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Resumo

MATOS, Caroline Bohnen de. Utilizacdo de extrato hidroalcéolico e 6leo
essencial de Origanum vulgare com associa¢cdes no tratamento da
esporotricose experimental por Sporothrix brasiliensis. 2018. 62f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

A busca por novos farmacos com acdo antimicrobiana tem sido extensivamente
estudada em especial com extratos vegetais, entretanto, a pesquisa da acdo destas
frente a fungos ainda é escassa. Dentre as micoses de importancia em saude publica,
a esporotricose tem emergido nos ultimos anos como uma importante doenca
zoondtica em grandes centros urbanos, acometendo gatos, cdes e humanos. O
tratamento desta micose é realizado com a administracdo diaria de antifingicos, em
especial o itraconazol, que é considerado o farmaco de eleicao tanto para animais
como para humanos. Entretanto, os principios ativos com acdo nos fungos do
complexo Sporothrix schenckii, disponiveis comercialmente, séo restritos. Neste
sentido, verifica-se a necessidade de outras opc¢des terapéuticas para o tratamento
da esporotricose. Dessa forma, a atividade in vitro de plantas demonstrada por
estudos preliminares com isolados do complexo Sporothrix schenckii impulsionaram
a realizacdo do presente estudo visando determinar a atividade in vivo dos extratos
vegetais de Origanum vulgare para o tratamento da esporotricose cutanea
experimental. Para isso, foram utilizados 60 ratos machos da linhagem Wistar que
foram divididos em 6 grupos experimentais, inoculados com S. brasiliensis para o
desenvolvimento da esporotricose cutanea e submetidos a 30 dias de tratamento com
itraconazol, 6leo essencial de O. vulgare, extrato hidroalcodlico de O. vulgare,
associacdo do 6leo com itraconazol, associacdo do extrato com o itraconazol e um
grupo controle tratado somente com o veiculo. Durante os 30 dias, 0s animais eram
avaliados semanalmente e 2 animais por grupo eram eutanasiados para a coleta de
material para analisar o desenvolvimento da doenca e a evolugdo dos diferentes
tratamentos. Ao final dos 30 dias, os animais remanescentes de cada grupo foram
eutanasiados e, também, tiverem materiais bioldgicos coletados para as andlises. Em
todas as necropsias, foram coletadas amostras de figado, rim, baco, testiculo, ponto
de inoculacédo e linfonodo regional, além de amostras de sangue. Como resultados
obtidos, somente o0s animais pertencentes aos grupos ITRA e CONT néo
apresentacdo desaparecimento total dos sinais clinicos observados ao final dos 30
dias de tratamento, também foi possivel observar que os animais pertencentes aos
grupos tratados com o extrato hidroalcodlico de O. vulgare e com o 6leo essencial de
O. vulgare ndo apresentaram nenhuma alteracdo microscépica em rins, figado e baco
durante todo o experimento, indicando assim um possivel efeito dessa planta na
disseminacédo da doenca. O Sporothrix brasiliensis foi retroisolado do linfonodo
regional de todos animais de todos 0S grupos nas quatro necropsias realizadas. As
andlises de estresse oxidativo revelaram ndo existir diferenca em seus niveis em



nenhum dos grupos avaliados. O estudo avaliando a acdo do 6leo e do extrato pode
determinar que ambos atuam a nivel de ergosterol da membrana do fungo.

Palavras-chave: esporotricose; extratos vegetais; Origanum vulgare; acao
antifangica.



Abstract

MATOS, Caroline Bohnen de. Use of hydroalcoholic extract and essential oil of
Origanum vulgare with associations in the treatment of experimental
sporotrichosis by Sporothrix brasiliensis. 2018. 62f. Thesis (Doctor in Sciences) -
Programa de Pds-Graduacgdo em Veterindria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

The search for new drugs with antimicrobial action has been extensively studied
especially with vegetal extracts, however, the research of their action against fungi is
still scarce. Among the mycoses of public health importance, sporotrichosis has
emerged in recent years as an important zoonotic disease in large urban centers,
affecting cats, dogs and humans. The treatment of this mycosis is carried out with daily
administration of antifungals, especially itraconazole, which is considered the drug of
choice for both animals and humans. However, the commercially available active
principles with action in the fungi of the Sporothrix schenckii complex are restricted. In
this sense, there is a need for other therapeutic options for the treatment of
sporotrichosis. Thus, the in vitro activity of plants demonstrated by preliminary studies
with isolates of the Sporothrix schenckii complex stimulated the realization of the
present study in order to determine the in vivo activity of the vegetal extracts of
Origanum vulgare for the treatment of experimental cutaneous sporotrichosis. For this,
60 male Wistar rats were divided into 6 experimental groups inoculated with S.
brasiliensis for the development of cutaneous sporotrichosis and submitted to 30 days
of treatment with itraconazole, O. vulgare essential oil, hydroalcoholic extract of O.
vulgare, association of the oil with itraconazole, association of the extract with
itraconazole and a control group treated only with the vehicle. During the 30 days, the
animals were evaluated weekly and 2 animals per group were euthanized for the
collection of material to analyze the development of the disease and the evolution of
the different treatments. At the end of the 30 days, the remaining animals from each
group were euthanized and also had biological materials collected for the analyzes. At
all necropsies, samples of liver, kidney, spleen, testis, inoculation point and regional
lymph node were collected, as well as blood samples. As results obtained, only the
animals belonging to the ITRA and CONT groups did not show complete
disappearance of the clinical signs observed at the end of the 30 days of treatment, it
was also possible to observe that the animals belonging to the groups treated with the
hydroalcoholic extract of O. vulgare and with the essential oil of O. vulgare did not
present any microscopic changes in the kidneys, liver and spleen throughout the
experiment, thus indicating a possible effect of this plant on the spread of the disease.
Sporothrix brasiliensis was retroisolated from the regional lymph node of all animals of
all groups at the four necropsies performed. Analyzes of oxidative stress revealed no
difference in their levels in any of the groups evaluated. The study evaluating the action
of oil and extract may determine that both act at the ergosterol level of the fungus
membrane.



Keywords: sporotrichosis; plant extracts; Origanum vulgare; antifungal action.
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1 Introducéo

As micoses manifestam-se como infec¢gdes superficiais envolvendo a camada
mais externa do extrato corneo do tegumento, ou ainda como infec¢des cutaneas
disseminadas, subcutaneas, sistémicas ou profundas envolvendo o cérebro, coracao,
pulmdes, figado, baco e rins. Normalmente as infec¢des séo classificadas de acordo
com o local da infeccéo, via de aquisi¢ao e tipo de viruléncia. Quando classificadas de
acordo com o sitio da infec¢do, sdo denominadas superficiais, cutaneas, subcutaneas
e sistémicas (DIXON et al., 1996; FONTES et al., 2016).

A esporotricose € considerada a micose subcutdanea cosmopolita, mais
comumente observada nas regides tropicais e subtropicais (CHAKRABARTI et al.,
2015), acometendo principalmente individuos que vivem em baixa situagdo
socioecondmica, assim como moradores de areas rurais (COLOMBO et al., 2011).

Nos ultimos anos, o0 crescente aumento da esporotricose, revelou o quadro
endémico atual da micose, sendo que as principais regides acometidas por essa
enfermidade micoética no Brasil, sdo a regido metropolitana e adjacéncias do Rio de
Janeiro e sul do Rio Grande do Sul (ABREU, 2017; BARROS et al., 2010; MADRID et
al., 2017).

O municipio de Pelotas, no estado do Rio Grande do Sul, tem constatado que
desde o ano 2000, houve um aumento nos casos de esporotricose, principalmente
felina, levando o municipio a criar um programa de vigilancia e controle desta
enfermidade, principalmente em razdo do potencial zoonético (MADRID et al., 2017).

A manutencao e disseminacdo da enfermidade, muitas vezes é favorecida pelo
abandono dos felinos, principal animal envolvido como disseminador do fungo em
areas urbanas, bem como o descarte inadequado dos cadaveres dos animais que
vieram a 6bito, dificultando ainda mais o controle da esporotricose, visto que o fungo
se mantém viavel no ambiente por periodo prolongado (ABREU, 2017; MADRID et al.,
2017; MADRID; MATTEI; SANTIN; et al., 2012; MATOS et al., 2016).
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O tratamento frente a esporotricose € baseado na utilizacdo de antifungicos,
principalmente iodetos e antifingicos do grupo dos azdis (BODEY, 1992; FONTES et
al., 2016; JOHNSON; WARNOCK, 1995; LYMAN; WALSH, 1992; MEINERZ et
al.,2007; NOBRE et al., 2002; ODDS, 1993). O itraconazol é considerado o farmaco
de eleicdo para o tratamento da esporotricose (ANTUNES et al., 2009), com efeitos
colaterais reduzidos (GRAM, 2003). Porém, estudos recentes vem demonstrando a
existéncia de isolados resistentes a esse antifungico (BUSTAMANTE; CAMPOS,
2004; COSTA et al., 2009; ODDS, 1993; SILVA et al., 2018; XAVIER et al., 2004), o
que faz com que se busque por novas alternativas de tratamento para essa micose,
como os realizados utilizando a terbinafina de forma sistémica (MEINERZ et al., 2007),
(1-3) B-glucana (GUTERRES et al., 2014; MARTINS, 2012) e o uso de Anfotericina
intralesional, associadas ou néo ao itraconazol (GREMIAO et al., 2011).

Neste sentido, os extratos de Origanum vulgare tem sido avaliados,
demonstrando atividade bactericida, fungicida e fungiostéatica em isolados fungicos de
animais e padrbes como de Candida spp., Malassezia pachydermatis, Aspergillus
spp., etc (CASTRO et al., 2013; CLEFF et al., 2008, 2013; FREITAS et al., 2013;
SANTIN et al., 2014) em isolados de Sporothrix schencki e Sporothrix brasiliensis
(WALLER et al., 2016). Diante da comprovacao da atividade in vitro do 6leo essencial
e extrato hidroalcodlico desta planta frente ao Sporothrix sp., observou-se a
necessidade de avaliar a efetividade dos extratos no tratamento da esporotricose
experimental cutanea causada pelo Sporothrix brasiliensis.



