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RESUMO

A esporotricose € uma micose subcutanea de evolugcdo subaguda a cronica capaz
de afetar seres humanos e animais. Distribuida mundialmente, possui maior
prevaléncia nas areas de clima tropical e temperado, sendo a micose subcutanea
mais comum na América do Sul. Seus agentes etioldgicos sao fungos do complexo
Sporothrix schenckii, sapréfitas e dimorficos, encontrados no ambiente. No Brasil, 0
aumento exponencial dos casos em humanos e animais vem sendo observado nas
tltimas décadas. Nos arredores do estado do Rio de Janeiro, jA é observada uma
epidemia de origem zoondtica. Aliado a isso, o tratamento desta micose vem sendo
motivo de preocupacdo. O alto custo e toxicidade dos medicamentos, o tempo
prolongado de tratamento, e 0 surgimento de linhagens resistentes aos farmacos de
escolha justificam a demanda crescente pela descoberta de novos farmacos. Neste
contexto, o presente estudo tem como objetivo identificar os componentes dos 6leos
essenciais de Myrtus communis L. e Thymus vulgaris L., investigar seus potenciais
antifiingicos in vitro frente as principais linhagens causadoras de esporotricose no
Brasil, e determinar a citotoxicidade preliminar dos 6leos essenciais. Os 0leos
essenciais de mirta e tomilho foram obtidos comercialmente. O perfil cromatografico
obtido por CG para os dois 6leos indicou elevados valores de monoterpernos, 87,1%
para a mirta e 98,8% para o tomilho, tendo como componentes majoritarios o 1-8
cineol e o timol, respectivamente. Para a avaliacdo da atividade antifingica foram
utilizadas as seguintes linhagens fungicas: Sporothrix schenckii ATCC 1099-18,
Sporothrix schenckii IPEC 15383, Sporothrix brasiliensis ATCC 5110 e Sporothrix
brasiliensis IPEC 17943 e duas linhagens clinicas de Sporothrix schenckii,
denominadas genericamente como A e B. O 06leo essencial de mirta apresentou
atividade antifungica frente a todas as linhagens em concentrages que variaram de
31,25 a 62,5 pg/mL. Foi observada atividade fungicida frente a todas as linhagens
em concentracfes acima de 62,5 pug/mL. O 6leo essencial de tomilho foi capaz de
inibir todas as linhagens em concentracdes que variaram de 125 a 250 pg/mL. Foi
observada atividade fungicida frente a todas as linhagens em concentragbes acima
de 250 pg/mL. A anfotericina B e o itraconazol foram utilizados como farmacos de
referéncia. Para estes foi observado que somente duas das linhagens estudadas
apresentaram susceptibilidade a anfotericina B e ao itraconazol, todas as linhagens
estudadas foram consideradas resistentes, com valores de CIM > 16 pug/mL. Estes
resultados sugerem indicios de resisténcia fungica das linhagens estudadas em
relacdo aos farmacos de referéncia empregados no tratamento da esporotricose. As
microscopias eletronicas de varredura das linhagens fangicas revelaram que, tanto
nos fungos expostos aos tratamentos experimentais, quanto nagqueles expostos aos
farmacos de referéncia, deformidades na estrutura fungica quando comparadas ao
grupo nao tratado foram observadas. Em relacdo aos ensaios de citotoxicidade
realizados com queratindcitos humanos (HACAT) pelo método de reducédo do MTT,
0s Oleos ndo apresentaram citotoxicidade nas concentracdes equivalentes a seus
valores de CIM.

Palavras-chave: Esporotricose, acdo antifungica, Sporothrix schenckii, Sporothrix
brasiliensis, Myrta communis, Thymus vulgaris.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis with subacute to chronic evolution that can
affect humans and animals. Distributed worldwide, it is more prevalent in tropical and
temperate climates, being the most common subcutaneous mycosis in South
America. Its etiological agents are fungi of the Sporothrix schenckii complex,
saprophytic and dimorphic, found in the environment. In Brazil, the exponential
increase in cases in humans and animals has been observed in recent decades. In
the surroundings of the state of Rio de Janeiro, an epidemic of zoonotic origin is
already observed. Allied to this, the treatment of this mycosis has been cause of
concern. The high cost and toxicity of the drugs, the prolonged treatment time, and
the emergence of resistant strains on drugs of choice justify the growing demand for
the discovery of new drugs. In this context, the present study aims to identify the
components of the essential oils of Myrtus communis L. and Thymus vulgaris L., to
investigate their antifungal potentials in vitro against the main sporotrichosis strains in
Brazil, and to determine the preliminary cytotoxicity of essential oils. The essential
oils of myrtle and thyme were obtained commercially. The chromatographic profile
obtained by GC for the two oils showed high values of monoterpere, 87.1% for myrtle
and 98.8% for thyme, with 1-8 cineole and thymol, respectively. The following fungal
strains were used: Sporothrix schenckii ATCC 1099-18, Sporothrix schenckii IPEC
15383, Sporothrix brasiliensis ATCC 5110 and Sporothrix brasiliensis IPEC 17943
and two clinical strains of Sporothrix schenckii, referred as A and B. Myrtle essential
oil showed antifungal activity against all strains at concentrations ranging from 31.25
to 62.5 ug / mL. Fungicidal activity against all strains was observed at concentrations
above 62.5 pg / mL. Thyme essential oil was able to inhibit all lineages at
concentrations ranging from 125 to 250 pg / ml. Fungicidal activity was observed
against all strains at concentrations above 250 ug / mL. Amphotericin B and
itraconazole were used as standard drugs. For these, it was observed that only two
of the studied strains showed susceptibility to amphotericin B and itraconazole, all
strains studied were considered resistant, with MIC values > 16 ug / mL. These
results suggest evidence of fungal resistance of the lines studied in relation to the
reference drugs used in the treatment of sporotrichosis. Scanning electron
microscopy of fungal lines revealed that, both in the fungi exposed to the
experimental treatments and in those exposed to the reference drugs, deformities in
the fungal structure when compared to the untreated group were observed. In
relation to the cytotoxicity assays performed with human keratinocytes (HACAT) by
the MTT reduction method, the oils did not present cytotoxicity at concentrations
equivalent to their MIC values.

Keywords: Sporotrichosis, antifungic activity, Sporothrix schenckii, Sporothrix
brasiliensis, Myrtus communis, Thymus vulgaris.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose é uma micose subcutanea de evolucdo subaguda a
cronica e distribuicdo universal, sendo mais prevalente na América Latina. Seu
agente etioldgico € o complexo Sporothrix schenckii, formado por fungos dimorficos
e saproéfitas (ALMEIDA, 2008; MAHAJAN, 2014). Esta doenca é comumente
causada pela inoculacdo traumatica de fungos do complexo Sporothrix schenckii no
tecido subcutaneo e acomete seres humanos e animais, domésticos e selvagens
(FALQUETO, MAIFREDE e RIBEIRO, 2012; SASAKI et al., 2014).

Sua maior prevaléncia ocorre em regides de clima temperado e tropical,
incluindo América Latina (Brasil, México, Colébmbia, Costa Rica, Guatemala e
Uruguai), Africa do Sul, india e Jap&do, sendo a maioria dos casos descritos na
América Central e América do Sul (CHAKRABARTI et al.,, 2015; CRUZ, 2013;
RODRIGUES, HOOG e CAMARGO, 2013; ROSSI, ODAGUIRI e LARSSON, 2013;
SASAKI et al., 2014).

Até a década de 90, a esporotricose esteve relacionada dentre as
ergodermatoses, como uma doenga ocupacional, pelo implante traumatico do fungo
Sporothrix schenckii na derme por farpas de madeira e espinhos de plantas (CRUZ,
2013; FURTADO; ARMOND, 1981; KOBAYASHI e YAMAMOTO, 2002). No entanto,
nas ultimas décadas séo crescentes os relatos zoonoticos da micose envolvendo o
felino doméstico, expandindo o grupo de risco para pessoas e profissionais
envolvidos com esses animais, como Vveterinarios, técnicos de veterinaria,
cuidadores de animais e proprietarios de gatos (BARROS, PAES e SCHUBACH,
2011; CROTHERS et al.,, 2009; CRUZ, 2013). Recentemente foi reportada sua
ocorréncia epidémica no Rio de Janeiro, Brasil, envolvendo a transmissao por gatos
infectados (SCHUBACH, BARROS e WANKE, 2008).

Desde os primérdios da humanidade, a utilizagdo de plantas com fins
medicinais € um dos métodos terapéuticos mais antigos. Até por volta do século XIX,
produtos de origem vegetal constituiram as bases para o tratamento de diferentes
doencas (PAULA et al., 2010; RODRIGUES e CARVALHO, 2001; SAMY et al.,
2005). A Organizacdo Mundial da Saude (2011) estimou que 25% dos
medicamentos atualmente disponiveis tem origem, direta ou indiretamente, a partir

das plantas medicinais ou seu conhecimento tradicional. No caso de certas classes
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de produtos farmacéuticos, como medicamentos antitumorais e antimicrobianos,
essa porcentagem pode ser maior que 60% (BRASIL, 2012).

Segundo Abad, Ansuategui e Bermejo (2007), nas Uultimas décadas
observa-se ndo s6 um aumento na incidéncia de infeccdes fangicas, como também
na resisténcia desses agentes sobre os diferentes medicamentos antifungicos. A
maioria dos antifungicos existentes apresentam sérios problemas de toxicidade,
eficacia e custo; originando alta demanda pelo desenvolvimento de novos agentes
mais seletivos e menos téxicos. Desse modo, as plantas medicinais proveem
possibilidades ilimitadas para o desenvolvimento de novos farmacos.

Myrtus communis L. € um arbusto aromatico perene pertencente a familia
Myrtaceae citado na medicina popular por suas atividades antissépticas,
adstringentes, analgésica e antimicrobiana. Seus usos tradicionais foram validados
por diversos artigos cientificos que demonstraram suas propriedades antimicrobiana,
antifangica, inseticida, anti-inflamatdéria, antidiabética e cardiovascular (SUMBUL et
al, 2011).

7

Thymus vulgaris L. € um subarbusto ereto e perene muito aromatico
pertencente a familia Laminaceae utilizado como especiaria e conhecido na
medicina popular por seu uso como antisséptico, inseticida e antimicrobiano. Varios
estudos comprovaram sua atividade antimicrobiana, antifingica, larvicida,
antioxidante (HOSSEINZADEH et al., 2015).

Neste contexto, o presente trabalho buscou caracterizar fitoquimicamente,
avaliar o potencial antifungico, frente as principais linhagens causadoras de
esporotricose no Brasil, e a citotoxicidade preliminar dos 6leos essenciais comerciais

de Myrtus communis L. e Thymus vulgaris L..
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESPOROTRICOSE

A esporotricose é uma infeccdo de evolugdo subaguda ou crénica,
caracterizada por lesdes nodulares dos tecidos cutaneo e subcuténeo, que tendem a
supuracao e ulceragcdo em humanos e animais, como caes, gatos, roedores, tatus,
cavalos, bovinos, macacos e aves. Os agentes etiolégicos sédo fungos do complexo
Sporothrix schenckii, dimorficos e termotolerantes, que se introduzem nos tecidos
organicos através de traumatismo ou, raramente, por inalacdo. Esses fungos séo
encontrados em vida saprofitica nos vegetais, solo, &gua contaminada e parasitando
alguns animais. A forma clinica mais frequente da micose € a linfatica nodular, que
se inicia pela inoculagdo do agente, geralmente nas extremidades (cancro de
inoculacao), atingindo os ganglios linfaticos (MADRID et al., 2009; NOBRE et al.,
2002; SASAKI et al., 2014; SCHUBACH, BARROS e WANKE, 2008).

2.1.1 Epidemiologia

A esporotricose possui distribuicdo mundial, sendo a micose subcutédnea mais
comum na América do Sul (BARROS et al., 2004). Pode-se observar areas de alta
prevaléncia na Africa do Sul, india, Austrélia, China, Jap&o, Estados Unidos e
México, sendo as areas de maior endemicidade localizadas nas regibes mais
guentes. A maioria dos casos se concentra nas Américas Central e do Sul. As
regides endémicas incluem Uruguai, Peru, Colbmbia, Venezuela e Brasil. Nas duas
Ultimas décadas, a esporotricose emergiu como maior infec¢do fangica, através de
mudancas na sua epidemiologia, distribuicdo, evolugcédo taxonémica e ocorréncia de
multiplos surtos (BARROS et al., 2004; CHAKRABARTI et al., 2015; CORDEIRO et
al., 2011; RODRIGUES et al., 2013; RODRIGUES, HOOG e CAMARGO, 2013).

A infeccéo classica é contraida através da inoculagdo traumatica do fungo na
pele pelo contato com uma fonte infectante (farpas, espinhos contaminados), sendo
esta a principal forma de transmissdo mundial, visto que os fungos do complexo
Sporothrix schenckii sdo saprébios e podem ser encontrados em solos ricos em
substancias organicas, vegetais, arvores, agua. Porém, a transmissao zoonébtica

vem sendo relatada em casos isolados ou pequenos surtos, envolvendo
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principalmente a mordedura e arranhadura de gatos e tatus infectados, doentes ou
subclinicos, os quais podem carrear o fungo em suas unhas, cavidade oral e lesfes,
ricas em formas leveduriformes. O Brasil, nas ultimas décadas, tem observado uma
grande epidemia de transmissao zoonotica por gatos na regido do Rio de Janeiro;
enquanto no Uruguai, muitos casos com esse tipo de transmissao sao relatados em
cacadores de tatus. Esses animais desempenham papel importante na
epidemiologia da doenca, podendo servir como fonte de infeccdo secundaria do
fungo. Alguns casos de esporotricose pulmonar evidenciam a possivel transmissao
pela inalagdo de esporos do fungo, sendo esta forma bem rara (AUNG et al., 2013;
BARROS et al.,, 2004; CRUZ, 2013; LOPES-BEZERRA, SCHUBACH e COSTA,
2006; MADRID et al., 2011; NOBRE et al., 2001; RODRIGUES et al., 2013).

Vérios surtos, de propor¢cdes variaveis, originados de uma fonte comum sé&o
reportados no mundo. O maior surto ja registrado ocorreu na década de 40, perto de
Johanesburg, na Africa do Sul, nas minas de ouro, onde em um curto periodo de 2
anos registraram-se mais de 3.000 casos de esporotricose. Medidas foram tomadas
e 0S casos passaram a ser mais esporadicos (OLIVEIRA, 2014). Na Guatemala
foram registrados 53 casos de esporotricose em pescadores, ao longo de trés anos,
relacionados a feridas envolvendo peixes contaminados (MAYORGA et al., 1978).
Na China, em um Uunico surto, relacionado a utilizacdo de espigas de milho
contaminadas, para comer e se aquecer no inverno, 15 bebés menores de 10 meses
foram infectados (SONG et al., 2011). Nos Estados Unidos, um surto em 15 estados
envolveu cerca de 80 individuos infectados ap6s contato com um musgo, em um
proGrama de reflorestamento (BRAVO, 2012; CENTER FOR DISEASE CONTROL,
1988; DIXON et al., 1991).

Como a esporotricose, na maior parte do mundo, ndo é uma doenca de
notificagcdo obrigatoria, sua prevaléncia ainda € desconhecida. Os dados conhecidos
da doenca s&o provenientes, em sua maior parte, de artigos cientificos publicados.
Na Franca, muitos casos foram relatados no inicio do ultimo século, diminuindo os
casos nos ultimos anos, e sendo de rara ocorréncia nos dias atuais (CHAKRABARTI
et al., 2015). No Japéo, de 1946 a 1982, cerca de 155 casos foram descritos todos
0s anos, diminuindo essa taxa para 50 casos por anos (FUKUSHIRO, 1984,
MOCHIZUKI e ANZAWA, 2011). J4 em algumas regifes hiperendémicas do Peru e
México, a ocorréncia chega a 48 a 98 casos por 100.000 habitantes e 25 casos por
1.000 habitantes, respectivamente (BONIFAZ et al., 2013; PAPPAS et al., 2000).
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No Brasil, a esporotricose foi primeiramente reportada em 1907, quando foi
relatada a infeccdo no homem e em animais (ratos) no estado de Sao Paulo por Lutz
e Splendore; desde entdo outros casos tém sido descritos, especialmente em Sao
Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, sendo a regido sul do pais classificada
como endémica (CORDEIRO et al., 2011; DA ROSA et al., 2005).

Nos arredores do Rio de Janeiro, ndo s0 sdo descritos muitos casos da
doenca, como também ha um aumento exponencial desse numero de caso nas duas
Ultimas décadas (BARROS et al., 2010; SCHUBACH, BARROS e WANKE, 2008).
Dados mais recentes da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) descrevem
aproximadamente 2.200 casos da doenca em humanos e 3.244 em gatos
diagnosticados entre 1998 e 2009; em contraste com apenas 13 casos
diagnosticados entre 1987 e 1998. Estes dados caracterizam a maior epidemia
(animal e humana) ja registrada no mundo (BARROS et al., 2010; BRAVO, 2012,
CHAKRABATI et al., 2015). Entre 2008 e 2011, mais 2.340 novos casos de
esporotricose humana foram confirmados, de acordo com dados do Instituto de
Pesquisas e Estudos Sociais (IPES) (SILVA et al.; 2012). Os numeros de casos
estdo aumentando continuamente ha mais de 17 anos e ja somam mais de 5.000
casos registrados no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI)
(GUTIERREZ-GALHARD et al.; 2015). A Figura 1 mostra a prevaléncia mundial de

casos de esporotricose mundial.

Figura 1 — Prevaléncia da esporotricose pelo mundo.
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Fonte: Adaptado de CHAKRABARTI et al., 2015.

A esporotricose pode afetar qualquer pessoa, independente de sexo ou idade.
O fator de risco para se contrair a doenca baseia-se na exposicdo a locais ou

animais contaminados; sendo assim, habitos ocupacionais ou recreativos
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especificos de uma determinada populacdo podem aumentar 0 risco
(CHAKRABARTI et al., 2015).

