carbono e de nitrogénio, exigéncias nutricionais para o cultivo, crescimento a altas
temperaturas e suscetibilidade das leveduras frente a cicloheximida (Lacaz et al., 1980;
Sidrim & Moreira, 1999).

As principais espécies dentro do género sdo: C. albicans, C. parapsilosis, C. Kruseli,
C. lusitanie, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. curvata, C.
lambica, C. famata, C. rugosa e C. humicola (Lacaz et al., 1980; Rippon, 1988; Know-
Chung & Bennett, 1992; Sidrim & Moreira, 1999); porém a espécie envolvida na maioria
dos casos de candidiase em mamiferos ¢ reconhecidamente C. albicans, entretanto espécies
ndo-albicans, tem apresentado crescente importancia nos quadros clinicos (Kwon-Chung &
Bennet, 1992; Sidrim & Moreira, 1999; Ziarrusta, 2002).

C. albicans ¢ considerada a espécie com maior potencial patogénico, devido a fatores
como formagdo de hifas, pseudo-hifas e tubo germinativo, além de secre¢ao de enzimas
hidroliticas como fosfolipases e proteinases, sendo um fungo leveduriforme quando
saprobia e que assume filamentosa quando invade os tecidos (Lacaz et al., 2002; Schaller et
al., 2005; Castro et al., 2006). Esta espécie pode ser antigenicamente dividida em dois
sorotipos principais baseados nas diferengas da superficie antigénica definida como A e B.
A expressdo antigénica na superficie da parede celular de C. albicans ¢ um processo muito
dinamico que pode refletir a habilidade do microorganismo de se adaptar ao hospedeiro. A
variabilidade pode ser influenciada através de fatores ambientais e nutricionais, como

também pela origem (Ferreiro et al., 2002; Sant’ana et al., 2002).
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Algumas espécies de Candida sao consideradas ubiquas de tegumento e mucosas de
mamiferos, porém o isolamento do solo e dgua ocorre devido a contaminagao por dejetos
humanos e de animais. Apesar da infec¢do por Candida ndo ser contagiosa, tem sido
demonstrado que a transmissdo vertical de C. albicans ocorre de mae para filho no
momento do parto, enquanto cepas de C. parapsilosis sdao transmitidas por profissionais
de satude (Sidrim & Moreira, 1999; Lacaz et al., 2002).

Em animais as leveduras do género Candida sao isoladas das mucosas vaginal, oral
e anal, bem como da pele, meato acustico externo e espago interdigital, podendo tornar-se
patogénicas com o aumento do numero de células (Kwon-Chung & Bennett, 1992;
Bornand, 1992; Wilkinson & Harvey, 1996; Carlotti, 1997; Guillot et al., 1996; Sierra et
al., 2000; Moreira Jr., 2001).

Embora nao seja indicativa de doenga, a colonizagao pelo fungo ¢ fundamental para
a instalacdo da infec¢do clinica, sendo que a alta concentragdo do microrganismo esta
relacionada a maior probabilidade de desenvolvimento de candidiase (Ferreira et al.,
1996; Miiller & Kirk, 1996; Sidrim & Moreira, 1999). Terapia com antineoplasicos,
permanéncia de dispositivos intravenosos em paciente critico, pacientes neutropénicos e
transplantados; alteragdes das barreiras anatomicas por traumas, queimaduras,
cateterismo, ventilagdo mecanica; circunstancias que alterem a microbiota normal, como
uso de antibidticos de amplo espectro, os desequilibrios nutricionais, doengas auto-imunes
e metabolicas, endocrinopatias, imunossupressao devido ao uso indiscriminado de
antibidticos, glicocorticdides ou farmacos indutores de neutropenia, estdo envolvidos nos
casos mais graves da doenga (Ferreiro et al., 2002; Rodriguez et al., 2003; Cleff et al.,
2007). Pacientes idosos, debilitados, recém-nascidos prematuros e/ou desnutridos, e
transplantados sdo mais susceptiveis a enfermidade. Outros estudos citam fatores
fisiolégicos, como ciclo reprodutivo e gestacdo, como sendo capazes de alterar a resposta
imune local e sistémica, importante fator para a instalagdo da candidiase em humanos
(Fidel Jr et al., 2000; Fahey & Wira, 2002; Ziarrusta, 2002; Cleff et al., 2005). Todos os
fatores citados contribuem para a ocorréncia da micose, porém o aumento da incidéncia
de infecgdes fungicas por Candida spp tem sido descrito especialmente apos o advento da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e com a sobrevida de pacientes

imunocomprometidos (Colombo & Guimaraes, 2003).
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Em medicina veterinaria a multiplicacdo celular das leveduras ¢ facilitada por
alguns fatores como: produgdo excessiva de cerume no caso de otites, alteracdes do pH,
apés terapia antibiotica, glicocorticoides ou farmacos indutores de neutropenia,
deficiéncia nutricional, principalmente de vitaminas e ferro, doengas metabolicas,
endocrinopatias (Lacaz et al., 1980; Fotos & Hellstein, 1992; Willense, 1995; Guillot et
al.,, 1996; Sidrim & Moreira; 1999; Brown & Rogers, 2001; Lacaz et al., 2003). O
confinamento, o estresse e infecgdes por outros microrganismos, assim como deficiéncia
na resposta imune mediada por células, podem ser também importantes no
desencadeamento da infec¢do (Lacaz et al., 2002; Ferreiro et al., 2003).

As células de Candida spp. sdo capazes de aderirem-se as membranas celulares do
hospedeiro, principalmente no trato gastrintestinal, mucosas vaginal e oral, cornea,
endotélio vascular e plaquetas. A aderéncia e penetragdo nos tecidos estdo associadas a
viruléncia das amostras e sdo devidas ao componente glicoproteico da parede das
leveduras, que favorece a inflamagao ativando a via alternativa do complemento (Ziarrusta,
2002; Lacaz et al., 2002).

A producdo de fosfolipase ¢ considerada um fator importante para o processo de
infeccdo, estando localizada na superficie da levedura e na extremidade do tubo
germinativo, atua pela hidrdlise dos fosfolipideos, dando origem aos lisofosfolipideos que
causam dano a célula epitelial; até o momento estudos afirmam que entre as espécies de
Candida, apenas C. albicans ¢é capaz de produzir fosfolipase (Hube at al., 2001; Schaller et
al., 2005).

A proteinase extracelular produzida por diferentes espécies de Candida ¢ capaz de
degradar queratina, coldgeno, albumina, fibronectina, hemoglobina, cadeia pesada de
imunoglobulina e proteinas de matriz extracelular. Enzimas proteoliticas foram
encontradas em isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis obtidas de varias
amostras clinicas (Fusek et al., 1993; Zaugg et al., 2001; Schaller et al., 2005).

Os principais fatores envolvidos na patogénese das candidiases sdo: adesdo,
penetragdo e invasdo; durante o processo de adesdo ocorre a unido de uma proteina
micotica ao receptor de membrana Csb; uma vez aderidas ocorre a germinacdo dos
esporos ¢ a formagdo das hifas que sdo responsaveis pela penetragdo nos tecidos. Este

processo de penetragdo esta diretamente relacionado com a produgdo de proteases, capaz
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de destruir proteinas com funcdo de defesa. No processo de invasdo epitelial ocorre a
liberagdo de substancias como prostaglandinas e bradicininas, que induzem a processos
inflamatdrios locais, levando ao edema, eritema e aumento do fluxo (Ziarrusta, 2002).

Apo6s a multiplicag@o e invasao dos tecidos, as leveduras do género Candida podem
provocar lesdes superficiais em pele e mucosas, assim como se disseminar para diferentes
orgdos como rins, pulmdo, coragdo, articulagdes, ossos e sistema nervoso central. A
candidiase apresenta diversas manifestagcdes clinicas de carater subagudo, agudo ou
cronico, que podem ser agrupadas em trés formas: cutdneo-mucosa, sist€émica ou visceral,
alérgica (Sidrim & Moreira, 1999; Lacaz et al., 2002).

Em medicina veterinaria os sinais clinicos da micose dependem da espécie envolvida
e da forma de apresentacdo da micose, sendo que ja foram descritos casos em aves,
eqiiinos, suinos, bovinos, caninos ¢ felinos (Rippon, 1988; Know-Chung & Bennet, 1992;
Lacaz et al., 2002). Porém, o trato gastrintestinal (TGI) e reprodutivo (TR) parece ser os
mais afetados nos animais de produ¢do, nos quais a infeccdo pode ocasionar diminui¢dao do
crescimento e alta mortalidade em aves jovens. Em potros e leitdes sdo encontradas lesdes
ulceradas no TGI, ocasionando ruptura e diarréia. Nas éguas, as infecgOes genitais
produzem esterilidade, metrite e aborto, podendo ser observado corrimento vaginal
esbranquicado, prurido e ulceras no trato reprodutivo. Em bovinos de leite a principal
forma clinica ¢ a mastite, seguida por problemas reprodutivos; o leite em geral torna-se
viscoso e mais escuro havendo uma diminui¢ao na produ¢do (Rippon, 1988; Know-Chung
& Bennet, 1992; Lacaz et al., 2002).

Na clinica de pequenos animais tem sido cada vez mais freqiientes os relatos de
candidiase, sendo descrito casos de piodermatite das pregas labiais, dermatite mucocutanea
localizada e disseminada, otites, infeccdes do trato urinario e infecgdes sistémicas (Mueller
et al., 2002; Moretti et al., 2004; Moretti et al., 2006). Na pele as lesdes sdo inicialmente
avermelhadas de superficie imida, em alguns casos hd o prurido, presenca de papulas e
pustulas, evoluindo para placas e ulceras (Willense, 1995; Lacaz et al., 2002). Nas mucosas
observa-se maceracdo e ulceras recobertas por exsudato esbranquigado. O género Candida,
na espécie canina, tem predilecio por mucosas, jungdes mucocutaneas, dareas

intertriginosas, leito ungueal e areas interdigitais (Guillot et al., 1996; Raposo et al., 1996),
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bem como areas onde a umidade possa persistir € macerar a pele, como o meato acustico
externo e a face dorsal da orelha (Willemse, 1995; Guillot et al., 1996).

Em clinica médica humana Candida spp vem sendo amplamente reconhecida como o
patogeno oportunista de maior ocorréncia (Colombo & Gimaraes, 2003), e apontada como
principal agente de micoses em pacientes imunodeprimidos em todo o mundo (Nucci et al.,
1998; Sant’ana et al., 2002). No Brasil o relato de candidiase humana ¢ muito freqiiente,
sendo o fungo descrito como causador de micoses oportunistas, colonizando,
freqiientemente, pele e membranas mucosas, como na cavidade oral, vaginal e no trato
gastrointestinal de pacientes higidos (Lacaz et al., 1980; Rippon, 1988; Know-chung &
Bennett, 1992; Sidrim & Moreira, 1999; Colombo & Guimaraes, 2003). A freqiiéncia de
isolamento das leveduras do género Candida em mulheres sadias fica em torno de 20 a
48% em média. A colonizacdo da mucosa vaginal por Candida spp pode levar a candidiase
vulvovaginal que representa um problema universal, afetando milhdes de mulheres em todo
o mundo (Ribeiro et al., 2001; Ziarrusta, 2002).

Nas mucosas podem ser observados filamentos micelianos misturados a
blastoconidios, associado a infiltrado inflamatério com neoformacdo capilar.
Macroscopicamene podem ser observadas lesdes maceradas, exsudativas, ulcerativas,
eritematosas e presencga de placa esbranquigada no tegumento cutaneo, unhas, cavidade oral
e vaginal (Willense, 1995; Taylor et al., 2005). Na forma sistémica ou disseminada sdo
observados abscessos e granulomas em diferentes 6rgaos, especialmente nos rins, podem
ocorrer endoftalmites, com lesdes esbranquicadas na retina e vitreo (Sidrim & Moreira,
1999; Lacaz et al., 2002).

Os processos patologicos decorrentes da candiase sdo bem variados em funcgdo da
apresentacao clinica da doenga, ocorrendo desde irritacdo e inflamagdo, até uma resposta
granulomatosa e supurativa. O exame das lesdes cutdneas demonstra reacdo inflamatoria
mista, podendo ter formagdo de pustulas epidérmicas, espongiose, formagdo de micro-
vesiculas e vesiculas, abcessos ou granuloma sérico, sendo caracterizadas como dermatite
perivascular  (espongiforme ou hiperplasica), dermatite pustular intradérmica
(especialmente sub-corneal) ou foliculite (supurativa) (Sidrim & Moreira, 1999, Lacaz et

al., 2002).
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Nos tecidos, através das técnicas de PAS (Acido Periddico Schiff) ou Grocott-
Gomori, verificam-se estruturas alongadas, tubulares, septadas, formando cadeias,
conhecidas como pseudo-hifas, além de blastoconidios que podem estar isolados ou
agrupados nas constri¢des das hifas (Know-Chung & Bennett, 1992; Lacaz et al., 2002).

O aspecto histologico das lesdes € caracterizado por intenso infiltrado mononuclear,
com predominio de macrofagos, areas de necrose e extensa reagdo fibrobldstica, com
formagdo de tecido de granulacdo. As estruturas fingicas sdo mais facilmente visualizadas
nos infiltrados de macréfagos ou no interior das células gigantes (Know-Chung & Bennett,
1992; Lacaz et al., 2002).

O diagnostico presuntivo da candidiase baseia-se na epidemiologia, sinais clinicos,
aspecto das lesdes e exame direto do material coletado processado em KOH 20% ou por
esfregacos corados com Gram ou Giemsa. Na microscopia serdo visualizadas células gram
positivas, ovaladas e/ou arredondadas, com brotamento e hifas (Know-Chung & Bennett,
1992; Sidrim & Moreira, 1999).

O diagnostico definitivo € realizado através do cultivo com posterior identificacdo da
levedura. As diferentes espécies de Candida podem ser isoladas em agar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol, na temperatura de 37°C, com crescimento em 24-48 h. A
identificacdo final passa por varias etapas, como prova do tubo germinativo, microcultivo
em agar fuba, provas fisiologicas de assimilagdo de fontes carbonadas e nitrogenadas,
fermentacdo de agucares, inoculagdo em meios especificos e teste de termotolerancia
(Sidrim & Moreira, 1999; Lacaz et al.,, 2002). Atualmente tem se utilizado provas
moleculares como o PCR (Reacao em Cadeia Polimerase) para identificacdo das espécies,
tendo como vantagens a rapidez e alta especificidade (Moretti et al., 2004; Moretti et al.,
2006).

No caso de infeccao sistémica, o diagnostico baseia-se na visualizagdo e isolamento
da levedura em diversos 0rgdos, ou em espécimes clinicos como na urina, aspirado, biopsia,
lavado bronquico e sangue, sendo obrigatoria a quantificagdo da populagdo fungica
(Colombo & Guimaraes, 2003)

Provas de precipitagdo, imunodifusdo, aglutinacdo em latex, radioimunoensaio (RIA)
e ELISA podem detectar anticorpos contra Candida. Também foram desenvolvidos testes

para detec¢do de antigeno circulante, utilizando métodos imunolégicos ou nao-
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imunologicos. Das técnicas ndo-imunoldgicas, tem se utilizado a cromatografia gas-liquido
(GLC), que detecta derivado de manose na parede celular ou um subproduto metabolico, D-
arabinitol. A deteccdo de antigeno por métodos imunologicos como ELISA ou RIA tem
sido utilizada, porém a aglutinagdo em latex para antigeno de glicoproteina provou ser o
mais util, embora tenham sido encontrados resultados variaveis (Kano et al., 2001; Lacaz et
al., 2002).

Nas candidiases cutaneo-mucosas deve ser realizado diagndstico diferencial com
infecgdes bacterianas, dermatofitoses, geotricose, malasseziose € neoplasias, enquanto que
nos quadros sistémicos deve ser diferenciada de outras micoses como criptococose,
aspergilose e zigomicoses (Guillott et al., 1996; Raposo et al., 1996; Sidrim & Moreira,
1999, Lacaz et al., 2002).

2.4.2 SPOROTHRIX SCHENCKII

S. schenckii pertence a divisdao Ascomycota, subclasse Euascomycetes, ordem
Ophiostomatales, familia Ophiostomataceae, género Sporothrix e espécie schenckii (Know-
Chung & Bennett, 1992; Lacaz et al., 2002). Varias outras espécies do género tém sido
descritas, sendo a mais recente conhecida como Sporothrix cynanescens, no entanto, o S.
schenckii ¢ a Unica patogénica. A forma sexuada do agente ndo estd totalmente definida,
embora a andlise molecular de seu 18S rRNA forneceu indiretamente como provavel forma
sexual seja Ophiostoma stenoceras, que esta relacionado para o Ascomycetes.

O S. schenckii ¢ considerado saprofita de solo rico em matéria organica e celulose,
sendo que o seu isolamento foi obtido a partir de cascas de arvores, musgo (Sphaganum) e
sementes de coniferas (Arenas, 1993; Donadel et al., 1993). A temperatura ambiente ou em
condigdes in vitro a 25°C, o agente tem rapido crescimento, apresentando-se como uma
colonia inicialmente branca amarelada, sedosa, membranosa, as vezes com micélio aéreo,
posteriormente se tornando pregueada e escurecida. Microscopicamente sdo observadas
hifas finas, septadas, ramificadas, medindo 1-2 um de didmetro com conidiéforos
alongados, simpodiais, contendo apices entumecidos, frutificando conidios hialinos,
elipticos ou ovais dispostos em rosetas. Na sua forma parasitaria ou quando cultivado a
37°C, a coldnia adota forma leveduriforme, com aspecto de colonia bacteriana de coloracao

cinza ou creme. A micromorfologia do agente evidencia células leveduriformes, pequenas,
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ovais ou no formato de “charutos”, com brotamento simples ou multiplo (Know-Chung &
Bennett, 1992; Arenas, 1993; Lacaz et al., 2002).