2 Revisdo da Literatura

2.1 Sporothrix sp. e a esporotricose

A esporotricose trata-se de uma enfermidade decorrente da infeccdo por fungos
dimérficos pertencentes ao complexo Sporothrix schenckii, sendo a principal causa de
micoses cutaneas e linfocutaneas que acomete o homem e os animais (OLIVEIRA et
al., 2015; SANCHOTENE et al., 2015). Foi descrita pela primeira vez por Schenck, em
1898, nos Estados Unidos da América, em um paciente de 36 anos com abscesso no
dedo indicador e linfangite nodular no antebraco (SCHENCK, 1898), sendo que no
Brasil somente foi reportada pela primeira vez em 1907 (LUTZ; SPLENDORE, 1907).

No Brasil, os estados do Rio de Janeiro e do Rio Grande do Sul s&o conhecidos
por serem regides endémicas de esporotricose, com diversos estudos relatando a
transmissao animal-animal e animal-homem (BARROS et al., 2011; LOPES et al.,
1999; MADRID et al., 2012; XAVIER et al., 2013).

Até o ano de 2007 a enfermidade era associada a presenca de uma Unica
espécie dentro do género, o Sporothrix schenckii. Entretanto, a partir da analise
fenotipica, através da caracterizacdo macroscopia da colénia, microscopia dos
conidios, assimilacdo de sacarose e rafinose, capacidade de crescer a 37°C, e
avaliacdo genotipica foi proposto a classificacdo em novas espécies. A proposta de
divisdo do agente S. schenckii em um complexo foi definida através do
sequenciamento parcial do gene da calmodulina, avaliando-se diversos isolados
obtidos em diferentes paises, sendo entdo o complexo S. schenckii atualmente

composto por seis espécies patogénicas (MARIMON et al., 2007).
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Entre as espécies existentes, estudos realizados por Marimon et al. (2007) e
Oliveira et al. (2011), relacionaram o S. brasiliensis como sendo a principal espécie
responsavel pela epidemia do estado do Rio de Janeiro, Brasil. Rodrigues et al.
(2013), em outro estudo, comprovou que a espécie S. brasiliensis esta associada a
96% dos casos de esporotricose em felinos no Brasil e, consequentemente nos
humanos que contrairam a enfermidade a partir de felinos infectados. Recentemente,
estudos moleculares tem demonstrado que os isolados de S. brasiliensis do estado
do Rio Grande do Sul diferem daqueles isolados no Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas
Gerais (RODRIGUES et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2014).

A espécie S. brasiliensis é resultante de um desdobramento clonal da espécie
S. schenckii sensu stricto e tem sido considerada a mais patogénica dentro do
complexo, caracterizando-se por apresentar conidios sésseis pigmentados, ndo ter a
capacidade de assimilar rafinose e ser a Unica espécie que ndo assimila sacarose.
Apresenta menor crescimento em agar batata, a 20°C e 30°C, porém a 37° € a espécie
com maior crescimento, quando comparada as outras espécies do complexo
Sporothrix schenckii (FERNANDES et al., 2013; MARIMON et al., 2007, 2008).

Os mecanismos de viruléncia do fungo sao pouco conhecidos, mas sugere-se
gue a termo tolerancia, secrec¢ao de enzimas extracelulares e polissacarideos estejam
envolvidos. As enzimas extracelulares como as fosfatases acidas, produzidas pelo
fungo, parecem desempenhar papel importante na interacdo das células
leveduriformes de Sporothrix sp. com os macréfagos (HOGAN et al.,, 1996;
NASCIMENTO; ALMEIDA, 2005).

A producao de melanina ou de produtos relacionados a melanina pelo fungo
parece também estar relacionada a infectividade do agente. As cepas produtoras de
melanina mostraram-se menos suscetiveis a acao de intermediarios de nitrogénio e
oxigénio do que as cepas néo produtoras de melanina (MORRIS-JONES et al., 2003;
ROMERO-MARTINEZ et al., 2000).

A distribuicdo da enfermidade € cosmopolita, porém, é descrita principalmente
em paises de clima tropical e subtropical, sendo o Brasil considerado uma zona
endémica da doenca, principalmente nos estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do
Sul (BARROS et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2015). O Instituto de Pesquisa e Clinica
Evandro Chagas (IPEC)/ Fundagédo Oswaldo Cruz (Fiocruz), diagnosticou a
esporotricose em mais de 4000 humanos e 3804 gatos, somente no Rio de Janeiro,

Brasil, entre os anos de 1998 e 2011, o que faz com que seja classifica como a
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principal micose de importancia para a saude publica (BARROS et al., 2010; PEREIRA
et al., 2014).

Os felinos apresentam grande importancia com relacdo a esta enfermidade,
principalmente machos ndo castrados e de livre acesso a rua, pelo fato das suas
lesBes conterem um grande numero de organismos fungicos e também pelo fato do
fungo estar presente em unhas e cavidade bucal, tanto de felinos acometidos pela
micose, como de felinos sadios (BARROS et al., 2010; XAVIER et al., 2004).

Normalmente, a infeccdo ocorre através da implantacdo do agente na derme
do hospedeiro suscetivel (BRAUNWALD et al., 2013; SCHUBACH et al., 2005). Além
dos animais, o ser humano, independentemente de fatores individuais
predisponentes, é susceptivel a contaminacdo (LOPES et al., 1999), sendo que a
literatura cita a ocorréncia da doenca associada a ocupacao profissional, afetando
pessoas que lidam com a terra, particularmente em area rurais (DONADEL et al.,
1993; SCHUBACH et al., 2005). Desde o inicio deste século, a ocorréncia da
esporotricose, também tem sido relacionada a arranhadura e/ou mordedura de gatos,
levando a surtos familiares, além da ocorréncia em profissionais que lidam com
animais, como veterinarios e auxiliares (SCHUBACH et al., 2001, 2004).

A enfermidade pode ser classificada clinicamente como cutaneo-linfatica,
cutaneo-localizada ou cutanea fixa, cutaneo disseminada e extra cutanea (FONTES
et al., 2016; LACAZ, 1959). Os felinos apresentam, normalmente, lesdes localizadas
na regido da cabeca e/ou membros, locais mais expostos aos traumas, caracterizando
a forma cutanea fixa e cutadnea disseminada da doenca (SCHUBACH et al., 2001,
XAVIER et al., 2004). As lesdes iniciais cursam com um quadro eritematopapuloso ou
pustuloso, que, na maioria das vezes, evolui com formacdo de ndédulos ou placas
ulceradas (ALMEIDA; ALMEIDA, 2015; BARROS et al., 2011). Essas les6es podem
progredir e ocasionar o surgimento de uma linfangite e de lesdes secundarias
(BARROS et al., 2011).

Assim como nos animais, a forma cutanea localizada também pode ser
identificada nos humanos, estando presente mais frequentemente a forma
linfocutanea (DONADEL et al., 1993; SCHUBACH et al., 2001; XAVIER et al., 2004).

O diagnéstico definitivo da enfermidade é realizado através do isolamento e
identificacdo do agente etioldgico, através da semeadura do material clinico (bidpsia
ou secrecdo) em agar Sabouraud com cloranfenicol, acrescido ou n&do de
cicloheximida (BERNARDES-ENGEMANN et al., 2015; DIXON et al., 1991). Mesmo
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sendo um teste simples e ndo muito caro, o isolamento do fungo é dificultado em
alguns casos, principalmente devido a localizacdo e quantidade de material nas lesdes
apresentadas pelo paciente. Apesar da necessidade do desenvolvimento de testes
moleculares mais especificos para o diagnéstico, esse tipo de teste tem sido usado
somente em pesquisas clinicas e ainda ndo tem validacdo para o uso como método
diagnéstico de rotina (BERNARDES-ENGEMANN et al., 2015).

2.2 Resposta imune e estresse oxidativo na esporotricose

Quando os fungos, ou 0s seus componentes, sado introduzidos num hospedeiro,
sdo capazes de induzir uma resposta antigeno-especifica, que pode ser expressa
tanto como uma resposta positiva, que vai levar a eliminacdo do patégeno, como uma
resposta supressora (DOMER et al., 1992). O sistema imune inato, desempenha papel
importante nas defesas naturais do hospedeiro contra os microrganismos. O
reconhecimento de microrganismos patogénicos, seja nos tecidos em contato com o
ambiente ou na circulacéo sistémica apoOs invasao da circulacdo sanguinea, é feito
pelos macrofagos, células dendriticas, células “natural killer” (NK), granuldcitos e
mondcitos, que atuam como sentinelas do sistema imune inato (BOCHUD et al.,
2007).

Para que o organismo consiga desenvolver uma resposta efetiva contra o
agente, é necesséaria a contribuicdo de forma coordenada da imunidade inata e
adaptativa, principalmente por meio da apresentacdo de antigenos e através da
producado de mediadores da resposta imune, como as citocinas (ANTACHOPOULOS;
ROILIDES, 2005). A imunidade inata atua fornecendo sinais para a ativacdo da
imunidade adaptativa, que por sua vez induz a diferenciacéo dos linfocitos (NOBEN-
TRAUTH et al.,, 2000). As citocinas sdo mediadores solUveis, essenciais na
comunicacao intracelular, secretadas pelos linfocitos e células do sistema fagocitéario,
sendo consideradas parte importante na resposta imune contra diversos organismos.
Possuem um papel importante também como moduladoras da inflamacdo e da
imunidade, regulando o crescimento e a diferenciacdo de leucécitos e, também de
células ndo leucocitarias (OPPENHEIM et al., 1994). Sua producdo normalmente é
transitoria, podendo ter seus efeitos estimulados ou inibidos por outras citocinas
(KUSHNER, 1998). Estas contribuem para a proliferacéo e diferenciacao de linfocitos

T virgens no seu tipo efetor e, também, coordenam o mecanismo inflamatorio. Contra
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patdgenos fangicos, podemos citar principalmente o envolvimento das citocinas IL-1,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-a (CARVALHO et al., 1998; MAIA et al.,
2015). A IL-10 e a IL-4 convertem as células T na subpopulacdo Th2 (SWAIN et al.,
1990; FIORENTINO et al., 1991), enquanto que a IL-12 direciona as células T para o
subgrupo Thl (MANETTI et al., 1993).