No Uruguai, a esporotricose € observada predominantemente em homens
adultos, pela tradicdo de cacar tatus (RODRIGUES et al., 2014a). No Peru e Andes,
0 numero de criangas acometidas com a doencga é trés vezes maior do que adultos,
devido ao habito desse nicho populacional brincar em plantac6es e pisos sujos
(LYON et al., 2003; NEYRA et al., 2005). Na india e Jap&do, ha uma prevaléncia
maior de casos de esporotricose em mulheres adultas, uma vez que estas estdo
mais envolvidas com atividades agricolas (BHUTIA et al., 2011; FUKUSHIRO, 1984).
Na Africa do Sul, a propor¢éo da doenca de homens para mulheres é de 3:1, devido
a atividade mineradora, ocupacéao predominantemente masculina (VISMER e HULL,
1997).

A distribuicdo das espécies do complexo Sporothrix schenckii também é
variavel de acordo com a distribuicdo geografica. Marimon e colaboradores (2006,
2007 e 2008b) descreveram seis espécies no complexo baseado na andlise da
sequéncia de trés proteinas codificadoras e caracteristicas fenotipicas. Dessas
espécies, trés apresentavam relevancia clinica, juntamente com o Sporothrix
schenckii, que passou a ser denominado de Sporothrix schenckii sensu stricto (S.
brasiliensis, S. globosa, e S. luriei) e duas espécies de distribuicdo ambiental com
baixa viruléncia, S. mexicana e S. albicans (CHAKRABARTI et al., 2015; MARIMON
et al., 2006; MARIMON et al., 2008b).

Sporothrix schenckii sensu stricto esta distribuido mundialmente, sendo isolado
das Américas, Africa, Asia e Europa. Este ainda é dividido em dois clados, o clado
Ila é encontrado na América do Sul (Argentina, Bolivia, Coldmbia e Peru) e do Norte.
E o clado Illb se restringe a América do Sul, particularmente Argentina e Peru
(RODRIGUES et al., 2014a). A espécie S. brasiliensis € uma espécie emergente
restrita ao Brasil e é altamente patogénica para humanos e animais (RODRIGUES et
al., 2013). Um estudo recente na China descreveu a presenca de esporotricose
causada pela espécie S. globosa a duas décadas no pais. Essa espécie possui
também distribuicdo mundial, sendo isolada na Europa, Estados Unidos, América do
Sul e Asia (YU et al.,, 2013). Ja a espécie S. luriei foi descrita em um caso de
infeccdo canina no Brasil (OLIVEIRA et al., 2011), além de infec¢des humanas na
Africa (AJELLO e KAPLAN, 1969), Itdlia (ALBERICINI et al., 1989) e India

(PADHYNE et al., 1992). S. mexicana foi encontrada no ambiente da Australia,
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México e Portugal, sendo ocasionalmente citada em infecgbes com humanos
(RODRIGUES, HOOG e CAMARGO, 2013). A Figura 2 elucida o padrao de
distribuicdo global de espécies clinicamente importantes do complexo Sporothrix

schenckii.

Figura 2 — DistribuicBo global de Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix

schenckii clado lla, e Sporothrix schenckii clado IIb.
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Fonte: Adaptado de CHAKRABARTI et al., 2015.
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2.1.2 Agente etioldgico

Por muitos anos, pensava-se que a esporotricose era causada por um agente
apenas, sendo este o fungo dimorfico Sporothrix schenckii. Porém, estudos com
diferentes isolados de S. schenckii relataram a existéncia de variacfes fenotipicas
entre as cepas. Estas variacdes sédo evidenciadas ndo so nas diferentes morfologias
de colénias e crescimento em meios de culturas diferentes (GHOSH et al., 2002;
MENDOZA et al., 2005), mas também na termotolerancia (MARIMON et al., 2007;
FERNANDES et al., 2009b), na secrecao de proteinas (FERNANDES et al., 2009a),
na sintese de melanina (ROMERO-MARTINEZ et al., 2000; ALMEIDA-PAES et al.,
2009), na viruléncia em modelo murino (NOBRE et al., 2005; KONG et al., 2006;
BRITO et al., 2007; ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009) e na suscetibilidade aos
agentes antifingicos (MARIMON et al., 2008a).

Desde o século passado, existem indicios dessa variacdo. Smith & Batenburg-
Van der Vegte (1985), ja propunham a heterogeneidade do género Sporothrix com
base em estudos de microscopia eletronica evidenciando ao menos trés padrbes
distintos de micrésporos presentes na membrana celular entre os septos. Apesar de
diversos relatos comprovarem a diversidade genética e morfolégica de isolados
clinicos de Sporothrix schenckii, a primeira indicacdo de que a espécie aparentava
ser um complexo de espécies distintas foi proposta por Marimon e colaboradores em
2006.

Marimon e colaboradores (2006) analisaram sessenta isolados de S. schenckii,
agrupando-os em trés clusters principais: um grupo de isolados europeus, um de
brasileiros e outro isolado de paises da América Latina e Africa, e indicaram a
possibilidade de existéncia de mais de uma espécie de fungo causador da
esporotricose. Ja& em 2007, os mesmos autores realizaram outra analise, dessa vez
de gendtipos e fendtipos, de 127 isolados de varias regides do mundo, previamente
classificados como S. schenckii. Nesse novo estudo, foi analisado o perfil de
assimilacdo de acucares (rafinose e ribitol), diametro meédio das colbnias apos
crescimento em diversas temperaturas (20, 30, 35 e 37°C em agar batata dextrose),
a morfologia dos conidios e as sequencias do gene de calmodulina. Trés novas
espécies de S. schenckii foram propostas, além das ja conhecidas como S. albicans
e S. schenckii var. luriei, e constataram que bastaria uma analise sequencial do loci

calmodulina para reconhecer todas as espécies de interesse médico do complexo.
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As novas espécies propostas foram S. brasiliensis, S. globosa, e S. mexicana. Em
2008, novas publicacbes do mesmo grupo propuseram que a espeécie conhecida
como S. schenckii var. luriei fosse elevada a espécie S. luriei (MARIMON et al.,
2006; MARIMON et al., 2007; MARIMON et al., 2008a; MARIMON et al., 2008b).

De Meyer e colaboradores (2008) descreveram mais trés novas espécies, ndo
patogénicas, do complexo Ophiostoma stenoceras-Sporothrix schenckii, S. stylites,
S. humicola, e S. lignivora, sendo, portanto, classificadas como ambientais. As duas
primeiras espécies nao produzem conidios melanizados e, consequentemente, suas
colénias ndo escurecem, enquanto, a espécie S. lignivora apresenta conidios
distintos que nao coincidem em forma e tamanho com 0s apresentados por outras
espécies do complexo (DE MEYER et al., 2008). Madrid e colaboradores (2010a)
também descreveram duas novas espécies saprofitas dentro do complexo
Ophiostoma stenoceras-Sporothrix schenckii, a saber: S. brunneoviolacea e S.
dimorphospora. A espécie S. brunneoviolacea caracteriza-se fenotipicamente pela
producdo de um pigmento violeta-marrom, difuso na cultura in vitro. S.
dimorphospora, entretanto, ndo apresenta a producédo do pigmento caracteristico em
cultivos in vitro. Em contraste aos resultados obtidos para a cepa tipo de S. inflata,
as espécies descritas por Madrid e colaboradores (2010a) séo capazes de assimilar
o0 acucar rafinose como Unica fonte de carbono. Outras espécies, como S.
cyanescens, tém sido isoladas de amostras de sangue e de pele de pacientes
humanos, porém, o estudo de sua patogenicidade concluiu que, embora esses
fungos tenham a capacidade de crescer a 37 °C, eles ndo apresentam viruléncia
(BARROS, PAES e SCHUBACH, 2011).

Os fungos do complexo Sporothrix schenckii pertencem ao Reino Fungi, filo
Ascomycota, classe  Pyrenomycetes, ordem  Ophiostomatales, familia
Ophiostomataceae, género Sporothrix. S&o todos fungos dimoérficos apresentando
uma fase filamentosa, de vida saprofitica, encontrada em solo, arvores, vegetacdes
em decomposicdo, e outra leveduriforme, de vida parasitaria, encontrada em
humanos e animais. Outra caracteristica marcante das espécies € a termotolerancia,
Sporothrix sp. sobrevivem a temperaturas de 25 °C a 37 °C, com sua inibi¢cao de 39-
40°C; embora alguns isolados tenham a capacidade de se multiplicar a temperatura
de 40-41°C com pouca viabilidade. O meio de cultura utilizado para isolamento
desses fungos é geralmente o Agar Sabouraud, acrescido ou ndo de nutrientes,

antibacterianos ou antifingicos, como a cicloheximida. Outros meios utilizados séo o
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agar batata dextrose (ABD) e o agar infusdo cérebro-coracdo (BARROS, PAES e
SCHUBACH, 2011; HOWARD, 1961; LACAZ et al., 2002).

Macroscopicamente, a fase filamentosa pode ser observada como colbnia
branca a amarelada, de aspecto liso e sedoso, que pode se tornar aveludado,
enrugado ou membranoso, &s vezes com micélio aéreo, e com frequéncia,
amadurece tornando-se pragueada e escurecida. Seu crescimento se da
rapidamente, quatro a sete dias, em agar batata dextrose (ABD) ou &gar Sabouraud
dextrose (ASD), em temperatura de 25 - 27 °C. E possivel converter a fase de
micélio semeando-a em &gar infusdo de cérebro e coragao, incubando a 37 °C, por
aproximadamente 13 dias. Alguns fatores facilitam essa conversdo como: adicéo de
biotina e fraco teor de di6xido de carbono (ALMEIDA, 2008; BRAVO, 2012;
BARROS, PAES e SCHUBACH, 2011; LACAZ et al., 2002; LOPEZ-BEZERRA,
SCHUBACH e COSTA, 2006).

Na fase leveduriforme, a colénia adota aspecto umido, cremoso, de coloracdo
branca, sendo alguns isolados castanhos. A coloracdo enegrecida assumida com
frequéncia pelas duas fases ao atingir a maturidade de crescimento tem sido
atribuida a presenca da melanina, sendo sua producdo afetada por diferentes
fatores, como: diferentes concentragdes de pH e carboidratos (ALMEIDA-PAES et
al., 2009; BARROS, PAES e SCHUBACH, 2011; LACAZ et al., 2002; LOPEZ-
BEZERRA, SCHUBACH e COSTA, 2006; MADRID et al.,, 2010b; ROMERO-
MARTINEZ et al., 2000). A Figura 3 mostra diferentes crescimentos da fase de

micélio e levedura do fungo Sporothrix schenckii.
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Figura 3 — Analise macroscoépica de colbénias de fase miceliana e leveduriforme de Sporothrix
schenckii.

Fonte: Adaptada de BARROS, ALMEIDA-PAES e SCHUBACH, 2011; e MARIMON, 2007.
A: Fase miceliana de Sporothrix schenckii cultivado por 15 dias em &gar batata
dextrose. B: Fase leveduriforme de Sporothrix schenckii cultivada por 4 dias em agar
Sabouraud dextrose.

Microscopicamente, observa-se na fase miceliana, a presenca de hifas finas,
septadas, ramificadas, medindo de 1-2 um de diametro com conidiéforos alongados,
finos simpodiais, contendo &pices entumecidos, frutificando conidios hialinos,
medindo de 2-4 um, elipticos ou ovais dispostos em rosetas, aspecto de margarida,
gue saem em pequenos denticulos. Na forma de levedura, observam-se células
pequenas, arredondadas, ovais ou no formato fusiforme, semelhante a um “charuto”,
com brotamento simples ou multiplo (ALMEIDA, 2008; BRAVO, 2012; LACAZ et al.,
2002; LOPES-BEZERRA, SCHUBACH e COSTA, 2006; SIDRIM e ROCHA, 2010). A
Figura 4 mostra microscopicamente as duas fases do Sporothrix sp.
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Figura 4 — Analise microscépica de fase miceliana e leveduriforme de Sporothrix sp.
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Fonte: Adaptada de OLIVEIRA, 2014; e BRAVO, 2012.
A: Fase filamentosa de Sporothrix sp. mostrando a presenca de hifas septadas com
conidios implantados em forma de margarida. B: Fase leveduriforme de Sporothrix
schenckii mostrando o aspecto fusiforme das células.

Ao contrario da forma macroscopica, que nao apresenta diferenca entre as
espécies do complexo Sporothrix schenckii, tendo seu crescimento variavel apenas
devido ao meio utilizado em seu desenvolvimento; microscopicamente evidenciam-
se diferencas, entre os conidios produzidos, de suma importancia para realizar a
diferenciacdo dessas espécies (MARIMON et al., 2007). A Tabela 1 resume as
caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas mais importantes, as quais
juntamente com a andlise de DNA e outros achados, levam a identificacdo das
cepas de principal interesse clinico do complexo Sporothrix schenckii.

Estudos demonstraram que o dimorfismo, termotolerancia, enzimas
extracelulares, componentes da parede celular e presenca de melanina estejam
envolvidos na patogenicidade do S. schenckii. Quanto a termotolerancia, estudos
observaram que isolados incapazes de crescer a temperaturas de 35 e 37 °C
estariam associados a forma cutanea da micose, enquanto 0os mais termotolerantes
estariam aptos a se desenvolver nos 6rgdos internos, desenvolvendo a forma
sistémica da esporotricose (ARECHAVALA et al., 2011; KAUFFMAN, 1999; KONG
et al., 2006; TACHIBANA et al., 1999). Brito e colaboradores (2007), ao comparar a
viruléncia de duas cepas clinicas de esporotricose, uma linfocutanea e outra
disseminada, observaram maior viruléncia em murinos da cepa proveniente da forma

disseminada da doenca.
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Tabela 1 — Resumo de algumas caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas e bioquimicas das espécies filogenéticas do complexo S. schenckii.

Espécies filogenéticas

Caracteristicas

S. brasiliensis S. schenckii S. globosa S. mexicana S. albicans S. luriei
Clado (gen6tipo) | Il (Ila e llb) 1] \% \% -
€ 30°C 15-38 23-34 18-40 66-69 62-71 51
S
E 35°C 10-22 14-30 6-16 10-11 27-29 35-36
é 37°C 5-10 3-9 0 15-2,5 2-5,5 21
@)
40°C 0 0 0 0 0 0
o Rafinose Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo
S 2
ﬁ § Sacarose Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo
58
Ribitol Variavel Variavel Variavel Variavel Variavel Positivo
o ramanho (um) 26 x 1-4 3-6x1,53 25x1-3 355x2-2,5 - 4-10x 1-2
g
3 Formato Obovoide Obovoide Obovoide Obovoide Obovoide Obovoide
£
n Coloracgdo Hialino a subhialino Hialino a subhialino Hialino a subhialino Hialino a subhialino Hialino a subhialino Hialino
2
°
E Tamanho (um) 2,5-5x 2-3 3 2,5-4%2-35 3-4%2-2,5 - 4-10 x 1-2
O . . .
= Formato Globoso a Triangulares a Globoso a subgloboso Subgloboso, obovoides Obovoides a Obovéide
@ subgloboso cuneiformes e elipsoide elipsoide
N}
N
. Marrom a Marrom Marrom a Marrom Marrom a Marrom Marrom a Marrom Marrom a Marrom -
Coloragdo Hialino
escuro escuro escuro escuro escuro
Viruléncia (modelo murino) Alta Alta Intermediaria Baixa Baixa Nao testado

OF-1 ratos machos

Fonte: a autora. Informag¢8es baseadas nos trabalhos publicados na literatura por: ARRILLAGA-MONCRIEFF et al. (2009); CRUZ (2013); MARIMON (2007);
MARIMON et al. (2008a,b); SUMMERBELL (2002).
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Em relacdo a melanina, apesar de macroscopicamente apenas a fase
filamentosa do fungo ser melanizada, varios estudos tém demonstrado sua producéo
tanto na fase filamentosa quanto leveduriforme, in vitro e in vivo. A producéo de
melanina ocorre por vias diferentes de acordo com seu local de producdo. Nos
conidios, sua produgcdo ocorre pela via do 1,8-dihidroxinaftaleno penta acetato,
enquanto a producédo nas hifas € obtida utilizando compostos fenélicos como 3,4-
dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA), um substrato encontrado na forma miceliana e
leveduriforme (ALMEIDA-PAES et al., 2009; MORRIS-JONES et al., 2002;
ROMERO-MARTINEZ et al., 2000; MADRID et al., 2010b). Nos fungos em questéo,
ja foi demonstrado que a presenca de melanina confere ao agente protecdo celular
ao dano fisico e quimico, importante para sua manutencdo no ambiente,
provavelmente pelo sequestro de radicais livres e dificuldade na acdo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro (DIXON et al., 1992; MORRIS-JONES et al.,
2002; ROMERO-MARTINEZ et al., 2000).

Romero-Martinez e colaboradores (2000) mostraram que a melanizacdo dos
conidios aumenta a resisténcia do S. schenckii a fagocitose por macrofagos,
burlando o primeiro mecanismo de defesa do hospedeiro e permitindo a particula
infecciosa, conidio, ter maior sucesso na infeccédo. Barros, Paes e Schubach (2011),
citaram maiores habilidades invasivas em cepas isoladas de maior pigmentacéo
qgquando comparadas com cepas albinas mutantes em modelo experimental de
esporotricose com ratos. Mostraram ainda que a infeccdo causada pela variacéao
com pigmento promoveu a formagao de granulomas multifocais, enquanto a outra
apresentou um granuloma restrito ao local de inoculacdo. Outros estudos
demonstraram que durante a infeccdo por S. schenckii, os granulos de melanina
interferiam na resposta imune, na ativagdo do complemento e na acédo de agentes
antifangicos (NOSANCHUCK e CASADEVALL, 2003; ROMERO-MARTINEZ et al.,
2000).

Outro fator de viruléncia observado é a capacidade de adesdo as células
endoteliais e epiteliais, assim como na matriz extracelular. Alguns autores
demonstraram in vitro a capacidade de interacdo do patégeno fungico com células
endoteliais humanas, as quais internalizam células de levedura sem feri-las ou
diminuirem sua viabilidade, e de atravessar o espaco intercelular, facilitando a
penetragdo na corrente sanguinea e sua consequente disseminacdo via
hematolégica (FIGUEIREDO et al., 2007).
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Tanto os conidios quanto células de levedura do S. schenckii sdo capazes de
reconhecer trés importantes glicoproteinas da matriz extracelular: fibronectinas,
lamininas e colageno tipo Il. Outros estudos demonstraram a presenca de integrinas
e adesinas capazes de reconhecer a fibronectina humana em varios pontos da
molécula, conferindo um fator facilitador para a aderéncia aos tecidos hospedeiros e
disseminacgdo fungica através do corpo (LIMA et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2009).
Em 2009, Ruiz-Baca e colaboradores descreveram uma glicoproteina ~70kDa de um
isolado de S. schenckii e descreveram sua participagdo na adesdo a matriz
extracelular da derme.

