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1 INTRODUGAO

O dleo essencial de Rosmarinus officinalis, conhecido popularmente por
alecrim, tem sido foco de muitos estudos em termos de sua composicdo quimica e
das suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Por ser uma planta
aromatica, contém oleo essencial em quantidade relativamente expressiva (SAITO &
SCRAMIN, 2000), sendo que este 6leo se encontra na epiderme das folhas e dos
ramos onde est&o localizados os pélos secretores (CRAVEIRO et al., 1981).

Pythium insidiosum é patogénico de mamiferos, sendo o agente causador da
pitiose, uma doenga crdnica, piogranulomatosa, que atinge equinos, caninos,
bovinos, felinos e humanos, ocorrendo em areas tropicais, subtropicais ou
temperadas (MEIRELES et al., 1993; MENDOZA et al., 1996). A espécie eqlina € a
mais atingida principalmente nas formas cutdnea e subcutdnea (MENDOZA et al.,
1996). A produgado de zodsporos méveis biflagelados por este microrganismo, que
sdo estruturas responsaveis pela reprodugcdo assexuada, se constitui no fator
determinante da ocorréncia da enfermidade dependendo de temperaturas entre 30 e
40°C e acumulo de agua em banhados e lagoas (MILLER & CAMPBELL, 1982a). A
pitiose apresenta grande dificuldade de tratamento devido a escassez de drogas
antifungicas ativas contra o agente (SATHAPATAYAVONGS et al., 1989;
FOIL,1996). O objetivo deste estudo foi avaliar a suscetibilidade, in vitro, de
zoosporos de Pythium insidiosum frente ao 6leo essencial de Rosmarinus officinalis.

2 MATERIAIS E METODOS

As partes aéreas do alecrim (Rosmarinus officinalis) foram colhidas no més
de fevereiro de 2008, na cidade de Pelotas-RS-Brasil. Apos a identificacdo botanica,
a exsicata foi depositada no herbario da Universidade Federal de Pelotas — UFPel.

A secagem e a extragdo do 6leo essencial de alecrim foram realizadas no
Depto. Quimica Organica — Instituto de Quimica e Geociéncia - UFPel. Para a
obtencao do éleo essencial foi utilizado 100g do material vegetal seco, submetido a
extragdo por hidrodestilagdo, em aparelho tipo Clevenger, durante 4 horas e
armazenado em frasco ambar sob refrigeracdo até a utilizagdo (Farmacopéia
Brasileira IV, 1998; RODRIGUES et al., 2004).

A analise cromatografica do 6leo essencial foi realizada por cromatografia
gasosa e por cromatografia gasosa acoplada a espectro de massa, em equipamento
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GC/FID (Schimadzu-17 A) e CG/EM (Schimadzu-5050 A), respectivamente. Os
constituintes foram identificados por comparagao entre o tempo de retencdo dos
padrdes e das amostras (RODRIGUES et al, 2004).

Para avaliar a suscetibilidade fungica ao 6éleo essencial foi utilizado o método
de microdiluigdo em caldo, conforme os documentos M-38 (CLSI, 2008).

Para realizagdo do estudo foram utilizados quatro isolados de Pythium
insidiosum provenientes de equinos doentes. Estes foram repicados para placas de
Petri contendo Agar levedura, juntamente com fragmentos de grama (Paspalum
notatum), previamente autoclavadas a 121°C por 20 minutos. As placas foram
incubadas por um periodo de cinco dias a temperatura de 37°C. Apds esse periodo
de cultivo, os fragmentos de grama parasitados pelo fungo foram transferidos para
uma placa de Petri contendo 30mL de Meio de Indugédo, composto pela solugéo A:
KoHPO4 (1,0 M), KH2PO4 (1,0 M), (NH4)HPO4 (3,66 M), e pela solugdo B:
MgCl,.6H,0 (0,5 M), CaCl,.2H20 (0,5 M). O Meio de Inducéo foi obtido pela mistura
de 0,5mL da solugdo A e 0,1mL da solugdo B em 1.000mL de agua destilada estéril.
As placas de Petri contendo o Meio de Indugéo juntamente com a grama infectada
foram incubadas a 37°C, por 24 horas. Durante esse periodo, os fragmentos de
grama foram regularmente observados, através de microscopia optica (100 e 400 X)
entre ldmina e laminula. Apds observacdo da formacdo de zoosporangios e
liberacdo dos zodsporos, realizou-se a contagem de zodsporos livres no Meio de
Indugéo, utilizando-se hemocitdmetro de Neubauer (PEREIRA et al., 2008).

O inéculo foi preparado a partir de 1ml do meio de indugdo com zodsporos
livres, no qual foi adicionado 9ml de RPMI 1640.

Para a avaliagcdo da atividade, o 6leo foi submetido a uma série de nove
diluicdes em logaritmo de base 2, no meio RPMI 1640, obtendo-se 6leo em
concentracoes de 1,5 até 0,0037%.

As microplacas foram incubadas a 35°C por 48h e a susceptibilidade foi
expressa pela concentracao inibitéria minima (CIM). A CIM foi definida como a
menor concentragdo capaz de produzir inibigdo do crescimento do Pythium
insidiosum em relagao ao controle positivo.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apos o periodo de incubacgao, as placas de microdiluigdo foram observadas,
demonstrando diferencas de suscetibilidade ao d6leo essencial do Rosmarinus
officinalis entre os isolados de Pythium insidiosum (Tabela 1).
Tabela 1: Valores de CIM do éleo essencial do alecrim em isolados de Pythium
insidiosum obtidos de animais com lesdes.

ISOLADOS *CIM (%) *CIM (uLmL")
002 0,0037 — 0,037 0,37
004 0,0037 — 0,075 0,75
008 0,0037 — 0,075 0,75
010 0,0037 — 0,037 0,37

*CIM = concentragao inibitéria minima

Os testes da susceptibilidade em isolados fungicos tém grande importancia
clinica para a escolha da terapéutica adequada.

Celiktas e colaboradores (2007) ao estudarem a atividade antimicrobiana do
6leo essencial de Rosmarinus officinalis em isolados de bactérias e leveduras,



I ) | X LENPOS
2010
observaram que a atividade do oOleo estava na dependéncia da localizagdo e
variagdo sazonal. Outros estudos demonstram a potencialidade antimicrobiana do
alecrim, usando técnicas adaptadas de antifungigrama como, difusdo em agar,
difusdo em disco e diluigdo em caldo (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 ndo estd completamente
elucidado, porém estudos tém sido conduzidos neste sentido (SIKKEMA et al., 1995;
SARTORATTO et al. , 2004).

4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que o 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis colhido na cidade de Pelotas — RS - Brasil, apresentou atividade
fungiostatica, in vitro, frente a zodsporos de Pythium insidiosum.
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