A caracteristica dimorfica do S. schenckii ¢ comprovadamente um dos fatores
relacionados a sua viruléncia, sendo que o dimorfismo lhe confere maior capacidade de
protecdo frente ao sistema imune do hospedeiro. Outros fatores associados a viruléncia do
agente tém sido descritos como a provavel correlacdo entre a termotolerancia e as formas
clinicas da micose. Isolados incapazes de crescer a temperaturas superiores a 35 e 37°C,
estdo associados com lesOes cutineas caracteristicas com a forma cutinea fixa da micose,
enquanto que isolados termotolerantes estariam aptos a desenvolverem-se nos Orgaos
internos (Know-Chung & Bennett, 1992; Tachibana et al., 1999). A presenca da melanina
na parede fingica, confere ao S. schenckii protecao celular contra danos quimicos e fisicos
(Romero-Martinez et al., 2000). Em relagdo ao tempo de cultivo de conideos, foi observado
que os cultivados por um periodo de quatro dias sdo mais virulentos, quando comparados
com aqueles cultivados ha 12 dias, sendo ainda detectados diferengas entre a composicao
da parede celular desses conideos. Alguns autores observaram que a forma leveduriforme ¢é
mais resistente frente ao peroxido de hidrogénio (H,O,) e neutréfilos em comparagdo a fase
filamentosa do agente (Kajiwara et al., 2004).

A esporotricose ¢ uma micose subcutianea, de evolucdo subaguda ou cronica, que
ocorre em toda extensdo geografica, principalmente em regides tropicais e subtropicais
(Know-Chung & Bennett, 1992; Davis, 1996; Farias et al., 1997; Lacaz et al., 2002).
Normalmente, a infeccdo com S. schenckii ocorre devido a inoculagdo acidental ou
traumatica do agente na pele, por espinhos ou material vegetal o que, provavelmente,
justifica a maior freqiiéncia da enfermidade em jardineiros, agricultores, tratadores de
animais, floristas ¢ manipuladores de sementes e mineiros, sendo considerada, portanto,
uma micose ocupacional. A infec¢do pode também ocorrer através da contaminagdo de
feridas abertas, ou da pele com solugdo de continuidade, por exsudatos provenientes de
animais infectados, ou, ainda, mais raramente, pela inalacdo de conidios resultando em
infec¢ao pulmonar (Know-Chung & Bennett, 1992; Davis, 1996; Lacaz et al., 2002).

No Brasil, assim como em outros paises, a esporotricose em animais, era considerada
micose rara (Larsson et al., 1989; Marques et al., 1993), até os anos 90 o maior nimero de

casos na literatura mundial de esporotricose descrita, foi relatado por Freitas e
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colaboradores (1965), com oito casos em felinos e 12 em caes. A partir de 1998, na regido
sudeste do Brasil, particularmente no Rio de Janeiro, zona litordnea de clima quente e
umido, vem ocorrendo uma epidemia envolvendo felinos domésticos e humanos (Schubach
et al., 2003a). Os relatos descrevem casos isolados e atingindo grupos de animais, o que
levou ao registro de centenas de animais comprovadamente com esporotricose ¢
conseqiientemente também o registro de casos zoonoticos (Fleury et al., 2001;Nobre et al.,
2002; Barros et al., 2004).

A espécie felina esta mais frequentemenete envolvida nos relatos zoonoéticos da
esporotricose devido aos habitos inerentes desses animais de esfregar-se no solo, em cascas
de arvores, ou ainda através de mordidas ou arranhdes durante brincadeiras e brigas,
quando os felinos carreiam o fungo e o transmitem para outros animais ¢ ao homem. Sao
relacionados os felinos machos nao castrados, com faixa etaria em torno dos quatros anos e
de livre acesso a rua, como os principais acometidos, isso provavelmente devido a natureza
geofilica do fungo e maior exposi¢do desses animais (Dixon, 1991; Donadel, 1993; Farias,
1997; Souza, 2001; Souza et al., 2006). Outro fator relacionado ¢ a presenca de grande
quantidade de leveduras nas lesdes dos animais enfermos. Estudos relatam o isolamento de
S. schenckii de unhas e cavidade bucal de felinos acometidos com esporotricose (Souza,
2001; Schubach et al., 2001).

Em caes, as formas cutanea-fixa e disseminada da esporotricose sdo as mais comuns,
com lesdes geralmente na face, pavilhdo auricular, tronco e membros. As lesdes sdo
nodulares e ulcerativas, ndo pruriginosas, com presen¢a de crostas e placas anulares de
alopecia (Farias et al., 1997; Schubach & Schubach, 2000).

A esporotricose em eqiiinos possui caracter cronico, com nddulos subcutaneos, que
ulceram e formam crostas, geralmente localizados nos membros ou no pescogo. No eqiiino
as principais formas clinicas s3o: a forma linfatica, com linfangite proliferativa,
desenvolvendo nddulos ao longo dos vasos, € a forma subcutanea, com multiplos nédulos
no sistema intertegumentario (Copetti et al., 2002).

Os relatos zoono6ticos da esporotricose demonstram que o homem pode se contaminar
através de arranhadura, mordedura, contamina¢do por solu¢do de continuidade cutanea

preexistente, ou contato direto da pele levemente irritada com lesdes ulceradas e
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exsudativas dos animais enfermos (Souza et al, 2000; Schubach et al, 2003; Schubach &
Schubach, 2000).

A esporotricose felina pode mimetizar outras infecgdes granulomatosas e neoplasias
cutaneas, sendo que as lesdes se concentram, principalmente na regido cefalica, membros e
cauda, podendo ser semelhantes aquelas decorrentes de criptococose, ou, inicialmente, se
assemelham as feridas provocadas por brigas, na forma de abcesso, podendo evoluir para
lesdes necroéticas, erosivas, ulceradas e crostosas, sendo que as areas lesadas, normalmente,
sdo indolores e ndo pruriginosas (Freitas et al., 1956; Larsson et al., 1989; Wolf & Tray,
1997; Schubach et al., 2003). Dessa forma ¢ imprescindivel, para o estabelecimento de um
diagnostico definitivo, recorrer a exames complementares (Dunstan et al., 1986; Lappin,
1993; Scott & Muller, 1996; Lacaz et al., 2002).

A cultura micolégica de exsudatos, tecidos ou aspirados de lesdes, permite a
confirmac¢ao do diagndstico para a esporotricose (Ettinger, 1996), sendo rara a visualizacao
direta do microrganismo em exsudato humano, devido a pequena quantidade do agente
fungico presente (Sherding, 1989). Em felinos o exame citoldgico frequentemente revela a
presenca do agente, normalmente esses sao polimorfos, podendo estar no interior ou exteior
de células. Para o diagndstico de certeza, o exame micoldgico ¢ indispensavel, sendo que o
S. schenckii se desenvolve bem no meio de cultura dgar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol acrescido de cicloheximida, podendo, também, ser cultivado nos meios agar
fubd, infusdo cérebro-coracao (BHI) e agar batata, sendo que o dimorfismo do agente pode
ser demonstrado quando este ¢ cultivado a 25°C e a 37°C (Know-chung & Bennett, 1993;

Lacaz et al., 2002).
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RESUMO

Considerando os escassos diagnosticos de candidiase em pequenos animais, especialmente
na regido sul do Brasil, o presente estudo tem como objetivo relatar um caso de candidiase
cutanea difusa em um cao. O animal descrito tinha 10 anos de idade e apresentava lesoes
cutaneas exsudativas, alopécicas e umidas, tendo um historico de uso de corticosteroides e
antibidticoterapia associado a situagdo de estresse. Foram colhidas amostras das lesdes para
o exame micologico, o qual confirmou o diagndstico de candidiase por C. albicans. O
estudo ressalta os riscos do uso indiscriminado de antimicrobianos e/ou corticosteroides,
associados ao estresse, como facilitadores para a instalagdo de micoses oportunistas.

Palavras-chave: Candidiase, Candida albicans, cutanea, canino.

CUTANEOUS INFECTION BY Candida albicans IN A DOG

ABSTRACT

Considering the low number of candidiasis diagnosis in small animals, mainly in the south
area of Brazil, the aim of this report is describe a case of cutaneous candidiasis in a dog. A
canine 10-year-old presented exudative, alopecicas and humid cutaneous lesions, with a
history of glucocorticoid and antimicrobial therapy associated to stress condition. Samples
were collected from the lesions for mycological exam that confirmed the candidiasis
diagnosis by C. albicans. The report emphasizes that the indiscriminate use of
antimicrobials and/or corticosteroids and stress are factors that increased the risk of
opportunist mycosis development.

Key words: Candidiasis, Candida albicans, cutaneous, dog.
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INFECCION CUTANEA EN UN PERRO DEBIDO A Candida albicans

RESUMEN

Teniendo en cuenta los escassos diagnosticos de la candidiasis en los animales de
compaiiia, especialmente en la region sur de lo Brasil, los autores describen un caso clinico
de candidiasis cutanea en un perro. Una hembra, 10 ands, presentando lesiones cutdneas
exsudativas, alopécicas y humedas, habia historia del uso de corticosteroides y
antibioticoterapia por un largo periodo, e la presencia concomitante de una situagdo de
estrés. Fueron recogidas muestras de las lesiones para el examen micoldgico, que confirmo
el diagnostico de la infeccion micdtica por Candida albicans. El estudio enfatiza que el uso
indiscriminado de los antimicrobianos y corticosteroids de amplio espectro, associados a
estrés, son factores que incrementon el riesgo del desarrollo de micosis oportunistas.

Palabras-clave: Candidiasis, Candida albicans, cutaneous, perro.

INTRODUCAO

A candidiase ¢ uma infec¢do primaria ou secundaria decorrente da infec¢do por
leveduras do género Candida. Estes fungos estdo amplamente distribuidos, sendo
considerado comensal da pele e mucosas de mamiferos, apresentando-se como patdégeno
oportunista em diferentes espécies animais e no homem (GUILLOT et al., 1996; LACAZ et
al., 2002; CLEFF et al., 2005). Sao reconhecidas em torno de 200 espécies dentro deste
género, das quais aproximadamente, 20 sdo consideradas patogénicas. Devido a fatores
como formagdo de hifas/pseudo-hifas e tubo germinativo, possibilidade de troca de classe,
além de secrecdo de enzimas hidroliticas como fosfolipases e proteinases, Candida albicans
¢ considerada a espécie de maior patogenicidade (COSTA et al., 1985; MORETTI et al.,
2004; TAYLOR et al., 2005), porém trabalhos recentes confirmam o envolvimento de
espécies ndo-albicans em casos clinicos em humanos e animais (MUELLER et al., 2002;
MORETTI et al., 2006) .

O aumento da incidéncia de infecgdes fungicas por Candida spp tem sido descrito
especialmente, em pacientes imunocomprometidos, porém fatores que alterem o equilibrio
parasita-hospedeiro favorecem a instalagdo da micose (GUILLOT et al., 1996; LACAZ et
al., 2002). Alteracdes nutricionais e/ou hormonais, fatores fisiologicos, além de doencas

autoimunes e metabolicas, diabetes, endocrinopatias, uso indiscriminado de antibioticos,
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glicocorticoides ou farmacos indutores de neutropenia, tem sido citados como principais
envolvidos nos casos graves da micose (RAPOSO et al., 1996; FERREIRO et al., 2002;
LACAZ et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 2003; MORETTI et al., 2004, 20006).

Apesar do aumento na incidéncia e fatalidade de candidiase humana, os relatos em
medicina veterinaria sdo escassos, sendo encontrados poucos casos na literatura envolvendo
animais de companhia. Nesse contexto, o estudo teve como objetivo descrever um caso de

candidiase cutanea canina causada por Candida albicans.

RELATO DO CASO

Uma fémea canina Dachshund (Teckel), 10 anos de idade, apresentando extensas
lesdes cutaneas ha aproximadamente um ano, foi atendida em uma Clinica Veterinaria de
Pelotas-RS. Durante a anamnese foi relatado que as lesdes haviam surgido ap6s o animal
ter passado por situagdes de estresse, com sucessivas trocas de donos e historico de
tratamentos com antibidticos e corticosterdides, vindo a apresentar melhora das lesdes
durante o uso dos quimioterapicos, mas com freqiientes episddios de recidiva e
agravamento do quadro clinico inicial.

No exame clinico o animal apresentava-se obeso, temperatura e hidrata¢ao dentro dos
pardmetros normais para a espécie e mucosas palidas. No tegumento cutaneo havia
extensas lesdes imidas e eritematosas na regido ventral, inguinal e pescogo, além de lesoes
descamativas na regido lombar, membros e face. Segundo informacdes do proprietario, as
lesdes se desenvolveram apds um periodo de intensa apatia do animal.

Foram coletadas amostras de exsudato e crostas da pele por raspado cutaneo, carpete
e zaragatoas estéreis, as quais foram encaminhadas para Faculdade de Veterinaria —
Departamento de Veterinaria Preventiva — Setor de Micologia. As amostras foram
submetidas ao exame direto a partir de crostas e esfregaco do exsudato, corado pela técnica
de Gram, e cultivadas em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e incubados a 37°C.
Apos o crescimento da levedura no meio de cultivo inicial, foi realizado o microcultivo em
agar fuba acrescido de Tween 80 para a visualizacao da possivel filamentizagdo e presenga
de clamidoconidios, sendo realizado prova do tubo germinativo e cultivo em meio

CHROmagar.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No exame direto das amostras das lesdes muco-cutianeas, ndo foram observadas
leveduras, no entanto no cultivo de exsudato e crostas observou-se o crescimento de
colonias cremosas, brilhantes, com superficie lisa e de coloragdo branca, compativeis
com as caracteristicas macroscopicas descritas para leveduras do género Candida
(LACAZ et al., 2002). Na andlise microscopica das coldnias, foram observadas células
leveduriformes com formato oval ou alongada e brotamento unipolar. A formagdo de
tubo germinativo em albumina de ovo foi positiva, € no microcultivo em agar fuba com
tween 80 observou-se a presenga de clamidoconidios globosos terminais, de parede
celular espessa, e a presenca de pseudomicélio abundante e ramificado. O cultivo em
meio CHROmagar revelou coldnias brilhantes de coloracdo verde confirmando a espécie
como C. albicans.

As lesdes cutaneas observadas no animal apresentaram-se inicialmente Uimidas e
eritematosas com formagdo de crostas e extensas areas alopécicas. Esta sintomatologia foi
condizente com o descrito por outros autores para a candidiase muco-cutanea em pequenos
animais, onde observaram lesdes pruriginosas, ulcerativas e exsudativas, com bordas
irregulares (COSTA et al., 1985; RAPOSO et al., 1996; MORETTI et al., 2004, 2006) .
Outros estudos sugeriram que a distribuicao das lesdes ocorre preferencialmente na regiao
intercostal, pregas mucocutaneas e regido cervical (GUILLOT et al., 1996; MORETTI et
al., 2006).

Os primeiros sinais clinicos observados no animal foram apatia e depressao, seguidos
de dificuldade na alimentacao, evoluindo posteriormente para um quadro de dermatopatia
cronica. Alguns autores tém associado manifestagdes clinicas como apatia, mucosas palidas
e linfonodos aumentados, com a maior probabilidade de isolamento de C. albicans
(FERREIRO et al., 2002).

O c3o envolvido no estudo foi submetido a tratamento com antibacterianos e
corticoesterdides local e sistémico por mais de seis meses. Além do historico de tratamento
quimioterapico, o animal sofreu mudanga de ambiente e de proprietarios, gerando uma
situacdo de estresse o que provavelmente propiciou a proliferacdo das células
leveduriformes na superficie corporea, e o desenvolvimento da candidiase. A colonizacao

de pele e mucosas por C. albicans em individuos sadios ¢é relativamente comum, porém a
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instalacdo da micose com invasdo tecidual estd normalmente associada a deficiéncia na
resposta imune, que pode ser influenciada por fatores endégenos e/ou exdgenos (RAPOSO
et al.,, 1996; FERREIRO et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 2003; MORETTI et al., 2004;
CLEFF et al.; 2005). Conforme Ferreiro et al. (2002), a administragdo de antibidticos e/ou
corticosterdides até 60 dias antes da coleta de amostras, influencia significativamente no
isolamento de C. albicans no tegumento cutaneo de felinos, sendo estes farmacos
associados frequentemente ao desenvolvimento de candidiase em caninos (RAPOSO et al.,
1996; MORETTI et al., 2004; 2006). Trabalhos em humanos demonstram que a aderéncia
de C.albicans as células epiteliais orais ¢ significativamente maior em criangas sob
antibioticoterapia (COX, 1983).

Apo6s a confirmagdo do diagnodstico de candidiase, foi recomendado pelo clinico
veterinario, o uso de cetoconazol via oral, na dose de 10mg/Kg a cada 12 horas, associado
aos banhos semanais com “shampoo” de cetoconazol, por um periodo de 30 dias, ocorrendo
uma melhora gradativa das lesdes apds terapia antifungica (Figuras 1 e 2). Apesar dos
relatos de resisténcia com o uso dos azdis e dos novos antifungicos disponiveis para o
tratamento da candidiase, o cetoconazol ¢ um dos farmacos mais freqlientemente utilizado
em clinica de pequenos animais, representando uma alternativa economicamente viavel e
com varias apresentagdes para uso veterinario, além de ser indicado para terapia de micoses

cronicas em diversas espécies (FARIAS & GIUFFRIDA, 2002).
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Figura 1: Lesdes cutaneas em regido inguinal, membros e face de Cao Dachshund,

apos 10 dias de uso do antifungico.

Figura 2: Lesoes cutaneas em cdo Dachshund, ap6s 20 dias de uso do antifiingico.

CONCLUSAO

O trabalho salienta que o uso indiscriminado de farmacos que alterem as barreiras
naturais de defesa dos animais, como antibioticos e corticosteroides associados ao estresse,
podem facilitar a multiplicacdo fungica, propiciando a instalacdo de micoses oportunistas

como a candidiase.
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RESUMO

Foi avaliada a atividade in vitro do 6leo essencial do Origanum vulgare frente a Sporothrix
schenckii determinando a CIM (Concentra¢do Inibitéria Minima). Para isto, foram
estudados sete isolados de S. schenckii, dois procedentes de esporotricose humana e cinco
isolados de felinos. A andlise do oleo essencial foi realizada por cromatografia gasosa
(GC/FID), para identificagdo e quantificagdo de thimol e carvacrol (agentes antifingicos).
A CIM foi obtida por meio da técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com o
documento NCCLS-M27A2 adaptada a um fitofarmaco. Todos isolados testados
apresentaram sensibilidade ao 6leo essencial, o S. Schenckii foi inibido na concentragdo de
0,25% (250 uL/mL). Na andlise cromatografica, foi observada maior concentra¢do de timol
em relagdo ao carvacrol. A atividade antifingica demonstrada pelo O. vulgare frente ao S.
schenckii estimulam o desenvolvimento de novas pesquisas, incluindo estudos in vivo.

Palavras-chave: Origanum vulgare; Sporothrix schenckii; orégano; tratamento.

