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RESUMO

A esporotricose, uma micose subcutdnea causada por fungos do género Sporothrix, tem o
itraconazol como terapia de primeira escolha. Relatos de resisténcia tém sido observados tanto
ao itraconazol quanto a anfotericina B, culminando em falhas nos tratamentos e surgimento
de casos clinicos com infec¢des pulmonar ou sistémica. O objetivo deste estudo foi avaliar in
vitro o efeito dos 6leos essenciais (OEs) de Melaleuca alternifolia Cheel (Myrtaceae), Citrus
limon (L.) Burm.f. (Rutaceae), Caryocar brasiliense Cambess (Caryocaraceae), Pelargonium
graveolens L'Hér (Geraniaceae) e extrato de propolis isolado ou em associagdo, na inibicao
do crescimento de S. schenckii. Os métodos utilizados foram Kirb-Bauer, difusdo de disco em
agar, Concentracao Inibitéria Minima e Concentracdo Fungicida Minima. Os 6leos essenciais e
o extrato de propolis inibiram o crescimento fingico, superando os efeitos do itraconazol. Este
foi capaz de inibir o crescimento de S. schenckii até a diluicdo de 4mg.mL"' (diluigdo 107). Os
OEs de melaleuca, geranio, limao, todos na concentragdo de 10mg.mL"' e extrato de propolis na
concentrag¢do de 20mg.mL"!, foram capazes de inibir, respectivamente, o desenvolvimento desse
fungo em concentragdes inferiores a 0,325mg.mL" (dilui¢ao 10°), a 0,15625mg.mL" (diluigdo
107), a 0,325mg.mL" (dilui¢ao 10*) e a 0,625mg.mL" (dilui¢do 10°). Os dleos essenciais de
geranio e melaleuca apresentaram os melhores efeitos inibitorios e potencial fungicida contra
S. schenckii. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que futuros testes in vivo sejam feitos
para avaliar a eficacia desses fitoterapicos como tratamento alternativo contra a esporotricose.
Palavras-chave: Esporotricose. Fitoterapia. Oleo essencial.

ABSTRACT

Sporotrichosis, a mycosis caused by fungus of the genus Sporothrix, has the itraconazole therapy
of first choice. Resistance reports have been observed to both Itraconazol and amphotericin B,
culminating in treatment failures and clinical cases like pulmonary or systemic infections. The
aim of this study was to evaluate in vitro the effect of essential oils from Melaleuca alternifolia
Cheel (Myrtaceae), Citrus limon (L.) Burm.f. (Rutaceae), Caryocar brasiliense Cambess
(Caryocaraceae), Pelargonium graveolens L'Hér (Geraniaceae) and pure propolis extract
or associated in inhibiting of S. schenckii growth. The methods used were Kirb-Bauer, disk
diffusion on agar, Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Fungicide Concentration.
The essential oils and the propolis extract were effective in inhibiting fungal growth, overcoming
the effects of itraconazole. Itraconazole was able to inhibit the growth of S. schenckii up to a
dilution of 4mg.mL" (10 dilution). The essential oils of melaleuca, geranium, lemon, all at a
concentration of 10mg.mL"! and propolis extract at a concentration of 20mg.mL"!, were able to
inhibit, respectively, the development of this fungus at concentrations lower than 0.325mg.mL"!
(10¢ dilution), 0.15625mg.mL" (107 dilution), 0.325mg.mL"!' (10 dilution) and 0.625mg.mL"!
(10 dilution). Geranium and melaleuca essential oils showed the best inhibition and fungicidal
potential against S. schenckii. These results suggest the importance of in vivo tests to evaluate the
use of these herbal medicines as an alternative treatment against sporotrichosis.