As enzimas extracelulares produzidas pelo S. schenckii, como as proteinases,
desempenham importante funcéo na invaséao tecidual, provocando a lise do estrato
cérneo, colageno tipo | e elastina da pele, permitindo desta forma, o
desenvolvimento fungico. As fosfatases acidas influenciam na interacdo da célula
leveduriforme com macrofagos, além de atuarem na membrana celular, catalisando
e liberando fosfato das fosfoproteinas (ARNOLD et al., 1986; YOSHIKE et al., 1993;
HOGAN et al., 1996; LIMA et al., 2001).

Outros fatores de viruléncia ja descritos para fungos do complexo Sporothrix
schenckii envolvem lipideos e proteinas. Sgarbi e colaboradores (1997), analisando
lipideos do S. schenckii, por espectroscopia, identificaram o peréxido de ergosterol,
o qual pode ser convertido em ergosterol em contato com uma enzima extraida do
fungo, funcionando como mecanismo de escape de espécies reativas de oxigénio
durante a fagocitose. Outros estudos relacionam a composi¢cdo da parede celular
fungica a patogenicidade do fungo; como alguns estudos in vivo onde isolados mais
jovens de S. schenckii possuiam uma maior concentracdo de ramnose do que
manose, sendo mais patogénicos (FERNANDES et al., 1999; LOPES-BEZZERA,
2011; PREVIATO et al.,1979). A possivel explicacao para esse efeito seria devido ao
peptideo ramnomanana estimular a mitose de linfocitos, iniciando uma reacéo tardia,
assim como, a producao de anticorpos (FERNANDES et al., 1999; FIGUEIREDO et
al., 2004; KAJIWARA et al., 2004). Da Rosa e colaboradores (2009) sugeriram que
algumas proteinas secretadas poderiam interferir na resposta imune do hospedeiro,
baseando-se na agéo proteolitica de um preparado antigénico de S. schenckii, fase
leveduriforme, sobre diferentes subclasses de imunoglobulinas G humanas. Apesar
de encontrarmos algumas informacdes sobre esses fatores de viruléncia, os dados

existentes ainda sao considerados insuficientes.
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2.1.3 Patogenia

ApoOs inoculacdo traumatica ou inalacdo da forma filamentosa dos fungos do
complexo Sporothrix schenckii pelo organismo, inicia-se a conversdo dos conidios
em leveduras. Porém, quando a transmissdo ocorrer por meio da arranhadura e/ou
mordedura de animais infectados, esta etapa ndo ocorrera, pois o fungo inoculado ja
se apresenta na forma parasitaria. Entre 24 e 48 horas apoés a inoculacao, as hifas
fungicas desaparecem e, em 13 dias, ocorre a transicdo completa para a fase
leveduriforme. Desse modo, o periodo de incubacdo da fase filamentosa varia de
uma semana a um més, enquanto que a infeccdo por células leveduriformes
apresenta uma multiplicacéo celular imediata (CRUZ, 2013).

Uma vez estabelecida a infeccdo, had desenvolvimento de lesdo cutanea
papular ou nodular localizada no(s) ponto(s) de inoculacdo, podendo evoluir para a
cura espontanea. A apresentacdo e o curso da doenca vao depender de fatores,
como o estado imunolégico do paciente, viruléncia do inécuo e quantidade de
unidades infectantes inoculadas (LARSSON, 2011).

Em hospedeiros sem prévio contato com o agente etioldégico, ocorre o
envolvimento linfatico regional, e naqueles com exposi¢cdo prévia, ndo ha esse
envolvimento, formando uma Ulcera cutanea fixa, com reacdo granulomatosa ao
redor. Havendo envolvimento de vasos linfaticos e sanguineos que drenam o local,
ocorre a progressao da infeccdo para a forma cutdnea disseminada, que se
caracteriza por multiplas les6es (gerada também por autoinoculacdo), podendo ou
nao evoluir para a forma sistémica (MEIRELES e NASCENTE, 2009).

A infeccdo também pode iniciar-se por outros pontos, além do tegumento
cutaneo, sobressaindo-se as mucosas, pulmdes e mesmo sistema nervoso central.
Embora ocasional e esporadica, a infecgao por inalacdo dos conidios fungicos pode
ocorrer, desenvolvendo esporotricose pulmonar, cujos sinais respiratorios se
manifestam principalmente por dispneia, secrecado nasal e espirros (DA ROSA et al.,
2005; MADRID et al., 2011; MONTEIRO et al., 2008; OLIVEIRA, 2014; SCHUBACH
et al., 2004).
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2.1.4 Manifestagdes clinicas

Diferentes formas clinicas de esporotricose séo relatadas conforme a condi¢céo
do hospedeiro, a rota de infeccdo e a viruléncia do agente (ARRILLAGA-
MONCRIEFF et al., 2009; FERNANDES et al, 2013). Classicamente, a
esporotricose pode se manifestar de duas formas clinicas diferentes: cutanea (fixa,
linfocutdanea e disseminada), extra-cutanea (ossos, articulagbes e pulméo) e
sistémica (MADRID et al., 2007).

2.1.4.1 Forma cutanea fixa e linfocutanea

As formas cutanea fixa e linfocutanea correspondem a 90% de todas as
manifestagbes da doenca em humanos e acometem principalmente humanos e
cachorros, 0s quais sdo mais propensos a desenvolver formas clinicas restritas ao
tecido subcutaneo (LOPES-BEZERRA, SCHUBACH e COSTA, 2006; MEINERZ et
al., 2007; SCHUBACH et al., 2006; ZAITZ et al., 2010).

A forma cutanea fixa é caracterizada pelo desenvolvimento de lesdo Unica, no
local da inoculacdo do fungo, de morfologia variada (verrucosa, acneiforme e
eritematosa) e transitoria, embora, no geral, retomam e frequentemente persistem
por anos até o tratamento. Essa lesdo assume a principal forma de papula que
drena exsudatos sero-sanguinolentos resultando em Ulceras e crostas (Figura 5). A
multiplicidade dos aspectos dermatoldgicos demonstra a necessidade de se realizar
o diagnodstico diferencial com doencas infecciosas do complexo verrucoso
(paracoccidioidomicose, leishmaniose cutanea, cromoblastomicose e as
micobacterioses), além de desordens inflamatorias e outras doengas
granulomatosas néo infecciosas, antes de se firmar o diagnoéstico (BARROS, PAES
e SCHUBACH, 2011; OLIVEIRA, 2014).

A forma linfocutanea é a de maior prevaléncia, sendo responsavel por cerca de
80% de todos o0s casos. Seus sintomas costumam aparecer apos trés semanas da
infeccdo, mas pode demorar até seis meses para ser aparente. Inicialmente se
apresenta como lesdo Unica, como na forma fixa, normalmente localizada nos
membros inferiores e superiores. Ha entdo um crescimento progressivo dessa leséo,
geralmente indolor e formacdo de novos nodulos subcutaneos, através das vias

linfaticas adjacentes ao local de inoculacdo, os quais frequentemente ulceram ou
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fistulam, podendo drenar uma secrecao de aspecto purulento. Essa manifestacéo
clinica caracteristica dessa forma de esporotricose € denominada de “linfagite
nodular ascendente” (Figura 5). As manifestacGes clinicas sdo poucas ou nulas,
sendo caracterizadas por dor local e pequenas adenomegalias regionais. O
diagnéstico diferencial € feito com Nocardiose subcuténea e Leishmaniose cutanea,
no Brasil. Nos Estados Unidos, Europa e Canada o principal diagnostico diferencial
deve ser feito com micobactérias atipicas, como Mycobacterium marinum,
rinoescleroma, granuloma inguinal, nocardiose, tularemia e histoplasmose
(CORDEIRO et al., 2011; DE MIRANDA et al., 2009; OLIVEIRA, 2014).

Figura 5 — Manifestacdes clinicas observadas em pacientes com esporotricose cuténea fixa
e linfocutanea.

Fonte: MARIMON, 2007.
A, B e C: Esporotricose cutanea fixa. D, E e F: Esporotricose linfocutanea.
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2.1.4.2 Forma cutanea disseminada

A forma cutanea disseminada tem reduzida ocorréncia em humanos, porém
€ a mais comum em felinos. Em humanos, tem sua ocorréncia associada a
imunodepressdo, como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA),
alcoolismo, idade avancada, diabetes, uso prolongado de corticoides e,
frequentemente, as formas extra-cutdnea ou sistémica. Pode ocorrer por auto-
inoculacdo, disseminacdo hematoldgica ou linfatica, em pacientes acometidos pela
forma cutanea fixa. A esporotricose cutanea disseminada se caracteriza por lesdes
cutaneas mudltiplas, em locais ndo continuos, sem envolvimento extracutaneo,
podendo levar ao comprometimento sistémico (Figura 6). Comum em pacientes com
SIDA, essa forma da doenca pode se associar a0 acometimento meningeo e
presenca de Ulceras cutaneas atipicas com escassa reacgdo inflamatéria ao redor
das les6es (CARVALHO et al., 2002; SIDRIM e ROCHA, 2010; STALKUP, BELL e
ROSEN, 2002).

Figura 6 — ManifestagBes clinicas observadas em pacientes com esporotricose cutanea
disseminada.

Fonte: SIDRIM e ROCHA, 2004.

2.1.4.3 Forma extra-cutanea

A forma extra-cutdnea da esporotricose, também chamada de invasiva, é rara e
pode acometer qualquer tecido ou érgao. Esta ligada principalmente a pacientes
debilitados imunologicamente, especialmente em pacientes com virus da

imunodeficiéncia humana positivo ou recebendo terapias prolongadas com
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antimicrobianos, corticoides e quimioterapicos. Pode ser contraida pela inalacdo de
esporos ou por disseminacdo hematogénica decorrente de uma inoculagéo profunda
na pele. Nessa forma, 0s envolvimentos mais comuns s80 O osteoarticular e
pulmonar, porém ha também relatos envolvendo comprometimento ocular, hepatico,
gastrointestinal, entre outros. A sintomatologia da forma osteoarticular se assemelha
muito a da artrite, como dor, inflamacao, limitacdo de movimento; enquanto a
pulmonar assemelha a da tuberculose, envolvendo sintomas como bronquite,
pneumonite, mal-estar geral, febre e tosse (ALMEIDA, 2008; APPENZELLER et al.,
2005; HARDMAN et al., 2005; OLIVEIRA, 2014; RAMOS-E-SILVA et al., 2007).

2.1.4.4 Forma sistémica

A forma sistémica da doenca é rara e esté ligada a pacientes imunodeprimidos.
Atinge multiplos tecidos e érgdos concomitantemente, acometendo principalmente
olhos e nariz. As formas viscerais, apesar de raras, sdo agressivas, com evolucao
grave e progndstico desfavoravel, podendo levar a 6bito (MEINERZ et al., 2008;
ZAITZ et al., 2010).

2.1.5 Esporotricose animal

Com a mudanca no perfil epidemiolégico da doenca, os vetores animais
passam a ter grande importancia na disseminacao da esporotricose, sendo essencial
conhecer ndo s6 seus habitos, mas também como a doenca se manifesta nesse
nicho. O potencial zoon6tico da esporotricose ocorre quando individuos entram em
contato direto com animais infectados, por arranhadura ou mordedura. No Brasil, 0
papel dos gatos domeésticos como transmissores tem sido relatado, principalmente
na regido do Rio de Janeiro, onde ocorre 0 maior surto de esporotricose de origem
zoonbtica ja relatado (CHAKRABARTI et al., 2015; SCHUBACH et al., 2002;
SCHUBACH e SCHUBACH, 2000).

A esporotricose também é relatada em cédes no Brasil, porém na maioria dos
casos observados foi relatado o contato do cdo com um felino infectado, sugerindo a
participacdo felina na transmissdo. Além disso, ndo h& registro de transmisséo
zoonobtica a partir de cdes infectados (SCHUBACH et al., 2006).
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No Brasil, os gatos domésticos se tornaram 0s vetores mais propicios e
eficientes, principalmente machos, nédo castrados e de livre acesso a rua, devido a
seus habitos de esconder-se em plantas, rebolcar o solo, cavar buracos, cobrir seus
dejetos com terra, marcar territérios com as unhas em cascas de arvores e
arranharem-se entre si em lutas ou brincadeiras. Além disso, estudos demonstraram
a presenca do agente etioldgico ndo s6 em suas lesbes, mas também em sua
cavidade oral e unhas (CROTHERS et al., 2009; CRUZ, 2013; NAKAMURA et al.,
1996; ROSSI, ODAGUIRI e LARSSON, 2013; SCHUBACH et al., 2001;
SCHUBACH et al., 2004; SCHUBACH e SCHUBACH, 2000).

As lesbes cutaneas encontradas em gatos com esporotricose caracterizam-se
inicialmente por ndédulos subcutdaneos que evoluem para alopecia, ulceracdo e
drenam exsudato purulento, levando, com o ressecamento, a formacédo de crostas.
Na maioria dos casos, estas lesdes estdo localizadas regido cefalica, principalmente
no plano nasal e pavilhdes auriculares, sendo frequente a ocorréncia de trés ou mais
lesbes (Figura 7). O quadro clinico observado na esporotricose felina € variavel,
sendo descritas infec¢cdes subclinicas, lesbes Unicas, disseminadas e formas
sistémicas fatais. Em felinos, o comprometimento sistémico é frequente (LARSSON,
2005; SCHUBACH et al., 2003; SCHUBACH et al., 2004).

Figura 7 — Esporotricose felina.

Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al., 2013.
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2.1.6 Diagnéstico

A suspeita clinica é essencial no diagndéstico da esporotricose, para iSSo uma
anamnese detalhada e bem conduzida mostra-se fundamental. No diagnostico
presuntivo dessa micose deve se juntar os dados da anamnese, epidemiologia,
manifestacbes clinicas e exames complementares. Para o definitivo, se faz
necessario o cultivo de exsudatos, tecidos ou aspirados de lesdes, com 0 sucessivo
isolamento e identificacdo do fungo, considerando a dificuldade de visualizagcéo
direta do microrganismo nessas amostras. O padrao ouro de diagnéstico da
esporotricose € a cultura; porém métodos soroldgicos, histopatologicos, e
moleculares tem sido recentemente adotados como ferramentas auxiliares na
deteccdo (BARROS, PAES e SCHUBACH, 2011; CRUZ, 2013; LARSSON, 2011;
MAHLBERGH et al., 2009).

O exame direto das amostras coletadas geralmente é feito tratando o material
coletado com uma solucdo de hidroxido de potassio a 10% e observando ao
microscopio células leveduriformas caracteristicas na forma de “charutos” ou
ovaladas e arrendondadas. A visualizacdo das células nesse exame nem sempre é
possivel em exsudato humano e animal, devido a pequena quantidade do agente
fungico presente; com excecdo dos felinos, os quais possuem grande numero de
células leveduriformes nas lesGes. Esse exame nao é conclusivo para o diagnostico
de esporotricose, pela baixa incidéncia de células caracteristicas nas amostras, e
sua confusao com células de Histoplasma capsulatum e Candida glabrata, dando um
resultado falso positivo (MEIRELES e NASCENTE, 2009; PEREIRA et al., 2011;
SCHUBACH et al., 2002).

A cultura é o método de deteccdo definitivo para a esporotricose, havendo
limitacbes apenas em formas da doenca onde a coleta do material é dificultada,
como na esporotricose osteoarticular. Nesse método, os espécimes clinicos séo
espalhados em agar Sabouraud com adicdo de cloranfenicol acrescido de
cicloheximida, podendo também ser cultivado em agar batata e agar infuséao
cérebro-coracdo. O cultivo deve ser realizado em duplicata, incubando as amostras
por até trés semanas, a 25 e 37 °C, para confirmag¢do do dimorfismo do agente e
caracterizagdo macro e micromorfoldégica das colénicas. De 5 a 7 dias ja se pode
observar o crescimento da fase filamentosa (ALMEIDA, 2008; BARROS, PAES e
SCHUBACH, 2011; LACAZ et al., 2002; OLIVEIRA, 2014; SIDRIM e ROCHA, 2010).
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O exame histopatolégico € outro teste auxiliar no diagnostico da esporotricose,
sendo que os tecidos afetados corados pelas técnicas histoquimicas de
hematoxilina-eosina, acido periodico de Schiff e metenamina argéntica de Gomori
permitem evidenciar a forma leveduriforme do S. schenckii. Deve-se observar
corpos asteroides, uma forma do corpo “enjaular” o parasito, na zona periférica do
granuloma, porém esse método ndo é usado como rotina num laboratério de
micologia, ja que achados histopatoldgicos séo inespecificos, pois o organismo nao
é facilmente visualizado. Reacfes teciduais também podem ser observadas como
inflamagéo supurativa e granulomatosa da derme e tecido subcutaneo,
frequentemente acompanhada de micro abcessos e fibrose (ALMEIDA, 2008;
OLIVEIRA, 2014; SIDRIM e ROCHA, 2010).

Testes sorologicos ndo sdo realizados na rotina de clinicas veterinarias,
somente para diagnostico em humanos (MEIRELES & NASCENTE, 2009;
TABOADA, 2004), os mais empregados séo reacgOes de fixacdo de complemento,
imunodifusdo, imunofluorescéncia indireta e o teste de soroaglutinacdo, a técnica
mais sensivel e de facil execucdo, util para monitorar a resposta ao tratamento e na
deteccdo de esporotricose extracutanea. O teste cutdaneo da esporotriquina, um
antigeno cutaneo do fungo para injecdo intradérmica, detecta hipersensibilidade
tardia, reagindo positivamente com cerca de 90% dos casos confirmados de
esporotricose; porém é um teste apenas de exclusdo da doenca, pois reage
positivamente em infec¢cdes recentes e antigas (ALMEIDA, 2008; RESENDE e
FRANCO, 2001; LARSSON, 2011).