ACTIVITY IN VITRO OF THE ESSENTIAL OIL OF ORIGANUM VULGARE
AGAINST TO SPOROTHRIX SCHENCKII

SUMMARY
In vitro activity of the essential oil Origanum vulgare against Sporothrix schenckii was
determined by the MIC (Minimum Inhibitory Concentration). For this, seven samples of S.
schenckii were studied, two isolated from two cases of human sporotrichosis and five
isolated from cats. Analysis of the essential oil was carried out in a gas chromatograph
(GC/FID) for the identification and quantification of thymol and carvacrol (antifungal

agents). MIC was obtained based on the microdilution method according to the adapted
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document NCCLS-M 2742 for fitopharmacy. All the isolates presented sensibility to the
essential oil. S. schenckii was inhibited in a concentration of 0.25% (250ul/ml).
Chromatographic analysis showed that thymol concentration was bigger than carvacrol.
The antifungal activity demonstrated by the essential oil of O. vulgare against S. Schenckii
stimulates the accomplishment of more studies, including in vivo studies.

Key-Words: Origanum vulgare; Sporothrix schenckii; origanum, treatment.

1-INRODUCAO

A esporotricose, micose subcutinea causada pelo fungo geofilico Sporothrix
schenckii, apresenta distribuicdo mundial, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais, acomete o homem e varias espécies de animais. A espécie felina esta
freqlientemente envolvida nos relatos zoondticos, em que a transmissdo do agente ao
homem ocorre por meio de arranhaduras, mordeduras ou por contato direto com as lesdes
de felinos com esporotricose. Estudos sugerem que a transmissao ¢ facilitada pela grande
quantidade de leveduras nas lesdes desses animais, assim como a presenca de
microrganismos nas unhas e na cavidade bucal (Barros et al., 2004; Souza et al., 2000).

Em relacdo ao tratamento da esporotricose, os iodetos foram as primeiras substancias
utilizadas para as formas cutaneas e linfocutaneas da micose (Schubach et al., 2004;
Catalan e Montejo, 2006). Na década de noventa, o itraconazol, antifungico do grupo dos
triazois, emergiu como alternativa terapéutica eficaz, com reduzidos efeitos adversos e foi
considerado o tratamento de eleicdo para felinos (Catalan e Montejo, 2006). No entanto,
alguns autores tém relatado a ocorréncia de falhas terapéuticas com o uso do itraconazol
para tratamento de felinos com esporotricose (Schubach et al., 2004).

A pesquisa de substancias ativas oriundas das plantas tem despertado interesse, em
funcdo da grande diversidade de compostos com possivel agdo antimicrobiana. Dentre as
diversas espécies avaliadas quanto a agdo terapéutica, destaca-se o Origanum vulgare, que
¢ amplamente utilizado na culinaria e na medicina popular. O seu 6leo essencial apresenta
alta estabilidade, auséncia de contamina¢dao microbioldgica e diversidade de componentes
quimicos, principalmente o carvacrol e o timol, com atividade antimicrobiana comprovada
(Lambert et al., 2001; Baydar et al., 2004). Este estudo teve como objetivo avaliar a

atividade in vitro do 6leo essencial de Origanum vulgare frente a Sporothrix schenckii.
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MATERIAL E METODOS:

Amostras de orégano comercial (O. vulgare) de origem chilena foram submetidas a
extracdo por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger, segundo a Farmacopéia Brasileira
IV (1988), para obtencao do 6leo. Apds a extragdo, o 6leo foi seco em sulfato de sodio
anidro (Na,SQOy), e concentrado sob N, ultra puro (99,9%), armazenados em frascos ambar
e mantidos sob refrigeracao.

O oleo essencial de O. vulgare foi analisado em cromatografo a gas com detector de
ionizagdo de chama (GC/FID), e caracterizado em funcdo do conteido de compostos
fenolicos, timol e/ou carvacrol. Para isso, foi preparada uma solugdo do dleo a 5000mg/1
em hexano e solugdes de 40mg/l dos padrdes: a-pineno, canfeno, -pineno, mirceno, o-
terpinemo, p-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, y-terpineno, terpinoleno, linalol, 4-terpineol, -
terpineol, timol, carvacrol, das quais foram injetadas 1ul. Os constituintes foram
identificados por comparacdo entre o tempo de reten¢do desses padrdes e das amostras.
Para o teste de suscetibilidade ao Oleo essencial, foram utilizados sete isolados de S.
schenckii. As amostras foram provenientes de esporotricose cutanea de felinos (n=5) e de
esporotricose humana (n=2), estocadas na micoteca do laboratério de micologia da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os isolados foram
mantidos na sua fase miceliana a partir de subculturas em tubos contendo meio Brain de
4°C, realizando-se subcultivos com intervalos de seis meses.

A suscetibilidade de S. schenckii ao o6leo foi avaliada por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo, de acordo com o protocolo descrito no documento NCCLSM27-
A2, que descreve a técnica de suscetibilidade antifungica frente aos fungos leveduriformes
adaptada para um fitofarmaco.

O o6leo foi submetido a uma série de nove diluigdes em logaritmo de base 2, no meio
sintético RPMI 1640, acrescido do tampao de acido morfolino propanosulfonico, obtendo-
se 0leo em concentracoes de 2,0 até 0,004%. Essas concentragoes foram distribuidas no
sentido das colunas das microplacas em volumes de 100ul.

Os indculos fungicos, referentes aos isolados testados, foram preparados a partir de
coldnias jovens (48-72h) da fase leveduriforme de S. schenckii, as quais foram ressuspensas
em tubos contendo solugdo salina estéril, homogeneizadas em agitador e ajustadas a

turbidez 0,5 da escala de MacFarland. A suspensdo fungica foi diluida em solucdo salina
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(1:50), homogeneizada, e submetida a diluigdo em meio RPMI 1640 (1:20). O inoéculo foi
distribuido no sentido das linhas das microplacas em volumes de 100pul.

Os testes de suscetibilidade ao 6leo foram realizados em duplicata, sendo uma coluna
da microplaca utilizada para o controle positivo (RPMI 1640 e inoculo fungico) e outra
coluna para o controle negativo (RPMI 1640). As microplacas foram incubadas a 35°C sob
agitacdo branda (40 ciclos/min) por até cinco dias, quando foi realizada a leitura da
concentracao inibitoria minima (CIM). A CIM foi obtida pela comparagdo visual do
crescimento do agente ocorrido nos pogos referentes as diferentes concentragoes testadas,
com o seu crescimento no controle positivo. A menor concentragdo capaz de produzir
proeminente inibicdo do crescimento da levedura em relagdo ao controle-positivo foi

identificada como a CIM do 6leo essencial para S. schenckii.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM do 6leo essencial do orégano para S. schenckii foi de 0,25% (250ul/ml), para
todos os isolados testados. Outros estudos comprovaram a atividade in vitro do o6leo
essencial de O. vulgare e seus componentes quimicos frente a varias espécies de fungos
filamentosos como Aspergillus niger, A. flavus, A. ochraceus, A. parasiticus, Penicilium
italicum e Fusarium oxysporum (Buchanan e Shepherd, 1981; Paster et al., 1990; Tantaoui-
Elaraki et al., 1993; Daouk et al., 1995), assim como frente a espécies de Candida e
Cryptococcus neoformans (Manohar et al., 2001; Chami et al., 2004). Nao foi, todavia,
avaliada a sua atividade frente ao S. schenckii.

A homogeneidade observada para os valores da CIM foi diferente do que se observa
em avaliacdo de substancias antiflingicas puras, nas quais se verifica grande amplitude
entre os valores da CIM. Esse fato explica-se, provavelmente, pela diversificada
composi¢do quimica do o6leo essencial, que dificulta a utilizacdo pelos microrganismos de
rotas metabolicas alternativas que lhe confiram maior ou menor resisténcia, como ocorre
nos casos de principios ativos isolados (Rios et al., 1988).

Em relacdo aos compostos detectados pela analise cromatografica da amostra de
orégano utilizada, observou-se maior concentracdo de timol em relacdo ao carvacrol
(Fig.1). Mesmo sendo reconhecidas as propriedades antimicrobianas do 6leo essencial de

Origanum spp, ainda ndo foi possivel determinar com clareza o mecanismo de agdo que
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justifique essa atividade. Acredita-se que a agdo antimicrobiana possa ser decorrente da
alterag¢do de diversas enzimas, incluindo aquelas envolvidas com a produgdo de energia e a
sintese de componentes estruturais. Em geral, o estudo do mecanismo de acdo dos dleos
essenciais tem usado metodologia comum na tentativa de ilustrar os efeitos prejudiciais que
ocorrem na membrana celular (Lambert et al., 2001).
CONCLUSOES

O 6leo essencial do O. vulgare demonstrou atividade in vitro frente ao S. schenckii
utilizando a técnica de microdilui¢do em caldo adaptada a um fitofarmaco, o que justifica

mais andlises com o 6leo do orégano, incluindo estudos in vivo.
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Figura 1 - Cromatograma correspondente a amostra do Oleo essencial de orégano,
preparado em solugdo de 5000 mg L' em hexano. Picos dos padrdes: 1. a-pineno; 2.
canfeno; 3. B-pineno; 4. mirceno; 5. a-terpinemo; 6. p-cimeno; 7. limoneno; 8. 1,8-cineol;
9. y-terpineno; 10. terpinoleno; 11. linalol; 12. 4-terpineol; 13. a-terpineol; 14. timol; 15.
carvacrol.
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RESUMO

As pesquisas avaliando a acdo do 6leo essencial de Origanum vulgare tém demonstrado
atividade antimicrobiana frente a diferentes patdgenos, sendo esta atribuida aos compostos
fenolicos, como carvacrol e timol. Considerando a importancia na clinica médica da
candidiase, o objetivo do estudo foi avaliar a acdo in vitro de oito dleos essenciais de O.
vulgare frente a Candida spp., levando em consideracdo a razao molar timol/carvacrol. Os
microrganismos utilizados foram doze isolados, destes nove eram C. albicans (cinco
isolados clinicos e quatro isolados padroes-ATCC), e trés eram isolados padroes de
espécies ndo-albicans. A técnica de microdilui¢do em caldo (NCCLS-M27A2-CLSI), foi
utilizada para avaliar a susceptibilidade do 6leo frente a Candida spp.. Os indculos fungicos
foram obtidos a partir de colonias jovens da levedura e ajustados a escala 0,5 de
MacFarlland. Oito amostras (OE1 a OE8) de O. vulgare comercial foram adquiridas em
distribuidores e submetidas a hidrodestilagdo em aparelho Clevenger. O 6leo essencial
obtido foi analisado por cromatografia gasosa (GC/FID), e os compostos foram
identificados por comparagdo com o tempo de retencdo de padrdes terpénicos. Os Oleos
analisados apresentaram as seguintes concentracdes em relagdo a razdo molar
timol/carvacrol: OE1- 10,20/12,67; OE2 — 7,88/0,50; OE3 — 6,18/0,71; OE4 — 0,58/21,58;
OES —20,62/1,34; OE6 — 21,95/4,71; OE7 — 16,68/0,77; OE8 — 8,42/9,44. Todos os 6leos
avaliados inibiram o crescimento das leveduras in vitro, em concentragdes que oscilaram
entre 1,0 e 0,125%, porém os 6leos OE1 e OE8 foram aqueles que apresentaram melhores
resultados frente as espécies de Candida avaliadas. Portanto, os resultados demonstram que

as diferencgas entre as concentragdes de timol/carvacrol influenciaram na CIM do 6leo do O.
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Vulgare frente as leveduras estudadas, assim como o equilibrio das concentragdes dos
compostos fenolicos, timol e carvacrol, parece ter um efeito sinérgico e positivo na inibi¢ao
do crescimento de diferentes espécies de Candida.

PALAVRAS-CHAVE: Origanum vulgare, 6leo essencial, timol, carvacrol, Candida.

ABSTRACT

Research about the action of Origanum vulgare essential oil has demonstrated microbial
activity against different pathogens, being attributed to phenolic compounds, mainly
carvacrol and thymol. Considering the importance in the medical clinic of candidiasis, the
objective of this study was to evaluate the action in vitro of eight O. vulgare essential oils
against Candida spp. in relation to the molar ratio thymol/carvacrol The microorganisms
were twelve isolates, being nine C. albicans (five proceeding from clinical cases and four
isolated standards ATCC), and three isolates of species no-albicans. The microdilution in
broth technique (NCCLS-M-27A2 or CLSI) was used to evaluate the susceptibility of the
oil against Candida spp. The fungi inoculums were obtained of young yeast colonies and
adjusted to scale 0.5 of MacFarlland. Eight samples (EO1 to EO8) of commercial O.
vulgare was acquired in markets and submitted to hidrodistillation extraction in a
Clevenger apparatus. Essential oils obtained were analyzed in a gaseous chromatograph
(GC/FID) and main compounds were identified by comparison with retention time of
terpenes standards. The results based in relation to thymol/carvacrol ratio were: EO1-
10.20/12.67; EO2 — 7.88/0.50; EO3 — 6.18/0.71; EO4 — 0.58/21.58; EO5 — 20.62/1.34; EO6
— 21.95/4.71; EO7 — 16.68/0.77; EO8 — 8.42/9.44. All of the evaluated chemotypes
inhibited the growth of the yeasts in vitro, in concentrations that were varied of 1.0 to
0.125%, however oils EO1 and EO8 were those that presented better results against the
evaluated species of Candida. Therefore, the results demonstrate that the differences
between the concentrations of thymol and carvacrol influenced in the concentration
inhibitory minimum (CIM) of the O. vulgare oil against to the yeast studied. As well as the
balance of the concentrations of phenolic compounds, thymol and carvacrol, seem to have a
synergic and positive effect in the inhibition of the growth of different species of Candida.

KEY-WORDS: Origanum vulgare, essential oil, tymol, carvacrol, Candida.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos €tnicos. O uso de plantas no tratamento e na
cura de enfermidades ¢ tdo antigo quanto a espécie humana (Simdes et al., 2003; Pinto et
al., 2002). Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e at¢é mesmo nas grandes cidades
brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e
encontradas em quintais das residéncias (Porte & Godoy, 2001; Simdes et al., 2003).

Em relacdo a atividade antimicrobiana os vegetais da familia Lamiaceae tem
despertado interesse devido ao seu potencial, muitas das espécies desta familia,
introduzidas no Brasil, sdo plantas medicinais e produtoras de 6leos essenciais, sendo
utilizadas também como condimentos ou como flores ornamentais, destacando-se o
Origanum vulgare. (Arango et al., 2004; Rheder et. al; 2004; Rodrigues et al., 2004). Os
constituintes mais importantes do 6leo essencial desta planta sdo os terpenos, sendo que
destes os mais encontrados no 6leo sao os monoterpenos e os sesquiterpenos (Lambert et
al., 2001; Arango et al., 2004; Rodrigues et al., 2004; Busatta et al., 2007). Os estudos com
o proposito de detectar a agdo do 6leo essencial do Origanum vulgare tem demonstrado boa
atividade bactericida e fungicida contra diferentes patdgenos, sendo essa, atribuida aos
compostos carvacrol e timol, que sdo os constituintes quimicos majoritarios em alguns
Oleos (Arango et al., 2004; Baydarh et al., 2004; Chami et al., 2004; Hsieh et al., 2001;
Rodrigues et al., 2004; Bussata et al.; 2007).

Atualmente, devido a maior freqiiéncia de pacientes imunodeprimidos, e, portanto
suscetiveis as infec¢des fungicas, se t€ém observado um maior numero de relatos de isolados
resistentes aos antiflingicos, assim como, o maior indice de falhas terapéuticas,
principalmente nas candidiases (Mueller et al., 2002; Santos Jr. et al., 2005; Magill et al.,
2006). Essa micose tem sido frequentemente associada a infecgdes hospitalares em
imunodeprimidos, sendo que em medicina veterindria € crescente sua importancia
ocorrendo varios relatos da enfermidade em animais (Raposo et al., 2006; Mueller et al.,
2002; Moretti et al., 2004; Cleff et al.; 2007). Considerando a variabilidade da composicao
quimica do dleo essencial do O. vulgare (Gobbo Neto & Lopes, 2006), assim como a
importancia na clinica médica da candidiase, este estudo objetiva avaliar a agdo in vitro de

oito 6leos essenciais de O. vulgare frente a leveduras do género Candida.



46

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras de O. vulgare

As amostras de orégano foram obtidas através de distribuidores comerciais, as quais
forneceram laudos de certificagdo botanica. Para o estudo foram avaliadas oito amostras de
orégano com origem chilena e uruguaia, levando em consideracdo a razado molar
timol/carvacrol. As amostras foram numeradas e nomeadas da seguinte maneira: 1-
Erechim; 2- Aves; 3- El Moncayo; 4- La Rosa; 5- Del Gaucho; 6- Goes; 7- Treichel; 8-
Terranueva.
2.2 Obtencao do Oleo essencial

As folhas e flores secas do orégano foram submetidas a extracao por hidrodestilagao
em aparelho de Clevenger, segundo a Farmacopéia Brasileira IV (1988), para obtencdo do
0leo. Apos a extracdo, o oleo foi seco em Na,SOy4 anidro, grau p.a., concentrado sob N,
ultra puro e armazenado em frascos dmbar, sendo mantido sob refrigeragdo até a utilizacao
(Rodrigues, 2004). Os odleos essenciais obtidos foram denominados OE1 (Erechim); OE2
(Aves); OE3 (El Moncayo); OE4(La Rosa); OE5 (Del Gatcho); OE6 (Goes); OE7
(Treichel) e OES8 (Terranueva).
2.3 Anélise Cromatografica

O oleo essencial obtido foi analisado por cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo em chama (GC/FID-Schimadzu 17A), visando a identificacdo dos principais
constituintes quimicos. Foram preparadas solugdes (5.000 pg mL™") dos 6leos essenciais,
sendo injetados 1pL dessas solugdes no cromatdgrafo. Também foi preparada uma solucao
(40 ug mL™") dos padrdes cromatograficos (o-pineno, canfeno, P-pineno, mirceno, o-
terpineno, p-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, a-terpineno, terpinoleno, linalol, 4-terpineol, a-
terpineol, timol e carvacrol), que foi submetida as mesmas condigdes das amostras. Os
compostos nas amostras foram identificados por comparagdo com o tempo de retencao dos
padrdes terpénicos e com dados da literatura (Rodrigues et al., 2004).
2.4 Atividade antimicrobiana
2.4.1 Isolados de Candida spp.