Keywords: Essential oils. Phytotherapy. Sporotrichosis.
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INTRODUCAO

A esporotricose ¢ uma micose subcutanea causada
por fungos do género Sporothrix que acomete animais e
humanos, sendo o gato doméstico importante fonte de
infeccdo para o homem. Nos felinos, os sintomas mais
comuns sao lesdes de pele na regido cefalica, membros e
extremidades da cauda. Em humanos, a infec¢ao de pele ¢
frequente, porém pode evoluir e acometer diversos tecidos
e orgaos internos em individuos imunocomprometidos ou
com doengas crdnicas pré-existentes (Gondim & Leite,
2020). A contaminagao por fungos ocorre pela inoculagao
de Sporothrix sp. na derme, principalmente por meio de
arranhodes, de lesdes por farpas de madeira e por espinhos
de plantas. Também pode ser transmitida por mordida ou
arranhdo de animais infectados e até mesmo em casos
mais raros (Lima, 2017).

Os fungos do género Sporothrix sdo ascomicetos,
saprofitos, termotolerantes e dimorficos, crescendo como
levedura a 37 °C e como micélio em temperatura ambiente
em 25 °C. Suas principais espécies sao S. schenckii,
S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. albicans, S.
luriei, as quais podem ser encontradas na vida saprofita
em vegetais, no solo, na agua contaminada e parasitando
animais (Lima, 2017).

A disseminacao da doenca ¢ mundial, ocorrendo
principalmente em regides tropicais e subtropicais, como
o Brasil, em que a incidéncia de esporotricose contraida
pelo contato com gatos infectados estd aumentando. Em
estudo com 161 cepas de Sporothrix sp., provenientes
de amostras clinicas e ambientais de diversas regides do
Brasil, comprovou-se que as espécies S. brasiliensis, S.
globosa, S. mexicana e S. schenckii apresentavam maior
distribuicdo geografica no pais (Macedo-Sales et al.,
2019).

Itraconazol, terfinafina, iodeto de potassio e
anfotericina B sdo medicamentos para tratamento da
esporotricose (Kauffman, Bustamante, Chapman &
Pappas, 2007), mas o itraconazol ¢ o medicamento
de primeira escolha prescrito. Estudos tém relatado,
entretanto, a existéncia de isolados resistentes a esse
medicamento, o que tem levado a falhas terapéuticas e
a disseminagdo de micoses, além de longa duracao do
tratamento, alto custo e toxicidade (Queiroz-Fernandes
& Magalhaes, 2020). Esses relatos refletem a necessidade
de métodos alternativos no tratamento da esporotricose,
sendo as plantas medicinais uma possibilidade, uma vez
que possuem alta diversidade de compostos quimicos e
potencial antimicrobiano (Lima, 2017).

Os medicamentos fitoterapicos sdo preparados a
partir de partes de plantas e apresentam grande eficacia no
tratamento ou na prevengao de diversas doencas em todo o
mundo, podendo ser utilizados na forma de ceras, extratos e
0leos essenciais (OEs) (Cardoso etal., 2013). Ouso de OEs
foi adotado desde o inicio da vida primitiva e seu uso tem
crescido entre a populacao atual. Estudos relatam que os

OEs possuem extensa atividade séptica e medicamentosa,
sendo amplamente utilizados no tratamento e prevencao
de doencas (Bakkali, Averbeck, Averbeck & Idaomar,
2008). Isso se deve aos OEs serem compostos naturais,
liquidos, complexos, bioativos, volateis e de cor e odor
caracteristicos, formados por metabolitos secundarios de
plantas aromaticas (Almeida, Almeida & Gherardi, 2020).

No presente estudo, foram escolhidos quatro OEs
que apresentavam dados relevantes como antimicrobianos
na literatura, sendo os OEs de Melaleuca alternifolia
Cheel (Myrtaceae), Citrus limon (L.) Burm.f. (Rutaceae),
Caryocar  brasiliense  Cambess  (Caryocaraceae),
Pelargonium graveolens L'Hér (Geraniaceae) e, além
desses OEs, o extrato de propolis.