Sabe-se que a IL-4 e IL-10 sdo potentes ativadoras dos linfocitos B e agentes
anti-inflamatorios, sendo conhecidas como citocinas anti-inflamatorias. Sendo assim
denominadas, devido a sua capacidade de suprimir 0s genes para as citocinas pro-
inflamatérias como a IL-1 e TNF-a (DINARELLO, 2000).

A IL-1 é considerada um importante mediador das respostas de fase aguda no
organismo contra a invasao microbiana, reac6es imunoldgicas e leséo tecidual, sendo
considerada uma das primeiras e mais significativas moléculas sintetizadas durante a
resposta de fase aguda. Seus efeitos biolégicos manifestam-se de forma local ou
sistémica. Foi originalmente descrita como um pirogénio enddgeno, devido a ampliar
as respostas mediadas pelas células T aos mitdgenos e antigenos (GERY e
WAKSMAN, 1972) devido a sua propriedade de atuar como um fator ativador de
linfocitos (MURPHY et al., 1980; ROSENWASSER et al., 1979) (DINARELLO, 2018).

Apesar dos mecanismos imunolégicos envolvidos na prevencdo e controle da
esporotricose ndo estarem bem elucidados, acredita-se que a resposta imune
humoral, desencadeada por proteinas secretadas pelo fungo, e a celular,
desencadeada contra o0s antigenos da parede celular, sdo as respostas
desencadeadas contra os antigenos flngicos (CARLOS et al., 1992; CARLOS et al.,
2003; MAIA et al., 2006).

A ocorréncia de uma resposta inflamatoria eficiente, a eliminacdo do fungo e a
sobrevida do hospedeiro dependem de multiplos fatores (ROMANI, 2004; LEVITZ,
2004; BROWN, 2006). Entretanto, a variedade da resposta clinica do hospedeiro
sugere a participagdo da imunidade celular nos mecanismos fungicidas e na
eliminacao do fungo (HACHISUKA e SASAI, 1981)(ROSSATO, 2017).

Embora os conidios dos fungos do complexo S. schenckii sejam reconhecidos
pelos receptores de manose, a resposta inflamatdéria induzida por é considerada fraca,
podendo favorecer a transicdo dos conidios para leveduras. Apds a ativagdo dos
macréfagos, os mesmos fagocitam o patdgeno invasor e promovem a producéo de
citocinas pro-inflamatoérias. Tal processo estimula a resposta fagocitica e promove a

liberacdo de agentes toxicos, como o oOxido nitrico (NO) (ROSSATO, 2017),
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interferindo em varios processos dentro do sistema imune (MARSHALL & STAMLER,
2000; BOGDAN et al., 2001). Seus efeitos citotoxicos sao importantes para a defesa
inata do hospedeiro em relagdo a inimeros patdgenos, dentre eles fungos, bactérias,
parasitas e protozodrios (GREEN et al., 2000).

De acordo com alguns autores, as células leveduriformes dos fungos dimorficos
sobrevivem a fagocitose in vitro por neutroéfilos, sendo menos suscetiveis ao peroxido
de hidrogénio e outros produtos microbicidas produzidos pelos leucécitos (MARIO,
2015). Estudo conduzido Sgarbi e colaboradores (1997), identificou o peréxido de
ergosterol como produto da oxidagdo enzimética do ergosterol H20Os-dependente, a
partir de formas leveduriformes de Sporothrix schenckii, sendo revertido a ergosterol
guando em contato com enzimas deste fungo. Sendo assim, acredita-se que o
peroxido de ergosterol é formado pelo S. schenckii como mecanismo de defesa
durante a fagocitose (SGARBI et al., 1997). O ergosterol isolado da membrana de
formas leveduriformes do S. schenckii também pode estar relacionado a viruléncia
deste fungo, como um mecanismo de evasdo das espécies reativas do oxigénio
durante a fagocitose atraves da formacéo ergosterol peréxido (SGARBI et al., 1997).

O componente lipidico da parede celular de S. schenckii desempenha um papel
importante na patogénese da esporotricose, sendo capaz de inibir 0o processo
fagocitico do fungo e induzir elevada liberacdo de éxido nitrico (NO) e do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-) em culturas de macrofagos (CARLOS et al., 2003).

Estudos demonstraram que o NO, juntamente com as espécies reativas do
oxigénio (H202), pode contribuir com a atividade citotoxica dos macrofagos durante a
infeccao pelo fungo S. schenckii (CARLOS et al., 2003). Esta sensibilidade ao NO é
inversamente proporcional a viruléncia do fungo, onde cepas mais virulentas séo
menos suscetiveis ao NO que as menos virulentas (FERNANDES et al., 2000).

Um estudo sugeriu que a forma de apresentacao da micose influencia no perfil
de anticorpos formados, uma vez que foi observado de 15 a 20 antigenos na faixa de
22 a 70kDa presentes em uma solucao soltuvel de extrato peptidico do fungo no soro
de pacientes com a forma extra cutanea da esporotricose e nos pacientes que
apresentavam a forma cutanea da doenca foi observado somente 8-10 antigenos
(SCOTT & MUCHMORE, 1989)

Na atualidade, o interesse pelo estudo dos antioxidantes se deve
principalmente as descobertas sobre os efeitos dos radicais livres no organismo. No

entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, como a peroxidacao dos lipidios
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de membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos, dentre outros (BARREIROS et al., 2006), contribuindo ou induzindo o
dano nas patologias dermatologicas, como no caso da esporotricose.

Segundo Beigh et al. (2013), o estresse oxidativo aparece como uma
consequéncia da doenca fungica. No entanto, é importante destacar que o estresse
oxidativo ocorre em consequéncia ao desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e o desempenho dos sistemas de defesa antioxidante (CASTRO et al.,
2017).

2.3 Terapéutica da esporotricose

Com relacdo ao tratamento empregado frente a esporotricose, 0s iodetos
inorganicos eram a Unica terapia sistémica disponivel até 1940 (HILL et al., 1995;
POLAK, 1999). Atualmente, o uso dos iodetos € considerado uma alternativa de baixo
custo terapéutico para caes e até mesmo para 0 homem, porém seu uso é restrito
guando se fala da espécie felina, principalmente devido a sensibilidade da espécie
frente a drogas deste grupo, podendo ocorrer toxicidade importante (MEINERZ et al.,
2007; NOBRE et al., 2002).

Os farmacos pertencentes ao grupo dos azoOis sdo estruturalmente
relacionados, compondo antifungicos de amplo espectro com similar mecanismo de
acao, variando a farmacocinética, a toxicidade e o uso clinico (BODEY, 1992;
JOHNSON; WARNOCK, 1995; LYMAN; WALSH, 1992; ODDS, 1993). O itraconazol
€ considerado o farmaco de primeira escolha para o tratamento da esporotricose em
animais (ANTUNES et al., 2009), com efeitos colaterais reduzidos (GRAM, 2003).
Porém, estudos recentes vem demonstrando a existéncia de isolados resistentes a
esse antifungico (BUSTAMANTE; CAMPOS, 2004; XAVIER et al., 2004), o que faz
com que se busque por novas alternativas de tratamento para essa micose, CoOmo 0S
realizados utilizando a terbinafina de forma sistémica (MEINERZ et al., 2007), ou a (1-
3) B — glucana (GUTERRES et al., 2014; MARTINS, 2012). O uso da anfotericina B
intralesional em associacdo com a administracdo de itraconazol oral, também vem
sendo descrito para o tratamento de felinos com esporotricose ou refratarios ao
tratamento convencional (GREMIAQO et al., 2011).

Novos farmacos triazolicos tém sido estudados na esporotricose com

resultados promissores in vitro, especialmente posaconazol, que obteve melhor
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atividade quando comparado a outros farmacos, como anfotericina B e itraconazol,
frente ao S. brasiliensis, S schenckii, S. globosa e S. albicans (MARIMON et al., 2008;
PEREIRA SILVEIRA et al., 2009). Ainda, o posaconazol tem sido eficaz em infec¢ao
experimental por S. brasiliensis e S. schenckii, inclusive quando associado a
anfotericina B (MARIO et al., 2015). Pesquisas atuais, tem observado que voriconazol
em ratos com esporotricose disseminada, apresentaram melhor resposta terapéutica
guando infectados por S. schenckii em comparacdo aqueles infectados por S.
brasiliensis, cujo farmaco apresentou-se com pouca atividade.

Em estudos com os fa&rmacos da classe das equinocandinas, os quais inibem
a enzima glucano-sintetase envolvida na sintese de B-glucana (SARAVOLATZ et al.,
2003), os resultados frente ao complexo Sporothrix schenckii ndo tem sido
satisfatorios.

O abandono e a solicitacdo de eutanasia do paciente por parte dos tutores, sdo
fatores que também sdo comumente observados, principalmente pelo fato de que
existe um longo periodo de tratamento, além da possibilidade de aquisicdo da doenca
por um membro da familia (PEREIRA et al., 2009; SCHUBACH et al., 2004).

2.4 Medidas de controle e profilaxia

Dentre as inumeras zoonoses, a esporotricose destaca-se por ser uma
enfermidade que exige diversos cuidados no que diz respeito ao seu controle e
profilaxia, sendo que a prevencdo é considerada dificil de ser realizada, devido a
dificuldade da eliminacao do fungo do ambiente (SOUZA, 2003; MARTINS, 2012). O
simples fato de tratar-se de um fungo geofilico, sendo encontrado amplamente
distribuido na natureza é determinante para o seu controle (KNOW-CHUNG &
BENNETT, 1992; CRUZ, 2013).