A reacdo em cadeia da polimerase pode também ser utilizada diretamente a
partir de amostras teciduais biopsiadas de pacientes felinos, caninos ou humanos,
tomando por base o gene da quitina sintetase para os quais foram desenvolvidos
primers de oligonucleotidicos. Essa técnica possui vantagens particulares no
diagnéstico em casos onde apenas aliquotas séo obtidas da amostra, dependendo
seu sucesso da especificidade e sensibilidade dos iniciadores. Entretanto, ainda nao
se utilizam frequentemente métodos baseados em deteccdo molecular para o
diagndéstico da esporotricose e, certamente, ainda ha muito que se fazer para torna-
los mais simples e baratos (CRUZ, 2013; KANO et al., 2001; LIU et al., 2012).
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2.1.7 Tratamento farmacoldgico

O numero de substancias quimicas existentes com acéo antifingica é restrito
guando comparado ao numero de farmacos antibacterianos disponiveis (NOBRE et
al., 2002; GOMES et al., 2012). Além disso, este tipo de tratamento se mostra muito
mais dificil e limitado, devido & proximidade estrutural da célula fangica com células
do hospedeiro, resultando em medicamentos antifiangicos de estreita faixa
terapéutica e com elevada toxicidade (PAPPAS et al., 2000; ROMANI, FRANCESCO
e PUCCETTI, 2007).

Para o tratamento da esporotricose faz-se necessario, primeiramente, o
reconhecimento da extensdo da infeccdo e a identificacdo de fatores que
predispdem o hospedeiro a gravidade da doenca. A escolha dos antifungicos
adequados no tratamento baseia-se na condicao clinica do individuo, na dimenséao
das lesGes cutaneas, na avaliagdo das interacdes medicamentosas, nos efeitos
adversos e no envolvimento sistémico (CORDEIRO et al., 2011). A dificuldade no
tratamento pode ser atribuida a fatores como: diagnéstico tardio, baixo arsenal
terapéutico, longa duracédo do tratamento e desisténcia da terapia pelos pacientes
(GOMES et al., 2012).

Diversas modalidades de tratamento sdo descritas para a esporotricose,
variando desde a implementacédo de calor local, para a forma fixa da doenca, até a
utilizacdo de farmacos. Existem varios antifUngicos que podem ser utilizados no
tratamento da esporotricose, dentre eles, o iodeto de potassio, a anfotericina B, 0
itraconazol e a terbinafina. A solucdo saturada de iodo possui baixo custo e elevada
eficacia nas formas mais comuns da doenca, porém devido a seus elevados efeitos
adversos, o itraconazol via oral tem sido o farmaco de escolha para o tratamento da
esporotricose (MAHAJAN et al., 2005; NOBRE et al., 2002; PEREIRA et al., 2009).

O tempo de tratamento geralmente é bem extenso, durando geralmente de trés
a seis meses em pacientes sem imunossupressao, pois nestes pacientes pode-se
levar um tempo bem maior e utilizar doses mais elevadas para conseguir a cura
(SCHUBACH et al., 2005).

O tratamento da esporotricose em casos de gravidez é muito importante,
porém a maioria dos medicamentos possui contraindicagdo nesse caso, cCOmo 0
iodeto de potassio e o itraconazol. Na forma cutinea da doenca é bastante

aconselhavel a termoterapia, ou seja, a aplicacdo de calor (42 - 43 °C) no local da
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leséo através de uma bolsa de agua quente, fonte de infravermelho ou outro método
semelhante até a completa cicatrizacdo. A anfotericina B pode ser usada apés a 12
semanas de gestacdo, porém essa medicacdo deve ser reservada para casos de
forma pulmonar ou disseminada da doenca (BARROS, PAES e SCHUBACH, 2011,
LOPES-BEZERRA, SCHUBACH e COSTA, 2006; KAUFFMAN et al., 2007).

Segundo Silva e colaboradores (2012), no caso do tratamento da esporotricose
felina, a administracdo de medicamentos € considerada um desafio, pois
diferentemente dos seres humanos, a maioria das substancias antifingicas
utilizadas apresentam efeitos toxicos, a duracdo do tratamento € longa e a
administracdo por via oral é dificil, devido a possibilidade de ocorréncia de
arranhaduras e/ou mordeduras por parte do felino. Para o tratamento desse animal,
tem-se o itraconazol como farmaco de escolha, devido a sua eficacia e baixa
intolerancia, tendo que manter o tratamento por no minimo um més apos a cura.

Entretanto, os farmacos utilizados atualmente no tratamento da esporotricose
nao satisfazem completamente as necessidades médicas humana e veterinaria,
devido, principalmente aos problemas relacionados a espectro de acgéo, poténcia,
seguranca e propriedades farmacocinéticas dos antifungicos disponiveis. Além
disso, sédo observadas falhas terapéuticas ocasionadas pela dificuldade de
administracdo do farmaco, longo tempo de tratamento, custo elevado dos
medicamentos e abandono de terapia devido a remissao espontanea da doenca.
Essas falhas, juntamente com a restrita opcao de farmacos, tornam o tratamento da
esporotricose dificil e contribuem para a permanéncia do agente etiolégico no
ambiente e o desenvolvimento de resisténcia. Assim, farmacos alternativos de
menor toxicidade e maior eficacia se mostram necessarios (BARROS et al., 2010;
CRUZ et al., 2013; HEIDRICH et al., 2011; KOHLER et al., 2004; MADRID et al.,
2007; MEINERZ et al., 2007; SILVA et al., 2012).

2.1.7.1 lodeto de potassio

Desde o inicio do século XX, a solucdo saturada de iodeto de potassio é usada
no tratamento da esporotricose, com taxas de sucesso terapéutico variando entre 80
e 100%. Além disso, o baixo custo financeiro colocou este composto na posicao de
farmaco mais utilizado nos casos de esporotricose. O iodeto de potassio € um

fungicida de amplo espectro, indicado principalmente em dermatofitoses, que
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apresenta melhora efetiva em pacientes humanos frente as formas cutanea e
linfocutanea da esporotricose. Em casos de esporotricose cutanea disseminada,
extra-cutdnea ou sistémica ndo se observa a mesma eficacia, ndo sendo
recomendado seu uso (CORDEIRO et al.,, 2011; BARROS; PAES e SCHUBACH,
2011; KAUFFMAN et al., 2007).

O exato mecanismo de acao do iodeto de potassio permanece desconhecido.
Alguns estudos sugerem que o iodeto de potassio gera aumento da protedlise
agindo sobre os granulomas, enquanto outros autores afirmam que este sal pode
promover aumento da fagocitose (BARROS, PAES e SCHUBACH, 2011).

Em medicina veterinéria, tem seu uso gradativamente descontinuado devido
aos frequentes efeitos toxicos que acometem principalmente os felinos. Essa
espécie mostrou-se extremamente sensivel ao uso de preparados contendo iodo,
podendo ser observado em alguns casos sinais de iodismo, os quais incluem
vOomitos, anorexia, hipotermia e colapso cardiovascular. Em alguns casos, o quadro
clinico do felino foi agravado podendo levar a 6bito do animal.

Essa solucdo também ndo é recomendada para uso em gravidas, pois esta
associado a hipotireoidismo neonatal, tireomegalia, obstrucdo respiratéria fetal e
parto demorado. Devido aos efeitos adversos relacionados aos iodetos, seu uso vem
sendo substituido por farmacos mais efetivos e seguros como cetoconazol e
itraconazol (COSTA, R., et al., 2011; WELSH, 2003).

2.1.7.2 Azbis

Os azois sdo farmacos de origem sintética e possuem amplo espectro de agéo,
agindo na maioria das leveduras e dos fungos filamentosos. Todos 0os componentes
desse grupo possuem estrutura quimica e mecanismo de acdo semelhante. Atuam
alterando a membrana plasmatica fungica, por agirem na biossintese e incorporacéo
do ergosterol, gerando altera¢gdes na sua fluidez e permeabilidade celular, impedindo
o crescimento fungico (BENNETT, 2005; NOBRE et al., 2002; RANG et al., 2008)

Nos ultimos anos, o itraconazol foi classificado como farmaco de primeira
escolha para o tratamento das formas cutanea e linfocutanea da esporotricose em
pacientes imunocomprometidos, 0s quais apresentaram formas clinicas mais
extensas e com acometimento sistémico. Estudos demonstraram sua eficacia, in

vitro e in vivo, em pacientes com esporotricose cutanea, linfocutanea e extra-
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cutanea; bem como em animais, principalmente felinos. Sua maior especificidade
pelas enzimas do citocromo P-450 dos fungos é a principal vantagem para seu uso,
juntamente com a auséncia de efeitos sobre o mecanismo de andrégenos e cortisol,
pois diminui drasticamente os efeitos adversos comparados aos outros
medicamentos (CRUZ, 2013; KAUFFMAN et al., 2007; SILVA et al., 2012)

As vantagens relacionadas a este farmaco levaram a sua intensa utilizagéo,
sendo, atualmente, um dos antifungicos mais utilizados nas clinicas médicas
humana e veterinaria. Apesar de ser um farmaco com reduzida toxicidade, alguns
efeitos adversos foram descritos, como anorexia, hipocalemia, naduseas, vomitos,
hipertensdo e cefaleia; e seu uso ndo é aconselhado para gravidas (BARROS,
PAES e SCHUBACH, 2011; MEINERZ et al;, 2007).

Devido ao seu uso indiscriminado, tém sido observados frequentes relatos de
isolados fungicos resistentes com consequentes falhas terapéuticas e remissdo de
sintomas das enfermidades micéticas (SILVEIRA et al.,, 2009; MEINERZ et al.,
2007). Isolados clinicos de S. schenckii de gatos do Rio de Janeiro, sugeriram
resisténcia ao itraconazol, com altos valores das concentragdes inibitérias minimas
(CIM) em comparacdo aos de seres humanos estudados e aos da literatura
(KOHLER et al., 2004).

2.1.7.3 Anfotericina B

A anfotericina B € um antibiético macrolideo poliénico produzido naturalmente
pelo actinomiceto Streptomyces nodosus, 0 qual vem sendo utilizado desde o final
dos anos 50 e em 1965, foi o primeiro agente antifingico aprovado pelo Food and
Drug Administration. Seu mecanismo de agao ocorre pela interacdo com o ergosterol
da membrana fangica, formando poros e alterando a permeabilidade da célula
fungica. Esses poros permitem o escape de constituintes citoplasmaticos, causando
desequilibrio eletrolitico e homeostatico. Essa a¢do impede o crescimento fungico e
leva a morte celular (GRAY et al., 2012; RANG et al., 2008).

Apesar de este medicamento possuir elevada toxicidade, por apresentar alta
afinidade por moléculas de colesterol, agindo nas células do paciente; a anfotericina
B se mantém como farmaco de escolha no tratamento das formas extra-cutanea e
sistémica da esporotricose. E também o farmaco de escolha na gravidez, podendo

ser usado a partir de 12 semanas de gestacao. Seus efeitos adversos incluem febre,
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calafrios, tremores, nduseas e vomitos, dor de cabeca, entre outros. Em animais,
apesar de pouco elucidado, seu uso ndo se associou a melhora terapéutica em
felinos, ndo sendo recomendado (BUSTAMANTE e CAMPOS, 2004; COSTA, R., et
al., 2011; FILLIPIN e SOUZA, 2006).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS NO SETOR FARMACEUTICO

Desde milhares de anos antes de Cristo, o uso de plantas medicinais como
tratamentos alternativos para diversas doencas € uma pratica comum da populacao.
Segundo Dutra e colaboradores (2016), o interesse pelos produtos derivados da
fauna e flora tem crescido significantemente no mundo todo, principalmente nos
paises desenvolvidos, sendo estimado que cerca de 30% dos medicamentos
utilizados nas terapias modernas sejam derivados de fontes naturais.

As potencialidades de uso das plantas medicinais encontram-se longe de
estarem esgotadas, afirmagdo endossada pelos novos paradigmas de
desenvolvimento social e econdbmico baseados nos recursos renovaveis. Das 250
mil diferentes espécies de plantas, somente 1% esta sendo utilizado como matéria-
prima vegetal, o que demonstra o enorme potencial de expansao deste mercado
(ASSIS et al., 2015).

O Brasil é o pais com maior biodiversidade total do mundo. Sua grande
extensao territorial permite o desenvolvimento de diferentes biomas como a Floresta
Amazobnica, Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga, caracterizando diferentes fontes
para obtencdo de compostos naturais ativos para diferentes enfermidades (ASSIS et
al., 2015; BIAVATTI et al., 2007; DUTRA et al., 2016; SAMY et al., 2005).

Apesar de rica biodiversidade, o potencial de uso ainda é pouco explorado,
existindo relatos de investigacdo de apenas 0,4% da flora. Além disso, o Brasil
importa quase 100% das matérias-primas para producdo de medicamentos
fitoterapicos, sendo apenas uma pequena parte dos fitoterapicos registrados na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) oriunda de espécies nativas
(ADAME, JACCOUD e COBRA, 2005; BRASIL, 2012).

Nesse contexto, deve-se incentivar a exploracdo da flora nacional para
busca de novos medicamentos, visto que os produtos naturais podem fornecer

oportunidades ilimitadas com sua vasta diversidade quimica.
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2.3 Myrtus communis L.

A familia Myrtaceae compreende 140 géneros e mais de 3.500 espécies de
arvores e arbustos distribuidos em regifes tropicais e subtropicais da Australia, Asia
e Américas. Apresenta grande potencial econémico, sendo suas espécies usadas
para alimentacdo (goiabeira, jabuticabeira e pitanga), ornamentagao (“murta” e
“érica”) e como medicacao (‘eucalipto” usado no tratamento da gripe, congestao
nasal e sinusite). No Brasil, existem 23 géneros e cerca de 1.000 espécies
(CONCEICAO e ARAGAO, 2010; DONATO e DE MORRETES, 2007; MORAIS,
CONCEICAO e NASCIMENTO, 2014).

Myrtus communis L. € uma planta da familia Myrtaceae conhecida
popularmente por “murta-comum” ou “mirta’. E arbustiva, com caule ereto e
pequenas folhas opostas e, em determinadas épocas do ano, floresce apresentando
flores alvas, regulares e hermafroditas, as quais exalam um aroma caracteristico.
Possui também frutos que sdo bagas globulosas, azuladas, com célice mais ou
menos espesso nha parte terminal. Essa planta procedente da regido do
mediterraneo tem preferéncia por locais secos, e pode ser encontrada em diversas
regibes do Brasil. E amplamente utilizada em parques, jardins e vias publicas (DE
AZEREDO, RODRIGUES e CASSINO, 2004; BRAVO, 1998; SALVAGNANI et al.,
2008). Na figura 8 pode-se observar a estrutura da planta, suas flores e frutos.

Figura 8 — Myrtus communis L.

Fonte: Adaptado de OZKAN e GURAY, 2009; e SUMBUL et al., 2011. A: flores. B: frutos.
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A composicao de seu extrato pode variar dependendo da parte da planta
utilizada e o modo de extracdo, mas no geral € rico em compostos fendlicos, como
acidos fendlicos, taninos e flavonoides. Ja seu 0leo essencial, descrito por diversos
autores, possui compostos que podem se classificar em trés classes principais:
terpenos, terpenoides e fenilpropanoides (ALEKSIC e KNEZEVIC, 2014).

A mirta vem sendo utilizada desde tempos antigos como tempero, remédio e
cosmético. Ozkan e Giray (2009) citam diversas indicagées medicinais tradicionais
da mirta. Em textos médicos egipcios seu uso foi verificado como remédio para
desordens urinarias, dores, azia, inchacgo e expectorante. Na Grécia, seu uso era em
forma de pasta aplicada no colo do Utero como contraceptivo. Em Roma, seu uso ia
desde a confeccao de vinhos a remédio para constipacdo. E na Turquia era utilizada
contra queixas respiratorias e até picadas venenosas de aranha e escorpido.

Segundo Zomorodian e colaboradores (2013), diferentes partes dessa
espécie vegetal sdo utilizadas nas industrias cosmética e alimenticia como
flavorizante para carnes e molhos. Na Itélia, seus frutos sdo usados na medicina
popular para tratar varias infecces como diarreia e disenteria; e suas folhas como
agente antisséptico e anti-inflamatério, bem como enxaguante bucal no tratamento
da candidiase (GORTZI et al., 2008).

Na medicina tradicional, a infusdo e decoccdo das folhas e frutos da mirta
sdo usadas oralmente para o tratamento de dores de estdmago, hipoglicemia, tosse,
constipacao, falta de apetite (SERCE et al., 2010). Também € muito utilizada como
antisséptico e anti-inflamatério, caracteristicas estas atribuidas a presenca de
floroglucinol em seu oleo essencial, bem como de polifendis, como os flavondides
(BRAVO, 1998; YOSHIMURA et al., 2008).

No Sul do Brasil, suas folhas sé&o utilizadas tradicionalmente como
medicamento para problemas estomacais (SALVAGNANI et al., 2008). De suas
folhas é extraido um aromatico Oleo essencial com ac¢des antifungica, antimicrobiana
e antioxidante conhecidas (MOHAMMADI et al., 2008; RASOOLI et al.,, 2002;
SALVAGNINI et al.,, 2008; YADEGARINIA et al.,, 2006). Varios compostos vém
sendo isolados de suas folhas, 6leo essencial e frutos (MONTORO et al., 2006).

Propriedades antifangicas foram observadas contra  Aspergillus
(MOHAMMADI et al., 2008) e Trichomonas vaginallis (MAHDI, GANY e SHARIEF,
2006). Seu potencial antimicrobiano para preparagfes brutas é descrito em estudos
in vitro contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
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Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Klebsiella aerogenes, Salmonella e Shigella
(ALEM et al., 2008).

Mansouri e colaboradores (2001) demonstraram a acdo do extrato
metandlico de mirta de inibir o crescimento bacteriano contra Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalactiae, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Proteus vulgaris,
e Pseudomonas aeruginosa. Ja seu 6leo essencial foi descrito contra Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans (YADEGARINIA, et al., 2006), e
Mycobacterium tuberculosis (ZANETTI et al., 2010).

