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Atividade in vitro do 6leo essencial de Origanum vulgare frente a Sporothrix Schenckii
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A esporotricose, micose subcutdnea causada pelo
fungo geofilico Sporothrix schenckii, apresenta
distribuigdo mundial, principalmente nas regides
tropicais e subtropicais, acomete o homem e
varias espécies de animais. A espécie felina esta
freqiientemente envolvida nos relatos zoonoticos,
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
transmissdo ¢ facilitada pela grande quantidade
de leveduras nas lesdes desses animais, assim
como a presenga de microrganismos nas unhas e
na cavidade bucal (Barros et al., 2004; Souza et
al., 2006).

Em relagdo ao tratamento da esporotricose, 0s
iodetos foram as primeiras substancias utilizadas
para as formas cutineas 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 e
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 fun¢do da
grande diversidade de compostos com possivel
acdo antimicrobiana. Dentre as diversas espécies
avaliadas quanto a acgdo terapéutica, destaca-se o

Recebido em 24 de maio de 2007

Aceito em 1 de fevereiro de 2008

Enderego para correspondéncia (corresponding address)
Rua Xavier Ferreira, 618 - 96010-540 — Pelotas, RS
E-mail: emebrum@bol.com.br

Origanum vulgare, que ¢ amplamente utilizado
na culinaria ¢ na medicina popular. O seu 6leo
essencial apresenta alta estabilidade, auséncia de
contaminagdo 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.

Amostras de orégano comercial (O. vulgare) de
origem chilena foram submetidas a extragdo por
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger,
segundo a Farmacopéia Brasileira IV (1988),
para obtencdo do o6leo. Apos a extragdo, o 6leo
foi seco em sulfato de sdédio anidro (Na2804)1, e
concentrado sob N22 ultra puro (99,9%),
armazenados em frascos ambar e mantidos sob
refrigeracao.

O odleo essencial de O. vulgare foi analisado em
cromatografo a gas com detector de ionizagdo de
chama (GC/FID)’, e caracterizado em fungdo do
conteido de compostos fendlicos, timol e/ou
carvacrol. Para isso, foi preparada uma solugdo
do o6leo a 5000mg/l em hexano e solugdes de
40mg/l dos padroes: a-pineno, canfeno, f-
pineno, mirceno, a-terpinemo, p-cimeno,
limoneno, 1,8-cineol, y-terpineno, terpinoleno,
linalol, 4-terpineol, a-terpineol, timol, carvacrol,
das quais foram injetadas 1pl. Os constituintes
foram identificados por comparagdo entre o
tempo de retencdo desses padrdes e das amostras.
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Para o teste de susceptibilidade ao 6leo essencial,
foram utilizados sete isolados de S. schenckii. As
amostras foram provenientes de esporotricose
cutinea de felinos (n=5) e de esporotricose humana
(n=2), estocadas na micoteca do laboratério de
micologia da Faculdade de Veterindria da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os
isolados foram mantidos na sua fase miceliana a
partir de subculturas em tubos contendo meio Brain
Heart Infusion, refrigerados em temperatura média
de 4°C, realizando-se subcultivos com intervalos de
seis meses.

A suscetibilidade de S. schenckii ao 6leo foi
avaliada por meio da técnica de microdiluigdo em
caldo, de acordo com o protocolo descrito no
documento NCCLSM27-A2 (Reference..., 1997),
que descreve a técnica de suscetibilidade
antifingica frente aos fungos leveduriformes
adaptada para um fitofarmaco.

O oleo foi submetido a uma série de nove diluigdes
em logaritmo de base 2, no meio sintético RPMI
16404, acrescido do tampdo de acido morfolino
propanosulfonico, obtendo-se oleo em
concentragoes de 2,0 até 0,004%. Essas
concentragdes foram distribuidas no sentido das
colunas das microplacas em volumes de 100pl.

Os inoculos fungicos, referentes aos isolados
testados, foram preparados a partir de colonias
jovens (48-72h) da fase leveduriforme de S.
schenckii, as quais foram ressuspensas em tubos
contendo solucdo salina estéril, homogeneizadas em
agitador e ajustadas a turbidez 0,5 da escala de
MacFarland. A suspensdo fungica foi diluida em
solugdo salina (1:50), homogeneizada, ¢ submetida
a diluicdo em meio RPMI 1640 (1:20). O indéculo
foi distribuido no sentido das linhas das
microplacas em volumes de 100pl.

Os testes de suscetibilidade ao oleo foram
realizados em duplicata, sendo uma coluna da
microplaca utilizada para o controle positivo (RPMI
1640 e indculo 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 concentragdo inibitéria minima (CIM).
A CIM foi obtida pela comparagdo visual do
crescimento do agente ocorrido nos pogos
referentes as diferentes concentracdes testadas, com
0 seu crescimento no controle positivo. A menor
concentragdo capaz de produzir proeminente
inibicdo do crescimento da levedura em relagdo ao
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controle-positivo foi identificada como a CIM do
6leo essencial para S. schenckii.

A CIM do dleo 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 6leo 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 avaliagao
de substancias antiflingicas puras, nas quais se
verifica grande amplitude entre os valores da CIM.
Esse fato explica-se, provavelmente, pela
diversificada composicdo quimica do oleo
essencial, que dificulta a utilizagdo pelos
microrganismos de rotas metabdlicas 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
acdo que justifique essa atividade. Acredita-se que a
acdo antimicrobiana possa ser decorrente da
alteracdo de diversas enzimas, incluindo aquelas
envolvidas com a produgdo de energia e a sintese
de componentes estruturais. Em geral, o estudo do
mecanismo de ag¢@o dos 0leos essenciais tem usado
metodologia comum na tentativa de ilustrar os
efeitos prejudiciais que ocorrem na membrana
celular (Lambert et al., 2001).

O oleo essencial de O. vulgaris demonstrou
atividade in vitro frente a S. schenckii, utilizando a
técnica de microdiluicdo em caldo adaptada a um
fitofarmaco, o que justifica novas analises com o
6leo do orégano, incluindo estudos in vivo.

Palavras-chave: Sporothrix schenckii, Origanum
vulgare, orégano, tratamento

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.60, n.2, p.513-516, 2008



Atividade in vitro do oleo essencial...

i 12
) 14
2
2]
5
" B 11 13
10
234 |7 K 15
_ !
; AR TR L b ; ] w
20 an e

Figura 1. Cromatograma - 6leo essencial de orégano, solu¢do de 5000mg/l em hexano. Picos dos padrdes:
1) a-pineno; 2) canfeno; 3) B-pineno; 4) mirceno; 5) a-terpineno; 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.

ABSTRACT

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 document NCCLS-M 27A2 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.
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