Doze isolados foram utilizados para os testes in vitro destes, nove eram de C.
albicans, sendo cinco provenientes de mucosa e tegumento cutineo de cdes e quarto

isolados padrdes (ATCC 44858, 4053, 18804 ¢ IOC 3691); os outros trés eram isolados
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padrdes de espécies ndo-albicans, como C. parapsilosis (ATCC 22019), C. lusitanie
(ATCC 34449) e C. krusei (ATCC 34135).

Dos cinco isolados de Candida spp., quatro foram da mucosa vaginal de fémeas
caninas ¢ um de caso clinico de candidiase cutanea, obtidos na cidade Pelotas, Rio Grande
do Sul, Brasil. As leveduras isoladas foram mantidas em subculturas no Agar Sabouraud
dextrose e estocadas a 5°C, no Laboratorio de Micologia, Faculdade de Veterinaria, UFPel.

Os isolados padrdes foram gentilmente cedidos pela Fundagdo Osvaldo Cruz (Fiocruz
INCQS), Rio de Janeiro, Brasil.

2.4.2 Preparacdo dos indculos

Os indculos das leveduras estudadas foram preparados a partir de colonias com 24h
de crescimento em &agar sabouraund dextrose a 35°C. Uma al¢ada das colonias foram
ressuspensas em tubos contendo solugao salina estéril, homogeneizadas e ajustadas a escala
0,5 de MacFarland que corresponde a um inéculo inicial de aproximadamente 1-5 x 10° cel
mL™". A suspensio de leveduras foi diluida em solucio salina (1:50), homogeneizada, e
submetida & diluicdo em meio RPMI 1640 (1:20), obtendo a concentracdo de 1-5 x 10° cel
mL™.

2.4.3 Teste de suscetibilidade de Candida spp. frente ao 6leo essencial

Os isolados de leveduras foram testados frente ao oleo essencial do O. vulgare
utilizando-se o método de microdiluigdo em caldo, de acordo com o proposto pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS, M27-A2 (CLSI) com pequenas
modificagdes. ApoOs a preparagdo, um volume de 100ul dos indculos foram distribuidos no
sentido das linhas das microplacas.

A partir das solugdes-estoque dos 6leos essenciais do orégano, foram preparadas dez
dilui¢des sucessivas em meio RPMI com L-glutamina e tampao MOPS em pH 7.0,
obtendo-se solugdes com 1,0 a 0,001% do 6leo. Adicionou-se 0,1% de Tween 80 ao meio
RPMI como dispersante do o6leo essencial, a fim de inibir a formagdo de micelas,
favorecendo a dilui¢ao do orégano.

Aliquotas de 100 pL dessas diluicdes foram dispensadas seqiiencialmente nas
microplacas, preenchendo os pogos pertencentes as colunas numeradas de um a dez. Os
testes foram realizados em duplicata, sendo a coluna 11 utilizada para o controle positivo

(in6culo/meio) e a coluna 12 como controle negativo (6leo essencial/meio). As microplacas
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foram incubadas a 35°C por 48h em agitacdo, e a interpretagdo dos resultados foi realizada
através da visualizag@o da turvagdo referente a multiplicagdo do microrganismo, comparada
aos controles positivos e negativos. A susceptibilidade foi expressa pela concentracao
inibitéria minima (CIM), definida como a menor concentragdo capaz de produzir inibigdo

do crescimento de Candida spp.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos da analise cromatografica dos 8 o6leos
essenciais do O. vulgare., onde observa-se as diferengas entre aos constituintes fenolicos
nos oito 6leos: Os oOleos analisados apresentaram as seguintes concentragdes em relagdo ao
timol/carvacrol: OE1- 10,20/12,67; OE2 — 7,88/0,50; OE3 — 6,18/0,71; OE4 — 0,58/21,58;
OES —20,62/1,34; OE6 —21,95/4,71; OE7 — 16,68/0,77; OES — 8,42/9,44.

Além desses compostos, nesta Tabela, também se pode observar outros constituintes
importantes tais como: 4-terpineol, a-terpineno, p-cimeno, y-terpineno e o-terpineol. A
Figura 1 apresenta um gréafico da variagao da concentragdo (%) dos compostos p-cimeno, 4-
terpineol, timol e carvacrol, nas diferentes amostras de oleo essencial do O. vulgare
(orégano), onde se pode observar a grande variacao da razao timol/carvacrol.

Esses dados estdo de acordo com o descrito na literatura, sendo descrito que o 6leo
essencial de Origanum vulgare apresenta composi¢ao variavel de compostos ativos, sendo
que os fenodis como carvacrol, timol, y-terpeno e p-cimeno podem alcangar entre 80,2% a
98% da composicao total do 6leo (Simdes et al., 2003; Rodrigues et al., 2004; Bussata, et
al., 2006). As altas concentracdes destes compostos e sua relacio sdo de grande importancia
para a eficacia do produto, porém estudos demonstram que a eficacia de compostos
isolados, como timol e carvacrol, ndo alcangam a mesma eficiéncia do 6leo essencial. Os
precursores biossintéticos como y-terpineno e p-cimeno, assim como 1,8-cineol, linalol, a-
terpineol exibiram atividade antimicrobiana, justificando a melhor eficiéncia do dleo total
quando comparado a dos componentes isolados (Simdes et al., 2003)

As diferengas observadas na composi¢ao quimica dos 6leos essenciais analisados tém
sido descrita na literatura, sendo que fatores geograficos como altitude e tipo de solo, época
da colheita, condi¢des climaticas, cultivo, condigdes de secagem e estocagem entre outras,

influenciam na composicao, qualidade e quantidade de 6leo essencial presente nos vegetais
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(Kokkini et al., 1994; Milos et al., 2000; Arango et al., 2004; Gobbo Neto & Lopes, 2006).
Outro fator a ser considerado ¢ que devido a ter sido utilizado material vegetal de origem
comercial, poderia haver misturas de folhas, flores e caules de O. vulgare na amostra, assim
como presenga de orégano de diferentes origens ou diferentes espécies numa mesma
amostra. Embora todos os 6rgdos de uma planta consigam acumular 6leos volateis, sua
composi¢cdo pode variar de acordo com a parte da planta analisada e com a espécie
estudada, ja que o género Origanum apresenta 39 diferentes espécies (Simoes et al., 2003).

Apds o periodo de incubagdo as placas de microdilui¢do foram observadas,
demonstrando através da técnica de microdiluicdo em caldo, sensibilidade dos isolados de
Candida spp. frente ao 6leo essencial do O. vulgare (Tabela 2). Diversos estudos tém
demonstrado a potencialidade antimicrobiana dos oOleos essenciais, utilizando diferentes
técnicas adaptadas de antifungigrama, como difusdo em agar, difusdo em disco e a técnica
de diluicao em caldo, sendo que o uso da técnica de microdilui¢dao tem sido utilizado com
bons resultados (Lambert et al., 2001; Arango et al., 2004; Baydarh et al., 2004; Busatta,
2006).

Em relagdo as CIMs houve homogeneidade dos valores entre os isolados analisados,
diferente do que ocorre quando usam-se substincias antifngicas puras. Os resultados
demonstraram diferencas de susceptibilidade entre os isolados de campo, isolados padrdes e
entre as diferentes espécies de Candida. Porém, observou-se que os isolados foram mais
sensiveis aos Oleos essenciais um e oito (OE1 e OES), apresentaram menores valores de
CIM quando comparado aos outros 6leos (OE2, OE3, OE4, OES, OE6, OE7).

Na analise cromatografica das duas amostras (EOl e EOS8) de 6leo essencial de
orégano, que apresentaram melhores resultados in vitro, verificaram-se como componentes
majoritarios o 4-terpineol, a-terpineol, timol e carvacrol, chamando a atenc¢do para o
equilibrio entre as concentragdes de timol e carvacrol associado a grande concentragdo de
4-terpineol. Tem sido descrito que o composto 4-terpineol atua induzindo deformagdes na
membrana celular, alterando conseqiiente sua permeabilidade (Cox et al., 2000). Diversos
autores acreditam que nucleos aromaticos, contendo um grupo funcional polar, sejam os
responsaveis pela atividade antimicrobiana (Milos et al., 2000; Lambert et al., 2001; Porte
& Godoy, 2001). E sugerido que a presenca de um nucleo aromatico e um grupo OH

fendlico, formariam ligagdes de hidrogénio com os sitios ativos de enzimas microbianas
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alvo. Ainda acredita-se que nucleos aromaticos, contendo um grupo funcional polar, sejam
os responsaveis pela atividade antimicrobiana (Milos et al., 2000; Lambert et al., 2001;
Porte & Godoy, 2001; Ultee et al., 2002).

Nas amostras analisadas no presente trabalho, além dos compostos fenolicos, estao
presentes o 4-terpineol (maior quantidade que os compostos fendlicos) e o alfa-terpineol,
alcoois terpénicos, também portadores da hidroxila (OH), polares e capazes de fazerem
ligacdes de hidrogénio, o que justificaria os melhores resultados de CIM. Essas amostras
apresentaram uma razdo molar de 0,60 e 0,89, respectivamente, ou seja, concentracdes
muito proximas (OE1 - 10,20/12,67 ¢ EO2 - 8,42/9,44).

O mecanismo de agdo dos Oleos essenciais ¢ complexo e ndo estd totalmente
elucidado, entretanto alguns estudos sugerem uma alteracdo na atividade dos canais de
calcio, causando aumento da permeabilidade e liberagdo dos constituintes intracelulares
vitais, assim como um decréscimo no ATP intracelular nas células enquanto que,
simultaneamente ha aumento no ATP extracelular, ocasionando uma ruptura na membrana
celular do microrganismo (Sikkema et al., 1994; Sikkema et al., 1995; Ponce et al., 2003;
Sartoratto et al., 2004). A ag@o antimicrobiana pode ser decorrente do prejuizo de diversas
enzimas, incluindo aquelas envolvidas com a producdo de energia e a sintese de
componentes estruturais do microrganismo (Lambert et al., 2001).

Os maiores valores de CIM frente a Candida spp. apresentados pelos outros seis
6leos (OE2 a EQ7), podem ser justificados pela variacdo na razdo molar dos compostos
timol/carvacrol (15,76; 8,70; 0,03; 15,39; 4,66; 21,66 - respectivamente), mostrando
sempre grande concentragdo de um em relacao ao outro. Também a presenca de compostos
sem nucleos aromaticos e/ou sem hidroxilas, como y-terpineno, p-cimeno e a-terpineno,
que sao hidrocarbonetos monoterpénicos, encontrados em quantidade significativa naquelas
amostras o que poderia justificar os valores encontrados para esses 0leos essenciais (Nostro
et al., 2004). A presenca do composto p-cimeno, segundo alguns autores (59,60), exerce um
efeito antagbnico com o carvacrol e timol, o que explicaria a menor atividade
antimicrobiana do 6leo OE2 (20,38) OE4 (13,96) e OE6 (7,01).

Tendo em vistas estes resultados, conclui-se que as diferentes concentragdes e
proporcdes de compostos fenolicos influenciaram na CIM do 6leo do O. Vulgare frente as

leveduras estudadas. O equilibrio das concentra¢des dos isdmeros, timol e carvacrol parece
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ter um efeito sinérgico e positivo na inibi¢do do crescimento de diferentes espécies de
Candida, porém todos os dleos analisados apresentaram atividade antifingica nos testes in

vitro.
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Tabela 1 — Concentracdo (%) dos compostos presentes nos oito 6leos essenciais do O.
vulgare analisados por cromatografia gasosa (GC/FID).

* Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8
COInpOStOS **C **C **C **C **C **C **C **C
(%) (%) ) () () (0 (%) (%)
I oa-tujeno 0,63 2,15 0,71 063 090 0,12 0,31 0,25
2 a-pineno*** 1,53 0,51 =nd 0,10 nd nd nd Nd
3 Sabineno 1,53 547 093 1,60 124 0,18 047 0,33
4  B-pineno*** 0,19 0,27 nd 0,13 nd nd nd Nd
5  mirceno*** 1,22 1,71 0,12 0,70 028 020 0,30 0,18
6  oa-felandreno 1,47 227 3,54 1,80 228 1,73 226 247
7 o-terpineno*** 346 7,00 464 427 560 243 283 283
8  p-cimeno*** 1590 20,38 185 139 184 1,13 7,01 0,71
9  limoneno*** 404 6,22 492 365 3,74 259 344 3,60
10 1,8-cineol*** 2775 0,09 =nd 0,17 0,07 nd 0,07 0,53
11 cis/trans B-ocimeno 0,56 0,62 0,04 043 026 0,13 024 0,08
12 y-terpineno*** 369 831 425 410 780 591 218 4,86
13 trans sabineno hidratado 0,11 097 0,34 0,27 0,27 nd 0,13 0,07
14  terpinoleno*** 1,61 341 1,89 2,10 278 1,63 1,29 1,69
15 cis sabineno hidratado 0,26 236 0,54 0,55 0,61 nd 0,26 0,08
16 linalol*** 3,78 1,40 3,08 1,70 3,53 2,07 4,58 289
17 Trans-p-mentenol 0,17 0,28 0,33 026 0,014 0,00 025 0,12
18 Cis-p-mentenol 0,16 0,09 nd 0,10 nd nd nd 0,05
19 Borneol 0,40 023 0,13 0,10 026 036 034 027
20 4-terpineol®** 21,32 11,92 50,87 27,67 31,04 41,17 39,45 47,95
21 a-terpineol*** 423 2,78 887 369 4,78 498 574 7157
22 trans-piperitol 0,15 0,10 030 026 008 0,17 0,11 0,35
23 cis-piperitol 0,10 0,06 nd 0,09 nd nd 0,05 Nd
24 éter do metil timol 1,00 1,41 0,30 nd 1,03 058 1,73 0,10
25 éter do metil carvacrol 1,92 2,60 0,57 578 241 3,04 280 0,71
26 acetato de linalila 0,31 0,21 nd 0,42 nd nd 0,26 Nd
27 geraniol/ nerol 1,35 530 068 0,29 221 0,51 1,25 0,70
28 timol*** 10,20 7,88 6,18 0,58 20,62 21,95 16,68 8,42
29  carvacrol*** 1267 050 0,71 2158 1,34 4,71 0,77 944
30 acetato de geranila/nerila 0,35 0,08 0,20 nd 0,51 021 047 0,20
31 B-cariofilleno 0,98 1,12 2,60 1,04 3,10 322 234 292
32 Germacreno 0,23 0,05 nd 0,64 nd nd 0,07 Nd
33 Espatulenol 1,13 1,25 1,18 0,78 1,06 0,81 1,83 0,59
34 6xido de cariofileno 0,60 098 0,23 056 024 0,07 0,51 0,05

* Amostras: 1- Erechim; 2- Aves; 3- El Moncayo; 4- La Rosa; 5- Del Gatcho; 6- Goes; 7- Treichel; 8-
Terranueva; ** C (%) = éareas dos picos normalizadas, sem usar fator de correcdo; *** Compostos
identificados por comparagdo com o tempo de retengdo dos padrdes; Outros compostos identificados pelos
dados da literatura (Rodrigues et al., 2002; Busatta et al., 2006); nd = ndo detectado.
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Tabela 2: Valores referentes a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) de oito 6leos
essenciais O. vulgare frente a Candida spp.

ISOLADO | CIMO1 CIMO2 CIMO3 CIMO4 CIMO5 CIMO6 CIMO7 CIMO8
wmL) (uL/mL) (uL/mL) (uL/mL) (uL/mL) (uL/mL) (uL/mL) (uL/mL)
Cl1 2,5 5 10 10 5 2,5 5 2,5
C2 1,25 5 2,5 5 2,5 2,5 2,5 2,5
C3 2,5 2,5 10 5 2,5 5 2,5 2,5
C4 2,5 10 5 10 5 5 5 1,25
C5 2,5 10 5 5 2,5 2,5 10 2,5
Cé6 0,65 25 25 2,5 5,0 2,5 1,2 1,25
Cc7 1,25 25 5 5 2,5 2,5 2,5 2,5
C8 1,25 10 5 10 2,5 5 2,5 2,5
Cco 2,5 25 25 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
C 10 1,25 25 5 5 2,5 2,5 2,5 2,5
C11 1,25 5 25 1,2 1,2 5 2,5 1,25
C12 2,5 25 5 5 10 2,5 2,5 2,5

**Cl: Candidiase cutanea cdao; C2: Mucosa canina; C3: Mucosa canina; C4: Mucosa canina;
C5: Mucosa canina; C6: C. albicans ATCC 18804; C7: C. albicans ATCC 44858; C8: C.
albicans ATCC 4053; C9: C. albicans 10C 3691; C10: C.parapsilosis ATCC 22019; C11: C.
lusitanie ATCC 34449; C12: C.krusei ATCC 34135. *** Amostras: O1- Erechim; O2- Aves; O3-
El Moncayo; O4- La Rosa; O5- Del Gatucho;O 6- Goes; O7- Treichel;08- Terranueva.
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Figura 1 — Grafico representativo da concentracdo (%) dos compostos p-cimeno, 4-
terpineol, timol e carvacrol, nas diferentes amostras de 6leo essencial do O. vulgare
(orégano), analisados por cromatografia a gas (GC/FID). Amostras: 1- Erechim; 2-
Aves; 3- El Moncayo; 4- La Rosa; 5- Del Gaucho; 6- Goes; 7- Treichel; 8- Terranueva.
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ABSTRACT

This study had as objective to evaluate the action in vitro of the O. vulgare essential oil
against the sixteen (16) isolates of Candida species. Different standards strains were used
as: C. albicans (ATCC- 44858, 4053, 18804 and 3691), C. parapsilosis (ATCC 22019), C.
krusei (ATCC 34135), C. lusitaniae (ATCC 34449) and C. dubliniensis (ATCC MY 646),
being seven isolated of C. albicans in the mucous of canines females and one mucous
monkey. Microdilution in broth techinique (CLSI) was used and inoculum fungal was
adjusted in at 1 to 5x10° UFC mL™. The essential oil was obtained by hydrodistillation in
Clevenger, and analyzed for gaseous chromatography. The susceptibility against to the oil
was express for the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal
Concentration (MFC). All the isolates tested in vitro had been sensible to the O. vulgare
essential oil. that Chromatography analysis presented as majority compounds 4-terpineol
(46.6%), carvacrol (9.18%), tymol (8.06%) and a-terpineol (7,35%). Candida albicans
isolates from animals mucous presented values of MIC 2,72uL mL™ and MFC 5uL mL™.
Candida albicans standarts presented values of MIC 2,97uL mL™ and MFC 3,54uL mL™',
while that the species no-albicans showed MIC of 2,10uL mL" and MFC 2,97ul mL,
(p<0,05). According these results O. vulgare essential oil can represent a good alternative
for the treatment of candidiasis, because it was presented antifungal property against

Candida spp in the tests in vitro.