M. alternifolia pertence a familia Myrtaceae,
comumente conhecida como “arvore do cha” ou melaleuca,
possui grande importancia medicinal devido a presenga
em sua composi¢ao de compostos ativos que atuam com
acdo bactericida, antifingica e virucida (Sampaio, 2022).
Pode ser aplicada sobre cortes na pele, feridas, arranhdes,
infec¢des fungicas e bacterianas da pele, além de atuar
como agente cicatrizante e obter acdao antisséptica e
expectorante, o que tem destacado essa planta nos estudos
de fitoterapia em todo o mundo (Silva, 2019).

Uma planta muito comum no Brasil que tem
demonstrado potencial como antimicrobiano ¢ o Caryocar
brasiliense Cambess (Caryocaceae), conhecido como
pequizeiro, uma das arvores brasileiras com maior grau
de aproveitamento e ¢ amplamente utilizada na medicina
tradicional (Nascimento, 2018). Compostos fenolicos,
bloqueadores de radicais livres, foram encontrados
na folha do pequi e por isso tém sido utilizados como
antioxidante (Denger et al., 2020), além de apresentar
potencial antifungico e moluscicidas (Passos et al., 2002).
Esse achado pode sugerir a eficacia do 6leo de pequi contra
fungos de Sporothrix sp.

Outro extrato muito utilizado pela populagao
brasileira contra infecgdes virais ¢ a Propolis, que, além
de atuar como hormonio vegetal no desenvolvimento das
plantas, protege-a contra ataques de fungos e de bactérias.
Devido a sua acao antimicrobiana, tem sido amplamente
utilizada em estudos que indicam sua eficacia contra
patogenos humanos e animais (Barbosa, Zuffi, Maruxo &
Jorge, 2009). Muitas pessoas, tanto na medicina tradicional
quanta na popular, tomavam extrato de propolis todos os
dias para evitar infec¢des e para reduzir os sintomas da
gripe (Ozarowski & Karpinski, 2023).

Além disso, o género Citrus possui diversas
espécies, dentre elas a C. limon (L.) Burm.f (Rutaceae),
popularmente conhecida como limao. O OE de C. limon
possui atividade anticancerigena e antimicrobiana, em
virtude de seus compostos fenolicos e antioxidantes ja
descritos (Everton et al., 2018). Em muitos paises, o limao
¢ popularmente utilizado pela sua eficacia no tratamento
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de infecgdes, febres, acidez no estdbmago e por apresentar
propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias,
antiparasitarias e antissépticas. O OE do limdo citrico
¢ composto principalmente por limoneno e citral, que
possuem atividade antimicrobiana comprovada em estudos
sobre as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus
aureus (Santos, Carvalho, Barros & Guimaraes, 2011).

Outro 6leo comum utilizado pela populacdo ¢ o
Pelargonium graveolens L'Hér (Geraniaceae), conhecido
como geranio, possui propriedades antioxidantes,
antibacterianas, antifingicas e acaricidas. Seus efeitos
teraputicos sdo atribuidos aos terpenoides e aos
flavonoides em sua composi¢do (Lima, 2022). Esse 6leo
esta sendo utilizado na aromaterapia contra infecgoes de
gripe e tem sido sugerido por empresas produtoras de 0leos
essenciais para uso durante o periodo da menopausa para
reduzir os sintomas de déficit indesejavel de estrogénio
(Cheverria, Cheverria, Barreto, Echeverria & Mendoza,
2021).

Mediante ao apresentado, o presente trabalho
verificou a sensibilidade ou a resisténcia de S. schenckii ao
crescimento quando utilizados Oleos essenciais e extrato
de propolis como inibidores naturais.

MATERIAIS E METODOS
Cultivo do microrganismo

O microrganismo utilizado neste estudo foi
o Sporothrix schenckii, que faz parte da colecao de
microrganismos utilizada no Laboratorio de Microbiologia
Aplicada (LAMAP) da Universidade do Estado de
Minas Gerais (UEMG). Um caso de lesdo felina foi
isolado e identificado na cidade de Ibirité — MG, feito
sua identificacdo seguindo o “Manual de Deteccdo e
Identificacdo de Fungos de Importancia Médica” da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), de
2004.