2.4 Thymus vulgaris L.

A familia Lamiaceae compreende mais de 200 géneros e cerca de 7.000
espécies de ervas aromaticas, arbusto ou arvores distribuidas em todo o mundo,
sendo o maior centro de dispersao a regido do mediterraneo. Essa familia apresenta
grande importancia medicinal e condimentar. Muitas de suas espécies sao plantas
produtoras de 6leos essenciais, sendo utilizadas como flores ornamentais ou
condimento, destacando-se as espécies: Mentha piperita L., Origanum vulgaris L.,
entre outas (NAGHIBI et al., 2005; PORTE e GODOQY, 2001)

O Oleo essencial do género Thymus é amplamente usado como agente
antisséptico, contra dores de garganta, tosse e bronquite em muitas preparacoes
farmacéuticas e aromatizante para varios produtos alimentares (CORTICCHIATO et
al., 1998; FIGUEIREDO et al., 2008)

Thymus vulgaris L. € uma planta da familia Lamiaceae originaria da Europa
e cultivada no sul e sudeste do Brasil. Conhecida popularmente como tomilho e
tomilho comum, e possui propriedades medicinais, aromaticas e condimentares.
Suas folhas e botbes florais sdo amplamente utilizados na medicina popular. Seu
odor é aromatico e o sabor ligeiramente amargo, se assemelhando a canfora. Essa
planta é um subarbusto perene, ereto, ramificado, muito aromatico, que cresce até
50 cm de altura, com ramos levemente cobertos de pelos brancos e de folhas
simples, pequenas, escuras e ovais, com comprimento entre 6 -12 mm. Suas flores
sao brancas ou roxas. Seu crescimento ndo demanda muitas exigéncias, preferindo

regibes secas, aridas, expostas ao sol, com solos arenosos e calcérios
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(FIGUEIREDO et al., 2008; NAHGHIBI et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2000). A
Figura 9 mostra espécie vegetal.

Figura 9 — Thymus vulgaris L.

Fonte: FAYAD et al., 2013.

Tanto o extrato da folha do tomilho, quanto seu Oleo essencial sdo
compostos por uma mistura de monoterpenos, sendo 0s principais componentes o
timol e seu is6bmero fendlico carvacrol. Esses compostos possuem acdes
antioxidantes, antimicrobianas, antiespasmédica e expectorante comprovadas na
literatura. Podem ser encontrados terpenoides, flavonoides e &cidos fendlicos
também em seu Oleo essencial (CALO, VISONE e MARABINI, 2015; FACHINI-
QUEIROZ et al., 2012).

Na medicina popular, a infusdo das flores ou da planta seca é usada
internamente como ténico, estomaquico e antiespasmadico, e externamente como
antisséptico e parasiticida. O p6 da planta seca foi usado contra hemorragia nasal e
em uma mistura com mel contra tosse forte. A infusdo da planta inteira foi relatada
como indutor do sono, o cha para dor de cabeca e banhos como estimulantes
uterino durante o parto (FIGUEIREDO et al., 2008; NAGHIBI et al., 2005).

Como inseticida, inmeros trabalhos relataram o efeito do tomilho e seus
constituintes em diversas espécies de insetos, bem como a reducdo no

desenvolvimento e ovoposicao de lagartas Spodoptera littoralis, e controle de larvas
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de Lucila sericata (FARAG et al., 1994; MORSY et al.,, 1998; ISMAN et al., 2001,
TSOUKATOU et al., 2001).

O extrato bruto aquoso dessa espécie foi testado in vitro frente a Alternaria
alternata, Colletotrichum Graminicola, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii
apresentando acdo fungitoxica sobre os crescimentos miceliais desses fungos
(TAGAMI et al., 2009). J& o extrato obtido por hidro destilacdo das folhas apresentou
efeito protetor in vitro contra danos celulares causados por raios ultravioleta A e B,
com acédo antioxidante e redutor de radicais livres, o que sugere possivel protecao
ao dano direto do DNA (CALO, VISONE e MARABINI, 2015).

O dleo essencial do tomilho possui atividades antimicrobianas: acdo sobre o
crescimento dos fungos Penicillium digitatum, e Shigella sp e sobre o crescimento de
Salmonella e Ataphylococcus. Atividades carminativa e expectorante também sao
citadas, principalmente pela presenca do timol e carvacrol em sua composicao
(BAGAMBOULA et al., 2004; DAFERA et al., 2000; KALEMBA e KUNICKA, 2003;
SHABNUM e WAGAY, 2011).

Em outro estudo o crescimento dos dermatofitos: Trichophyton rubrum,
Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum gypseum,
Microsporum canis e Epidermophyton floccosum foi completamente inibido
(GUERRA-BOONE et al., 2015).

Contra A. fumigatus e T. rubrum, o O6leo essencial ndo sé inibiu o
crescimento micelial, como apresentou atividades antiproteinase. Nesse mesmo
estudo foi verificada também uma acao sinérgica ao associar o citado 6leo com o
fluconazol, inferindo possivel terapia combinada para casos onde o farmaco nao se
mostra efetivo (KHAN, AHMAD e CAMEOTRA, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o potencial antifungico, frente as principais linhagens causadoras de
esporotricose no Brasil, e a citotoxicidade preliminar, dos 6leos essenciais de Myrtus

communis L. e Thymus vulgaris L.

3.2 ESPECIFICOS

Avaliar a composicéo quimica dos 6leos essenciais de Myrtus communis L. e
Thymus vulgaris L. por meio de cromatografia gasosa.

Avaliar a atividade antifungica, estabelecer a concentracao inibitéria minima
(CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) dos 6leos essenciais extraidos das
folhas de Myrtus communis L. e Thymus vulgaris L. frente as principais linhagens de
fungos causadoras de esporotricose no Brasil, cepas padrdes e clinicas.

Avaliar por microscopia eletronica de varredura (MEV), as principais
alteracdes morfolégicas nas estruturas fangicas, ocasionadas pelos 6leos essenciais
e farmacos de referéncia, tendo como base de comparacao a célula fungica que néao
foi exposta a nenhuma substancia antifungica.

Avaliar a citotoxicidade preliminar dos 6leos essenciais de Myrtus communis

L. e Thymus vulgaris L. frente a linhagem de queratindcitos humanos (HaCaT).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OLEOS ESSENCIAIS

Neste estudo foram utilizados 6leos essenciais de mirta (Myrtus communis
L.) (quimiotipo cineol) e tomilho branco (Thymus vulgaris L.), lotes MURTACINOS e
THYVUL20014, respectivamente. Os mesmos foram adquiridos comercialmente
através da empresa Laszlo® Aromatologia Ltda e obtidos por meio do método de

hidrodestilagao, destilagao por arraste a vapor, conforme informado pelo fabricante.

4.1.1 Cromatografia gasosa (CG)

Os Oleos essenciais de mirta e tomilho foram encaminhados para o
Departamento de Quimica/Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de
Minas Gerais onde foram analisados por cromatografia gasosa (CG). Esta analise
permitiu a separacdo e posterior identificacdo, quantitativa e qualitativa, dos
constituintes quimicos de cada 6leo essencial.

Para ambos os Oleos essenciais, as analises foram realizadas em
cromatdgrafo a gas de alta resolucao (HP-5890) equipado com detector de ionizacao
de chama e médulo de injecdo com razdo de divisdo (split) de 1/50. As amostras
foram diluidas a 0,5% em cloroférmio, e o volume de injecao foi de 1 pL de amostra.
O hidrogénio foi utilizado como gas de arraste a uma vazdo de 2 mL/min. A
proGramacdo da temperatura do forno foi de uma isoterma inicial de 1 minuto a
60°C, seguida da taxa de 3°C/min até atingir a temperatura de 220°C. Tanto no
injetor quanto no detector, a temperatura utilizada foi de 220°C. Utilizou-se a coluna
HP-BP1 de 30 mm de comprimento por 0,25mm de diametro interno. A identificagédo
dos picos foi feita por calculo de tempo de retencdo, com padroes de
hidrocarbonetos lineares de C;p a C1g € dados da literatura (ADAMS, 2009).

4.2 LINHAGENS FUNGICAS DE INTERESSE

Para realizar os ensaios antifungicos deste estudo foram utilizadas quatro

linhagens padréo e duas clinicas de fungos do complexo Sporothrix schenckii.
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As linhagens clinicas de Sporothrix schenckii utilizadas foram gentilmente
cedidas pelo departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias
de Botucatu da Universidade Estadual de Sao Paulo, e, para carater de
identificacdo, denominadas genericamente como A e B. Ja as linhagens padrdo de
Sporothrix sp.: Sporothrix schenckii ATCC 1099-18, Sporothrix schenckii IPEC
15383, Sporothrix brasiliensis ATCC 5110 e Sporothrix brasiliensis IPEC 17943;
foram cedidas gentilmente pelo laboratorio de Micologia Celular e Protedbmica do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade Estadual do Rio de

Janeiro. Todas as linhagens utilizadas neste estudo estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Linhagens fungicas utilizadas.

Linhagem Fangica Tipo de linhagem
S. schenckii A clinica
S. schenckii B clinica
S. schenckii ATCC 1099-18 padréao
S. schenckii IPEC 15383 padréao
S. brasiliensis ATCC 5110 padrao
S. brasiliensis IPEC 17943 padréo

Para conservacdo e manutencdo dos microrganismos, as linhagens foram
cultivadas em Agar Sabouraud Dextrose (ADS) e Agar Batata Dextrose (ABD).
Repiques periddicos e sucessivos, de 30 a 40 dias, eram realizados a fim de manter
as cepas sempre viaveis. As linhagens fungicas também foram armazenadas
segundo a técnica de conservacdo em meédio prazo, na qual os microrganismos séao
armazenados em criotubos contendo agua destilada estéril, sob temperatura de -
20°C, e séao repostos a cada seis meses. Segundo Torotora, Funke e Case (2011),
esta técnica oferece boa seguranca para o0 armazenamento de diversos

microrganismos por periodos de trés meses até dois anos.

4.2.1 Caracterizagdo Macroscopica

Segundo Brasil (2013), a identificacdo das linhagens fangicas pela

caracterizagdo macroscopica tem como fundamento a observacdo da morfologia da
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colénia. Essa andlise visa observar: cor, textura, pigmento difusivel no meio de
cultura, e pode ser feita em placa de Petri contendo a cultura primaria do fungo.

Para esse ensaio, as linhagens fangicas foram transferidas para placas de
Petri contendo meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose e incubadas a 28 °C + 2 °C
por 7 a 10 dias. Periodo no qual os microrganismos ja cresceram o suficiente nas
placas para evidenciar suas caracteristicas macroscopicas.

Apés esse periodo, os fungos do complexo S. schenckii apresentaram
colonias de coloracdo esbranquicada, membranosas e enrugadas, como observado

na Figura 10.

Figura 10 — Macroscopia de col6nia de Sporothrix schenckii cultivado em Agar Sabouraud
Dextrose.

4.2.2 Caracterizagcdo Microscoépica

Para a identificagdo dos fungos filamentosos, a observacdo de estruturas
microscopicas como: hifa hialina ou demacia, septada ou cenocitica, forma,
disposicéo e formacdo dos esporos; no geral, ja é suficiente. Segundo Brasil (2013),
a técnica de microcultivo preserva a disposi¢éo original dos esporos sobre as hifas e
mantém integras certas estruturas formadoras de esporos, como esporangios e
orgédos de reproducao; sendo a morfologia microscépica melhor visualizada.

Na caracterizacao microscoépica, a técnica de microcultivo foi realizada com
base com no protocolo descrito por Kern e Blevins (1999). O procedimento consiste
no emprego de um bloco de Agar Batata Dextrose de 1,0 cm? com 4 — 5 mm de
altura sobre laminas de vidro, dispostas em cruz no interior de uma placa de Petri
estéril, onde foram semeados fragmentos de fungo nos 4 lados do cubo de agar

(Figura 11). Uma laminula estéril foi utilizada para cobrir o 4gar semeado. A fim de
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proporcionar um ambiente Umido, um algoddo umedecido com 2 mL de &agua
destilada estéril foi adicionado a placa. Todo sistema foi incubado em estufa a

temperatura de 28 + 2 °C por 7 a 10 dias, para o desenvolvimento de hifas.

Figura 11 — Esquema de microcultivo em lamina de vidro.

Laminas de vidro Bloco de meio Agar batata

Algoddo umedecido
com &gua

Laminula de vidro Fragmento fangico

Placa de Petri

Fonte: CANESCHI, 2013.

Apos o periodo de crescimento descrito, a parte aérea do fungo fica aderida
a laminula, a qual é retirada e levada para andlise. Uma gota de corante lactofenol
azul de algodao foi acrescentada sobre uma lamina, onde foi apoiada a laminula.
Com o auxilio do microscépio Optico (Eclipse-E200, Nikon, Japdo), foi possivel
observar as estruturas de reprodugdo (conidios, conidiéforos) e de ornamentacao
(hifas), as mesmas ampliadas em 40 vezes.

Apbés este periodo, observaram-se as estruturas de reproducao (conidios,
conidiéforos) e de ornamentacao (hifas) (Figura 12).

Figura 12 — Microscopia optica de Sporothrix schenckii.

Aumento de 40x. Seta preta indica a presenca de hifas septadas, e seta vermelha presenca dos
conidios.
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4.3 ENSAIO ANTIFUNGICO

O ensaio antifungico compreende a triagem microbioldgica, a determinacéo
da concentragdo inibitéria minima e a determinacdo da concentracdo fungistatica
minima. Neste ensaio € determinado ndo s6 a acdo de cada amostra, fungicida ou

fungistéatica, como também a quantidade necessaria para exercé-la.
4.3.1 Triagem microbiol6gica

A triagem microbioldgica foi realizada pela técnica de microdiluicdo em
caldo, como descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI (2008),
para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), utilizando apenas a
maior concentracdo das amostras, para avaliar o potencial antifingico dos 6leos
essenciais de Myrtus communis L. e Thymus vulgaris L. As analises foram
realizadas em placas estéreis de 96 pocos, de fundo chato. Todas as analises foram
feitas em triplicata.

A atividade do 6leo essencial extraido das folhas de mirta (Myrtus communis
L.) e tomilho branco (Thymus vulgaris L.) foi avaliada, separadamente, na
concentracéo final de 1000 pg/mL do constituinte majoritario de cada 6leo. A solucdo
de cada amostra foi incubada com o inéculo padronizado de cada linhagem fungica
a 28 + 2 °C por 4 dias. Apos este periodo foi visualmente observada a
presenca/auséncia de crescimento fungico, indicando susceptibilidade ou ndo das

linhagens fungicas aos 6leos testados.
4.3.2 Determinacédo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A determinagcdo da CIM foi realizada conforme o protocolo M38-A2 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2008). Foram utilizadas placas
estéreis de 96 pocos e de fundo chato. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

4.3.2.1 Padronizagéo do in6culo fungico

O primeiro passo para a determinacéo da CIM foi a padronizagéo do indculo

fungico, de modo a ajustar a densidade de células da solugdo fangica em
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aproximadamente 0,4 x 10* a 5 x 10* UFC/mL, faixa na qual, segundo a
recomendacéo do CLSI (2008), os dados mais reprodutiveis séo fornecidos.

As linhagens flingicas foram cultivadas em Agar Sabouraud Dextrose (SDA)
durante sete dias, a temperatura de 28°C, em placas estéreis de doze po¢cos com
fundo chato, para induzir a formacdo de estruturas de reproducdo. Apls o
crescimento, foi realizada a lavagem da cultura, em um dos pogos da placa, com 2
mL de solugdo salina estéril 0,9% (p/v) e 20 pL de solugcdo DMSO /Tween-80 1:1
(v/v). Essa etapa deve ser repetida por mais duas vezes apenas com salina estéril

0,9% (p/v), realizando-se trés lavagens no total.

A suspensdo resultante de conidios e fragmentos de hifas foi transferida
para um tubo de ensaio estéril. Quando as particulas mais pesadas se depositaram
no fundo, apds 3 a 5 minutos, a parte superior da suspenséo foi transferida para um

tubo cbnico estéril e homogeneizada em um agitador de tubos durante 15 segundos.

Para fazer a leitura da suspensao fangica foi utilizado o espectofotbmetro
(Libra S12, Biochrom, UK). A transmitancia da solucao foi medida e ajustada na faixa
de 80 a 82%, empregando o comprimento de onda fixo de 530 nm. Posteriormente,
esta suspensao foi diluida na propor¢cdo de 1: 50 (v/iv) em meio RPMI-1640
tamponado (pH = 7,0) com &cido 3-(N-morfolino) propano sulfénico (MOPS)
obtendo-se a densidade desejada de 0,4 x 10* a 5 x 10* UFC/mL.

A suspenséo final preparada foi empregada para a determinacdo da CIM,
por meio da transferéncia de uma aliquota de 100 pL desta suspensdo para a
microplaca. Todas as suspensdes descritas foram utilizadas logo apés o preparo das

mesmas.

4.3.2.2 Preparo das amostras

Para cada amostra foi preparada uma solugcdo estoque (SE) na
concentracéo de 2.000 pg/mL do componente majoritario de cada 6leo de interesse.
Essa concentragdo garante o teste das amostras na concentracéo inicial de 1.000
pug/mL, uma vez que na placa serdo adicionados 100 puL da suspensao fungica
padronizada diluindo-a.

O componente majoritario do 6leo essencial de Myrtus communis L. foi o

1,8-cineol, sendo assim, sua SE foi ajustada para concentracédo de 2.000 pg/mL de
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1,8-cineol. Enquanto a SE do 6leo essencial de Thymus vulgaris L. foi ajustada para
2.000 pg/mL de timol, o componente majoritario dessa amostra.

No preparo da solucdo estoque do Oleo essencial de mirta foram
adicionados 12,39 uL de 6leo; 10,32 pL de solugdo de DMSO/Tween 80 1:1 (v/v) e
1.477,3 pL de RPMI 1640. Na solucdo estoque do 6leo essencial de tomilho branco,
foram empregados 4,33 pL do mesmo, 3,6 pL de solucdo de DMSO/Tween 80 1:1
(v/iv) e 1.492,07 pL de RPMI 1640.

A partir das solucdes estoque, foram preparadas diluicbes sucessivas (1:2)
v/v.em meio de cultura RPMI 1640 mais acido 3-(N-Morpholino)propanesulfonico
(MOPS) conforme demonstrado na figura 13. As concentragdes testadas foram de

7,81 pg/mL a 1.000 pg/mL para os 6leos essenciais.

Figura 13 — Esquema de preparo da diluigdo seriada a partir da solugéo estoque do 6leo
essencial.
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4.3.2.3 Preparo das solugdes dos farmacos de referéncia

Os farmacos de referéncia testados foram: anfotericina B e itraconazol.
Estes foram testados na faixa de concentracdo preconizada pelo CLSI (2008),
excetuando-se o Itraconazol, testado em concentracbes maiores do que as
recomendadas.