Contudo, no sentido de tentar minimizar a disseminacdo da doenca ou a
reinfeccdo dos animais doentes, medidas rigidas de protecdo, tanto para as pessoas
como para animais suspeitos ou doentes, devem ser adotadas (TABOADA, 2004;
SILVA et al., 2012b). Desta forma, tem sido orientada a diminuigdo do contato com o
exsudato das lesbes, através da utilizacdo de luvas de procedimento, e apos
manipulacdo do animal, lavagem de punhos, méos e bragos com iodo-povidina ou
clorexidina (TABOADA, 2004; SILVA et al., 2012; MARTINS, 2012). Um procedimento

importante a ser adotado, principalmente pelos profissionais da satde em contato com
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0 paciente, € a utilizacdo de equipamentos de prote¢éo individual, tais como aventais
descartaveis de manga longa com elastico no punho, luvas descartaveis, mascara,
oculos de protecao e touca descartavel (SILVA et al., 2012a).

Com relacdo aos cuidados que devem ser adotados nos ambientes
veterinarios, estéo incluidos a higienizacdo da mesa de atendimento e instrumental,
apos cada exame clinico, uma vez que o isolamento fungico de ambientes veterinarios
e domiciliares ja foi comprovado (MATTEI et al., 2011).

Ja as medidas adotadas com os animais doentes envolvem a separacdo de
gatos doentes de outros animais, a castragdo e a manutengéo dos felinos de forma
domiciliada (SCHUBACH et al., 2001). Além disso, o tutor deve ser orientado para a
correta higienizacdo da caixa de transporte, eliminacdo dos residuos gerados pelos
animais doentes e a limpeza e desinfeccao do ambiente onde o doente esta sendo
mantido (SILVA et al., 2012a). Entretanto, é importante destacar que deve-se evitar a
disseminacdo da doenca por meio do tratamento dos casos clinicos associado a
medidas de desinfeccdo (MATOS et al., 2016).

Segundo Ettinger & Feldman (2000), o animal € meramente um vetor mecanico,
portanto devem ser tomadas precaucdes durante a manipulagdo de materiais
contaminados, animais ou exsudatos infectados. Ronald & Welsh (2001), afirmam que
0s proprietarios de gatos com a enfermidade, devem ser advertidos sobre o potencial
zoondtico da esporotricose cutanea, e a necessidade de realizar medidas de
prevengdo quanto ao manejo dos animais, sabendo que as lesbes contém um alto
nuamero de formas infecciosas de Sporothrix spp.

O cuidado especial que deve ser adotado com a espécie felina ocorre devido
ao seu alto potencial disseminador, principalmente pelo fato dessa espécie possuir
grande quantidade de organismos flngicos presentes nas lesfes, diferentemente das
outras espécies, e pelo fato dos felinos carrearem o agente nas unhas e cavidade oral,
tornando mais provavel a transmissao a partir desta espécie do que de outros animais
(TABOADA, 2004; ANTUNES et al., 2009; PEREIRA et al., 2011, MADRID et al.,
2012).

O esclarecimento do proprietario é parte fundamental e deve ser levado em
consideracéo, por tratar-se de uma doenga zoonética que apresenta alto risco de
contaminagdo, é imprescindivel a correta orientagdo sobre o manuseio do animal
doente (SILVA et al., 2012a; MARTINS, 2012). A eliminacdo de animais doentes néo
parece ser a maneira mais adequada de controle da enfermidade. Segundo Barros et
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al. (2010), o aumento de unidades de controle de zoonoses, com finalidades de
tratamento e castracéo de felinos, eutanasia dos animais em caso de impossibilidade
terapéutica, cremacao dos corpos que evoluiram para o 0Obito, incluindo a educacao
para posse responsavel, sdo medidas que se adotadas em conjunto podem minimizar
a disseminacgao da micose.

A prevencdo das infeccbes cruzadas tem enfrentado algumas dificuldades,
principalmente pelo fato de que na maioria das vezes, 0s microrganismos tém
conseguido vencer as medidas de seguranca adotadas, colocando em risco
profissionais e pacientes (MACHADO et al., 2008). Entretanto, para a prevencgédo da
contaminag¢do cruzada de individuos que entrem em contato com superficies,
equipamentos e outros fémites contaminados, tem sido preconizado a realizacao de
procedimentos de limpeza, desinfec¢cdo e/ou esterilizagdo utilizando substancias a
base de hipoclorito de sédio (BRASIL, 2006; PENNA, 2006; SILVA et al., 2012a;
MADRID et al., 2013). Porém, através de testes realizados por pesquisadores ao
longo dos anos, pode-se notar que a acao desses produtos é contraditoria (FRAISE
et al., 2004; MADRID et al., 2013).

Segundo a literatura, a adequada desinfec¢do pode ocasionar a eliminacéo de
todos os microrganismos patolégicos, com excecdo dos endosporos bacterianos
(KALIL & COSTA, 1994). Existem inumeros principios ativos disponiveis para a
limpeza e desinfeccdo de ambientes, sendo necessario o conhecimento do espectro
de atividade, toxicidade, poder residual, custo e natureza do material a ser tratado.
Ainda nédo existe um produto que apresente todas essas caracteristicas, possuindo
vantagens e desvantagens que devem ser avaliadas no momento da selecéo para o
uso (MCDONNELL & RUSSELL, 1999). Alem disso, deve-se considerar que os fungos
sdo microrganismos considerados de resisténcia intermediaria aos desinfetantes
(BRASIL, 1999).

Dentre os desinfetantes mais comumente utilizados em ambientes veterinarios
podemos citar o hipoclorito de sodio, o digluconato de clorexidina e o alcool 70°, dentre
outros (SANTOS, et al., 2007). Porém, estudos a respeito de sua atividade tem
demonstrado um certo grau de resisténcia dos microrganismos, principalmente pelo
fato das concentracdes utilizadas ndo serem as necessarias para a eliminagdo por
completo dos agentes (WALTIMO et al., 1999; ESTRELA et al., 2003; FRAISE et al.,
2004; MENEZES et al., 2008; CHANDRA et al., 2010; MADRID et al., 2013). Neste

sentido, estudos prévios realizados demonstraram a sensibilidade de Sporotrix sp. a
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extratos vegetais utilizados em superficies contaminadas com o fungo (MATOS et al.,
2016)

2.5 Extratos vegetais de Origanum vulgare na esporotricose

Nas ultimas décadas, houve um ressurgimento do interesse nas plantas como
fontes de novos agentes terapéuticos. Muitas empresas farmacéuticas investiram na
pesquisa com extratos vegetais, a fim de descobrir novas substancias ativas, tanto
gue grande parte dos medicamentos lancados nos ultimos anos tiveram origem a
partir de estudos com plantas (ALMEIDA; SCHEFFER, 2012; DUARTE, 2006).

Em junho de 2006, com base no aumento das politicas publicas de saude, meio
ambiente, desenvolvimento econdmico e social, o Brasil langou um Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos por meio do Decreto Presidencial N°.
5.813, buscando promover melhorias na qualidade de vida da populacéo brasileira e
incentivar a utilizacdo de produtos naturais no tratamento de doencas (BRASIL, 2006).

Com relacdo aos antifungicos, tem havido uma busca crescente por produtos
com acao comprovada e baixa toxicidade. Com isso, a pesquisa com extratos
vegetais, tem obtido destaque, principalmente pelos resultados demonstrarem acéo
de diversas plantas em fungos de importancia veterinaria (CLEFF et al., 2008).

Nos ultimos anos, diferentes investigacbes tem demonstrado a atividade
antimicrobiana de inUmeros 6leos essenciais, principalmente em relacdo a plantas
pertencentes a familia Lamiaceae, que compreende a horteld, o tomilho, o alecrim, a
manjerona, o manjericao e o orégano (CASTRO et al., 2013; COUTO et al., 2015;
MATOS et al., 2016; SANTIN et al., 2014; WALLER, S. B. et al., 2016). Em sua
maioria, as pesquisas tem sido realizadas através da utilizacdo de técnicas in vitro,
como difuséo, diluicado ou bioautografia (HENRIQUES et al., 2009).

Neste sentido, os extratos de Origanum vulgare tem sido avaliado,
demonstrando atividade bactericida, fungicida e ovicida (CASTRO et al., 2013; CLEFF
et al., 2008, 2013; FREITAS et al., 2013; SANTIN et al., 2014), inclusive em isolados
de Sporothrix schencki e Sporothrix brasiliensis (WALLER, STEFANIE BRESSAN et
al., 2016).

O género Origanum é originario da Asia e da Europa mediterranea, pertence a

familia Lamiaceae e apresenta-se como uma planta herbacea com raizes em forma
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de caules subterraneos, perene, de hastes algumas vezes roxeadas, variando de 30
a 50 cm, com flores esbranquicadas, réseas ou violetas (LORENZI; MATOS, 2008).

A planta inteira ja vem sendo utilizada na medicina caseira, inclusive seu 6leo
€ bastante utilizado na composicdo de aromatizantes de alimentos, além do uso na
fabricagcdo de perfumes. E atribuida a esta planta acéo analgésica, espasmolitica,
sudorifica, estimulante da digestdo, da atividade uterina e em cdlicas, bem como
expectorante (CORREA et al., 2003).

A literatura cita a presenca de 4-terpinol, a-terpineno, timol e carvacrol, como
0S compostos majoritarios presentes no 6leo essencial de O. vulgare, sendo estes
relacionados com a sua atividade antimicrobiana (CLEFF et al., 2008; ROMERO et
al., 2015; SANTIN et al., 2014). J&4 em estudos realizados com extratos aquosos,
observou-se a presenca de flavandéides, que tem sido identificados como apigenina e
luteolina, agliconas, alcoois alifaticos e compostos terpénicos derivados de
fenilpropano (BLANK et al., 2016; JUSTESEN; KNUTHSEN, 2001). Entretanto, sabe-
se gue as plantas medicinais produzem diferentes substancias quimicas a partir dos
nutrientes, agua e luz que recebem, e o fazem em diferentes concentracdes
dependendo de inUmeros fatores relacionados ao ambiente de producéo e da propria
planta (GOBBO-NETO e LOPES, 2006).