Key Words: Candida, Origanum vulgare, essential oils, in vitro.
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SUSCETIBILIDADE IN VITRO DO OLEO ESSENCIAL DO ORIGANUM
VULGARE FRENTE A CANDIDA SPP.

RESUMO

Neste estudo teve-se como objetivo avaliar a agdo in vitro do oleo essencial do O. vulgare
frente a dezesseis (16) isolados de Candida spp. Foram usados quatro isolados padrdes de
C. albicans (ATCC- 44858, 4053, 18804 e IOC -3691) e quatro ndo-albicans, sendo elas C.
parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC 34135), C. lusitaniae (ATCC 34449) e C.
dubliniensis (ATCC MY646), além de sete isolados de C. albicans obtidas da mucosa de
fémeas caninas e um da mucosa de macaco prego. A técnica de microdilui¢do em caldo
(CLSI) foi utilizada e o inoculo fungico foi ajustado a uma concentracao de 5x10° UFC mL
', O oleo essencial foi obtido por hidrodestilagio em Clevenger, e analisado por
cromatografia gasosa. A suscetibilidade frente ao 6leo foi expressa pela Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Todos os isolados
testados in vitro foram sensiveis ao oOleo essencial do O. vulgare, que na andlise
cromatografica apresentou como componentes majoritarios o 4-terpineol (46.6%), carvacrol
(9.18%), timol (8.06%) e a-terpineol (7,35%). Candida albicans isolada da mucosa dos
animais apresentou valores de MIC 2,72uL mL™ ¢ MFC 5uL mL™". As cepas padrdes de
Candida albicans apresentaram valores de MIC 2,97uL mL' e MFC 3,54uL mL’,
enquanto que as espécies nio-albicans tiveram MIC de 2,10pL mL™" ¢ MFC 2,97uL "'mL,
(p<0,05). De acordo com estes resultados, conclui-se que o 6leo essencial do O. vulgare
pode representar uma boa alternativa para o tratamento das candidiases, devido a apresentar

propriedade antifiingica frente a Candida spp nos testes in vitro.

Palavras Chave: Candida, Origanum vulgare, 6leo essencial, in vitro.

INTRODUCTION

Candidiasis is one mycose decurrent of the infection of different species of Candida,
which cause superficial and systemic infections, being described such as opportunist
mycoses in the world (8, 13, 19, 20). Due the presence of domestic animals, candidiasis are
more and more frequent the presence of patient geriatrics, immunosuppressed, and multiple
disfunction in the clinic, that they are susceptible to the fungal infections (8, 18, 20). The

increasing clinical importance attributed for mycoses in veterinary medicine and the forms
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of the illness lead for necessity of diagnostic different and treatments methods (11, 13, 18,
19).

The available antifungal currently for therapeutic of different clinical forms of the
disease, many times present limitations that make difficult its use, it becomes necessary the
search for products or molecules with antifungal action safe and efficient (3, 11, 15, 24,
25).

The research about substances obtained of vegetable represents a good perspective,
especially in relation the plants of the Lamiaceae family as the Origanum vulgare, mainly
its secondary metabolites that show antimicrobial activity (1, 2, 4, 5, 14, 22). Among the
species of Origanum, their most important components are the monoterpenes phenolics
compounds such as carvacrol and thymol, besides p-cimeno, y-terpinoleno, y-terpineno, o-
terpineol, linalol, 4-terpinol, germacreno-D and a-pineno, that are presents in small
concentration (5, 9, 12, 21, 23, 29).

Oregano has a good antioxidant capacity and also presents antimicrobial activity
against bacteria and fungi (1, 2, 5, 6, 9, 14, 17). A few studies have suggested a potential
therapeutic effect against experimental infections in rats due to 7richophyton rubrum (1)
The antifungal activity of the essential oil of the oregano against some species of
Aspergillus, as A. parasiticus, A. niger, A. flavus and A. ochraceus was showed in other
studies, as great in relation to the growth of the agent to the aflatoxin production (4, 10).
Another study, the action of the oil has been tested against the isolates alives of medical
interest of human patients as Candida albicans (7, 11, 16).

However, there is a few data available on the impact of essential oils on yeasts like
Candida genus isolated of canines females with diagnostic of candidiasis and mucous of
animals. The aim of this study is evaluate the inhibition capacity of Origanum vulgare

essential oil against Candida species in order to facilitate their use as potential therapeutics.

MATERIAL AND METHODS
Plant material

Commercially available oregano samples (dried leaves from Chile) were purchased in
market, with a botanical certification. The moisture content was determinate (9.7g/100g on

a dry material basis) and the content of essential oil (EO) in raw material was found to be
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1.282 mL of EO/100g of oregano (Torrenueva Vascos Ltda., M.M.Reg.S.B.N°.1082/08,
Industria Uruguaya tnueva@adinet.uy).
Essential oil

Dried plant of origanum was subjected to hydrodistillation for 4 h using a modified
Clevenger type apparatus, according to Brazilian Pharmacopeia IV (1988). After the
extraction, the oil was dried in anhydrous sodium sulphate, filtred, concentrated under ultra
pure N, and stored in amber flask at + 4°C (30).
Chemicals

All chemicals (hexane, dichloromethane) were of analytical grade. Analytical
standards, such as: a-pinene, B-pinene, myrcene, a-terpinene, p-cymene, limonene, 1,8-
cineole, y-terpinene, terpinolene, linalool, 4-terpineol, a-terpineol, thymol and carvacrol
were supplied from Sigma. RPMI Media 1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY,USA),
Tween 80 (Sigma), Sabouraud dextrose agar (Oxoid, Basingstoke, UK), McFarland
standard (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France), and buffer 3-morpholinopropanesulfonic
acid (MOPS) and phosphate-buffered saline (PBS) (Sigma).
Chromatography analysis

Origanum essential oil was submitted to chromatography analysis in a gas
chromatograph with a flame ionization detector (GC/FID, model Schimadzu 17A).
Chromatography analysis was carried out in an chromatograph equipped with a DB-5 silica
capillary column (methyl siloxane with 5% phenyl groups - 30 m x 0.25 mm ¢, film
thickness 0.25 pum). Nitrogen was used as the carrier gas with a flow 1.0 mL min™ and split
ratio was 1:50. Injector and detector temperatures were both set at 280°C. Column
temperature was programmed to 40°C, gradually increased to 145°C at 2°C min™' and then
increased to 280°C at 10°C min™', which was held for 10 min. It was prepared an oil
solution for 5000 pg L™ in hexane and 0.5 pL from this solution was injected into the
system. Essential oil was examined in triplicate. Analytical standards solution was prepared

for 100 pg L™ in hexane and submitted to same conditions of the oil.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY
Isolates of Candida species

The seven isolates of Candida albicans were from the vaginal mucous membrane of
females canine and one isolates of cutaneous tegument of monkey (Cebus apella) in
Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil. They were stored into the Mycology Laboratory,
Veterinary Faculty/Federal University of Pelotas (UFPel). Standards strains were: C.
albicans (ATCC- 44858, 4053, 18804 and 3691), C. parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei
(ATCC 34135), C. lusitaniae (ATCC 34449) and C. dubliniensis (ATCC MY 646), supplied
by Osvaldo Cruz Foundation (Fiocruz/Rio de Janeiro/Brazil).
Preparation of the inoculate

Yeast inoculum was prepared by growing isolates of Candida on SDA for 24 h at
35°C and then suspending in 5 mL of sterile physiological saline solution and
homogenized. The inoculum suspension had its turbidity adjusted by according to the 0.5
McFarland standard what corresponds an initial inoculum with approximately 5x10° CFU
mL™". Then, was prepared dilution 1:50 in sterile physiological saline solution, and another
dilution 1:20 in RPMI Media 1640 were prepared in 96-well microtitre trays (Becton
Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, USA). The adjusted inoculum suspension (100
puL) was dispensed in each well, resulting in the desired final drug concentration and
inoculum size between 1 and 5x10° CFU mL™". The plates were incubated at 35°C for 48 h.
Antifungal susceptibility testing

The isolated yeasts were tested by broth microdilution method, performed according
to the proposed to National Committee for Clinical Laboratory Standards NCCLS, M27-A2
(CLSI) standard guidelines, with minor modifications. It was used a solution 1% Tween 80
as RPMI Media dispersant of the essential oil, avoiding the micellas formation, favoring the
dilution.
Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeast

Using stocks solution of essential oil of origanum, it was prepared ten successive
dilutions in RPMI Media with L-glutamine without bicarbonate and buffered with MOPS at
pH 7.0. For yeasts, minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined by
subculturing 100 pL of those concentrations from each well (1 to 10) of the microtitre tray.

Positive control (inoculum/media) and negative control (essential oil/media) were included
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into wells 11 and 12. Trays were incubating aerobically at 35°C until 48 h with shaking.
Susceptibility was expressed as minimum inhibitory concentration (MIC), defining as the
lowest concentration required to arrest the growth of the fungi by 24 h of incubation in
relation to the positive control. To determine the minimum fungicidal concentrations
(MFC) values, 10 pL of broth was removed from each well and agar sabouraud dextrose

plates and incubated further for the appearance of yeast-like growth.

STATISTICAL ANALYSIS
MIC and MFC between the different isolates of Candida were compared through the
analysis of variance and the comparison between geometric averages according to Tukey

test, using the statistical package Statistix 6.0, considering significance p<0,05.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study the susceptibility of various yeasts to a range of essential oils O. vulgare
was determined, the MICs and MFC, respectively a broth microdilution method was used.
Isolated of C. albicans from mucous of the animals presented sensible in the concentrations
of MIC 2.72uL mL" and MFC of 5 pL mL™; standards inhibited in an oil concentration
that varied 2.97 pL mL" of CIM and MFC 3.54 puL mL™. Isolates no-albicans had MIC
medium of 2.10 pL mL™" and MFC average of medium 2.97 pL mL™" (Table 1).

The results demonstrated different susceptibility between the isolates ones of field
and standards, as well as between different candida species, without statistical significance
(Fig. 1). Research had been reported the values of CIM more raised for C. albicans aganist
antifungal traditional (24) demonstrating the occurrence of resistance with the use of
antifungical of the azoles group (15, 24, 25). These results present clinical importance since
C. albicans is responsible for the great majority of the infections in patients with
candidiasis recurrent, being the main isolate species in the cases of candidiasis
mucocutaneous in small animals (8, 13, 19), considered as high pathogenicity species (7,
11, 24). Recent papers confirm no-albicans species in clinical cases in humans and animals
(18, 20), being known the intrinsic resistance of the Candida krusei to the azoles
derivatives (15, 24).
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Authors had described the occurrence of clinical resistance and CIM values more
raised against antifungals for different no-albicans species including C. lusitaniae e C.
glabrata (24, 25). Aligiannis et al. (2) evaluating CIM of the essential oil of two species of
Origanum established values between 0.28 to 1.27 mg mL™" for bacterias, and 0.65-1.27 mg
mL™ for fungi, similar values found in this present work (7, 16).

Chromatographic analysis of oregano essential oil presented as component majority
4-terpineol, y-terpineno, thymol and carvacrol, being that the monoterpenes phenolics
showed in raising concentrations when compared with the other constituent of the oil
(Table 2, Fig. 2). Some monoterpenes and sesquiterpenes can have been responsible for the
susceptibility of the isolates tested front to this essential oil, since the antifungal activity of
this oil has been attributed to tymol , carvacrol and eugenol (6, 7, 14, 29).

According to some studies, the composition, quality and amount of present essential
oil in vegetables can have great variations, being influenced by diverse factors as the
geographic and climatic conditions, planting, drying and storage (3, 9, 12, 17).

The way as the microorganisms are inhibited by essential oils seems to include
different mechanisms of action (2, 14, 26, 27, 28). Toxic effects on membrane structure and
function have been generally used to explain the antimicrobial action of essential oils and
their monoterpenoid compounds (12, 26, 27) Studies suggest that the antimicrobial action
can be current of the enzyme damage diverse, including that involved with the production
of energy and synthesis of structural components of the microorganism, besides the
destruction or inactivation of genetic material (14, 28). The phenolic compounds of oils
should cause disturbance of membrane-embedded proteins, inhibition of respiration, and
alteration of ion transport processes of the cellular membrane and modify the activity of the
calcium canals, causing increase of the permeability and release of the vital intracellular

constituent (28).

CONCLUSIONS
By view point of results, it is possible to conclude that the essential oil of the O.
vulgare can come to represent a good alternative for the treatment of candidiasis presented

antifungical action in vitro against the Candida spp.
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Table 1: Results of Minimum Inhibitory Concentration (CIM) and Minimum Fungicidal
Concentration (CEM) for Origanum vulgare essential oil on the growth of Candida spp.

ISOLATES CIM CIM CFM CFM
(%) (uLmL") (%) (uL mL™)

C. albicans (mucous dog 1) 0.25-1 2.5 0.5-1 5
C. albicans (mucous dog 2) 0.25-1 2.5 0.5-1 5
C. albicans (mucous dog 3) 0.25-1 2.5 05-1 5
C. albicans (mucous dog 4) 05-1 5 1 10
C. albicans (mucous dog 5) 05-1 5 05-1 5
C. albicans (mucous dog 6) 0.12-1 1.2 0.25-1 2.5
C. albicans (Cutaneou dog) 025-1 2.5 0.5-1 5
C.albicans (Cutaneou monkey) | 0.25 -1 2.5 0.5-1 5
C. albicans (ATCC 44858) 0.25-1 2.5 025-1 2.5
C. albicans (ATCC 4053) 05-1 5 05-1 5
C. albicans (10C 3691) 0.25-1 2.5 0.5-1 5
C. albicans (ATCC 18804) 0.25-1 2.5 025-1 2.5
C. dubliniensis (MY 646) 0.25-1 2.5 05-1 5
C.parapsilosis (ATCC 22019) 0.25-1 2.5 0.25-1 2.5
C. lusitanie (ATCC 34449) 0.12-1 1.2 0.12-1 1.2
C. krusei (ATCC 34135) 025-1 2.5 0.5-1 5

*#CIM = minimum inhibitory concentration; CFM= minimum fungicidal concentration
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Figure 1. Results of minimum inhibitory concentration (CIM) and minimum
fungicidal concentration (CFM) for Origanum vulgare essential oil on the growth of
isolated of C. albicans from mucous of the animals, standards Candida spp and
isolates no-albicans.
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Figure 2. Chromatogram of oregano essential oil obtained by hydrodistillation in
Clevenger, essential oil where one can see that terpineneol (peak 20), a-terpineol (peak
21) and are the major components, followed by thymol (peak 26) and carvacrol (peak
27). Peaks identification in table 2.
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Table 2. Principals compounds identified in Origanum vulgare essential oil, using
chromatography analysis in a gas chromatograph with a flame ionization detector (GC/FID,
model Schimadzu 17A).

Peak | Retention time (min) Compounds FM CH*
(%)
1 10.05 o-thujene CioHis 0.25
2 10.36 o-pinene* CioHis Nd
3 12.56 Sabinene CioH16 0.33
4 12.68 B-pinene* CioH16 Nd
5 13.75 myrcene* CioHi6 0.18
6 14.40 a-phellandrene CioHis 2.47
7 15.19 o-terpinene* CioHie 2.83
8 15.67 p-cimene* CioHy4 0.71
9 15.94 Limonene* CioH16 3.60
10 16.06 1.8-cineole* CioH 150 0.53
11 16.75 cis/trans B-ocimene CioHis 0.08
12 17.97 y-terpinene* CioHis 4.86
13 18.49 trans-sabinene hydhrate CioHi50 0.07
14 19.96 terpinolene* CioHi6 1.69
15 20.58 cis-sabinene hydhrate Ci0H;50 0.08
16 20.87 Linalol* CoH;50 2.89
17 22.18 trans-p-menthenol CioH150 0.12
18 23.11 cis-p-menthenol Ci1oHi50 0.05
19 25.20 Borneol CioH50 0.27
20 26.09 4-terpineol* CioH 130 47.95
21 27.03 o-terpineol® CioHi50 7.57
22 27.43 trans-piperitol Ci1oH130 0.35
23 30.27 methyl thyrnol éter C1H,60 0.10
24 30.89 methyl carvacrol éter C11H160 0.71
25 31.88 geraniol/ nerol CioH50 0.70
26 3441 Thymol* C10H14O 842
27 35.00 Carvacrol* C,0H,40 9.44
28 40.54 geranil/neril acetate C12H200, 0.20
29 42.53 B-caryophyllene CisHs; 2.92
30 52.37 Spathulenol CsH»40 0.59
31 52.67 caryophylene oxide Ci5H40 0.05
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Toxicidade Pré-Clinica em Doses Repetidas do Oleo Essencial do Origanum
Vulgare L. (Orégano) em Ratas Wistar
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RESUMO. Nas ultimas décadas a propriedade inibitoria dos Oleos essenciais vegetais
frente a Candida spp. tem sido estudada, estando a do orégano entre eles. Todavia, sdo
escassos os trabalhos sobre a toxicidade do referido 6leo. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a toxicidade do 6leo essencial do O. vulgare administrado em ratas
Wistar, adultas. Quatro grupos experimentais foram constituidos, grupo I (6leo por via oral,
n=10); grupo II (controle oral, n=5), grupo III, (6leo por via intra-vaginal, n=10) e grupo IV
(controle intra-vaginal, n=5). O tratamento diario foi realizado por 30 dias. Utilizou-se
emulsdao a 3% vol/vol do 6leo essencial de O. Vulgare que apresentava os seguintes
constituintes: g-terpineno (4.86%), 4-terpineol (47.95%), a-terpineol (7.56%), timol
(8.42%) e carvacrol (9.43%). Ao final do tratamento, os animais foram eutanasiados, sendo
realizadas necropsias. Os resultados ndo evidenciaram qualquer alteragdo macroscopica nos
tecidos do trato reprodutivo e digestério, assim como em figado, baco e rins. Nas
avaliagodes clinicas, hematologicas e histopatoldgicas ndo foram observadas alteracdes. De
acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o 6leo essencial do O. vulgare ndo causa
alteragdes toxicoldgicas relevantes, quando administrado a 3% por via oral e intra-vaginal
em ratas Wistar, por 30 dias. Outros estudos sdo necessarios, incluindo um periodo maior
de administragdo e, utilizando o6leos com diferentes propor¢des de terpenos, além da
avaliacao da toxicidade reprodutiva.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo essencial, Origanum vulgare, ratos Wistar, toxicidade.