Esse processo foi feito com tecido subcutaneo
coletado ap0s antissepsia e colocado em recipiente estéril e
lacrado, conforme orientagdo para pesquisa do agente, em
quantidade suficiente (> 2mL ou 0,5cm® ou duas vezes).
A cultura foi utilizada para cultivo em Agar Sabouraud
Dextrose de acordo com as recomendacdes do fabricante
para observacdo de finas hifas hialinas, septadas com
esporos em arranjos como uma flor estufa de crescimento.
Foi possivel a visualizag¢do ap6s 10 dias de cultivo a 30 °C
em estufa.

A placa também foi cultivada a 25 °C, o que
apés 24 horas permitiu a preparacdo de laminas para
observagao de pequenas leveduras em KOH 20% e, por
coloragao de Gram, para visualizagao de leveduras do tipo
charuto caracteristicas de Sporothrix schenckii. A analise
genomica por PCR foi realizada por um laboratorio
veterindrio quando a amostra foi coletada ainda na clinica,
confirmando que se tratava de S. schenckii.
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Oleos essenciais

Os OEs de melaleuca, geranio e limdo foram
obtidos comercialmente da Laszlo® na concentracao
de 10mgmL'. O extrato de propolis foi obtido
comercialmente da Santa Barbara® na concentracdo
de 20mg.mL"! ¢ o 6leo vegetal de Pequi foi obtido da
Mundo dos Oleos® na concentragio de 10mg.mL.

Teste Kirb-Bauer

Para os testes de Kirb-Bauer, 10uL de S. schenckii
(1x108 UFC mL™") foram inoculados por teste em triplicata
utilizando placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton
(MHA) preparadas de acordo com as recomendagdes do
fabricante. O inoculo foi espalhado em uma placa com o
cabo de Drigalsky.

Ja para a confeccao dos discos em laboratorio,
utilizou-se o papel filtro cortado em circulos por um
furador de papel com 0,4mm de didmetro. No interior da
capela de fluxo laminar, os discos foram embebidos com
10uL dos extratos: M — OE de melaleuca (10mg.mL™"), L -
OE de limao (10mg.mL™"), G - OE de geranio (10mg.mL"),
Pr - extrato de propolis (20mg.mL™"), Pe - 6leo de pequi
(10mg.mL""), I-itraconazol (16mg.mL") foi utilizado como
controle positivo, S1 — volumes iguais de cada 6leo foram
misturados em frasco estéril e S2 — volumes iguais de cada
6leo mais itraconazol foram misturados em frasco estéril.

A fim de verificar se o 6leo de pequi poderia inibir o
efeito de outros 6leos em conjunto com o itraconazol, outro
tratamento foi denominado S3. Este continha volumes
iguais de cada 6leo essencial e itraconazol, exceto 6leo de
pequi. Os discos foram distribuidos na placa contendo o
in6culo fungico e incubados a 37 °C por 48 horas. A zona
de inibicao foi medida com auxilio de um paquimetro para
posterior analise estatistica.

Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

Este teste foi baseado no método de microdiluicao
em microplacas de 96 pocos, sugerido pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CSLI, 2018). Em seguida,
foram distribuidos 100uL. de RPMI em pogos de uma placa
de microtitulagdo e 100uL de cada produto fitoterapico
foram adicionados no primeiro poco de sua respectiva
coluna. Apds homogeneizagao, foram transferidos 100uL
para o segundo pogo € assim sucessivamente.

O preparo do indculo consistiu em ressuspender
das colonias desenvolvidas em agar Muller-Hinton, uma
suspensao microbiana (S. schenckii) em soro fisioldgico,
com turbidez equivalente ao tubo 0,5 da Escala Mac
Farland (1x10® UFC mL"' ou 80% de transmitancia a
530nm). Essa suspensdo foi diluida 1:100 com RPMI,
obtendo-se como indculo 1x10° UFC mL! em cada pogo
ja contendo os o6leos essenciais. As microplacas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. Todos os testes foram
realizados em triplicata.
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Concentraciao Minima de Fungicida (MFC)

Este ensaio permitiu determinar a menor
concentracdo de extratos capazes de eliminar S. schenckii,
demonstrando efeito fungicida contra o microrganismo.
Realizou-se este ensaio em triplicado. Dos pogos que nao
obtiveram crescimento fungico visivel nos testes de CIM,
uma suspensao de 10uL foi cultivada em placa com meio
YPD pela metodologia de Santurio et al. (2007).

