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1. INTRODUCAO

O crescente aumento das infeccfes fungicas nas ultimas décadas tem
estimulado a pesquisadores a investirem no estudo de opcdes terapéuticas
para o tratamento das micoses de maior ocorréncia no nosso meio. Entre estas
micoses, destacam-se as dermatofitoses, que s&do enfermidades que
acometem grande numero de animais e parte da populacdo. Os causadores
dessas doencas sdo os fungos dermatdfitos que pertencem a 3 géneros:
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton, sendo agentes causadores de
processos que afetam pele, pélos, unhas, entre outros.

As dermatofitoses sado tratadas por meio da correcdo de fatores
predisponentes e de terapéutica medicamentosa, sendo crescente a pesquisa
utilizando espécies vegetais com potencial medicamentoso.

Rosmarinus officinalis L. € uma planta aromatica pertencente a familia
botanica Lamiaceae, sendo largamente distribuido no sul do Brasil onde é
muito utilizado como condimento, anti-séptico, etc. O aroma desta planta se
deve ao fato desta produzir 6leo essencial, que é uma mistura complexa de
compostos produzidos pelo seu metabolismo secundario.

Considerando a importancia econdémica e social do tratamento e controle
das dermatofitoses, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial
antimicrobiano do Oleo essencial de R. officinalis (Alecrim) em espécies de
dermatdfitos isolados de animais domésticos.

2. MATERIAL E METODOS

As partes aéreas do alecrim (Rosmarinus officinalis) foram colhidas no
més de fevereiro de 2006, na cidade de Pelotas-RS-Brasil. Apds a identificacao
botanica, a exsicata foi depositada no herbario da Universidade Federal de
Pelotas — UFPel, e registrado sob n® PEL 24.600.



A secagem e extracdo do 0Oleo essencial de alecrim foram realizadas no
Depto. Quimica Organica — Instituto de Quimica — UFPel. Para a obtencdo do
Oleo essencial foi utilizado 100g do material vegetal seco, submetido a extragédo
por hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger, durante 4 horas e
armazenado em frasco ambar sob refrigeracdo até a utilizacdo (Farmacopéia
Brasileira 1V, 1998; Rodrigues et al., 2004).

A andlise cromatografica do Oleo essencial foi realizada por
cromatografia gasosa e por cromatografia gasosa acoplada a espectro de
massa, em equipamento GC/FID (Schimadzu-17 A) e CG/EM (Schimadzu-5050
A), respectivamente. Os constituintes foram identificados por comparacgao entre
o tempo de retencao dos padrdes e das amostras (Rodrigues et al, 2004).

Para avaliar a suscetibilidade fangica ao 6leo essencial foi utilizado o
método de microdiluicho em caldo, conforme os documentos NCCLS/M-38
(CLSI).

Para realizacdo do estudo foram utilizados quatro isolados de
dermatofitos provenientes de animais, sendo um Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophites, Microsporum canis e um isolado padrao cedido
pela Fundacdo Osvaldo Cruz (Fiocruz/Rio de Janeiro/Brazil) que foi
Microsporum gypseum (ATCC 14683).

O in6culo de dermatéfitos foi preparado a partir de uma suspensao de
culturas jovens e puras dos fungos, as quais foram adicionadas 1ml de salina
estéril com 1% de Tween 20, e em seguida os conidios e hifas foram coletados
da superficie da coldnia e transferidos para um tubo de ensaio estéril. Apos
cinco minutos, o sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio,
homogeinizado e ajustados para 5x10* UFC/ml, apés foi diluido a 1:50 em
RPMI 1640.

Para a avaliagcdo da atividade, o 6leo foi submetido a uma série de nove
diluicbes em logaritmo de base 2, no meio RPMI 1640, obtendo-se 6leo em
concentragdes de 2,0 até 0,004%.