Uma vez ja comprovada a atividade in vitro do 6leo essencial e extrato
hidroalcodlico de O. vulgare frente ao Sporothrix sp., observou-se a necessidade em
avaliar a capacidade desses extratos no tratamento da esporotricose experimental

cutanea causada pelo Sporothrix brasiliensis.



3 Materiais e Métodos

3.1 Obtencao dos extratos

As folhas secas de Origanum vulgare foram adquiridas de distribuidor comercial
com certificacdo botanica, e para obtencdo do Oleo essencial as folhas foram
submetidas a extracdo com arraste de vapor em aparelho Clevenger durante 4 horas,
segundo a Farmacopeia Brasileira IV. A secagem foi realizada através da utilizacdo
do sulfato de sédio anidro p.a, sendo, por fim, o éleo essencial foi estocado em frasco
ambar e sob refrigeracéao.

Para a obtengéo do extrato hidroalcodlico, foi realizada a destilagéo fracionada
e levado ao rota-evaporador a pressao reduzida para extracdo do alcool (solvente) da
tintura de O. vulgare, sendo preparada na concentragdo de 10% em &lcool 70°GL de
cereais. A mistura foi colocada em um frasco erlenmeyer revestido com papel aluminio
para evitar o contato com a luz, e deixado durante sete dias a temperatura ambiente,
sendo homogeneizado uma vez ao dia. Depois de uma semana, foi realizada a
filtragem da solucéo e o armazenamento em frasco ambar estéril, segundo protocolo
estabelecido por Schiedeck et al. (2008). ApGs a extragdo do solvente, procedeu-se a
reidratacdo com agua destilada estéril, reconstituindo a concentracdo original do
extrato.

A analise dos compostos quimicos do 6leo essencial de O. vulgare foi realizada
por cromatografia gasosa, no Laboratério de Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA) da Universidade Federal de Pelotas. Sendo

a amostra comparada com padrdes cromatograficos adquiridos comercialmente.

3.2 Preparacédo do in6culo

Para a realizacdo do teste in vivo foi utilizado um isolado de Sporothrix
brasiliensis proveniente de um caso clinico em felino, que estava armazenado na
micoteca do Laboratério de Micologia Veterinéria (MicVet) da Universidade Federal
de Pelotas (UFPel). Inicialmente, o isolado fangico foi cultivado em &gar batata

dextrose (PDA) a 28°C, durante 7 dias, para a obtencéo da fase filamentosa do fungo.
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Posteriormente, foi retirada uma aliquota da cultura e colocada em tubo de ensaio
contendo agua destilada estéril, tendo sua turbidez ajustada através do
espectrofotometro em 70% de transmitancia, alcancando densidade final de 2x103

células/mL.

3.3 Desenvolvimento da esporotricose cutanea experimental

Para a realizagao do teste in vivo foram utilizados 60 ratos machos, adultos e
albinos da linhagem Wistar. Os animais foram acomodados em caixas no Biotério
Central da UFPel e mantidos em condi¢cdes controladas de umidade, temperatura e
ciclo de claro e escuro recebendo, dieta de acordo com peso corporal e dgua ad libitum
durante todo o experimento.

Os animais foram divididos em seis grupos, conforme o tratamento recebido:
ITRA (Itraconazol 10mg/kg), OEO (6leo essencial de Origanum vulgare 3%); EHA
(extrato hidroalcoolico de Origanum vulgare 25%); EHAI (Associacdo de extrato
hidroalcodlico de O. vulgare 25% + itraconazol 10mg/kg); OEOI (Associacao de Oleo
essencial de O. vulgare 3% + itraconazol 10mg/kg); CONT (Tratados com o veiculo -
propilenoglicol), sendo que cada grupo foi composto por 10 animais.

O itraconazol foi adquirido de distribuidor comercial, tendo o nome comercial
preservado por questbes éticas, e, juntamente com o0 Oleo essencial e o extrato
hidroalcodlico, foi encaminhado a uma farmacia de manipulacéo para a realizacao das
solu¢des que seriam administradas nos animais, sendo o propilenoglicol o veiculo
utilizado para todas as solugdes.

Todos os animais foram sedados e inoculados pela via subcutanea no coxim
plantar esquerdo com 0,2 mL de suspenséao do indculo fungico de S. brasiliensis.

O tratamento dos animais experimentais foi iniciado dez dias apds a inoculacéo
fungica, sendo realizado todos os dias, em todos os animais, através da administracédo
de 1mL da solucao de cada tratamento por via oral com auxilio de sonda orogastrica,
durante 30 dias. Os animais pertencentes ao grupo nao tratado receberam 1mL do
veiculo (propilenoglicol). Durante o periodo experimental, foi observado a mortalidade,
a sobrevivéncia e a evolucao da enfermidade em todos os animais.

A cada sete dias era realizada a necropsia de dois animais de cada grupo, para
0 acompanhamento do tratamento, sendo coletados figado, rim, baco, testiculo e

linfonodo regional para analise microbiologica e histopatolégica, sangue, atraves de
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puncdo cardiaca, e baco para a andlise de citocinas e cérebro para a andlise do
estresse oxidativo gerado. Ao final dos 30 dias de tratamento, os sobreviventes de
cada grupo foram necropsiados e também tiveram suas amostras coletadas e
encaminhadas para as respectivas analises. Todas eutanasias foram realizadas
através do uso dos farmacos xilazina e gquetamina, para anestesia prévia, seguidos
de uma dose elevada de tiopental intravenoso, conforme a resolug¢éo n° 1000, de 11
de maio de 2012 do CFMV.

Todo o experimento teve aprovacao do CEEA da Universidade Federal de
Pelotas, sob o niumero de processo 23110.001622/2012-55.

3.4 Avaliacdo hematologica

Amostras de sangue dos animais eutanasiados a cada semana, foram
coletadas através de pulsdo cardiaca e encaminhadas ao laboratério de analises
clinicas da Faculdade de Veterinaria da UFPel, para a realizacdo do hemograma

completo e analise da funcéo hepatica e renal.

3.5 Avaliacéao histopatoldgica

Um fragmento de cada orgao (figado, rim, baco, testiculo e linfonodo) foi
conservado em formol a 10% e posteriormente incluido em parafina, cortada em finas
camadas e corada com Acido Periodico de Schiff (PAS) e coloragdo de Hematoxilina-
Eosina (H&E), para a observacdo tanto das estruturas fungicas como da reacéao

inflamatéria desencadeada pelo fungo nos animais inoculados.

3.6 Avaliacdo microbioldgica

Uma parte de cada 6rgéo coletado (figado, rim, baco, testiculo e linfonodo)
durante a necropsia foi macerada, sofreu uma lavagem com agua destilada estéril e
posterior filtragem em camada de gaze. O sobrenadante retirado, sofreu trés diluicdes
seriadas e as diluicbes foram cultivadas por espalhamento em placas de Petri
contendo agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e cicloheximida e mantidos a

25°C durante 10 dias. Posteriormente foi realizada a caracterizagdo morfolégica
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macroscopica e microscopica do fungo e a contagem das unidades formadoras de

colbnias.

3.7 Avaliagéo das citocinas

Para a realizacdo da avaliagcdo de producdo de citocinas, apds a eutanasia,
uma parte do baco e sangue foram retirados assepticamente e colocados em frasco
estéril com 5 ml de solucdo de HANK’'S para ser encaminhados para analise
laboratorial. Em seguida foi realizada a maceragao dos fragmentos de bagos em placa
de Petri estéril. As células suspensas foram coletadas em Falcon estéril e
centrifugadas por 10 min a 2000g. Em seguida, foi descartado o sobrenadante e
adicionado a solucéo de lise deixado em repouso por 2 min e centrifugado novamente
por 10 min a 2000g. Apos a lise do material, o sobrenadante foi descartado e as
células foram lavadas novamente em solucdo de HANK'’S e centrifugadas por 10 min
a 2000g. Apods o sobrenadante foi descartado, as células foram acondicionadas em
eppendorfs juntamente com a solugdo de TRIzol reagente e armazenadas a -80°C
para o posterior processamento. O mesmo procedimento foi adotado com a amostra
de sangue a partir da etapa onde foi feita a adi¢cdo da solugéo de lise.

As amostras armazenadas em TRIzol foram submetidas ao protocolo para
extracdo de RNA e posteriormente ao protocolo de transformacdo do RNA em cDNA.
As citocinas avaliadas, tanto no ba¢co como no sangue, serdo IL-18, IL-6, IL-10, IL-12

e TNF-a através da utilizagdo da técnica de qPCR.

3.8 Avaliacéo do estresse oxidativo

Para a avaliacdo do estresse oxidativo, os cérebros dos animais foram
coletados assepticamente e acondicionados a -80°C até o dia do processamento.

No momento do processamento das amostras, o cortex cerebral e o hipocampo
foram homogeneizados em um buffer de fosfato de sodio com pH 7.4 contendo KCL
(2:10, wiv). A homogeneizagao foi centrifugada a 3500 rpm durante 10 minutos na
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi imediatamente retirado e utilizado para as

determinacdes bioquimicas.
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3.8.1 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

A formacéo de ROS foi determinada de acordo com o método empregado por Ali et
al. (1992), com algumas modificac6es. Neste ensaio, a oxidacdo do diacetato de
diclorodi-hidrofluoresceina (DCFH-DA) em diclorofluoresceina fluorescente (DCF) foi
medida para a detec¢cdo de ROS intracelulares. Os niveis de EROs foram expressos

como pmol DCF / mg de proteina.

3.8.3 Substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Para a determinacdo da peroxidacao lipidica, os niveis de TBARS foram medidos de
acordo com o método descrito por Ohkawa et al. (1979) e relatados como nmol
TBARS/ mg de proteina.