Para o ensaio com a anfotericina B, foi feita uma SE, pesando-se 16 mg do
farmaco e dissolvendo-se em 1 mL de DMSO. Uma aliquota de 50 pL dessa solugéo
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foi entdo dissolvida em 0,45 mL de DMSO. Novamente uma aliquota de 30 pL foi
dissolvida em 1,450 mL de RPMI 1640 e 20puL de Tween 80, para auxiliar na
solubilizacdo do farmaco, resultando numa solucdo estoque de concentracdo 32
pug/mL, conforme representado na Figura 14. A partir desta solucdo estoque final,
foram preparadas diluigbes sucessivas 1:2 (v/v). As concentracdes finais testadas na
microplaca foram de 0,0313 pg/mL a 16 pg/mL.

Figura 14 — Esquema de preparo das solugdes estoque de anfotericina B.
50 pl 30 pL
e e b

16 mag 0,45 mL DMSO 1,450 mL RPMI
1 mL DM SO (1.600 prLimL) 1640 + MOPS
(16.000 prLrml) 20 pL Tween 80
(32 pLimlL)

Para o preparo da solucdo do farmaco de referéncia itraconazol, pesou-se
16 mg e solubilizou-se em 1 mL de DMSO. Dessa soluc¢éao foi retirada uma aliquota
de 64 pL e transferida para um Falcon, onde adicionou-se 3,896 mL de RPMI 1640
mais MOPS e 40 uL de Tween 80, para auxiliar na solubilizacdo do farmaco,
obtendo-se uma solucdo estoque na concentracdo de 256 pg/mL, conforme
representado na Figura 15. A partir dessa solucdo estoque, foram preparadas
diluicdes sucessivas 1:2 (v/v). As concentracdes finais testadas na microplaca foram

de 1 pg/mL a 16 pg/mL.

Figura 15 — Esquema de preparo da solucdo estoque de itraconazol.
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4.3.2.4 Preparo das solucdes controle

Foram preparadas trés solucbes controles. A primeira foi o controle dos
diluentes, neste caso DMSO e Tween 80, com o intuito de verificar se os diluentes
possuem acado antifingica sobre as linhagens fangicas analisadas, podendo gerar
um resultado falso positivo no teste. Para tal, foi feita uma solug&o adicionando-se a
maior quantidade de DMSO/Tween 80 1:1 (v/v) utilizada na solubilizacdo das
amostras/farmacos de referéncia em quantidade suficiente de RPMI 1640 + MOPS
para um volume final de 1.500 puL. Esse controle foi feito em triplicata e incubado por
quatro dias a 28 °C + 2 °C (Figura 16). Neste caso, deveria haver crescimento
fungico apdés esse periodo comprovando a nédo interferéncia dos diluentes no
crescimento do microrganismo.

O segundo controle foi para verificar a esterilidade do meio de cultura
utilizado. Para isso, 200 puL de RPMI 1640 + MOPS foi adicionado aos pog¢os em
triplicata e incubado por quatro dias a 28°C + 2°C (Figura 16). Neste caso, nao
deveria haver crescimento fangico, garantindo-se assim, a esterilidade do meio
utilizado.

O terceiro controle tinha como objetivo comprovar a esterilidade da amostra,
evitando resultados falsos negativos. Para tal, 200 pL da menor concentracdo de
cada amostra foi incubado em triplicata por quatro dias a 28 °C + 2 °C (Figura 16).

Neste caso, também nao deveria haver crescimento fangico.

4.3.2.5 Montagem da microplaca

No preparo da microplaca foram adicionados em cada poc¢o, 100 pL do meio
RPMI 1640 + MOPS inoculado com o fungo e 100 pL das solu¢cbes das amostras em
triplicata e para cada concentracdo (Figura 16). A microplaca foi incubada a 28 °C £

2 °C por quatro dias.
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Figura 16 — Representacdo esquematica da montagem do ensaio antifingico em microplaca
estéril de 96 pocos.
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Apos este periodo, foi realizada a interpretacdo do teste verificando em
quais poc¢os o fungo cresceu. A menor concentracdo da amostra em que nao houve
crescimento fangico foi considerada o valor da CIM. As faixas de teste para as

amostras e farmacos de referéncia encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Faixa de teste das amostras e dos farmacos de referéncia utilizados no ensaio

antifangico.
Amostra Faixa de teste
(Mg/mL)
6leo essencial de Myrtus communis L. 7,81 a 1,000
0leo essencial de Thymus vulgaris L. 7,81 a 1,000
anfotericina B 0,0313a 16
itraconazol 1al6

4.3.3 Determinacgédo da concentrac¢do fungicida minima (CFM)

ApoOs a leitura dos resultados da CIM, pode-se calcular a CFM. A CFM é
definida como a menor concentracdo da substancia na qual a linhagem fangica nao
apresenta capacidade de crescimento, quando inoculada em meio sem antifungicos
(RASOOLI e ABYANEH, 2004).
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Para isso, aliquotas de 10 pL dos pocos em que ndo apresentaram
crescimento fungico, foram retirados e semeados em placas de 96 pocos,
juntamente com 200 uL de caldo Saboraud dextrose estéril. O sistema foi incubado

por 3 dias a temperatura de 35°C.

Dessa forma, caso ocorra crescimento fungico apos a diluicdo da aliquota
do meio contendo o agente antifungico, este é considerado um agente fungistético.
Se ndo houver crescimento fungico, é considerado um agente fungicida, sendo essa
amostra capaz de matar o microrganismo e nao sé impedir seu crescimento
(CANESCHI, 2013; MAGAGNIN et al., 2011).

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As andlises morfolégicas empregando microscopia eletrénica de varredura
(MEV) foram realizadas no Museu Nacional da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, baseando-se em metodologia descrita por Santos (2012). Para o ensaio,
foram escolhidas duas linhagens representativas do complexo Sporothrix schenckii,
uma cepa padrdo de Sporothrix schenckii e outra de Sporothrix brasiliensis. As
seguintes linhagens fungicas foram utilizadas: Sporothrix schenckii ATCC 1099-18,
Sporothrix brasiliensis IPEC 17943. As linhagens foram expostas ao farmaco de
referéncia, anfotericina B, e aos tratamentos experimentais, 6leos essenciais de
Myrtus communis e Thymus vulgaris, na concentracdo de duas vezes a CIM. O
itraconazol ndo foi analisado devido a evidéncia de resisténcia a este farmaco

observada nos resultados da atividade antifungica.

A padronizac¢éo fungica foi realizada da mesma forma como a descrita para
a CIM e, apos sete dias de incubagdo a 28 °C + 2 °C em meio RPMI 1640
tamponado com MOPS, as células fangicas foram expostas as substancias de

interesse durante sete dias a 28°C + 2°C.

Apés este periodo, as células fungicas expostas as substancias de interesse
foram acondicionadas em eppendorfs, lavadas por trés vezes com solucdo de
tampao fosfato (pH = 7.4) e fixadas em solucéo de glutaraldeido a 2,5%, formaldeido
4% e tampédo de cacodilato 0,1 M e pH = 7,2 durante 24 horas sob refrigeracao

(4°C). Apos a fixagdo, as células foram transferidas para laminulas de vidro, tratadas
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com polilisina, e pés-fixadas por 30 minutos em 1% de tetroxido de 6smio contendo

1,25% ferrocianeto de potassio.

Em seguida, as amostras foram lavadas com tampéo fosfato (pH 7,2) e
desidratadas em concentragcdes crescentes de etanol (7,5%, 15%, 30%, 50%, 70%,
95%, 100%) em intervalos de 15 minutos para cada concentracdo. Decorrido este
procedimento, foi realizada a secagem em equipamento de ponto critico (Leica EM-
CPD030) e a metalizacdo com ouro, no aparelho BALZERS UNION FL-9496. As
amostras foram avaliadas no microscépio eletrénico de varredura (JEOL, modelo
6390L).

4.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados no laboratério de cultura
de células do Nucleo de Pesquisa e Inovacdo em Ciéncias da Saude, na
Universidade Federal de Juiz de Fora. Utilizando a metodologia descrita por
Mosmann (1983) com adaptacdes, a viabilidade das células foi avaliada realizando o
ensaio do sal brometo de 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT). Este
ensaio baseia-se na medida do dano induzido pelas amostras analisadas no
metabolismo celular de glicideos, através da avaliacdo da atividade de enzimas
desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e consequentemente, a
viabilidade celular, é quantificada pela reducdo do MTT (um sal de coloracdo
amarela e solivel em agua) a formazan (sal de coloracéo arroxeada e insolivel em
agua) pela atividade das enzimas. Dessa forma, a reducdo do MTT a formazan, sera

diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular.

Figura 17 — Reducao do MTT a formazan.
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4.5.1 Cultivo celular

Para a realizacdo do ensaio de viabilidade celular foi utilizada a linhagem de
gueratinécitos humanos (HaCaT), a qual foi cultivada em monocamada aderente em
meio de cultivo DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e acido [4-(2-hidroxietil)]-
1piperazinaetanosulfénico (HEPES) 10 mM. As células cultivadas foram mantidas a
37 °C em atmosfera umida com 5% de dioxido de carbono e pH 7,4. A cada 2-3 dias,
as células foram subcultivadas através da remocao de 90% do sobrenadante, o qual
foi substituido por meio de cultura.

4.5.2 Preparo das amostras

Foram preparadas solucdes dos 6leos essenciais nas concentracdes de 3,91
pg/mL a 2000 pg/mL, em meio de cultivo DMEM, utilizando 1% de DMSO para

auxiliar na solubilizacao.

4.5.3 Montagem do ensaio na microplaca

Os queratinécitos humanos (HaCaT) foram semeados em placas de 96
pocos a uma densidade de 5 x 10* mL™, em 100 pL de meio por poco, conforme
Figura 18. Apos 24 h de incubagdo, o meio de cultura foi substituido por um novo
meio juntamente com a substancia testada. As placas foram incubadas a 37 °C em
5% de CO2 durante 24 h. Foi realizado o controle sob as mesmas condi¢des, mas

sem adicionar a substancia teste.

ApOs 24 horas de tratamento, o meio foi removido, e um total de 90 mL de
meio DMEM e 10 pL de MTT (mg/mL) foram adicionados seguindo-se a incubacao
durante 3 horas a 37 °C. O precipitado de formazan foi entdo dissolvido em DMSO e
a absorbéancia foi medida a 570 nm, utilizando-se um leitor de microplacas.
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Figura 18 — Representagdo esquematica da montagem do ensaio na microplaca.
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Calculou-se a média das absorbancias em todas as concentracdes da
amostra, grupo controle e branco. Posteriormente, subtraiu-se a média das
absorbancias da amostra pela média das absorbancias do branco. O valor obtido
pela subtracdo da média das absorbancias do grupo controle pela média da
absorbancia dos brancos foi considerado com 100% de viabilidade celular. A

viabilidade celular das amostras testadas foi determinada pela equacéo 1 a seguir:

Viabilidade celular (%) = Absorbancia grupo de tratamento x 100

Absorbancia do grupo controle

4.5.4 Andlise estatistica

Dados de viabilidade celular foram expressos como a média * desvio padrao
da média. A porcentagem de viabilidade em comparacdo com pocos do controle (a
densidade de células nédo tratadas foi definida como 100% de viabilidade) foi
calculada a partir das curvas de concentracdo-resposta por analise de regressao
linear. Os dados de cada ensaio foram analisados estatisticamente por ANOVA
seguido do pos-teste de Bonferroni. As diferencas entre o controle e as amostras

foram consideradas significativas quando o valor de p < 0,05
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PERFIL CROMATOGRAFICO DOS OLEOS ESSENCIAIS
Foram identificados por meio da CG 10 constituintes quimicos na
composicao do 6leo essencial de Myrtus communis L. Destacou-se o composto 1,8-

cineol com os maiores percentuais como pode ser observado na Figura 19 e Tabela
4.

Figura 19 — Perfil cromatografico do 6leo essencial de Myrtus communis L.
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Tabela 4 — Principais constituintes quimicos identificados e quantificados no éleo essencial
de Myrtus communis L.

Pico Constituintes Porcentagem
cromatografico quimicos %
1 a-pineno 18,3
2 1,8-cineol 24,2
3 linalool 11,5
4 a-terpineol 13,2
5 mirtenol 1,0
6 geraniol 2,8
7 acetato mirtenila 12,1
8 acetato terpinila 4,0
9 metil eugenol 7,0
10 B-cariofileno 0,7

A analise por CG do 0leo essencial de Myrtus communis L. permitiu a
identificagdo de 10 constituintes, perfazendo um total de 94,8% de constituintes
identificados, sendo excluidos picos menores de 0,1%. Destes, 87,1% eram
monoterpenos: a-pineno, a-terpineno, 1,8-cineol, acetato mirtenila, acetato terpinila,
geraniol, linalol, mirtenol; 7% eram fenilpropandis: metil eugenol; e 0,7% eram
sesquiterpenos: B-cariofileno.

Alguns estudos mostraram que o 6leo essencial de mirta € composto de trés
grupos de metabdlitos secundarios: monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropandides, corroborando com os achados desse estudo (DE LAURENTS et
al., 2005; FARAH et al., 2006).

Sumbul e colaboradores (2011) em um artigo de revisdo descreveram o0s
possiveis constituintes quimicos do 6leo essencial de Myrtus communis, variando
sua porcentagem de acordo com a parte da planta utilizada na extracdo do 0leo. Sao
eles: 1,8-cineol, a-pineno, a-terpineno, a-terpineol, acetato de a-terpinil, acetato de
mirtenil, acetato de neril, B-cariofileno, B-cimeno, B-pineno, butirato de isobutil, cis-
carveol, felandreno, geraniol, limoneno, linalol, metil-benzoato, metilbutirato, metil-

eugenol, metil-geranato, mirceno, sabineno, terpineol, trans-carveol e mirtenol.
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Em um estudo realizado por Nabavizadeh e colaboradores (2014) foram
analisados os constituintes quimicos e a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de Myrtus communis extraido das folhas de plantas coletadas no Ird. Quanto a
composicdo quimica do oleo essencial de mirta, os autores obtiveram o 1,8-cineol
como composto majoritario, em uma concentracéo de 28,62%, seguido do a-pineno
(17,8%); assim como exposto nesse trabalho.

Outros autores também apresentaram o 1,8-cineol como constituinte de
maior percentual no 6leo essencial de mirta, como: Aidi Wannes, Mhamdi e Marzouk
(2007) que analisaram a composi¢do dos 6leos essenciais de duas variedades de
Myrtus communis do norte da Tunisa; Bouzouita e colaboradores (2003) os quais
testaram a atividade antimicrobiana de 6leo essencial de plantas aromaticas da
Tunisia; Farah e colaboradores (2006) que analisaram o efeito da destilacéo
fracionada na composicdo quimica de Moroccan mirta; e Yadegarinia e
colaboradores (2006) os quais avaliaram atividades bioquimicas do 6leo essencial
de Myrtus communis e Menta piperita L. iranianas.

Outros estudos indicaram o0 a-pineno como componente majoritario na
composicdo do Oleo essencial de mirta (MESSAOUD et al., 2005; RASOOLI et al.,
2002), e alguns o acetato de mirtenila (GARDELIA et al., 2008; JERKOVIC,
RADONIC e BORNIC, 2002), demonstrando que outros fatores além da genética da
espécie pode interferir na composi¢cao dos seus constituintes.

Foram identificados por meio da CG 12 constituintes quimicos na
composicdo do 6leo essencial de Thymus vulgaris L. Destacou-se o composto timol

com 0s maiores percentuais, como pode ser observado na Figura 20 e Tabela 5.
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Figura 20 — Perfil cromatografico do 6leo essencial de Thymus vulgaris L.
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Tabela 5- Principais constituintes quimicos identificados e quantificados no éleo essencial

de Thymus vulgaris L.

Pico Constituintes Porcentagem
cromatografico guimicos %
1 a-pineno 3,0
2 canfeno 1,0
3 B-pineno 0,5
4 mirceno 1,6
5 p-cimeno 37,2
6 1,8-cineol 2,2
7 linaloon 4,7
8 canfora 0,6
9 a-terpineol 0,3
10 timol 45,6
11 carvacrol 2,1
12 B-cariofileno 0,6
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A analise por CG do dOleo essencial de Thymus communis L. permitiu a
identificagdo de 12 constituintes, perfazendo um total de 99,4% de constituintes
identificados, sendo excluidos picos menores de 0,1%. Destes, 98,8% eram
monoterpenos: a-pineno, a-terpinenol, B-pineno, p-cimeno, 1,8-cineol, canfeno,
canfora, carvacrol, linalol, mirceno, timol; e 0,6% eram sesquiterpenos: B-cariofileno

Mancini e colaboradores (2015) analisaram a composi¢do quimica, atividade
antimicrobiana e antioxidante do Oleo essencial de cinco amostras diferentes de
Thymus vulgaris de areas distintas do Sul da Italia. Neste estudo, os 6leos foram
obtidos por hidrodestilacdo das partes aéreas e o composto predominante em todas
as amostras analisadas foi o timol (46,2-67,5%), seguido pelo carvacrol (5,7-7,3%).
O total de compostos encontrados variou em cada amostra, de 44 constituintes até
82, sendo identificados ao todo 134 constituintes diferentes.

Outros estudos também evidenciaram o timol como constituinte majoritario
dos Oleos essenciais de tomilho, como: Garcia-Risco e colaboradores (2011) que
avaliaram a composicdo quimica do 6leo de Thymus vulgaris obtido por extracdo
com fluido supercritico em diferentes condi¢cdes identificando 17 compostos
diferentes; Dawidowicz e colaboradores (2008), os quais analisaram a composi¢cao
qguimica das folhas de Thymus vulgaris pela técnica de micro extracdo em fase
sélida, encontrando 18 compostos e sendo 0 majoritario o timol (48,5%), seguido do
p-cimeno (14,7%); e Ozcan e Chalchat (2004), na Turquia, que identificaram 30
compostos ao extrair o 6leo essencial de Thymus vulgaris por hidrodestilagdo das
partes aéreas. Todos esses achados corroboram com 0s resultados apresentados
neste estudo.

Assim como no caso da mirta, outros estudos indicaram outros compostos
como componente majoritario na composi¢do do 6leo essencial de tomilho, como o
carvacrol (EL-NEKEETY et al., 2011), p-cimeno (BARANAUSKEINE et al., 2005) e o
1,8-cineol (GUILLEN; MANZANOS, 1998; JORDAN et al., 2006), reforcando a
interferéncia de fatores externos, como ambiente de crescimento da planta e técnica
de extracdo do 6leo na composicéo dos seus constituintes.