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo
programa GraphPad Prism 7.0 da One-Way Anova, por
meio do teste de Tukey, para obter comparagdes sobre o
potencial inibitério dos extratos estudados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaio de atividade antifungica

Os dados obtidos apds o teste de difusdao em agar
mostraram que todos os extratos estudados, exceto o 6leo
de pequi, apresentaram atividade antifungica in vitro
contra S. schenckii. Os resultados obtidos pelo teste de
Kirb Bauer podem ser observados na Tabela 1 e na Figura
1. Na Tabela 1, a média da zona de inibi¢ao foi expressa
em milimetros (mm) e a Figura 1 contém as analises
estatisticas do valor de crescimento do S. schenckii de
acordo com zona de inibi¢do in vitro.

Tabela 1

Diametro médio da zona de inibi¢ao do crescimento de S.
schenckii in vitro de acordo com os testes estudados em
comparagao com o itraconazol, droga de escolha clinica.

Limoneno Pequi Geranio  Melaleuca Propolis S1 S2 Itraconazol

Média. 16,00 00,00 23,00 23,00 20,00 21,00 20,00 00,90

Desvio

Padrio. 04,68

00,00 03,73 03,55 05,25 02,83 04,70 01,56

Fonte: Os autores.
Nota. O valor ¢ expresso em milimetros.

Figura 1
Comparagao da média do valor de inibi¢ao do crescimento
in vitro de S. schenckii expresso em milimetros.
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Os OEs de geranio, melaleuca, limdo e extrato
de propolis foram capazes de inibir o crescimento de
S. schenckii em todos os testes de inibicdo de disco. O
OE de geranio (23mm), melaleuca (23mm) e extrato de
propolis (20mm) apresentaram a maior média de zona de
inibicao do teste de inibig¢do entre os fitoterapicos testados
comparados in vitro ao Itraconazol, que, apesar de ser o
antifngico de escolha para o tratamento de esporotricose,
obtiveram em média teste de inibicao de zona de 9mm.

Santos e Casteluber (2020) também demonstraram
in vitro o efeito do itraconazol contra S. schenckii com teste
de zona de inibi¢cdo de apenas 10mm, como o encontrado
neste estudo. Os dados mostraram que os OEs de geranio
e melaleuca foram mais eficazes contra S. schenckii,
enquanto os OEs de limao ndo apresentaram desempenho
significativamente  superior quando  comparados
ao Itraconazol. Além disso, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os halos obtidos em S1
(todos os fitoterapicos sem Itraconazol) e em S2 (todos
os fitoterapicos com adi¢do de Itraconazol), permitindo
inferir que os fitoterapicos testados nao apresentam efeito
antagonico quando adicionados ao Itraconazol.

Esses resultados de inibicdo in vifro permitem
inferir que, com excecdo do pequi, que ndo demonstrou
efeito de inibi¢do em nenhum dos testes, os fitoterapicos
estudados auxiliam positivamente no tratamento da
esporotricose, dada a atividade antifingica observada.
Isto ¢ de grande importancia principalmente tendo em
vista a resisténcia flngica que as espécies do complexo
Sporothrix t€ém demonstrado (Pimentel, Santos & Cabral,
2017).

Além disso, estudos indicam que altas doses e
tratamentos longos com Itraconazol em felinos podem
gerar efeitos toxicos para os fetos e causar diminui¢do
do apetite, perda de peso, vomitos e diarreia, somados a
problemas hepaticos. Em humanos também sao descritos
problemas hepaticos devido ao seu uso prolongado
(Meinerz et al., 2007; Pimentel et al., 2017).