3.8.4 Sulfidrilas (SH)

As sulfidrilas foram medidas de acordo com Aksenov and Markesbery (2001) cuja
tecnica € baseada na reducdo de DTNB pelos tidis que por sua vez, se tornam
oxidados (dissulfeto) gerando um derivado amarelo (TNB) cuja absorcédo € medida
espectrofotometricamente a 412 nm. Resumidamente, os homogenatos foram
adicionados a tampéao PBS pH 7,4 contendo EDTA. A reacéo foi iniciada pela adicao
de &cido 5,5-ditio-bis (acido 2-nitrobenzéico) (DTNB). Os resultados foram relatados

como nmol TNB por mg de proteina.

3.8.5 Atividade de superdxido dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi medida pelo método descrito por Misra & Fridovich (1972) e a

atividade especifica é relatada como unidades / mg de proteina.

3.8.6 Atividade de Catalase (CAT)
A atividade da CAT foi avaliada de acordo com o método descrito por Aebi (1984)
baseado na decomposicédo de H202 monitorada a 240 nm a temperatura ambiente. A

atividade especifica é relatada como unidades / mg de proteina.

3.9 Analise do efeito dos extratos sobre as estruturas do fungo S. brasiliensis
Com o intuito de avaliar a interagcédo dos extratos de O. vulgare sobre a parede celular

de S. brasiliensis desenvolveu-se o ensaio de sorbitol com o auxilio do Laboratério de
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Micologia Aplicada da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul.

Para tal, seguiu-se a metodologia empregada por MOREIRA et al. (2010) e
CARRASCO et al. (2012). As determinagcBes das CIMs dos extratos e antifingico
selecionado (Anidulafungina) foram conduzidas sem e com adi¢ao de sorbitol (Sigma-
Aldrich) na concentracéo de 0.8 M. O sorbitol comercial foi dissolvido no préprio meio
de cultura (meio RPMI 1640, contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sédio,
tamponado a pH 7.0 com MOPS 0.165 mol.L?; Sigma-Aldrich). Incubou-se as
microplacas até 168 h a 30 °C (estufa DE LEO). A CIM foi determinada visivelmente
pela auséncia ou presenca de crescimento fungico, comparado com o controle sem
tratamento.

Realizou-se uma leitura das placas com 3 dias e outra com 7 dias. Para a
determinacao do efeito antifungico, conforme a CLSI (M38-A2; 2008; p. 26 — Appendix
A, MECs of Caspofungin and Anidulafungin), determinou-se a concentragdo efetiva
minima (CEM), que é a menor concentracdo do agente antifingico que leva ao
crescimento de hifais pequenas, arredondadas e compactas, comparadas com 0
controle sem tratamento. Essa terminologia é usada para as equinocandinas. O

ensaio foi realizado em duplicata.

3.10 Analise do efeito de complexacdo com ergosterol exdégeno (ensaio do
ergosterol qualitativo)

A metodologia empregada foi realizada segundo MOREIRA et al. (2010) e
CARRASCO et al. (2012). Nesse ensaio as determinacbes das concentraces
inibitérias minimas (CIMs) dos extratos e antifungico (Anfotericina B) selecionado
foram conduzidas sem e com adicdo de ergosterol (Sigma-Aldrich), nas
concentragdes de 50.0 a 200.0 pg.mL-1. O ergosterol comercial foi dissolvido em
dimetilformamida (Sigma-Aldrich) e diluido no meio de cultura (meio RPMI 1640,
contendo L-glutamina, sem bicarbonato de soédio, com 2 % de glicose, tamponado a
pH 7.0 com MOPS 0.165 mol.L-1; Sigma-Aldrich), de forma que a concentracgéao final
do solvente orgéanico fosse de 0.1%. Incubaram-se as microplacas até 168 h (7 dias)
a 30 °C (estufa DE LEO). A CIM foi determinada visivelmente pela auséncia ou
presenca de crescimento fangico, comparado com o controle sem tratamento.
Realizou-se uma leitura das placas em 3 dias e outra em 7 dias. O ensaio foi realizado

em duplicata.
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3.11 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPadPrism 6.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, E.U.A.). As varidveis paramétricas foram
testadas pelo one-way ANOVA, pelo teste de Tukey e pelo teste post hoc de
Bonferroni, com P <0,05 considerado representar uma diferenca significativa na

analise.



4 Resultados e Discussao

Dez dias ap6s a inoculacdo, deu-se inicio a administracdo dos diferentes
tratamentos nos animais experimentais. Nesse momento (dia zero), realizou-se uma
avaliacao clinica de todos animais, sendo possivel observar que todos os animais
apresentavam edema no membro posterior esquerdo, aumento no linfonodo popliteo,
presenca de secrecédo purulenta no ponto de inoculagao e dificuldade de locomocgéo.
Segundo a literatura, a presenca de secrec¢do purulenta e lesdes nodulares indicam o
desenvolvimento da esporotricose experimental (ANTUNES et al., 2009). As
avaliacbes clinicas foram mantidas durante todo o periodo experimental,
semanalmente os animais eram avaliados quanto a formacdo de edema e a
dificuldade de locomocgéo e classificados em graus, sendo o mais grave considerado
trés cruzes (+++) e 0 mais leve uma cruz (+). Os resultados da avaliacdo no decorrer

das semanas de tratamento sdo apresentados nas figuras de 1.
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Figura 1. Evolucado da avaliacéo clinica ao longo das 4 semanas de tratamento dos
animais nos diferentes grupos. A:CONT; B:ITRA; C: OEO; D: OEOI
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De acordo com a avaliagdo clinica (Figuras 1) podemos observar que 0s
animais pertencentes aos grupos OEO e OEOI ao final do tratamento, apresentaram
remissao do edema, assim como ocorréncia de cicatrizacdo no local de inoculagéo.
Entretanto, os grupos ITRA e CONT néo apresentaram desaparecimento total dos
sinais observados inicialmente, havendo melhora na dificuldade de locomocéao.
Segundo a literatura, animais com esporotricose cutanea experimental, tratados com
itraconazol, tendem a ter a leséo cicatrizada ao final de 30 dias (ANTUNES et al.,
2009), fato ndo observado durante o estudo, uma vez que mesmo depois de 30 dias
de tratamento, os animais tratados com itraconazol ainda apresentavam lesdes no
ponto de inoculacdo, edema no membro e aumento do linfonodo popliteo.

O isolado utilizado para o estudo tratou-se de um isolado felino armazenado na
micoteca (MicVet — UFPel), tendo como caracteristica ser resistente ao itraconazol in
vitro e produtor de melanina. A capacidade de produzir melanina por parte dos
isolados de Sporothrix tem sido descrita como um importante fator de viruléncia
(MARIO et al., 2016; ROMERO-MARTINEZ et al., 2000) Estudos in vitro, avaliando a
sensibilidade de isolados humanos e animais, vem descrevendo a existéncia de uma
resisténcia maior por parte dos isolados de animais, especialmente de isolados de
felinos em relagdo aos de humanos (MARIMON et al., 2007; MEINERZ et al., 2007;
OLIVEIRA et al.,, 2011). Outro fator importante que determina o surgimento de
resisténcia € o uso indiscriminado de antifungico (SCHUBACH et al., 2004). Ao avaliar
a suscetibilidade in vitro de isolados de fungos do complexo Sporothrix schenckii
pertencentes aos estados do RS, RJ, MG e SP frente ao itraconazol, Stopiglia e
colaboradores (2014) confirmaram a existéncia de isolados resistentes no estado do
Rio Grande do Sul(STOPIGLIA et al., 2014).

Em decorréncia da escassez de estudos, ainda se sabe pouco a respeito dos
fatores de viruléncia do Sporothrix spp., parte por ndo ser possivel realizar estudos
genéticos classicos em Sporothrix spp. uma vez que a fase teleomdérfica ainda é
desconhecida. No entanto, alguns provaveis fatores de viruléncia tém sido propostos,
como a termotolerancia, a atividade proteolitica, a producdo de urease, producédo de
adesinas, existéncia do peréxido de ergosterol e a presenca de melanina (FREITAS,
2014).

Durante as quatro semanas de tratamento os grupos OEO, OEOI, EHAI e o
CONT apresentaram um ganho de peso crescente a cada semana. Entretanto, o que

chamou a atencéo € o fato de que o grupo EHA, que era o grupo com menor meédia
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de peso no inicio do experimento, com o decorrer das semanas foi 0 grupo que
apresentou a maior média de ganho de peso no final do estudo (Figura 2). Em
contrapartida, o grupo tratado com o antifingico comercial itraconazol mostrou um
comportamento discrepante uma vez que, na Ultima semana de tratamento, 0s
animais apresentaram uma queda no ganho de peso. Segundo a literatura, um dos
efeitos adversos observados com o uso do itraconazol em gatos, € a perda de peso e
apatia (PEREIRA et al., 2009). Este efeito pode ter sido contornado nos animais
tratados com a associagcdo de extratos e itraconazol, pois a perda de peso néo foi
observada nestes grupos, nem nos grupos onde o extrato foi administrado sozinho

pode-se observar a sua presenca.
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Figura 2. Média dos pesos no inicio e no fim do tratamento.

Com relacéo a avaliacdo hematoldgica, durante todo o periodo de tratamento,
nenhum animal apresentou alteracées na série vermelha, tendo valores dentro da
normalidade. Alteragdes como anemia, elevacao dos niveis de proteinas plasmaticas
totais (PPT), reducdo do hematdécrito, da hemoglobina e da contagem de hemacias,
foram descritas em ratos com esporotricose experimental sistémica (MEINERZ et al.,
2008). O fato de nosso estudo nao ter apresentado valores alterados na série
vermelha, pode ser atribuido ao fato de que a esporotricose foi induzida para se
manifestar de forma cutanea e nao sistémica, forma menos invasiva e que pode nao
causar alteracdes a nivel de série vermelha.

Como valores de referéncia de ureia e creatinina foram utilizados 31-48mg/dL

e 0,2-0,3mg/dL, respectivamente. Todos 0s grupos mantiveram 0s niveis de ureia e
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creatinina dentro dos valores fisioldégicos durante todo o periodo de tratamento, nao

divergindo estatisticamente entre os grupos (Tabela 6).