SUMMARY. “Pre-clinic toxicity of the repeate-dose of Origanum Vulgare L. (Origanum)
essential Oil in Wistar Rats”. In recent decades the inhibitory property of the essential oils
against Candida spp. has been studied, and antimicrobial activities of origanum has been
evaluated. However, the papers evaluating the toxicity of this oil are scarce.The objective
of this work was to evaluate the toxicity of the Origanum vulgare essential oil administered
orally and intravaginal in adult female Wistar rats. This study was accomplished with 4
groups of female rats, group I (oil administration orally, n=10); group II (control orally,
n=5), group III, (oil administration intravaginal, n=10) and group IV (control intravaginal,
n=5). The treatment for 30 days, everyday. The essential oil was used 3% (v/v) in emulsion,
and concentration of main compounds were: y-terpinene (4.86%), 4-terpineol (47.95%), a-
terpineol (7.56%), thymol (8.42%) and carvacrol (9.43%). After the experimental period,
necropsy of the animals was accomplished, and macroscopic alterations were not observed
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in the tissues of the reproductive and digestive systems, as well as in liver, spleen and
kidneys. The clinical, hematological and histo-pathological evaluation didn’t demonstrate
any alteration. According to the results, the O. vulgare essential oil 3%, when administered
orally and intravaginal, during 30 days in Wistar rats, is not responsible for toxicological
alterations. Other studies using O. vulgare oils with different terpenes concentrations are
necessary. Reproductive toxicity investigations are also necessary.

KEY WORDS: Essential oils, Origanum vulgare, wistar rats, toxicity.

INTRODUCAO

As infecgdes fungicas invasivas tem tido um aumento na incidéncia e fatalidade nas
ultimas décadas, sendo descritos casos de infeccdo em humanos e animais, especialmente
em imunocomprometidos, devidos principalmente ao género Candida '*~. Estas leveduras
sdo integrantes da microbiota oral, gastrointestinal e reprodutiva de mamiferos, sendo
consideradas patogenos oportunistas . Fatores que alterem o equilibrio parasita-
hospedeiro favorecem a instalagdo da micose podendo ocorrer quadros clinicos leves,

2,4-6 - ~ . 5 A
. Estudos demonstram que as infecgdes por Candida, sao um fendmeno

graves ou fatais
crescente a nivel mundial, representando um problema de satde publica, devido em parte, a
sobrevida de pacientes transplantados e neutropénicos, do uso indiscriminado de farmacos
como antibidticos e corticosterddes e das doencas imunodepressoras >*”. Aliado aos
crescentes casos da micose tem ocorrido resisténcia por parte de algumas espécies de
levedura frente aos antifungicos usuais, e relatos de recidivas da enfermidade aumentando
assim, a necessidade de pesquisas de novas substancias com atividade antifangica >*.

Devido a demonstrarem atividade frente a diversas espécies de fungos, os Oleos
essenciais t€ém despertado interesse, especialmente os 6leos de plantas aromaticas como
Origanum vulgare *'*. A atividade antimicrobiana do O. vulgare, tem sido atribuida aos
compostos fendlicos que encontram-se como componentes majoritarios no seu Oleo
essencial, sendo que os principais sao 0s monoterpenos € sesquiterpenos, como gama-
terpineno, alfa-terpineno, p-cimeno, carvacrol e timol ">,

Entretanto, apesar de se observar um aumento no consumo de produtos naturais, com
base no argumento de que plantas sdo totalmente seguras, as supostas propriedades
farmacologicas muitas vezes ndo tém validade cientifica, por nao terem sido investigadas
quanto a esta agdo em testes in vitro ou in vivo . Devido a serem produtos de extragdo de

uma espécie vegetal, os Oleos essenciais sdo mais concentrados, apresentando toxicidade

. . 18 , . . ~
mais elevada que a planta de origem ', sendo necessario a realizagdo de estudos
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C 17,18
toxicoldgicos como suporte de seguranga para uso destes produtos '

assim o objetivo
deste trabalho foi de avaliar a toxicidade do 6leo essencial do O. vulgare administrado em

doses repetidas em ratas Wistar.

MATERIAL E METODOS
Animais experimentais

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvergicus) linhagem Wistar, fémeas, adultas,
com peso variando de 240 a 250 g., provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Pelotas (BC-UFPel). O experimento foi desenvolvido na sala de experimentacao
do BC-UFPel, onde os animais foram acomodados em caixas, mantidos em condi¢oes
controladas de umidade, temperatura e ciclo de claro e escuro, recebendo agua ad libitum e
dieta de acordo com peso corporal.

Antes da administragdao do extrato, todos os animais foram adaptados ao manuseio e a
sondagem pelo periodo de duas semanas. Todos os procedimentos respeitaram os principios
da ética em Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA).

Grupos Experimentais

O estudo foi realizado com 30 animais que foram divididos em quatro grupos
experimentais: Grupo I: Dez ratas foram tratadas com 0,5 mL de 6leo por via oral, uma
vez ao dia, durante 30 dias.

Grupo I1: Cinco ratas utilizadas como controle oral, tratadas com 0,5 mL do veiculo
(Suspensao 0,001% de Tween 80) .

Grupo I11: Dez ratas foram tratadas com 0,5 mL de 6leo por via intra-vaginal, uma
vez ao dia, durante 30 dias

Grupo 1V: Cinco ratas utilizadas como controle intra-vaginal, tratadas com 0,5 mL
do veiculo (Suspensao de agar 0,8%).

Dose de Ensaio, Preparo e Administracéo

A dose utilizada no estudo foi definida & partir dos valores de Concentragdo Inibitdria
Minima (CIM) obtidos nos testes in vitro frente a isolados de Candida, onde foi
estabelecida uma CIM média de 0,3% para o oleo essencial do O. vulgare, sendo este valor

multiplicado por dez.
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Nos grupos experimentais I e III, 0,5mL do o6leo essencial foi utilizado na
concentracao de 3% vol/vol, sendo que para a via oral foi utilizada emulsdo contendo
0,001% de Tween 80 '° e para a via intravaginal o 6leo foi disperso em suspensio de agar a
0,8%9. No grupo II, foi administrado 0,5 mL de solugdo contendo 0,001% Tween 8019, e
para grupo IV 0,5 mL de suspensdo de agar a 0,8%’.

Para administragdo oral foi utilizada sonda flexivel n°.6, e para a via intravaginal
utilizou-se como aplicador uma sonda flexivel adaptada a seringa graduada de 1 mL.
Obtencédo do 6leo essencial de O. vulgare

A amostra de orégano utilizada no estudo foi adquirida em distribuidor comercial
(Torrenueva Vascos Ltda., LM.M.Reg.S.B.N°.1082/08, Industria Uruguaya) que forneceu o
produto com certificado de qualidade, de origem e identificagcdo botanica. Cerca de 40g de
folhas secas de orégano foram submetidas a extracdo por hidrodestilagdo em aparelho de
Clevenger, segundo a Farmacopéia Brasileira »°, para obtengdo do 6leo. Apds a extragio, o
oleo foi seco em Na,SO, anidro, grau p.a., concentrado sob N, ultra puro e armazenado em
frascos ambar, mantido sob refrigeragdo até a utilizagdo .

Analise do dleo essencial por Cromatografia Gasosa com detector de ionizacdo por
chama (GC/FID)

O o6leo essencial obtido foi analisado por GC/FID, sendo caracterizado em fung¢ao dos
principais constituintes quimicos. Para tal 1uL de solu¢des de concentragdes variadas de
padrdes foram injetadas no cromatodgrafo e, comparados com o tempo de retengdo de
padrdes referentes aos principais compostos presentes em amostras de orégano '*.
Acompanhamento clinico

Os animais pertencentes aos quatro grupos experimentais foram avaliados
clinicamente durante os 30 dias, de acordo com o critério clinico descrito na literatura %',
sendo feito observacdes quanto ao estado geral de cada animal, constatacdo de modificacao
da deambulagdo, piloerecao, ocorréncia de diarréia e de mortes, além de pesagens semanais
de todas as ratas. Para os animais dos grupos I e II, ainda foram observados alteragdes
comportamentais, como agressividade, consciéncia e disposi¢do, assim como feito
avaliacdes do sistema locomotor como presenga/auséncia de incoordenagdo e perda de
equilibrio. Nos animais dos grupos II e IV foram feitas avaliagdes visiveis da cavidade

vaginal, sendo observados presenca/auséncia vermelhidao, descamacao e lesao local.
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Avaliacdo hematoldgica

No final do periodo experimental foi coletado sangue através de pun¢do-cardiaca,
para a realizagdo do hemograma completo. Os exames laboratoriais foram realizados no
setor de Patologia Clinica da Faculdade de Veterinaria - UFPel’” **. Apos a coleta de
sangue os animais foram sacrificados através de anestesia profunda e necropsiados.
Analise histopatoldgica

Ao final dos 30 dias foi realizada eutanasia dos animais experimentais com tiopental
sodico via intraperitonial na dose de 50mg/Kg. Durante as necropsias dos animais dos
grupos I e II, foram feitas analises macroscopicas e colhidas amostras de tecido da mucosa
oral e de oOrgdos internos como estomago, intestino, bago, rins, figado. Nas ratas
pertencentes aos grupos III e IV, apods avaliagio macroscopica foi coletado o trato
reprodutivo e 6rgdos internos como rins, baco e figado. Os o6rgdos colhidos para o exame
histopatoldgico foram acondicionados em formol a 10%, sendo, posteriormente, incluidos
em parafina e processados, utilizando-se coloragdo de HE (Hematoxilina-Eosina) e PAS

(Acido Periddico-Schiff), para posterior analise histologica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise cromatografica do 6leo essencial utilizado no estudo demonstrou como
principais componentes quimicos os terpenos: 4-terpineol, y-terpineno,c-terpineol timol e
carvacrol (Tabela 1). Embora todos os orgdos de uma planta consigam acumular 6leos
volateis, sua composi¢do pode variar de acordo com a parte da planta analisada e com a
espécie estudada '”. Fatores como tipo de solo, altitude, temperatura, periodo de insolacio,
cultivo, condi¢des de secagem e estocagem entre outros, influenciam na composigdo,
qualidade e quantidade de 6leo essencial presente nos vegetais '>'*****. Em nosso estudo
foram utilizadas as folhas e flores secas e desidratadas de O. vulgare, sendo que os
resultados na analise cromatografica foram condizentes aos dados da literatura, onde
descrevem como componentes quimicos majoritarios os compostos p-cimeno, terpinoleno,
p-cimeno, terpinoleno, y-terpineno, o-terpineol, linalol, 4-terpineol, timol, carvacrol e
germacreno-D e a-pineno, dentre outros '+,
Durante o periodo de observacdo de 30 dias, nenhum dos animais experimentais

(grupos I, II, III, IV) apresentou alteragdes clinicas, comportamentais, de deambulaciao ou
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morte, ao receberem o oleo essencial do O. vulgare a 3%, ou respectivos controles, nao
havendo diferengas estatisticas entre os grupos. Em relacdo a massa corporal, observou-se
um ganho de peso semanal dos animais conforme o esperado para a espécie estudada
(Tabela 2).

A auseéncia de efeitos colaterais pelo o uso do Origanum vulgare foi demonstrada em

.. o 924,25
outros estudos com animais domésticos

. A adicdo de folhas secas da planta na dieta
de suinos resultou em maior indice reprodutivo em leitoas, além de melhorar a atividade
metabolica intestinal desses animais, ¢ quando adicionou 1000ppm do 6leo essencial de O.
vulgare na dieta, ndo foram observadas quaisquer alteragdes **. Segundo os autores os
efeitos positivos do vegetal na saide e producdo de suinos podem ser devido a agdo
antioxidante, antibacteriana e antiinflamatéria **, sendo que a propriedade anti-radical
atribuida ao O. vulgare se deve a presenga dos monofenois, carvacrol e timol ''. Outros
autores ao adicionar o 6leo essencial do O. vulgare (300mg/kg) 4 ragdo de aves poedeiras
constataram uma diminui¢do na contaminag¢do por hemoparasitas 2 Estudos da agdo de
compostos isolados sdo escassos, entretanto a avaliagdo de eugenol e carvacrol em ratos
demonstrou que as substancias ndo causaram efeitos colaterais ou toxicos °'°.

Em relagdo a andlise hematologica, o estudo demonstrou que o uso do dleo essencial
na concentragdo de 3% por via topica ou oral, assim como seus respectivos controles, ndo
provocou alteragdo no hemograma, eritrograma (hematocrito, hemoglobina e contagem de
hemacia) e leucograma (leucdcitos, neutrofilos e linfocitos), resultando em niveis

o ‘o 26,2
fisiologicos para a espécie estudada 2%’

(Tabela 4). O hemograma constitui 0 meio mais
direto e pratico de se estudar os elementos figurados do sangue periférico “**’. Estes
elementos celulares sofrem alteragdes no decurso de, praticamente, todas as enfermidades
2728 Efetivamente, estas alteragdes sdo inespecificas, comuns a um grande nimero de
patologias, porém os achados hematologicos fornecem informagdes diagnosticas valiosas
sobre o sistema hematoldgico e outros sistemas organicos, progndstico, resposta ao

tratamento e recuperagdo 8,

A maioria dos distirbios hematoldgicos podem ser
identificados por anormalidades especificas desses resultados, sendo que na identificacao
de estados patoldgicos o sangue muitas vezes pode fornecer informagdes diagndsticas
valiosas %% .

No estudo anatomopatologico dos orgdos e tecidos coletados durante a necropsia,
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também nao foram evidenciadas alteragdes macroscopicas ou morfologicas, assim como
em relagdo ao estudo histopatologico das amostras coletadas dos animais experimentais,
sem diferenga entre os grupos.

Segundo estudos os testes de toxicidade prolongada envolvem a avalia¢do patologica
grosseira, nesta etapa deve-se pesar os Orgdos vitais, que serve como indice util da
toxicidade %°. Os pesos dos 6rgdos estdo listados na tabela 3. Os resultados demonstraram
que a administracdo deste quimiotipo de O. vulgare e dos controles, pelo periodo de 30
dias, na concentragdo e¢ modelo animal utilizados, ndo causou alteragdo na massa dos
o6rgdos analisados.

Alguns autores tém descrito que o grau da toxicidade de um extrato depende de
varios fatores, entre eles da dose utilizada e da freqliéncia de administracdo, em alguns
casos baixas dosagens acarretam intoxicacdes devido a sensibilidade individual,
provocando desde sensibilizagdo, alergias, até problemas mais graves, principalmente
quando utilizados por via oral '*!'". Os monoterpenos com diferentes grupos funcionais tais
como, hidrocarbonetos, aldeidos e cetonas sdo inibidores in vitro das monoxigenases
CYP2BI, e podem alterar a biotransformagdo de sustincias toxicas ''*°. Por outro lado,
estudos clinicos tém demonstrado que Orégano spp apresenta alergenicidade, sendo
recomendado evitar o consumo excessivo durante a gravidez devido a propriedades
sedativas e abortivas ''. Estudo utilizando extrato aquoso a 20% de O. vulgare em fémeas
prenhes, evidenciaram pequeno atraso no desenvolvimento embrionario, porém o
percentual de embrides anormais nao foi significativo, o que foi atribuido ao efeito

31 . . . A .
. O potencial anticarcinogénico parece ser

antimutagénico e antioxidante do extrato
devido a capacidade do 6leo de O. vulgare induzir um incremento na atividade da enzima
destoxificante glutation S-transferase (GST) quando administrado oralmente **.

Os efeitos adversos do uso de extratos vegetais, possivel toxicidade, bem como a agdo
sinérgica ou antagénica com outros fAirmacos podem ocorrer comumente, devido a estes e
outros fatores, a produgdo de fitoterapicos requer estudos prévios relativos a varios
aspectos, dentre eles quanto ao seu efeito toxico sobre organismos animais ''*. Origanum
vulgare demonstra ter aplicacdes benéficas na producdo de alimentos e na satde do
homem, com custo relativamente baixo devido a uso de pequenas concentragdes, sendo

. . . . 10,24,25
considerando um promissor agente antimicrobiano "7,
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O ¢6leo essencial do O. vulgare quando administrado a 3% por via oral e intra-vaginal
em ratas Wistar pelo periodo de 30 dias, ndo causou efeitos toxicos, levando em conta a
auséncia de alteragdo na massa de 6rgaos, da massa corporal e da auséncia de alteracdes de
hemograma. S3o necessarios outros estudos utilizando outros Oleos com diferentes
proporg¢des de terpenos, seus principais componentes quimicos, além de um periodo maior
de administragdo aos animais experimentais, assim como avaliagdo da toxicidade

reprodutiva.
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Tabela 1: Principais compostos e respectivas concentragcdes de terpenos encontrados no
6leo essencial do O. vulgare analisado por cromatografia gasosa.

PADRAO Tempo retencdo | PM Area | Concentragio
l.a-tujeno 10.054 114 353 0.2533
2. Sabineno 12.566 133 456 0.3270
3. Mirceno 13.754 66 250 0.1791
4. a-phellandrene 14.399 943 3451 2.4736
5. y-terpineno 15.181 1050 3944 2.8272
6. p-cimeno 15.663 255 993 0.7119
7. Limoneno 15.928 1228 5026 3.6026
8. 1,8-cineol 16.061 189 735 0.5270
9. cis-trans B cimene 16.758 29 113 0.0810
10. y-terpineno 17.974 1693 6780 4.8600
11. trans-sabinene-hidrate 18.489 24 96 0.0690
12. terpinolene 19.952 559 2364 1.6947
13. cis-sabinene-hidrate 20.582 26 107 0.0764
14. Linalol 20.873 963 4028 2.8872
15. trans—p-menthenol 22.180 40 173 0.1241
16. cis-p-menthenol 23.121 14 74 0.0528
17. borneol 25.203 83 379 0.2719
18. 4-terpineol 26.136 12183 66900 47.9525
19. a-terpineol 27.042 2294 10555 7.5656
20. trans-piperitol 27433 99 482 0.3455
21. methyl-tymol-éter 30.280 30 135 0.0969
22. methyl-carvacrol-éter 30.894 215 990 0.7094
23. geraniol nerol 31.887 191 976 0.6997
24. Timol 34.418 2523 11750 8.4221
25. Carvacrol 35.002 2807 13165 9.4363
26. geranil/neril acetato 40.557 64 281 0.2016
27. p-caryophyllene 42.537 783 4068 2.9156
28. spathulenol 52.373 155 823 0.5899
29. caryophyleno oxide 52.745 16 65 0.0462

PM: Peso Molecular dos compostos analisados.
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Tabela 2: Média da massa corporal dos animais experimentais tratados com 6leo essencial
do Origanum vulgare a 3% por via oral, vaginal e respectivos controles, aferidas
semanalmente pelo periodo de cinco semanas.