As microplacas foram incubadas a 25°C por 72 h e a susceptibilidade foi
expressa pela concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM). A CIM foi definida como a menor concentracdo capaz de
produzir inibicdo do crescimento dos dermatéfitos em relagcdo ao controle
positivo. Para determinacdo da CFM, foi retirada uma aliquota de 10 pL de
cada poco da placa de microdiluicdo, feito subcultura em placas contendo agar
Sabouraud e incubado por 72 h para observacao do crescimento fingico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise cromatogréfica via GC/FID do 6leo essencial do R. officinalis
foi evidenciada a presenca de vinte e cinco compostos e via GC/MS foram
dezenove, sendo os principais constituintes: canfora (~51,52 e 56,04%),
verbenona (~11,84 e 7,76%), 1,8-cineol (~8,94 e 16,02%), mirceno (~4,50 e
5,06%), alfa-terpineol (~4,39 e 3,74%) e borneol (~2,68 e 2,03%). Outros
autores demonstraram a presenca de verbenona e borneol, constituindo
aproximadamente 80% do 6leo essencial (Santoyo et al., 2005), enquanto que
Angioni e colaboradores (2004), citaram o alfa-pineno, borneol, canfeno,
canfora e verbenona como principais constituintes do 6leo de alecrim. A
propriedade antimicrobiana do Oleo essencial de alecrim foi atribuida a
presenca de a-pineno, 1,8-cineol, canfeno, limoneno, canfora, verbenona, e



borneol, com o borneol sendo o mais eficaz, seguido pela canfora e pela
verbenona (Giordani et al., 2004).

Apés o periodo de incubacdo, as placas de microdiluicdo foram
observadas, demonstrando diferencas de suscetibilidade ao 6leo essencial do
R. Officinalis entre as espécies de dermatdfitos. O isolado de M. gypseum,
obtido do tegumento cutdneo de cao, apresentou-se sensivel nas
concentracdes médias de 5 yL mL™ do 6leo essencial tanto para a CIM como
para CFM, apresentando acéo fungicida e fungistatica nesta concentracao,
enquanto que o isolado padrdo apresentou CIM igual a 2,5 yL mL™* e CFM de
10 uL mL™. A amostra de M. canis foi aquela que apresentou maior
sensibilidade com concentraces de 2,5 yL mL™ tanto para CIM como para
CFM. A amostra de T. verrucossum apresentou CIM =10 pL mL*,
demonstrando resisténcia nas concentragfes testadas, sendo necessério
avaliar outras concentracdes do 6leo e outros isolados, a fim de confirmar este
resultado (Tabela 1).

Tabela 1: Valores de CIM e CFM do 6leo essencial do alecrim em isolados de
dermatofitos obtidos de animais com les@es e isolado padréao

ISOLADOS *CIM (%) *CIM (uLmL™) **CFM (%) **CFM (uLmL™)
1. M. gypseum 0,5-1 5 05-1 5

2. M. gypseum? 0,25-1 2,5 1 10

3. T. verrucosum >1 >1 >1 >10

4. M. canis 0,25-1 25 025-1 2,5

*CIM = concentracgdo inibitéria minima; **CFM = Concentracédo fungicida minima
?|solado padrdo ATCC 14683

Celiktas e colaboradores (2007) ao estudarem a atividade antimicrobiana
do oOleo essencial de R. officinalis em isolados de bactérias e Candida albicans,
observaram que a atividade do Oleo estava na dependéncia da localizacdo e
variacdo sazonal. Outros estudos demonstram a potencialidade antimicrobiana
do alecrim, usando técnicas adaptadas de antifungigrama como, difusdo em
agar, difusdo em disco e diluicdo em caldo (Lambert et al., 2001; Angioni et al.,
2004; Santoyo et al., 2005; Schwiertz et al., 2006; Gachkar et al., 2007).

Apesar do reconhecimento das propriedades antimicrobianas, o
mecanismo de acdo dos extratos e/ou Oleos essenciais ainda nao esta
completamente elucidado, porém estudos tém sido conduzidos neste sentido
(Sikkema et al., 1995; Sartoratto et al. , 2004).

Os testes da susceptibilidade em isolados fungicos tém grande
importancia clinica para a escolha da terapéutica adequada, sendo relevantes
quando considerado a resisténcia microbiana e as caracteristicas particulares
de cada paciente. A importancia destas observacdes foi evidenciada pela
inibicdo do crescimento dos dermatdfitos pelo 6leo de alecrim, sendo que estes
fungos apresentam grande importancia por serem agentes de infeccbes
superficiais em animais e humanos, caracterizando-a como zoonose.



4. CONCLUSOES

Os resultados preliminares demonstraram que o Oleo essencial de
alecrim colhido na cidade de Pelotas — RS — Brasil, apresentou atividade
fungicida e fungistatica in vitro em dermatdfitos isolados de animais, as
perspectivas sdo de novas analises com maior numero de isolados.
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