Sabe-se que o0s constituintes quimicos de uma planta sdo determinados
geneticamente, apresentando caracteristicas distintas entre 6rgdos e estagios de
crescimento, porém fatores externos podem causar variagées significativas.

Segundo Simdes e colaboradores (2004), os Oleos essenciais podem

apresentar diferentes composicdes de acordo com as condi¢cdes climaticas, estagio
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de desenvolvimento da planta e localizacdo da estrutura secretora. Variacdes
ambientais onde a planta se desenvolve como composi¢ao do solo, umidade relativa
do ar, temperatura, regime de chuvas, duragao total de exposi¢do ao sol e regime de
ventos interferem de forma direta, principalmente nas espécies em que as estruturas
histologicas de estocagem encontram-se na superficie.

A sazonalidade é outro importante fator a ser considerado, pois ao longo de
um ano podem ocorrer flutuacdes na pluviosidade, na incidéncia de radiacdo solar,
nas temperaturas. Hudaib e colaboradores (2002) avaliaram a composi¢do do 6leo
essencial extraido de amostras de Thymus vulgaris, obtido por hidrodestilacéo, de
partes aéreas de plantas jovens (2 anos) e antigas (5 anos) em diferentes periodos.
Os resultados mostraram que em plantas jovens um maior teor de fendis foi
observado no periodo de colheita de junho/julhno em contraste com os meses de
novembro/dezembro; enquanto o maior teor de monoterpenos foi o contrario. J& nas
andlises com plantas antigas, ndo houve variacdo nos teores de acordo com a

sazonalidade.

5.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Por meio da triagem antifungica foi possivel observar a auséncia de
crescimento nos pocos referentes aos 6leos de Myrtus communis L. e Thymus
vulgaris L. (1000 pg/mL em relagdo ao teor de 1,8-cineol e timol, respectivamente)
para todas as linhagens de Sporothrix brasiliensis e Sporothrix schenckii analisadas.
Podendo inferir que os 6leos analisados possuem acgao antifungica frente a seis
linhagens de fungos do complexo Sporothrix schnckii.

As concentragdes inibitdrias minimas (CIM) e fungicidas minimas (CFM) dos
farmacos de referéncia, anfotericina B e itraconazol, frente as principais linhagens
causadoras de esporotricose no Brasil, encontram-se na Tabela 6. Os resultados

foram expressos em pug/mL de amostra.
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Tabela 6. Suscetibilidade in vitro das linhagens flngicas frente aos farmacos de
referéncia itraconazol e anfotericina B.

Itraconazol Anfotericina B

Linhagem Fungica (hg/mL) (hg/mL)

CIM CFM CiM CFM
S. schenckii A > 16 - 1,0 1,0
S. schenckii B >16 . 2,0 2,0
S. schenckii ATCC 1099-18 > 16 . 2,0 2,0
S. schenckii IPEC 15383 >16 . 1,0 1,0
S. brasiliensis ATCC 5110 > 16 . 2,0 2,0
S. brasiliensis IPEC 17943 > 16 - 2,0 2,0

CIM: concentracéo inibitéria minima; CFM: concentragdo fungicida minima

Segundo o CLSI (2008), para fungos filamentosos os valores de CIM para a
anfotericina B se agrupam entre 0,5 — 2,0 ug/mL, sendo que valores superiores a 2
pug/mL tém sido associadas com fracasso dos tratamentos. J& para o itraconazol, 0s
valores de CIM variam de 0,0313 — 16 pg/mL, sendo que valores superiores a 8
ug/mL estdo associados com resisténcia clinica. Assim, a avaliacdo da
suscetibilidade fangica pode ser realizada com base nos valores de CIM. Aqueles
menores ou iguais a 1 pg/mL para anfotericina B e azois indicam sensibilidade ao
agente antifungico; valores maiores do que 2 pg/mL tem sido associado ao fracasso
dos tratamentos; enquanto valores maiores ou iguais a 4 pg/mL indicam resisténcia
das linhagens fungicas (CLSI, 2008; SANTOS, 2012).

Desse modo, podemos observar a partir dos resultados expostos na Tabela
6 que houve sensibilidade a anfotericina B apenas para duas linhagens estudadas
(S. schenckii A e S. schenckii IPEC 15838). As linhagens de Sporothrix brasiliensis
apresentaram maiores valores de CIM para esse farmaco, uma vez que esse
genotipo é considerado de alta viruléncia, sendo reportado como agente causador
dos mais severos casos de esporotricose registrados no Brasil nos ultimos anos
(ISHIDA et al., 2014).
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Santos (2012), ao avaliar a susceptibilidade a anfotericina B de trés
linhagens padréo de Sporothrix brasiliensis verificou sensibilidade ao farmaco em
apenas uma linhagem (CIM = 1 pg/mL), enquanto as outras duas linhagens
apresentaram valores de CIM de 4 pg/mL e 16 pg/mL, caracterizando possivel
resisténcia e ineficacia de tratamento.

Apesar da anfotericina B ainda ser eficiente no tratamento da esporotricose,
novos estudos vem apresentando uma reduzida susceptibilidade in vitro, o que é
alarmante. Borba-Santos e colaboradores (2015) avaliaram a susceptibilidade in vitro
a anfotericina B, azois e terbinafina de linhagens de Sporothrix brasiliensis isolados
nos anos anteriores a 2004 contra isolados obtidos de 2011 a 2012. Neste estudo,
os valores de CIM foram geralmente superiores para os isolados mais recentes
guando comparados com isolados antigospara a fase micelial, para todos os
farmacos.

Além disso, a anfotericina B apresenta muitos efeitos adversos, como
nauseas, vomitos, cefaleia, febre, e alta toxicidade renal, hematolégica e hepdtica;
limitando seu uso. Para o tratamento de animais doentes, essa toxicidade é
aumentada até em baixas doses, levando muitas vezes ao Obito (FALCI e
PASQUALOTTO, 2015; PEREIRA et al., 2009).

Para o itraconazol, podemos observar na Tabela 6 que nenhuma das
linhagens analisadas foi sensivel ao farmaco, caracterizando resisténcia ao mesmo.
Apesar de ser o farmaco de escolha para o tratamento da esporotricose, alguns
estudos vém relatando casos de resisténcia a este farmaco, principalmente em
cepas originarias de animais, tendo que ser associado a outro farmaco para a sua
eficacia (GUTERRES et al., 2014; KANAFANI e PERFECT, 2008).

Em um estudo realizado por Waller e colaboradores (2016a) os efeitos de
quatro Oleos essenciais e o itraconazol foram comparados frente a linhagens de
Sporothrix brasiliensis e Sporothrix schenckii de diferentes origens. Os valores de
CIM encontrados para o itraconazol variaram de 0,5 pg/mL a > 16 ug/mL, sendo as
linhagens provenientes de gatos as mais virulentas.

Em um estudo realizado por Giordani e colaboradores (2014), foi avaliada a
susceptibilidade de sete isolados de Sporothrix brasiliensis, provenientes de casos
clinicos, felinos e canino, frente ao itraconazol e extratos hidroalcodlicos de Aroeira-

mansa e Lanceta. Para o itraconazol, de acordo com os valores de CIM apenas uma
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linhagem avaliada apresentou sensibilidade (CIM = 0,5 pug/mL), todas as linhagens
restantes apresentaram resisténcia ao farmaco (CIM = 8 pug/mL a > 64 ug/mL).

Rodrigues e colaboradores (2014b) avaliaram a diversidade genética e
susceptibilidade aos antifungicos frente a diversas linhagens de S. brasiliensis, S.
schenckii, S. globosa e S. mexicana, 68 isolados no total, adquiridos de fontes
humanas, animais e ambientais. Para os valores de CIM do itraconazol foram
observados valores entre 0,25 — 4 pug/mL para os isolados de S. brasiliensis, 0,25 - >
16 pg/mL para S. schenckii, 0,5 - > 16 pg/mL para S. globosa, e > 64 pg/mL para os
isolados de S. mexicana.

Ja Silveira e colaboradores (2009), analisaram a susceptibilidade a alguns
farmacos de referéncia de isolados de Sporothrix schenckii de diferentes paises, 36
do Peru, 15 da Venezuela, 6 do Brasil, 3 do Uruguai e 2 da Espanha. Para o
itraconazol os valores de CIM encontrados variaram entre 0,25 — 2 pg/mL para todos
os isolados excetos os dos Uruguai, onde valores de CIM de 0,03 — 16 pg/mL
demonstraram a possivel resisténcia.

Apesar dos antifungicos utilizados no tratamento da esporotricose ainda
serem efetivos, muitos estudos in vitro vem demonstrando o aparecimento de cepas
de Sporothrix spp. resistentes (MARIMON et al., 2008a; MEINERZ et al., 2007;
RODRIGUES et al., 2013; STOPIGLIA et al., 2014). Esses achados sugeriram um
indicio de resisténcia para os farmacos de escolha, reforcando a necessidade de
buscar novos medicamentos antifUngicos mais efetivos e menos téxicos para o
tratamento desta doenca.

Recentemente, ha um crescente interesse no uso de produtos naturais
devido a sua ampla disponibilidade, efeitos adversos e toxicidade reduzidos, e
melhor biodegradabilidade comparado com os farmacos disponiveis (KALEMBA e
KUNICKA, 2003).

As concentracdes inibitérias minimas (CIM) e fungicidas minimas (CFM) do
Oleo essencial de Myrtus communis L. e 6leo essencial de Thymus vulgaris L. frente
as principais linhagens causadoras de esporotricose no Brasil, encontram-se na
Tabela 7.
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Tabela 7 — Susceptibilidade in vitro das linhagens flngicas frente aos 6leos essenciais de
Myrtus communis L. e Thymus vulgaris L.

Oleo essencial de Oleo essencial de
Myrtus communis Thymus vulgaris
. L (Mg/mL) (Mg/mL)
Linhagem fungica

CIM CFM CIM CFM
S. schenckii A 62,5 125 125 125
S. schenckii B 31,25 125 250 500
S. schenckii ATCC 1099-18 62,5 125 125 250
S. schenckii IPEC 15383 62,5 62,5 125 250
S. brasiliensis ATCC 5110 62,5 125 125 250
S. brasiliensis IPEC 17943 31,25 62,5 125 250

CIM: concentracéo inibitéria minima; CFM: concentragdo fungicida minima

O atual cenéario dos antifungicos no mundo representa um problema
importante a ser sanado. Ndo sO a toxicidade, mas o0 constante aumento na
resisténcia a esses farmacos torna imprescindivel a busca por novas terapias. Nesse
contexto, inserem-se os produtos de origem natural. Porém, ndo ha um padréo para
se classificar as atividades dos produtos naturais, devido a sua complexidade e
diversidade quimica, o que torna dificil estabelecer relacbes de efetividade em
relacdo aos farmacos existentes.

Santos e colaboradores (2008) analisaram a atividade antimicrobiana do
O0leo de Copaiba brasileiro de diferentes espécies de Copaifera genus frente a
bactérias Gram positivas e Gram negativas, além de leveduras e fungos
filamentosos. Para definir a atividade antifiungica aos fungos filamentosos, utilizou-se
o0 método de microdiluicdo em caldo baseado no protocolo M38-A do CLSI. Neste
estudo, os autores propdem um parametro de classificacdo para a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais com base nos valores de CIM. Assim, uma boa
atividade é observada em valores de CIM até 100 pg/mL, com CIMs de 100 — 500
pg/mL a atividade é considerada moderada, de 500 — 1000 pug/mL fraca, e acima de
1000 pg/mL hé inatividade da amostra.

Segundo esse parametro, observa-se na Tabela 7 que a atividade
antifangica do 6leo essencial de Myrtus communis L. foi considerada boa para todas
as linhagens apresentadas (CIM variando entre 31,25 pg/mL e 62,5 pg/mL),



74

enquanto o Oleo essencial de Thymus vulgaris L. apresentou uma atividade
moderada (CIM variando de 125 pg/mL a 250 pg/mL).

Quanto a capacidade fungicida das amostras, os valores de CFM no geral
foram superiores aos valores de CIM, demonstrando uma acéo fungistatica nestes
valores. As duas excecdes foram para a linhagem S. brasiliensis ATCC 5110 para o
0leo essencial de Myrtus communis L. e S. schenckii A para o 6leo essencial de
Thymus vulgaris L., as quais apresentam acao fungicida ja nos valores de CIM.

As propriedades farmacolégicas do 6leo essencial de Myrtus communis L.
vem sendo amplamente estudadas na literatura, porém sua composicao varia muito,
gerando diferentes resultados, sendo o 1,8-cineol um dos compostos principais.

Berka-Zougali e colaboradores (2012) inferiram que a composicdo do 6leo
essencial varia de acordo ndo s6 com as estacdes, localizacdo geografica, e parte
da planta utilizada; mas também devido ao método de extracdo. Neste mesmo
estudo, dois Oleos essenciais de Myrtus communis L. obtidos por diferentes
processos de extracdo foram avaliados frente 12 microrganismos. Os dois 06leos
apresentaram boa atividade antimicrobiana sobre: bactérias Gram positivas (B.
subtilis, S. aureus, L. monocytogenes), bactérias Gram negativas (K. pneumoniae, E.
coli, S. enterica, E. cloacae, P. aeruginosa), levedura (C. albicans), e fungos (A.
flavus, A. ochraceus e F. culmorum). Porém, o Oleo obtido pelo método de extracéo
por micro-ondas, livre de solventes, apresentou CIM inferior para todos os
microrganismos testados (CIM = 10 - 30 puL/mL) comparados ao 6leo extraido por
hidrodestilacdo (CIM = 20 - 50 pL/mL), apenas os resultados para levedura foram
equivalentes (CIM =50 pL/mL).

Outros estudos também avaliaram a atividade antimicrobiana deste oleo,
como Mansouri e colaboradores (2001) que demonstraram atividade frente a
bactérias Gram positivas (S. aureus, M. luteus, S. pneumoniae, S. pyogenes, S.
agalactiae e L. monocytogenes) e Gram negativas (E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosa
e C. jejuni); Akin e colaboradores (2010) os quais demonstraram atividade frente as
bactérias S. aureus, B. subtilis, E. durans, L. monocytogenes, E. coli, P. aeruginosa
e S. typhi; e Salvagnini e colaboradores (2008) que mostraram atividade frente a S.
aureus, S. epidermidis, E. coli, B. subtilis e S. marcescens.

Curini e colaboradores (2003) avaliaram o potencial antifingico do Oleo de
Myrtus communis L. frente ao fungo Rhizoctonia solani Kuhn observaram uma

inibicdo de 60 % do seu crescimento na dose de 1600 ppm. Ainda, uma analise
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microscépica dos achados foi realizada revelando alteracdes morfolégicas das hifas
do fungo. Mohammadi e colaboradores (2008) demonstraram atividade antifingica
deste Oleo essencial frente a varias isolados clinicos de Aspergillus spp. por meio da
técnica de micro diluicdo em caldo.

Outros estudos demonstraram também atividade antifungica deste oOleo.
Yadegarinia e colaboradores (2006) avaliaram a atividade do 6leo essencial frente a
E. coli, S. aureus e C. albicans (CIM = 2 - 4 uL/mL). Ja Cannas e colaboradores
(2013) mostraram a atividade antifangica deste 6leo frente a cinco linhagens de
Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, e C. parapsilosis) com
CIMs variando de 0,5 - 4 pg/mL.

A comparacdo entre esses dados se torna dificil pela variagdo da
composicdo quimica de cada Oleo essencial, porém observa-se que maiores
propor¢cdes de polifenois e monoterpenos oxigenados, e as posicbes de seus
radicais, podem ser responsaveis pelas atividades antimicrobianas (AKIN et al.,
2010).

O composto 1,8-cineol, também conhecido como eucaliptol, pode ser
encontrado como componente majoritario dos 6leos essenciais de varios géneros de
espécies vegetais como: Eucalyptus (~75%), Rosemary (~40%), Psisium (40-60%),
entre outros (SANTOS e RAO, 2000). Em alguns estudos, o eucaliptol foi descrito
como o responsavel pelas atividades farmacolégicas avaliadas. Juergens e
colaboradores (2004) demonstraram a capacidade anti-inflamatéria do composto,
sendo forte inibidor de TNF-a e IL-18. Ja Estanislau e colaboradores (2001)
concluiram que o composto foi responsavel pela atividade antisséptica dos 0Oleos
essenciais de Eucaliptus mycrocorys e Eucaliptus globulus. Relato semelhante foi
feito por Pereira e colaboradores (2004) para justificar a atividade antibacteriana da
Salvia officinalis.

O eucaliptol sozinho também foi avaliado em varios estudos. Zanetti e
colaboradores (2010) mostraram significante atividade antimicrobiana contra cepas
de M. tuberculosis frente ao eucaliptol e outros compostos isolados (CIM =2 - > 16
v/v). J4 Randrianarivelo e colaboradores (2009) demonstraram potente acao
antibacteriana (CIM = 0,18 — 5,88 mg/ml). Porém, seu mecanismo de acdo continua
desconhecido.

Em um estudo realizado por Waller e colaboradores (2016a), os efeitos de

dois Oleos essenciais de Rosmarinus oficinalis Linn. foram comparados frente a
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linhagens de Sporothrix brasiliensis e Sporothrix schenckii de diferentes origens. Os
Oleos essenciais obtidos comercialmente e extraidos por destilagdo de arraste de
vapor foram analisados por cromatografia gasosa, obtendo-se cromatogramas
extremamente parecidos, onde o componente majoritario foi o 1,8-cineol. Essa
semelhanca se refletiu nos valores de CIM encontrados (CIMsp < 2,25 mg/mL a 18
mg/mL), os quais apresentaram potenciais similares, demonstrando o possivel papel
antifingico do composto 1,8-cineol.

Ja em um estudo realizado por Vilela e colaboradores (2009), analisando a
atividade do Oleo essencial de Eucalyptus globulus Labill. e seu componente
majoritario 1,8-cineol, foi verificado maior potencial antifingico frente a duas
linhagens de Aspergillus sp. para o 6leo essencial. Os menores valores de CIM
encontrados para o eucaliptol indicam que este composto ndo é o Unico com
capacidade antifingica, e indicou possivel sinergismo no 6leo entre mais de um
composto agindo para a inibi¢cao fungica.

As propriedades farmacologicas do 6leo essencial de Thymus vulgaris L.
vem sendo amplamente estudado na literatura, sendo o timol e o carvacrol dois
compostos principais encontrados nessa espécie vegetal.