Grupos Massa inicial 22 Pesagem 3?2 Pesagem 42 Pesagem Massa Final
Experimentais (9) 9)

G | (n=10) 238.7 242 247.8 254 261,2
Gll (n=5) 237 241 248,2 253 260,3
G 111 (n=10) 240,7 2459 252 258 264,5
GIV (n=5) 2422 247 253,1 257,8 263,8

Gl: O. vulgare via oral; Gll: Suspensdo 0,001% Tween 80 ; Glll: O.vulgare intravaginal; GIV:
Suspesdo de Agar 0,8%.

Tabela 3: Média da massa dos Orgdos dos animais experimentais tratados com Oleo
essencial do Origanum vulgare a 3% por via oral, vaginal e respectivos controles,
aferidas ao final do experimento.

Orgéo Gl Gll Gl GIV
Cérebro 2,07 2,0 1,96 2,05
Coragdo 1,02 1,10 1,05 1,15
Bago 0,87 0,90 0,84 0,86
Figado 9,9 10,4 10,1 10,3
Pulmio 1,79 1,84 1,78 1,82
Rim 1,38 1,43 1,40 1,44

Gl: O. vulgare via oral; GII: Suspensdo 0,001% Tween 80; GlI1: O.vulgare intravaginal; GIV:
Suspensdo de Agar 0,8%.
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Tabela 4: Valores médios referentes ao hemograma dos animais experimentais tratados
com 6leo essencial do Origanum vulgare a 3% por via oral, vaginal e respectivos
controles, aferidas ao final do experimento.

Paréametros avaliados Gl Gll Gl GIvV
Basofilos (mm®) 0 0 0 0
Eosin6filos (mm?®) 29 0 70 0
Mondcitos (mm®) 0 0 0 0
Linfocitos (mm®) 3035 3168 4362 3528
Bastonetes (mm3 ) 0 0 0 0
Segmentados (mm”) 1636 1632 1268 672
Leucécitos Totais (mm?) 4700 4800 5700 4200
ERITROCITOS (x 10uL) 6,8 7,2 7,1 7,4
HEMOGLOBINA (g/dL) 10,7 11,3 11 11,6
HEMATOCRITO (%) 34 36 35 37
PPT (%) 7.4 6,9 6,6 7,5

Gl: O. vulgare via or’al; GII: Suspensao 0,001% Tween 80; Gl11: O.vulgare ntravaginal;
GI1V: Suspensao de Agar 0,8%.
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RESUMO

A candidiase ¢ uma das micoses mais freqiientes em humanos imunodeprimidos, sendo que
em medicina veterinaria ¢ crescente sua importancia ocorrendo varios relatos da
enfermidade em animais. O tratamento com fluconazol resulta normalmente, em uma boa
resposta terapéutica, porém ha resisténcia intrinsica por parte de algumas espécies de
Candida, andlises in vitro ressaltam boa atividade antifungica do O. vulgare frente a essas
leveduras. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar agdo do 6leo essencial do O. vulgare no
tratamento da candidiase experimental sistémica. Para isso foram utilizados 48 ratos wistar,
distribuidos em quatro grupos: T1/n=12:0leo 1,5%; T2/n=12:0leo 3%; T3/n=12:
Fluconazol 10mg/Kg; T4/n=12: Controle (emulsdo); os 6leos foram emulsionados com
0,001% de Tween 80. A reproducao experimental foi realizada com isolado canino, ao qual
foi preparada suspensdo com células de C. albicans (10° céls/mL), e inoculada pela veia
lateral da cauda. Os farmacos e o diluente foram administrados diariamente por via oral
durante 30 dias, com auxilio de sonda orogastrica. Os animais foram pesados, analisados
quanto a parametros clinicos, retro isolamento do agente, alteragdes macroscopicas e
pesagem dos 6rgaos. Os sinais da micose iniciaram nas primeiras 48-72hs de experimento.
Em todos os parametros clinicos avaliados (perda de peso, apatia, sangramento nasal, andar
em circulo, lateralidade da cabeca, incoordenagdo e obitos), os grupos tratados T1, T2, T3
foram melhores que controle negativo (T4) (p<0,05). Observaram-se diferencas entre os
pesos dos animais, sendo o grupo T3 o mais pesado e o grupo T1 o mais leve. Nao houve
diferengas entre os grupos para as alteracdes macroscopicas nos 6rgaos, com excegdo dos
rins, onde o grupo T3 diferiu em relacdo aos demais grupos (T1,T2,T4). Quanto ao
retroisolamento o grupo T4 foi aquele em que se observou maior retroisolamento em todos
os oOrgaos e o grupo T3 foi o que apresentou menor. Conclui-se que o 6leo essencial do
Origanum vulgare apresenta atividade antifungica, demonstrando bons resultados no
tratamento da candidiase experimental sist€émica, porém sdo necessarios maiores estudos
que possibilitem introduzir esta substancia como opg¢ao terapéutica para candidiase.
Palavras-Chave: Candidiase, sistémica, ratos, Origanum vulgare.
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ABSTRACT

Candidiasis is one of mycosis more frequent in imunossupressed human, being that in
veterinary medicine its importance is occurring increasing some stories of the disease in
animals. The treatment with fluconazole results normally, in a good therapeutical reply,
however it has resistance on the part of some candida species, analyses in vitro stand out
good antifungal activity of the O. vulgare front to these yeasts. Thus, the objective of the
study was to evaluate action of the essential oil of the O. vulgare in the treatment of
candidiasis experimental systemic. For this 48 wistar rats had been used, distributed in
four groups: Tl/m=12:0il 1,5%; T2/n=12:0il 3%, T3/n=12: Fluconazole 10mg/Kg;
T4/n=12: Control (emulsion); the oils had been emulsified with 0,001% of Tween 80. The
experimental reproduction was carried through with isolated tooth, to which was prepared
suspension with cells of C. albicans (10° céls/mL), and inoculated by via the lateral tail
vein. The drugs and diluents had been managed daily by saw oral during 30 days, with
assist of or gastric sounding lead. The animals had been weighed, analyzed how much the
clinical parameters, backward isolation of the agent, macroscopic alterations and
weighing of the agencies. The signals of mycosis had initiated in first 48-72hs of
experiment. In all the clinical parameters evaluated (loss of weight, apathy, nasal bleed, to
walk in circle, incline of the head, incordenation and deaths), treat groups T1, T2, T3 had
been better that it has controlled negative (T4) (p<0,05). One observed differences between
the weights of the animals, being group T3 heaviest and the lightest group T1. It did not
have differences between the groups for the macrocospic alterations in the agencies, with
exception of the kidneys, where group T3 differed in relation to the too much groups (T1,
T2, T4). How much to the retroisolation the T4 group was that one where if it observed
greater retroisolation in all the agencies and group T3 was what it presented minor. It is
concluded that the essential oil of the Origanum vulgare presents antifungical activity,
demonstrating to good results in the treatment of candidiasis experimental systemic,
however they are necessary greaters studies that they make possible to introduce this
substance as therapeutical option for candidiasis.

KEY-WORDS: Candidiasis, systemic, rats, Origanum vulgare.

INTRODUCAO

A candidiase ocorre devido a multiplicagdo e invasdo de Candida spp. nos tecidos,
podendo causar lesdes superficiais em pele e mucosas, assim como disseminagdo para
diferentes 6rgdos como rins, pulmao, coracado, articulagdes, 0ssos e sistema nervoso central
(Lacaz et al., 2003). As formas clinicas mais severas da enfermidade tém sido associadas
com pacientes imunocomprometidos, neutropénicos e transplantados (Sant’ana et al., 2002;
Colombo & Guimaraes, 2003).

Em clinica médica humana Candida spp vem sendo amplamente reconhecida como o
patogeno oportunista de maior ocorréncia (Colombo & Guimaraes, 2003; Sant’ana et al.,
2002), e apontada como principal agente de micoses em imunodeprimidos em todo o

mundo (Herwaldt & Pfaller, 2002; Lacaz et al., 2002; Colombo & Guimaraes,2003). A
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transformacao da levedura, de comensal a importante agente de infec¢des, ocorre
comumente em ambiente hospitalar, como resultado do proprio progresso da medicina
(Diekema et al., 2002; Santos Jr. et al., 2005).

Em medicina veterinaria a multiplicagdo celular das leveduras ¢ facilitada por
alguns fatores como: producdo excessiva de cerume no caso de otites, alteracdes do pH,
apods terapia antibidtica ou com glicocorticoides, com farmacos indutores de neutropenia,
deficiéncia nutricional, principalmente de vitaminas e ferro, doencas metabdlicas,
endocrinopatias, confinamento, assim como deficiéncia na resposta imune mediada por
células, podem ser importantes no desencadeamento da infec¢dao (Guillot et al., 1996;
Lacaz et al.; 2002; Mueller et al., 2002), sendo crescentes os casos citados na literatura
(Moretti et al., 2004; Moretti et al., 2006; Cleff et al., 2007).

O fluconazol ¢ um dos farmacos mais utilizado para tratamento das infeccdes
sitémicas por Candida, no entanto, seu uso € restrito nos casos de infecgdes por C. Krusei,
C. glabrata, devido a resisténcia frente ao antifungico (Silva et al., 2002; Santos Jr., et al.,
2005; Castro et al.,2006).

Estudos tém avaliado, a atividade antifiingica do dleo essencial do Origanum vulgare
frente a espécies de Candida, demonstrando inibi¢do da levedura em testes in vitro e in vivo
(Lambert et al., 2001; Manohar et al., 2001; Chami et al., 2004; Giordani et al., 2004),
assim como forte agdo frente a diversos fungos causadores de micoses oportunistas
(Daferera et al., 2000; Lambert et al., 2001). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o

oleo essencial do O. vulgare no tratamento da candidiase experimental sist€émica.

MATERIAL E METODOS
Obtencao do 6leo essencial do O. vulgare

A amostra de orégano utilizada no estudo foi adquirida em distribuidor comercial
(Torrenueva Vascos Ltda., LM.M.Reg.S.B.N°.1082/08, Industria Uruguaya) que forneceu o
produto com certificado de qualidade, de origem e identificagcdo botanica. Cerca de 40g de
folhas secas de orégano foram submetidas a extracdo por hidrodestilacdo em aparelho de
Clevenger, segundo a Farmacopéia Brasileira, para obtencao do 6leo.

O ¢leo essencial obtido foi analisado por GC/FID, sendo caracterizado em fung¢ao dos

principais constituintes quimicos. Para tal 1pL de solucdes de concentragdes variadas de
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padrdes foram injetadas no cromatografo e, comparados com o tempo de retencdo de
padrdes referentes aos principais compostos presentes em amostras de orégano.
Animais experimentais

Para a realizagdo do estudo in vivo foram utilizados 48 ratos norvergicus (Rattus
rattus), albinos linhagem Wistar, com oito semanas de idade, machos com peso médio de
300g. Os animais foram alojados no Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), sendo mantidos em condigdes controladas de umidade, temperatura e ciclo de
claro e escuro recebendo dieta de acordo com peso corporal dgua “ad libitum” durante o
periodo experimental.

Todos os animais foram adaptados ao manuseio e a sondagem pelo periodo de duas
semanas, os procedimentos respeitaram os principios da ética em Experimentagdo Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais, de acordo com o
tratamento recebido:

T1 (n=12): Tratados com 0,5 mL de emulsdo de dleo a 1,5% em solugdo contendo
0,001% de Tween 80.

T2 (n=12): Tratados com 0,5 mL de emulsdo de 6leo a 3% em solugdo contendo
0,001% de Tween 80.

T3 (n=12): Tratados com 0,5 mL de solugdo de Fluconazol (10mk/Kg).

T4 (n=12): Tratados com o veiculo (Suspensio contendo 0,001% de Tween 80).

Isolados de Candida albicans utilizado no estudo

Todos os animais experimentais foram inoculados com isolado de Candida albicans
proveniente de caso clinico de Candidiase cutanea em cao, estocado na micoteca do
Laboratério de Micologia, Faculdade de Veterinaria, UFPel.
Preparo do in6culo flngico

O in6culo fungico foi preparado utilizando coldnias de C. albicans cultivadas a 35°C
por um periodo de 24-48hs. As colonias foram retiradas do meio de cultura com auxilio de
uma alca de platina, adicionadas a solugdo salina tamponada (PBS) homogeneizadas e

padronizadas em 10° células de C. albicans/mL.
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Inoculacéo experimental

A suspensao de células fungicas foi inoculada em volume de 0,1 mL pela veia lateral
da cauda em todos os animais experimentais, sendo todos foram anestesiados previamente.
Candidiase Experimental Sistémica

A candidiase experimental sistémica foi desenvolvida de acordo com Yamaguchi
(1987). Uma semana antes da inoculagdo, e durante todas as semanas do experimento, os
animais receberam acetato de hidrocortizona 100 mg/Kg, a cada 7 dias via subcutanea. Para
controle das infecgdes bacterianas secundarias foi adicionado 0,5mg/mL hidrocloridrato de
tetraciclina na a4gua de beber dos animais.

Tratamento dos animais experimentais

Um dia (24hs) apds os animais experimentais serem inoculados com C. albicans, foi
iniciado o tratamento dos grupos experimentais, uma vez ao dia, por um periodo de 30 dias.
A administragdo dos farmacos, assim como dos diluentes nas doses preestabelecidas, foi
realiza em todos os animais pela via oral com o auxilio de uma sonda orogéstrica.

O o6leo essencial utilizado para o tratamento foi extraido previamente e apresentava a
seguinte composicdo quimica: alfa- felandreno, alfa-terpineno, limoneno, linalol, gama-
terpineno, 4-terpineol, alfa-terpineol, timol, carvacrol e beta-cariofileno.
Acompanhamento clinico dos animais experimentais com Candidiase sistémica

Durante o periodo experimental, os animais foram avaliados duas vezes por semana,
a fim de observar alteragdes fisicas e/ou comportamentais, sendo essas descritas em
relatorios semanais nos quais foram registradas as alteragdes. Foram feitas observagdes
quanto ao estado geral de cada animal, constatacdo de modificagdo da deambulagao,
piloerecao, alteragdes de comportamento, como agressividade, consciéncia e disposicao,
assim como feito avaliagdes do sistema locomotor como presenca/auséncia de
incoordenacdo e perda de equilibrio e ocorréncia mortes, além de pesagens semanais de
todos os ratos.

Necropsia dos animais experimentais

No final do periodo experimental de 30 dias, os animais foram sacrificados através de
anestesia profunda e necropsiados. Foram feito anélises macroscopicas de tecido da mucosa
oral e de 6rgdos internos como estdmago, intestino, bago, rins, figado, pulmao, coracio e

cérebro, sendo todos os oOrgdos pesados. Os mesmos procedimentos descritos foram
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realizados com os animais que morreram durante o periodo experimental. Fragmentos de
rins, figado, bago, pulmao, sistema digestorio e cérebro foram coletados e conservados em
formol a 10% e enviados ao Departamento de Patologia Animal.
Retroisolamento de Candida albicans

ApbOs a pesagem, os rins, figado, baco, pulmido e cérebro dos animais, foram
semeados em agar Sabouraund Dextrose com cloranfenicol e acondicionados a 35°C por

24-hs para obtencao do retroisolamento do agente.

ANALISE ESTATISTICA

A comparagdo entre os tratamentos, da freqii€ncia de sinais clinicos observados e
alteragdes macroscopicas, assim como a frequéncia de 6bito durante todo o experimento,
foram analisadas através do programa Epi Info 6.0, utilizando o teste de qui-quadrado,
segundo Mantel-Henzel, com grau de significancia de 95%. A andlise comparativa de um
escore clinico composto pela presenga (valor atribuido 2) ou auséncia (valor atribuido 1)
dos sinais clinicos: apatia, sangramento nasal, andar em circulo, lateralidade cabeca e perda
de equilibrio, foi realizado através do método para dados nao-paramétricos de Kruskall-
Wallis, utilizando o pacote estatistico Statistix 8.0. Ainda, ao retro-isolamento no final do
experimento foi atribuido um escore ordinal de acordo com a quantidade subjetiva de
microrganismo recuperado por grama de tecido (1- negativo; 2- pouco; 3- intermediario; 4-
muito), a partir dos 4 6rgaos analisados (bago, cérebro, figado e rim) e do sangue e

analisados individualmente pelo método nao paramétrico de Kruskall-Wallis.

RESULTADOS
Avaliacgdo clinica dos animais experimentais com candidiase sistémica

As alteracdes observadas nos animais experimentais iniciaram nas primeiras 72hs
apoés a inoculagdo com C. albicans, sendo observadas no decorrer das quatro semanas do
estudo alteragdo nos seguintes parametros clinicos: perda de peso, apatia, sangramento
nasal, andar em circulo, lateralidade da cabecga, incoordenagao e 6bitos (Tabela 1).

Essas alteragdes analisadas estatisticamente resultaram em diferencas significativas
quando comparados os animais pertencentes aos grupos T1, T2, T3 em relacdo ao controle

negativo (T4) (p<0,05), sendo que o grupo diluente apresentou um maior nimero de
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animais afetados em relag@o aos grupos tratados (Figura 1).

Tabela 1- Alteragdes clinicas observadas nos animais experimentais com candidiase
sist€émica durante o periodo de 30 dias do estudo.

T1 T2 T3 T4

Sinais Clinicos Avaliacéo Avaliacao Avaliagéo Avaliagdo
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 45
Incoordenagao 0 4 4 4 4 01 1 02 0O0O0O0O0O0 3 4 4 5
Lateralidade 0 3 4440011 100001 02 4 45
Sangue Nasal 1 3221 1100O0O0OO0O0OO0OT1T1TT13 33
Apatia 1 331011000111 113 3 554
Andar circulos o 21110 0O0O0O0O0OO0OO0OO0OO0OT1 1 3 3 3

* Avaliagdo realizada a cada 6 dias, totalizando cinco observagdes, por animal em cada um
dos grupos experimentais; TI: Tratado com 6leo a 1,5%; T2: Tratado com 6leo a 3%; T3:
Tratados com Fluconazol (10mk/Kg); T4: Tratados com suspensdo contendo 0,001% de
Tween 80.