Tabela 1 — Média e desvio padrao dos parametros de ureia e creatinina durante os 30
dias de tratamento nos diferentes grupos.
UREIA CREATININA
(Médiatdesvio (Médiatdesvio

padréo) padréo)
CONT 41,12 + 2,29 0,25+ 0,05
OEO 42,25 + 4,57 0,25 £ 0,05
OEOI 43,62 + 6,90 0,27 + 0,05
EHA 43,67 + 6,88 0,23 £ 0,05
EHAI 39,67 + 6,10 0,2
ITRA 42,50 £ 5,98 0,24 + 0,05

Para avaliar a fungdo hepatica dos animais, foram analisadas as enzimas AST
(aspartato transaminase) e ALT (alanina aminotransferase). Os valores de referéncia,
segundo o Canadian Council on Animal Care — CCAC (2011), utilizados foram para
AST: 39 a 92 U/L e para ALT: 17-50 U/L. Todos os animais mantiveram valores da
enzima ALT dentro do padrdo esperado para a espécie, porém, a enzima AST teve
seu valor aumentado em todos os grupos, durante as quatro semanas de tratamento.

Um estudo avaliando o perfil hematolégico e bioquimico de animais com
esporotricose experimental sistémica também documentou a alteragédo de ALT, sendo
sua causa atribuida também a disseminacdo do agente através do parénquima
hepético (MEINERZ et al., 2008). A literatura ressalta que a ALT € um indicador mais
sensivel de hepatotoxicidade do que a AST, uma vez que a presenca da Ultima pode
ser detectada em todos os tecidos corporais, tais como figado, coracdo, musculo
esquelético, rins, dentre outros (REIS et al., 2011). Entretanto, os resultados diferem
de Coqueiro e colaboradores (2012) que ao avaliar o efeito da infusdo de O. vulgare
no perfil bioquimico de ratos Wistar, ndo observou nenhuma alteracao significativa nos
niveis de AST e ALT no grupo tratado durante 30 dias com o produto.

Com relagdo a série branca, os valores de referéncia adotados foram, para
leucécitos totais, de 4-12x103/uL (PAIVA et al., 2005). A tabela 7 mostra os valores de
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leucécitos totais obtidos durante as quatro semanas de tratamento nos diferentes
grupos experimentais.

Conforme podemos observar com os resultados apresentados na figura 3, 0s
animais do grupo controle apresentavam leucocitose durante as quatro semanas de
tratamento. Ja os grupos tratados com 0leo essencial de O. vulgare associado com
itraconazol e extrato hidroalcodlico de O. vulgare apresentaram leucocitose nas duas
primeiras semanas de tratamento, voltando aos niveis fisioldgicos a partir da terceira
semana de tratamento e mantendo-se assim até o final do experimento. O grupo
tratado com itraconazol apresentou leucocitose na primeira e na quarta semana de
tratamento, enquanto o grupo tratado com a associacao de itraconazol com extrato
hidroalcodlico de O. vulgare apresentou leucocitose somente na primeira semana de
tratamento. O grupo tratado com o 6leo essencial de O. vulgare foi o Unico a ndo
apresentar nenhuma alteragéo na série branca durante todo o periodo de tratamento.
Em um estudo conduzido onde foram avaliados 15 felinos com esporotricose, pode-
se observar que 73,3% dos animais apresentaram alteracfes na série branca e/ou
vermelha, sendo estas, principalmente, leucocitose por neutrofilia e anemia (MADRID;
MATTEI; TELES,; et al., 2012).
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Figura 3. Valores médios de leucdcitos totais para os diferentes tratamentos durante

as quatro semanas de acompanhamento.
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Durante as necropsias, observamos diversas alteracdes macroscépicas, como
presenca de pontos esbranquicados, degeneracéo e aspecto friavel nos rins, figado
(Figura 4A) e baco dos animais. A avaliacéo histopatoldgica dos 6rgdos nos mostrou
gue as alteragcbes observadas macroscopicamente como pontos esbranquicados e
degeneragdo foram classificadas microscopicamente como sendo presenca de
granulomas multifocais, infiltrado mononuclear e presenca de células fungicas (Figura
4B). Os grupos de animais OEO e EHA ndo apresentaram nenhuma alteracdo
microscépica em rins, figado e baco durante todo o experimento. Lesdes do tipo
piogranulomatosas e granulomatosas sao descritas como classicas nos casos da
esporotricose (ANTUNES et al., 2009; FONTES et al., 2016; MADRID et al., 2007).

Figura 4. Lesbes observadas no figado dos animais do grupo controle. A:

Macroscopicamente; B: microscopicamente; C: retroisolamento

Os achados histopatolégicos dos coxins plantares dos grupos CONT, ITRA,
OEO, OEOI, EHA e EHAI nos revelaram que, mesmo depois de 4 semanas de
tratamento, todos 0s grupos experimentais apresentavam células fangicas no coxim
plantar (ponto de inoculacéo), diferentemente do observado em um estudo realizado
avaliando a agéo do itraconazol e da terbinafina frente a esporotricose experimental
cutanea, onde foi possivel observar a remissao das lesdes e o desaparecimento das
estruturas fungicas no grupo tratado com itraconazol (ANTUNES et al., 2009). Além
disso, todos o0s grupos apresentaram area focal extensa de infiltrado
piogranulomatoso e necrose.

E importante ressaltar que, apesar de existir a presenca de infiltrado
piogranulomatoso e estruturas fangicas nos coxins dos animais pertencentes aos

grupos tratados com o 6leo essencial (EHA e OEO), o tratamento foi eficaz na
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prevencdo da disseminacdo do agente para 6rgdos como figado, rins e baco, ndo
ocorrendo o mesmo nos demais grupos estudados.

Mesmo sendo efetivo o tratamento com itraconazol, em muitos pacientes
felinos, casos de falha terapéutica tém sido descritos (GREMIAO et al., 2011;
SCHUBACH et al., 2004). Crothers e colaboradores (2009) descreveram um caso de
um felino com esporotricose, com lesdes localizadas na regido nasal, tratado com
itraconazol, por via oral na dose de 10 mg/kg/dia, por um periodo de 4 anos. Segundo
Malik et al. (2004), micoses localizadas na regido nasal nos felinos sé@o de dificil cura.
A falha terapéutica também vem sendo associada ao uso indiscriminado do
itraconazol nas clinicas médicas humanas e veterinarias (BUSTAMANTE; CAMPOS,
2004; MEINERZ et al., 2007).

O abandono e a solicitagdo de eutanasia do paciente por parte dos tutores,
sdo fatores que também sdo comumente observados, principalmente pelo fato de que
existe um longo periodo de tratamento, além da possibilidade de aquisicdo da doenca
por um membro da familia (PEREIRA et al., 2009; SCHUBACH et al., 2004)

O retroisolamento do Sporothrix brasiliensis nos 6rgéos coletados ocorreu nos
diferentes grupos no decorrer das semanas conforme ilustrado nos gréaficos a seguir
(Figura 5). Essa espécie é resultante de um desdobramento clonal da espécie
Sporothrix schenckii sensu stricto e € considerada a mais patogénica dentro do
complexo (FERNANDES et al.,, 2013). Borba-Santos et al. (2015) ao avaliarem a
atividade in vitro de inumeros isolados de S. brasiliensis frente ao itraconazol
observaram que isolados recentes (2011-2012) apresentaram valores maiores de CIM
e CFM que isolados obtidos antes de 2004, sugerindo a ocorréncia de alteracdes que
tornaram o microrganismo resistente aos antifingicos utilizados para o tratamento da

micose.
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Figura 5. Média de unidades formadoras de coldnias nos diferentes 6rgéos coletados

durante as 4 semanas de tratamento

N&o existe valores de CIM e CFM padronizados para o itraconazol frente ao S.

brasiliensis porém diversos autores consideram o microrganismo sensivel ao farmaco

guando os valores de CIM sdao menores ou iguais a 1pg/mL (MCGINNIS et al., 2001,

MEINERZ et al., 2007; REX et al., 2001).

Nas ultimas décadas, houve um ressurgimento do interesse nas plantas como

fontes de novos agentes terapéuticos. Neste sentido a pesquisa com extratos

vegetais, tem obtido destaque, uma vez que os resultados demonstram atividade de

diversas plantas em fungos de importancia veterinaria (CLEFF et al., 2008).
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A acédo antifungica de extratos de Origanum vulgare, principalmente na forma
de oOleo essencial, vem sendo avaliada e comprovada por diversos autores (CASTRO
et al.,, 2013; CLEFF et al., 2008, 2013; SANTIN et al., 2014). Através de testes de
toxicidade, foi possivel observar que, quando administrado por via oral, o 6leo
essencial de O. vulgare, na concentracdo de 3%, ndo possui efeitos toxicos e é
considerado seguro para a administracdo, ndo sendo recomendado para machos e
fémeas em fase reprodutiva (HOLLENBACH, 2013).

Concomitantemente com 0s estudos acerca de sua acéo e de seus efeitos no
organismo, vem-se tentando elucidar quais seriam 0s principais componentes que
estdo envolvidos na sua acao, para tal, se faz necessario a analise dos constituintes
através da cromatografia. A andlise cromatografica do 6leo essencial de O. vulgare
utilizado neste estudo demonstrou a presenca de 15 compostos, destacando-se 0 y-
terpinene (pico 11), 4-terpineol (pico 17), a-terpineol (pico 18) e Hidroxy-p-cymene
(pico 24) (Fig. 6). Seus componentes bioativos tem atividade antimicrobiana bem
documentada, com atividade inibitéria contra bactérias e fungos, incluindo Sporothrix
spp. (LIS-BALCHIN et al., 1998; DELAQUIS et al., 2002; SAGDIC & OZCAN, 2003;
NAZER et al., 2005 ; SEYDIM & SARIKUS, 2006 ; CLEFF et al., 2010).
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Figura 6. Cromatograma do 6leo essencial de O. vulgare.