Mancini e colaboradores (2015) estudaram a composi¢cdo quimica, e
atividades antimicrobiana e antioxidante de cinco 6leos essenciais de Thymus
vulgaris L. Neste estudo, 134 compostos foram encontrados, principalmente
compostos fendlicos, e todos os Oleos analisados apresentaram o timol como
componente majoritario. Os 6leos apresentaram atividade antimicrobiana frente a
Bacilus cereus e Bacilus subtilis (CIM = 12,5 a 100 ug/mL), Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis (CIM = 6,25 a >100 ug/mL), Streptococcus faecalis (CIM
= 25 a 100 pg/mL), Escherichia coli (CIM = 25 a 100 ug/mL), Klebsiela pneumoniae
(CIM =50 a > 100 pg/mL), Proteus vulgaris (CIM = 50 a 100 ug/mL), Pseudomonas
aeruginosa (CIM = 100 a >100 pg/mL), e Salmonella typhi Ty2 (CIM = 50 a 100
pg/mL).

Outros estudos também avaliaram a atividade antimicrobiana deste 6leo,
como Dorman e Deans (2000) que o testaram frente a 25 bactérias, mostrando
atividade inibitoria maior para bactérias Gram negativas; Viuda-Martos e
colaboradores (2008), os quais relataram atividade antimicrobiana do 6leo frente a
Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus

curvatus, Enterobacter gergoviae e Enterobacter amnigenus; Pozzatti e
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colaboradores (2010) mostraram a capacidade de o 6éleo inibir o crescimento de
Candida albicans e Candida dubliniensis; e Millezi e colaboradores (2012) os quais 0
estudaram frente a Salmonela enteridis e Pseudomonas aeruginosa.

Estudos tém mostrado que compostos fendlicos e terpendides possuem
capacidade de inibir o crescimento de diversos microrganismos. Porém, a
associacdo de dois ou mais compostos em quantidades adequadas podem
apresentar melhor atividade frente a microrganismos mais resistentes. Além disso, o
sinergismo entre os constituintes presentes no 6leo essencial deve ser considerado
(BURT, 2004; KALEMBA e KUNICKA, 2003).

A atividade biologica do 6leo essencial de tomilho esta relacionada com o
timol e o carvacrol, seus principais constituintes. O timol tem demonstrado efeitos
antibacterianos, antifungicos e anti-helminticos, enquanto o carvacrol tem sido
estudado por seus efeitos bactericidas. As atividades antifingicas, pesticidas e
antibacterianas do 6leo essencial de tomilho foram demonstradas por diversos
estudos (BAGAMBOULA et al., 2004; CENTENO et al., 2010; DAFERA et al., 2000;
NOVACOSK e TORRES, 2006; SOKOVIA et al., 2009).

Em um estudo realizado por Horne e colaboradores (2001) 73 6leos
essenciais foram testados quanto a sua capacidade antibacteriana frente a cepa de
Streptococcus pneumoniae R36A. Os 6leos com maior acdo bactericida foram os
Oleos de orégano, tomilho e jacaranda, capazes de causar danos brutos a
membrana, levando a completa lise das células bacterianas. Estes sdo ricos em
timol, carvacrol, citronellol e geraniol, mostrando uma possivel correlacdo entre esta
atividade e estes compostos.

O composto timol possui atividade antimicrobiana ja conhecida, podendo
agir isolado ou em sinergismo com outros compostos. Esta capacidade se da pela
sua estrutura fendlica, capaz de interagir com as membranas dos microrganismos
(AHMAD et al., 2010; HELANDER et al., 1998). A capacidade antifungica do timol se
da devido a sua habilidade de alterar a morfologia das hifas, causando sua
agregacéao, que resulta na diminuicdo do didmetro das hifas e lise de suas paredes
(NUMPAQUE et al.,, 2011). Em adicdo o composto é lipofilico, permitido sua
interacdo com a membrana celular das células fungicas, alterando sua
permeabilidade e permitindo a perda de macromoléculas (SEGVIC et al., 2007).

Em um estudo realizado por Romero e colaboradores (2009), o Oleo
essencial de Thymus vulgaris L. foi avaliado quanto a sua capacidade antifungica
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frente a Corynespora cassiicola, Erwinia psidii, Sclerotinia minor, Colletotrichum
musae, Fusarium moniliforme, Myrothecium verrucaria. Os valores encontrados
mostraram um expressivo efeito frente aos microrganismos testados (CIM = 5-200
puL/mL). Os autores atribuiram esse potencial a presenca de timol e carvacrol e
explicaram sua acao pela degeneracao das hifas, causando a libera¢do do contetido
celular. Ainda justificaram o potencial antimicrobiano pelos fato dos compostos se
ligarem aos grupos amina e hidroxilamina de proteinas presentes nas membranas
das bactérias alterando sua permeabilidade.

Waller e colaboradores (2016a) compararam 0s potenciais antifungicos
frente a linhagens de Sporothrix brasiliensis e Sporothrix schenckii de diferentes
origens e a composicdo de dois 6leos de Origanum vulgare, um obtido
comercialmente e outro por destilacdo por arraste de vapor. Os cromatogramas
gerados pela analise cromatografica apresentaram compostos semelhantes, mas em
concentracbes diferentes, sendo o componente majoritario do 6leo comercial o
carvacrol enquanto o do extraido o timol. Ao observar os valores de CIM do estudo é
possivel notar gue ambas as amostras possuiam atividade antifungica, porém o 6leo
extraido, rico em timol, mostrou valores de CIM significantemente menores (ClIMzo <
2,25 mg/mL a 9 mg/mL); demonstrando maior potencial antifingico do timol perante
o carvacrol (CIMsg < 2,25 mg/mL a 36 mg/mL). Neste caso € possivel inferir também
a importancia das posicdes dos radicais hos compostos uma vez que essas duas
moléculas séo isbmeros.

A maioria dos Oleos essenciais possui algum grau de atividade
antimicrobiana. Segundo Gilles e colaboradores (2010) essa atividade é atribuida a
acdo das substancias presentes em sua composi¢cdo como os compostos fendlicos,
monoterpenos e terpendides, uma vez gue estes compostos isolados apresentam
diferentes propriedades farmacologicas (COMBRINCK et al., 2011; DAN et al., 2010;
HUSSAIN et al., 2010; PEREIRA et al., 2011). Acredita-se que 0 mecanismo de agao
dos monoterpenos esteja ligado a efeitos toxicos na estrutura e fungcdo da
membrana celular (OLIVEIRA et al., 2011; SEIXAS et al., 2011).

Aléem dos polifendis, a lipofilicidade também pode agir como agente
permeador causando dano nas membranas celulares (ALEKSIC e KNEZEVIC,
2014). Costa e colaboradores (2011) inferiu que a hidrofobicidade do 6leo permite
sua interagdo com os lipideos da membrana celular alterando sua permeabilidade ao
observar alteracdes morfologicas nas hifas de R. solani tratadas com o Oleo
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essencial de cravo-da-india (COSTA, A., et al., 2011). Ja Rasooli e colaboradores
(2006) observaram danos a membrana celular do fungo A. niger quando analisada
por meio de microscopia eletrénica de varredura apds exposicao a 0leos essenciais
de Thymus eriocalyx e T. x-porlock.

Waller e colaboradores (2016b) realizaram um levantamento bibliogréfico
com base em artigos cientificos, de 1986 a 2015, sobre a atividade antifingica in
vitro e in vivo de 6leo esséncias e extratos de plantas frente fungos do complexo
Sporothrix schenckii. Foram encontradas 141 espécies de plantas com essa
atividade reafirmando que produtos naturais podem ser fontes de novas moléculas
promissoras para o controle e tratamento da esporotricose. Neste estudo, os autores
também chamam atencéo para o aumento do nimero de casos de esporotricose € 0
alarmante aumento de linhagens resistentes ao tratamento convencional

caracterizando a urgéncia na busca por terapias alternativas.

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Foram obtidas eletromicrografias de varredura das linhagens fangicas S.
schenckii ATCC 1099-18 e S. brasiliensis IPEC 17943 ndo expostas a qualquer tipo
de tratamento (grupo ndo tratado) e expostas aos 6leos essenciais (mirta e tomilho)
e ao farmaco de referéncia (anfotericina B). Essas estdo representadas nas Figuras
21 e 22.

Nos grupos de fungos ndo tratados, as hifas apresentadas tem caréater
regular, com superficies lisas e alongadas. Seus conideos também apresentam
superficie alongada e regular. Achados estes bem diferentes, comparando-se aos
fungos que sofreram tratamento com o farmaco de referéncia e as substancias de
interesse. Muitas deformidades em sua estrutura foram observadas como fissuras,
guebras de hifas, conideos contorcidos, hifas finas e extravasamento celular.

Quando o S. brasiliensis foi tratado com o 6leo essencial de mirta, foram
observadas hifas quebradas, afinadas, e partes contorcidas. E possivel ver um
conideo contorcido na imagem. Ja no tratamento da linhagem S. schenckii com o
mesmo 0leo essencial, as alteracdes foram bem parecidas, podendo ser observadas
hifas quebradas e finas, com presenca de rugosidades, partes contorcidas e
aglomerados de hifas.
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No tratamento com o Oleo essencial de tomilho frente ao fungo S.
brasiliensis constatou-se alteracdes morfoldégicas com presenca de hifas quebradas,
e hifas contorcidas. J& em relacdo ao tratamento do S. schenckii com o0 mesmo 6leo
as alteracdes morfolégicas foram mais pronunciadas, podendo ser observadas hifas
finas ao longo de toda a imagem, com contor¢des e quebras.

Ao analisar as linhages de S. brasiliensis e S. schenckii que foram expostas
a anfotericina B, pode-se observar hifas quebradas e finas e presenca de
rugosidades nas hifas e principalmente nos conideos.

Todas as imagens revelaram que, tanto nos fungos expostos aos
tratamentos experimentais, quanto naqueles expostos ao farmaco de referéncia,
houve semelhantes alteracdes morfoldgicas nas estruturas fingicas e uma reducéo

no numero de estruturas de reproducao aderidas (conideos).
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Figura 21 — Eletromicrografias de S. schenckii ATCC 1099-18 néo tratado, expostos aos

tratamentos experimentais e ao farmaco de referéncia.

Anfotericina B

XS,@U Spm

X5,000 5pm

Oleo essencial de Myrtus vulgaris L. Oleo essencial de Thymus vulgaris L.

Setas: Vermelha: hifa quebrada, Verde: hifa fina, Laranja: hifa contorcida, Azul: rugosidades.
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Figura 22 — Eletromicrografias de S. brasiliensis IPEC 17943 nédo tratado, expostos aos

tratamentos experimentais e ao farmaco de referéncia.

Oleo essencial de Myrtus vulgoris L. Oleo essencial de Thymus vulgaris L.

Setas: Vermelha: hifa quebrada, Verde: hifa fina, Laranja: hifa contorcida, Azul: rugosidades.
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5.4 CITOTOXICIDADE

Segundo Martins e colaboradores (2013), a avaliacdo da citotoxicidade é
importante porque permite compreender 0 mecanismo biolégico que produz o efeito
citotdéxico e o mecanismo de acao de diferentes substancias durante a sua interacéo
com os tecidos. Porém, a utilizacdo de culturas de células em monocamadas nao é
fisiolégica e ndo reproduz a real arquitetura do tecido vivo em que as células
subjacentes poderiam reparar as agressfes sofridas. Desta forma, a presenca de
um efeito citotoxico in vitro ndo garante que o material é téxico quando aplicado in
vivo. Limitando assim o teste. Por outro lado, a auséncia de um efeito citotoxico
garante uma boa resposta clinica. Os resultados da viabilidade celular frente a
gueratinécitos humanos (HaCaT) esta demonstrado na Figura 23.

O solvente utilizado para todas as amostras nao interferiu na viabilidade

celular uma vez que nao apresentou diferenca significativa em relagao ao controle.

Figura 23 - Viabilidade celular de queratinécitos (HaCaT) expostos aos diferentes

tratamentos.
Oleo essencial de mirta Oleo essencial de tomilho
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* resultado estatisticamente significante em relacéo ao controle pelo teste ANOVA

seguida do pds teste de Bonferroni (p < 0,05).
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Avaliando a viabilidade celular do 6leo essencial de mirta perante os
queratinécitos, apenas as concentragdes acima de 125 ug/mL foram consideradas
citotoxicas, nas demais concentracdes foi observada uma reducdo da viabilidade
celular sem ser téxico para as células, inclusive nos valores encontrados para CIM.
Todas as concentracfes foram estatisticamente significantes (p<0.05).

Os efeitos citotoxicos do Oleo essencial de Myrtus communis L. foi
avaliado por Mahmoudvand e colaboradores (2015) usando uma linhagem murina
de macrofagos (J774A.1) pelo método de MTT in vitro. Os resultados mostraram nao
haver toxicidade significante para essas células, mas concluiram que o 6leo
essencial apresentava maior citotoxicidade quando comparado ao extrato etanodlico
da mesma espécie vegetal.

Bouzabata e colaboradores (2013) avaliaram a citotoxicidade do o6leo
essencial de Myrtus nivelli Batt. & Trab. frente a queratinécitos (HaCaT). Essa
espécie também possui 0 1,8-cineol como componente majoritario do 6leo essencial
e apresentou citotoxicidade em concentracfes maiores que 2.5 uL/mL.

Hrubik e colaboradores (2012) avaliaram a citotoxicidade de fracdes do
extrato de Myrtus communis L. frente a duas linhagens de células humanas de
cancer de mama (MCF 7 e MDA-MB-231) pelo método do MTT. Efeitos citotdxicos
foram observados para todas as fracdes nessas células, sendo os resultados
dependentes da dose.

Para o 0leo essencial de tomilho, a viabilidade celular foi reduzida nas
concentragbes acima de 125 pg/mL, sendo estas extremamente toxicas. Abaixo
desses valores nao foi observada diferenca estatisticamente significante em relagcéo
ao controle. Os valores de CIM para esse 0leo sdo no geral 125 pyg/mL, porém para
uma linhagem clinica de Sporothrix schenckii foi observada a CIM = 250 pg/mL,
valor este citototoxico.

Miladi e colaboradores (2013) avaliaram a citotoxicidade pelo método do
MTT em células epiteliais humanas de adenocarcinoma de pulméao (A549) frente os
Oleos essenciais de Rosmarinus officinalis L. e Thymus vulgaris L. ApGs 72 horas o
estudo revelou ICsp de 10,50 £ 0,01 pg/mL para o 6leo de tomilho.

Zu e colaboradores (2010) avaliaram a citotoxicidade de dez 6leos
essenciais (menta, gengibre, limao, toranja, jasmin, lavanda, camomila, tomilho, rosa

e canela) identificando o 6leo essencial de tomilho como o mais efetivo contra trés
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linhagens celulares: PC3 — células de carcinoma de prostata humano, A549 —

células epiteliais de carcinoma de pulmé&o, e MCF7 — células de cancer de mama.
Esses achados demonstram a necessidade de realizar mais estudos

dose-dependentes e dos componentes majoritarios dos 6leos em questdo em outras

linhagens celulares e ensaios de ecotoxicidade.
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6 CONCLUSAO

O perfil cromatografico do 6leo essencial de Myrtus communis L. utilizado
neste estudo permitiu a identificacdo de 10 constituintes, perfazendo um total de
94,8% de constituintes identificados, apresentando como componente majoritario o
1,8-cineol (24,2%). Destes, 87,1% eram monoterpenos: a-pineno, a-terpineno, 1,8-
cineol, acetato mirtenila, acetato terpinila, geraniol, linalol, mirtenol; 7% eram
fenilpropandis: metil eugenol; e 0,7% eram sesquiterpenos: B-cariofileno.

A andlise por CG do 6leo essencial de Thymus communis L. utilizado neste
estudo permitiu a identificacdo de 12 constituintes, perfazendo um total de 99,4% de
constituintes identificados, apresentando como componente majoritario o timol
(45,6%). Destes, 98,8% eram monoterpenos: a-pineno, a-terpinenol, p-pineno, p-
cimeno, 1,8-cineol, canfeno, canfora, carvacrol, linalol, mirceno, timol; e 0,6% eram
sesquiterpenos: B-cariofileno.

O Oleo essencial de Myrtus communis L. apresentou atividade antifiUngica
frente a todas as linhagens testadas em concentracdes que variaram de 31,25
png/mL a 62,5 pg/mL. Foi observada atividade fungicida frente a todas as linhagens
em concentracdes acima de 62,5 ug/mL. O 6leo essencial de Thymus vulgaris L. foi
capaz de inibir o crescimento de todas as linhagens testadas em concentracfes que
variaram de 125 pg/mL a 250 pg/mL. Foi observada atividade fungicida frente a
todas as linhagens em concentracfes acima de 250 pg/mL. Podemos concluir que o
O0leo essencial de Thymus vulgaris L. apresentou valores maiores que o Oleo
essencial de Myrtus communis L., sendo este mais efetivo em inibir o crescimento
das linhagens de fungos causadoras de esporotricose utilizadas neste estudo.

Foi observado que somente duas das linhagens estudadas (S. schenckii A e
S. schenckii IPEC 15383) apresentaram susceptibilidade a anfotericina B. Em
relacdo ao itraconazol, todas as linhagens estudadas foram consideradas
resistentes, com valores de CIM > 16 pug/mL. Estes resultados sugerem indicios de
resisténcia fungica das linhagens estudadas nas condi¢cdes experimentais em
relacdo aos farmacos de referéncia empregados no tratamento da esporotricose e
ainda, reforcam a necessidade de busca de novos medicamentos antifingicos para
o0 tratamento desta micose subcutanea.

As eletromicrografias das linhagens fungicas S. schenckii ATCC 1099-18 e

S. brasiliensis IPEC 17943 revelaram que, tanto nos fungos expostos aos
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tratamentos experimentais, quanto naqueles exposto ao farmaco de referéncia,
pode-se observar deformidades na estrutura fungica (fissuras e quebras de hifas,
hifas e conideos contorcidos, hifas finas e extravasamento celular), quando
comparadas ao grupo néo tratado.

Em relagdo aos ensaios de citotoxicidade realizados com queratinécitos
humanos (HaCaT) pelo método de reducdo do MTT, o 6leo de mirta ndo apresentou
citotoxicidade nas concentracdes correspondentes a seus valores de CIM. Apenas o
6leo de tomilho foi citotoxico na sua CIM frente a uma linhagem clinica de Sporothrix

schenckii.
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