Escore Clinico
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A g :
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dia Pl

Figura 1: Andlise por escore dos parametros clinicos avaliados nos quatro grupos
de tratamento, observando diferenga estatisticamente significativa no
Grupo T4, quando comparado aos outros grupos (T1, T2, T3) (p<0,05).

Durante o periodo experimental, ocorreu o ¢bito de (4/12) dos animais pertencentes
ao grupo T4, controle negativo, sendo que dois animais morreram nas primeiras 72hs do
estudo, um no dia 4 e outro no dia 14. Um animal do grupo T1 teve morte natural no dia 14,

e uma morte natural no grupo T2 no dia sete. Os resultaram demonstraram diferengas
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estatisticas (p=0,004) entre o grupo T4 e os demais (T1, T2, T3). Todos os animais foram

imediatamente necropsiados e coletados todos os 6rgaos para andlise histopatologica.

Avaliacao do peso dos animais experimentais com candidiase experimental sistémica
Os animais foram pesados antes do inicio do experimento e semanalmente durante o
periodo experimental. Os resultados das pesagens foram agrupados em média, sendo as
médias de pesagens dos animais dos diferentes grupos de tratamento iguais a: Tl=
322.60(B), T2= 339.26 (AB), T3= 355.03(A) e T4: 338.88 (AB). Observou-se que houve
diferengas entre as médias de pesagens entre os tratamentos, o grupo T3 foi o mais pesado e
o grupo T1 o mais leve. Os outros dois tiveram pesos intermedidrios, ndo diferindo
estatisticamente dos demais. Nao havendo diferenca estatistica na analise por semana

(Figura 2).
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Figura 2: Média dos pesos dos animais experimentais pertencentes aos diferentes
grupos de tratamento (T1,T2,T3,T4), nas quatro semanas do
experimento.

ApoOs a necropsia os principais orgaos foram pesados, sendo feito uma média da
massa dos o6rgdos dos animais por grupo de tratamento, e uma média de peso corporal dos
animais nos diferentes tratamentos, para o calculo da massa relativa dos 6rgaos (Tabela 2).
Foi observada uma maior massa relativa dos rins nos grupos T1 e T4, em todos o6rgdos
avaliados o tratamento 4 teve uma massa relativa maior, porém sem apresentar diferengas

estatisticas.
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Tabela 2- Média de pesos dos 6rgdos em relagdo com a média de peso dos animais
experimentais, € massa relativa dos 6rgaos, nos diferentes tratamentos ao final
do periodo experimental.

Orgaos T1 T2 T3 T4
Orgao/animal (%) Orgéo/animal Orgo/animal Orgo/animal
(%) (%) (%)
Figado 16/413 3,87% 17,1/438  3,9% 15,8/401 3,9% 14,3/348  4,1%
Baco 0,7/413 0,17% 0,8/438  0,18% 0,8/401 0,2% 1,67/348 0,48%
Pulmdo 2,68/413 0,65% 2,8/438  0,64% 2,2/401  0,55% 1,9/348 0,55%
Coragdo 1,12/413 0,275 1,1/438  0,25%  1,03/401  0,26% 1,08/348 0,31%

Rins 2,44/413 0,59% 1,47/438  0,34% 1,28/401  0,32% 2,4/348 0,69%
Cérebro 1,87/413 0,45% 1,07/438  0,24%  2,16/401  0,54% 2,1/348 0,6%
Testiculo 2,39/413 0,58% 2,89/438  0,66% 2,6/401  0,65% 2,8/348 0,8%
(%): Massa relativa calculada como (Massa do 6rgao/massa corporal) x 100.

TI: Tratado com oleo a 1,5%; T2: Tratado com o6leo a 3%; T3: Tratados com

Fluconazol (10mk/Kg); T4: Tratados com suspensdo contendo 0,001% de Tween 80.

Alteracdes macroscopicas nos animais experimentais

Em relagdo as alteragdes macroscopicas observadas nos animais com candidiase
experimental sistémica, essas quando presentes se apresentaram na forma de lesdes
nodulares e esbranquigadas especialmente nos rins, seguidos por figado, bago, e bexiga, as
lesdes ocorreram de forma localizada ou disseminada. No cérebro observou-se perda das
circunvolugdes e alteracdo na consisténcia do 6rgdo. Macroscopicamente o principal 6rgado
afetado foram os rins, em alguns animais foi observado destrui¢do da regido medular do
orgdo, com presenca de aglomerados de hifas, especialmente nos animais do grupo T4

(Tabela 3).

Tabela 3- Alteragdes macroscopicas observadas nos oOrgdos internos dos animais
experimentais com candidiase sist€émica durante o periodo de quatro semanas.

Orgaos T1 T2 T3 T4
Rins 10 6 2 12
Figado 1 1 0 4
Bago 0 2 0 0
Pulmao 0 0 0 1
Cérebro 4 1 0 4
Bexiga 0 2 0 4

TI: Tratado com o6leo a 1,5%; T2: Tratado com 6leo a 3%; T3: Tratados com Fluconazol
(10mk/Kg); T4: Tratados com suspensao contendo 0,001% de Tween 80.
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Nao houve diferencas entre os grupos de tratamento para as alteragdes macroscopicas
nos orgaos avaliados, com excecdo do rim, onde observou-se que os animais pertencentes

ao grupo tratado fluconazol diferiram em relagdo aos demais grupos .

Obtencéo do retroisolamento de C. albicans

A obtengao do retroisolamento de Candida foi realizadoa partir do cultivo dos 6rgaos
(rins, baco, figado e cérebro) em meio agar sabouraund dextrose a 35°C e da cultura de
sangue e urina. Em nosso estudo a levedura foi retro isolada de 6rgdos vitais, sendo
principalmente dos rins, além de ser isolada da urina e sangue confirmando o envolvimento

sistémico dos orgaos na candidiase experimental sistémica em ratos wistar (Tabela 4).

Tabela 4 — Retroisolamento de C. albicans de orgaos vitais, sangue e urina dos animais
experimentais apds cultura em agar Sabouraud dextrose a 35 °C.

Orgaos T1 T2 T3 T4
Rins 12° 10%® 7° 122
Figado 9 7% 5° 11
Cérebro 92 7% 4° 12°
Sangue 2 1 0 4
Urina 2 0 0 3

TI: Tratado com 6leo a 1,5%; T2: Tratado com 6leo a 3%; T3: Tratados com Fluconazol
(10mk/Kg); T4: Tratados com suspensao contendo 0,001% de Tween 80.

A andlise estatistica do retroisolamento obtido a partir do cultivo dos oOrgaos
especificos, ndo demonstrou diferencas estatisticas entre os grupos tratados, porém foi

observada diferenca entre o grupo T3 e T4 (p<0,05).

DISCUSSAO

O presente estudo ao desenvolver a Candidiase experimental sist€émica, revelou um
quadro preocupante, a qual o veterinario ndo observa rotineiramente, ja que as infecgoes
sistémicas s3o relatadas de forma isolada em animais, porém a possibilidade de
disseminagdo de Candida spp. para diversos tecidos é uma realidade cada vez mais proxima

da medicina veterinaria, e a enfermidade se caracteriza por alta morbidade e mortalidade e
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o profissional tem que estar preparando para o reconhecimento e administragcdo da terapia
adequada.

No estudo a levedura foi retro isolada de 6rgdos vitais, sendo principalmente dos rins
e sistema nervoso, além de ser isolada da urina e sangue confirmando o desenvolvimento
de candidiase sistémica. Segundo a literatura, no caso de infec¢do sistémica, o diagndstico
baseia-se na visualizacdo e isolamento da levedura em diversos 6rgdos, ou em espécimes
clinicos como na urina, aspirado, biopsia e sangue (Nucci et al., 1998; Kan & Lin, 2002;
Diekema et al, 2002). Os animais durante o periodo experimental foram
imunossupremidos por terapia imunossupressora, sendo este um dos principais fatores
associados a infecgdo sistémica por candida (Nucci et al., 1998; Diekema et al., 2002;
Colombo & Guimaraes, 2003).

Ao analisar a eficacia dos tratamentos (T1, T2, T3) na candidiase experimental
sistémica, observou-se que o fluconazol (T3) foi aquele em tivemos os melhores resultados,
seguido pelo T2 (Oleo 3%) que obteve resultados que nio diferiram significativamente do
fluconazol (T3), estes resultados sdo muito promissores ja que o 6leo essencial apresentou
resultados proximos ao antifiingico padrdo utilizado. Em relagdo ao T1 (Oleo 1,5%), os
parametros avaliados permitiram concluir que este, ndo foi tdo eficaz quando comparado ao
controle positivo (T3) e ao 6leo a 3% (T2), porém foi melhor que o grupo controle negativo
(T4). O fato do T3, apresentar os melhores resultados nos pardmetros avaliados, deve-se a
indicagdo terapéutica deste antifingico para o tratamento da candidiase disseminada, tendo
em vista que o fluconazol apresenta eficacia, seguranca e altos niveis de distribuicdo nos
liquidos corporeos (Santos Jr. et al., 2005; Castro et al., 2006; Colombo & Guimaraes,
2007). O baixo peso molecular e a alta solubilidade do farmaco contribuem para a alta
biodisponibilidade, o que permite que a maior parte dos pacientes sejam tratados por via
oral, recebendo uma dosificacao didria de 6 a 12 mg/kg/dia. (Farias & Giuffrida, 2002;
Magill et al., 2006).

Com relagdo a atividade antifingica do oleo essencial do O. vulgare frente a
leveduras de interesse médico, varios estudos tém sido desenvolvidos (Lambert et al., 2001;
Manohar et al., 2001; Chami et al., 2004; Giordani et al., 2006), porém com grandes
variacdes quanto ao método de analise da suscetibilidade in vitro, quanto a modelos

experimentais utilizados, composi¢cdo do o6leo essencial, assim como, utilizagdo de
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compostos isolados do 6leo (Lambert et al., 2001; Manohar et al., 2001). Entretando os
estudos em modelos experimentais tem demonstrado boa atividade de alguns dos
compostos isolados do dleo essencial, assim como do 6leo puro. Manohar e colaboradores
(2001), demonstrou que a administracdo oral didria de 8,6 mg do 6leo de Origanum
dissolvido em 100 pl de azeite de oliva em camundongos, pelo periodo de 30 dias,
reduziram em 80% a mortalidade dos animais, demonstrando efeito terapéutico na
candidiase sist€émica. Chami & Chami (2004), avaliaram in vitro ¢ in vivo o carvacrol e
eugenol no tratamento da candidiase, com resultados satisfatorios no controle da candidiase
oral e vaginal experimental induzida por Candida albicans em ratos imunossuprimidos com
valores comparaveis aos antifingicos padrdes.

Mesmo sendo reconhecidas as propriedades antimicrobianas, pertencentes as espécies
de Origanum, o mecanismo de acdo dos extratos e/ou Oleo essencial ainda ndo esta
completamente elucidado, ndo se conhecendo o exato modo de acdo frente aos fungos,
porém diversos estudos tém sido conduzidos neste sentido. Segundo Lambert e
colaboradores (2001), a ag¢do antimicrobiana pode ser devido ao prejuizo a diferentes
enzimas, principalmente aquelas envolvidas com a producdo de energia e/ou sintese de
componentes estruturais dos microrganismos. Outra hipotese estudada ¢ de que os oOleos
essenciais sensibilizam a bicamada fosfolipidica da membrana celular do microrganismo,
causando um aumento da permeabilidade e perdas de constituintes intracelulares vitais, ou
causando a inibi¢do ou danos nos sistemas enzimaticos (Cox et al., 2000). Alguns autores
sugerem que a alteracdo na atividade dos canais de calcio ¢ a causa do aumento da
permeabilidade e liberagdo dos constituintes intracelulares, assim como um decréscimo no
ATP intracelular nas células enquanto que, simultaneamente ha aumento no ATP
extracelular, ocasionando uma ruptura na membrana celular do microrganismo (Sikkema et
al., 1995; Helander et al., 1998; Sartoratto et al., 2004).

Quando se refere a analise clinica dos animais experimentais observou-se o
desenvolvimento de sinais compativeis com a infeccdo sistémica por C. albicans. A
levedura ¢ considerada a espécie com maior potencial patogénico, devido a fatores como
formacao de hifas/pseudo-hifas e tubo germinativo, além de secrecdo de enzimas
hidroliticas como fosfolipases e proteinases (Lacaz et al., 2002; Schaller et al., 2005; Castro

et al., 2006). Apo6s a multiplicagdo e invasdo dos tecidos, as leveduras podem provocar
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lesoes superficiais, assim como se disseminar para diferentes 6rgdos como rins, pulmao,
coragdo, articulagdes, 0ssos ¢ sistema nervoso central (Lacaz et al., 2002; Castro et al.,
2006).

As alteracdes neuroldgicas observadas nos animais experimentais neste estudo, como
andar em circulo, lateralidade da cabeca e desequilibrio, demonstraram o acometimento do
sistema nervoso central durante a candidiase experimental, assim como o retroisolamento
da levedura neste o6rgdo. Segundo a literatura o envolvimento de sistema nervoso central
ocorre com grande freqiiéncia em prematuros que desenvolvem candidemia (Diekema et
al., 2002; Kan & Lin, 2002). Segundo dados obtidos em séries de necropsia, pacientes com
sepse por Candida que evoluem a Obito apresentam lesdes fungicas em sistema nervoso
central em até 20% dos casos (Diekema et al., 2002; Kan & Lin, 2002; Colombo &
Guimaraes, 2003).

A evolugdo para o Obito ocorreu em 33% (4/12) dos animais pertencentes ao grupo
T4, controle negativo, sendo que dois animais morreram nas primeiras 72hs do estudo, um
no dia 4 e outro no dia 14. De forma geral, 40 a 60% dos pacientes que desenvolvem
candidemia morrem durante a internagdo na qual houve a fungemia, sendo a alta
mortalidade decorréncia particularmente do diagnodstico tardio e a gravidade das
comorbidades (Colombo & Guimaraes, 2003).

Durante a necropsia foi observado lesdes e destruicdo da regido medular dos rins,
com formacao de bolas fingicas no interior da regido medular dos rins de alguns animais,
especialmente nos animais do grupo T4. Esta observag¢dao nao condiz com a afirmagdo de
Souto & Dias (2003), que citam a necrose papilar e os micetomas ou bolas flngicas,
obstruindo a pelve renal ou o ureter, e a pionefrose por fungos como complicacdes raras. O
envolvimento renal €, em geral, secundario a doencga sistémica, podendo ser, entretanto, o
unico orgao afetado, podendo ser atingidos por via ascendente ou por via hematogénica
(Lacaz et al., 2002; Colombo & Guimaraes, 2007). A Candida tem tropismo pelos rins,
tendo sido demonstrado 90% de envolvimento renal em pacientes que foram a necropsia
apos candidiase generalizada (Souto & Dias, 2003).

No estudo o envolvimento de figado e bago ocorreu de forma menos intensa quando
comparado aos rins, o que concorda com dados de literatura. Segundo alguns autores, a

candidiase hepatoesplénica ¢ uma forma incomum de infec¢dao pelo género Candida que
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envolve primariamente o figado e o bago e, menos freqiientemente, os rins, os pulmdes e 0s
ossos. Esta sindrome ocorre habitualmente em pacientes em tratamento intensivo para
leucemia aguda, ou seja, pacientes imunocomprometidos e de dificil tratamento devido a
neutropenia coexistente nesta populagdo. A incidéncia estimada de candidiase
hepatoesplénica em pacientes com leucemia aguda ¢ em média 5% (Diekema et al., 2002;
Kan & Lin, 2002; Colombo & Guimaraes, 2007).

O baixo isolamento da levedura da urina (5/48) e do sangue (7/48) dos animais
experimentais observado no estudo, provavelmente ocorreu de forma secundaria a doenga
fingica sistémica. Sendo descrito na literatura que nos casos de pielonefrite adquirida por
via hematogénica, decorrente de candidiase sistémica, os rins funcionam como filtro e
podem refletir contagens baixas na urina (Oliveira et al., 2001; Colombo & Guimaraes,
2007). Havendo envolvimento renal como complicagdo de funguria, ha formacao de
microabcessos no cortex renal, com penetragdo das leveduras nos tibulos proximais e
conseqiiente excrecao na urina (Fischer, 2000). No grupo tratado fluconazol nao foram
observados isolamentos em cultura urindria nem de sangue. Este fato deve-se a indicagdo
terapéutica deste antifungico, tendo em vista que o fluconazol apresenta eficacia, seguranga
e altos niveis na urina e no parénquima renal (Souto & Dias, 2003; Colombo & Guimaraes,

2007).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados pode-se concluir que o o6leo essencial do Origanum
vulgare apresenta-se como um promissor agente antifingico, demonstrando bons resultados
no tratamento da candidiase experimental sistémica, porém sao necessarios maiores estudos

que possibilitem introduzir esta substancia como opgao terapéutica para candidiase.
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CONSIDERACOES FINAIS

O ¢leo essencial do Origanum vulgare demonstrou atividade in vitro frente ao
Sporothrix schenckii e Candida spp., com diferencas de suscetibilidade dos
microrganismos quando comparado diferentes Oleos, atribuida a composi¢ao quimica do
extrato. A utilizacdo do 6leo a 3%, via oral e intra-vaginal por 30 dias ndo causa alteracdes
relevantes em ratas Wistar, demonstrando seguranga quanto ao uso nesta concentracao.
Além disso, o uso do 6leo a 3% demonstrou bons resultados no tratamento da candidiase
experimental sistémica.

As plantas medicinais ou aromaticas, assim como seus Oleos essenciais, tém
despertado grande interesse, especialmente o Origanum vulgare (orégano), devido a
presenca de compostos fenolicos, que em nosso estudo foram encontrados em todos os oito
6leos estudados.

Devido a crescente importancia das micoses, tanto em medicina humana assim como
em veterinaria, um investimento significativo € necessario para a proxima geragdo de
farmacos com agdo antifiingica, a fim de obter-se produtos com amplo espectro de agao,
seguro em doses eficazes e com custo acessivel, sendo que os organismos vegetais podem

representar uma Otima alternativa.
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