Considerando que O6leos e extratos essenciais
sao utilizados em baixas concentragdes, as chances de
aparecimento de efeitos colaterais sdo reduzidas (Santos
& Casteluber, 2020), porém tais efeitos citotoxicos ainda
precisam ser confirmados por testes in vivo. Embora os
testes de citotoxicidade dos OEs isolados ou associados
ainda ndo tenham sido realizados in vivo, Fogaca de
Andrade, Batista, Lasakosvitsch, Souza Antunes e
Oliveira (2018) realizaram a citotoxicidade do OE de
M. alternifolia Chell (Myrtaceae) a partir do método
de incorporacdo do corante azul de tripano e redugdo
de TM em fibroblastos 1.-929, assim, observaram baixo
nivel de citotoxicidade do o6leo, uma vez que, apos o0s
testes, ndo houve reducao significativa das células L-929.

Peter et al. (2019) também descreveram a atividade
antifingica de trés extratos de propolis brasileira:
abelha marrom, verde e jatai (7etragonisca angustula)
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contra Sporothrix brasiliensis e a toxicidade celular
foi avaliada em células MDBK (Madin-Darby Bovine
Kidney), por observagdo microscopica e quantificada
pelo Ensaio MTT. Os resultados mostraram que nao
foram observadas toxicidade celular nas concentragdes de
0,097 a 0,39ug.mL!. Além disso, os estudiosos enfatizam
a importancia de mais pesquisas sobre a citotoxicidade
de medicamentos fitoterapicos, pois podem apresentar
solucdes promissoras para o controle de microrganismos
resistentes amedicamentos. O 6leo de pequindo apresentou
efeito inibidor para esse fungo quando comparado aos
demais tratamentos, de acordo com a Figura 1.

Os resultados obtidos sdo promissores, inclusive
para o limdo, que foi considerado estatisticamente
equivalente ao Itraconazol. A identificacao de fitoterapicos
capazes de inibir o crescimento de forma semelhante ao
observado para o itraconazol ¢ de grande importancia,
uma vez que nao foi descrita na literatura sobre resisténcia
induzida pelo uso de fitoterapicos, além da resisténcia
fingica ao Itraconazol, que tem sido cada vez mais
destacada na literatura para S. schenckii (Meinerz, 2007,
Queiroz-Fernandes & Magalhaes, 2020).

Segundo Felipe et al. (2018), o uso do OE de
melaleuca € uma alternativa para o tratamento de infecg¢ao
por fungos do género Candida que apresentam alto indice
de resisténcia a antifngicos, principalmente por causa do
terpinen-4-ol, que estd associado a hidrofobicidade em
que os terpenos interagem com os lipidios da membrana
celular do patdgeno, alterando a permeabilidade da
membrana. Esses autores sugerem que o uso de OE em
conjunto com a terapia antifungica convencional pode ser
uma estratégia muito promissora para superar a resisténcia
microbiana, demonstrando que a fitoterapia ¢ eficaz em
espécies de fungos além de S. schenckii.

Chagas (2019) demonstrou in vivo a atividade
antifingica do fitoterapico C. [limon (L.) Burm.f.
(Rutaceae) juntamente com Mentha piperita e Pimpinella
anisum no tratamento contra candidiase oral, por meio da
criacdo de um enxaguatdrio bucal contendo a associagdo
de extratos. O enxaguante foi testado durante 15 dias em
voluntarios selecionados com quadro ativo de candidiase
oral e os resultados foram acompanhados nos 7.° ¢ 15.°
dias de tratamento, mensurando a evolucao das lesdes e
realizando registros fotograficos. Foi possivel verificar
diminuicao das lesdes brancas ¢ do tom avermelhado das
lesdes, comprovando a atividade antifungica dos extratos
utilizados.