Sabe-se que 0s 0leos essenciais sdo compostos por uma mistura variavel de
terpenoides e hidrocarbonetos de baixo peso molecular, como: alcoois, aldeidos,
acidos, cumarinas, entre outros (BLANK et al., 2016). Fendis, como carvacrol, timol,

gamaterpeno e p-cimeno, representam 70,2% a 98% dos compostos ativos do 0Oleo



47

de O. vulgare (BAMPIDIS et al., 2005) porém, estudos demonstram que a atividade
antimicrobiana néo se deve somente a presenca de carvacrol e timol, mas a presenca
de outros componentes que, em baixas concentracdes, podem provocar interacoes
sinérgicas, aditivas ou antagdnicas (CHORIANOPOULOS et al., 2004).

(BAYDAR et al., 2004) ao testarem dois 6leos essenciais de O. vulgare, um
com 53% de carvacrol e timol e outro com 87%, observaram que o com menor
concentracéo destes constituintes apresentou uma acao antimicrobiana mais efetiva,
sendo atribuida a presenca de p-cimeno e y-terpineno, quando comparado ao 6leo
gue apresentava maior concentracao de timol e carvacrol. (ULTEE et al., 2000) afirma
gue, quando utilizado isoladamente, o p-cimeno nao tem efeito antibacteriano, porém,
se combinado ao carvacrol, ocorre um sinergismo entre os dois, potencializando o
efeito do carvacrol.

Os resultados da analise do efeito sobre a parede celular fiangica demonstrou
gue tanto o 6leo quanto o extrato hidroalcodlico de O. vulgare ndo possuem acao
inibida pelo sorbitol, consequentemente podemos afirmar que estes produtos nao
agem a nivel de parede celular, pelas condicbes avaliadas nesse experimento, uma
vez que foi observada a mesma leitura de CIM tanto na presenca como na auséncia
de sorbitol em todas as leituras. Para podermos afirmar que o produto age a nivel de
parede celular, a CIM de uma substancia que age na parede aumente na presenca de
sorbitol, ja que 0 mesmo realiza um processo de protecdo osmotica da parede celular
fungica (FROST et al., 1995).

J& a partir dos resultados obtidos com o ensaio do ergosterol qualitativo,
pudemos concluir que tanto o Oleo essencial de O. vulgare quanto o extrato
hidroalcodlico de O. vulgare agiram a nivel de complexacdo com o ergosterol, uma
vez que os resultados das duas leituras apresentaram um aumento de 4 vezes da
CIM, quando na presenca de ergosterol na maior concentragéo (200 pg/mL), conforme
mostra a tabela 2. O ergosterol é o principal esterol das leveduras e muitos outros
fungos, modulando a fluidez da membrana e evitando suas alteracdes, além de
regular o crescimento e proliferacéo fungica (GEORGOPAPADAKOU et al., 1987).
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Tabela 2 - Leitura das CIM referentes a andlise do efeito de complexacdo com

ergosterol exdgeno
12 LEITURA (3 dias) 22 LEITURA (7 dias)
CiIM5 CIM1

OEO 0,0r 0,07 0,07 0,07 0,28 0,0 0,07 0,07 0,07 0,28

EHA 5 5 10 20 > 20 5 5 10 20 > 20
ANFO 1 16 > > >256 1 > > > > 256
256 256 256 256 256

CIM1 corresponde a CIM sem adi¢céo de ergosterol comercial; CIM2, CIM3, CIM4 e
CIM5, correspondem a CIM com adi¢ao de ergosterol na concentragéo de 50 pg/mL,
100 pg/mL, 150 pg/mL e 200 pg/mL, respectivamente. CIM dos produtos em mg/mL e

CIM da anfotericina B em pg/mL.

Este teste consiste em detectar se um composto atua por ligacao ao ergosterol
da membrana dos fungos, para isso € fornecido ergosterol exdgeno as substancias-
teste, que, uma vez possuindo afinidade por esterois, formam rapidamente um
complexo com o ergosterol comercial fornecido, evitando-se assim a complexac¢éo
com o ergosterol proprio da membrana celular fungica; como consequéncia, ha um
aumento da CIM para esses compostos, conforme observado nos nossos resultados
(CARRASCO et al., 2012).

Couto et al. (2015) ao avaliarem a acao in vitro do 6leo essencial de O. vulgare
frente a isolados de S. schenckii e S. brasiliensis, através da utilizacéo de técnicas de
microscopia eletrbnica, observaram que, o0 Oleo essencial causa alteracdes
morfologicas na estrutura fangica similar ou até mesmo maiores que as observadas
nas drogas como anfotericina B e cetoconazol.

Sabe-se que a anfotericina B é capaz de formar complexos com o ergosterol,
causando a formagédo de poros na membrana que resultam em perda de sua
integridade e rapido extravasamento de potassio e outros ions, ocasionando a morte
celular (LEMKE et al., 2005). A partir dos resultados obtidos com este teste pode-se
dizer que o 6leo essencial de O. vulgare em questao foi capaz de atuar no ergosterol

da membrana fangica, levando a morte da célula fungica em questéo.
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Os niveis de CAT, TBARS, SOD, ROS, SH e Nitrito se mantiveram sem
diferirem estatisticamente entre si (p>0.05) em todos o0s grupos experimentais (Figura
7).

ROS 30 dias Nitrito 30 dias TBARS 30 dias

@ & % &
&L A (&) o \é’b o

SH 30 dias SOD 30 dias CAT 30 dias

Figura 7. Niveis de ROS, Nitrito, TBARS, SH, SOD e CAT ap0s 30 dias de tratamento

em ratos inoculados com S. brasiliensis

O estresse oxidativo desempenha um papel importante dentro da
patogenicidade de diversas doencas infecciosas (CASTRO et al., 2017). Um estudo
avaliando a existéncia de estresse oxidativo em ratos inoculados com Sporothrix
schenckii demonstrou que os niveis de TBARS, CAT e SOD tiveram aumento
significativo apenas 40 dias pos infeccao.

As analises das citocinas foram processadas até a etapa de transformacao em
cDNA, os primers para fazer o RT-PCR foram encomendados, porém até a data da
entrega do material escrito ainda ndo haviam chegado impossibilitando sua concluséao,

gue sera realizada assim que possivel.



5 Consideracfes Finais

Ao acompanhar a evolucao clinica dos animais com esporotricose experimental
cutanea causada pelo S. brasiliensis, pudemos concluir que, os animais tratados com
0 0Oleo essencial de O. vulgare, 6leo essencial de O. vulgare associado ao itraconazol,
extrato hidroalcoolico de O. vulgare e extrato hidroalcodlico de O. vulgare associado
ao itraconazol apresentaram remissdo do edema, assim como ocorréncia de
cicatrizacdo no local de inoculacéo. Entretanto, o grupo tratado com itraconazol e 0
grupo controle ndo apresentaram desaparecimento total dos sinais observados
inicialmente, indicando a ndo remissao clinica da doenca.

Ao final do experimento, com os dados obtidos observamos que, os animais
pertencentes aos grupos tratados com o extrato hidroalcodlico de O. vulgare e com o
Oleo essencial de O. vulgare ndo apresentaram nenhuma alteracdo microscopica em
rins, figado e baco durante todo o experimento, diferentemente dos animais dos
demais grupos experimentais, indicando assim um possivel efeito dessa planta
impedindo a disseminacéo da doenca.

Pudemos concluir também que, tanto o Oleo essencial quanto o extrato
hidroalcoolico utilizados no experimento agem a nivel de complexa¢éo do ergosterol,
mecanismo de acao similar com o observado na anfotericina B.

N&o houve nem o impedimento do surgimento, nem o agravamento do estresse
oxidativo gerado na esporotricose com o0 uso dos diferentes tratamentos durante o

tempo de avaliagao da doenca.
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Anexo | - Documento da Comisséo de Etica e Experimentacdo Animal

Pelotas, 22 de marco de 2012

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagéo Animal (CEEA)
Para: Professor Mario Carlos Aratijo Meireies

Faculdade de Veterindria
Senhor Professor:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Prospec¢do de plantas da familia
Lamiaceae para o tratamento e controle da esporotricose”, processo
n°23110.001622/2012-55, sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugdo,
considerando ser o assunto pertinente € a metodologia compativel com os principios
éticos em experimentagdo animal e com os objetivos propostos.

Solicitamos, apos tomar ciéncia do parecer, reenviar o proeesso a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(codigo para cadastro n® CEEA 1622).

Sendo o que tinhamos para o momenio, subscrevemo-nos.

Prof. Dr. Eyérton Fagonde da Silva
Presidente du CEEA

Ciente em: A5 /| Q9 2012

Assinatura do Professor Responsavel:
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Anexo Il - Documento estagio em Toulouse — Franca

=INRA T@X/i 1

Isabefle Oswald

Oivectaur de Recherche

Par la présente, je soussignée, Dr Isabelle OSWALD, frangaise, directrice
de recherche chercheur a I''NRA de Toulouse — France (matricule XXX), co-
conseillée de la thése de CAROLINE BOHNEN DE MATOS dans le programme
de doctorat en vétérinaire, atteste que la candidate a effectué un stage sous ma
direction a INRA ToxAlim, du 03/mars/2016 au 01/juin/2016. Ce stage était
focalisé sur I'extraction d'’ARN pour la réalisation de PCR

Je promets de garder co-orientation et le suivi des étudiants pendant la
période du stage a I'étranger, en collaboration avec le superviseur de l'institution
brésilienne, la conduite des activités proposées dans le plan et le calendrier
approuvé ici, y compris les efforts visant a I'étudiant présenter I'engagement
requis, afin de rentabiliser les activités, qui seront évalués au moyen de rapports
périodiques. Je certifie également que I'étudiant a la compétence requise dans la
langue frangaise pour communiquer et développer le travail prévu.

Fait & Toulouse le 24 Aout 2016
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Tosicologe Allmentaire— Research Centre In Food Toxicology Centre de Recherches de Toulowse
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