Estudos de Pereira et al. (2021) também analisaram
a eficiéncia antifiingica dos extratos brutos de pequi e do
extrato de propolis contra a levedura C. albicans. Tanto o
extrato de pequi quanto o extrato de propolis apresentaram
efeito antimicrobiano sobre leveduras, com teste médio
de zona de inibicao de 18mm e 26mm, respectivamente,
enquanto no presente estudo os halos médios foram de
Omm e 20mm, respectivamente. Esses dados amostrados
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por eles para o efeito do extrato de pequi confrontam o
presente trabalho, uma vez que o 6leo de pequi ndo foi
capaz de inibir o desenvolvimento in vitro de S. schenkii
em nenhum dos testes e pode sugerir que o extrato contém
compostos bioativos mais interessantes quando o objetivo
¢ observar o efeito antifungico desse efeito fitoterapico.

Essa afirma¢dao também se baseia na observacao
dos estudos de Martins et al. (2020), que verificaram in
vivo a eficacia de uma pomada a base de extrato da folha
de pequi na cicatrizagdo de feridas cutaneas causadas
experimentalmente em coelhos. O grupo controle foi
tratado com a pomada apenas como veiculo a base de
glicerina.

As andlises macroscopicas das feridas foram
realizadas nos 7.° e 14.° dias ap0s o procedimento cirurgico
e foram observadas menor frequéncia de hiperemia nos
coelhos tratados com pomada a base de folha de pequi.
Constatou-se, porém, nenhuma reducgdo significativa da
area quando comparada as feridas tratadas com pomada a
base de glicerina. Esta observagdo sugere que a presenga
do composto oleaginoso pode ter interferido nos resultados
observados, como foi visto no presente estudo quando
foi verificado que o 6leo de pequi ndo conseguiu inibir o
crescimento de S. schenckii.

Vale ressaltar a importancia de novos estudos em
torno das caracteristicas dos extratos de pequi, buscando
avaliar com maior precisdo sua atividade antimicrobiana
contra fungos como S. schenckii, e identificar a natureza
quimica dos compostos antimicrobianos, que podem estar
presentes em diferentes fracdes da planta.

Estudos de Ferrao et al. (2020) analisaram a
atividade antifingica in vitro do OE de P. graveolens
contra Candida spp., utilizando o método de microdiluicao
em caldo. O OE de geranio apresentou forte atividade
antifingica para dez espécies isoladas estudadas, indicando
resultados promissores corroborando o presente estudo
em que o OE de geranio se mostrou eficaz na inibi¢dao
do crescimento de S. schenckii, também na concentracao
inibitoria minima conforme mostrado na Tabela 2.

.....

O itraconazol foi capaz de inibir o crescimento de
S. schenckii até dilui¢do de 4mg.mL" (diluigdo 107). Os
OEs de melaleuca, geranio, limao — todos na concentragao
de 10mg.mL"! ¢ extrato de propolis na concentragdo de
20mg.mL"' — foram capazes de inibir respectivamente o
desenvolvimento desse fungo em concentracdes inferiores
a0,325mg.mL"! (diluigdo 10%),20,15625mg.mL"! (dilui¢ao
107), a 0,325mg.mL" (diluigdo 10*) e a 0,625mg.mL"!
(diluigdo 10°), conforme Tabela 2. Os dados indicam
que os Oleos essenciais € o extrato de propolis, mesmo
diluidos, ainda apresentam efeito inibidor satisfatorio in
vitro contra S. schenckii e em diluigdes menores quando
comparados ao Itraconazol.
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Tabela 2
Concentragao Inibitoria Minima (CIM) observada em
tratamentos com medicamentos extratos e Itraconazol.

Itraconazol ~ Melaleuca  Gerdnio Lemoneno  Prépolis Pequi S1 S2 S3

10 +
102 +
10° +
10+ + +
10° + + +
10 + + + + +
107 + + + + + + +
10 + + + + + + + +
10° + + + + + + + +

Fonte: Os autores.

Nota. (-) Concentragdo em que ndo houve crescimento de S. schenckii; (+)
concentracdo em que houve crescimento de S. schenckii; S1- volumes iguais
de cada ¢6leo foram misturados em frasco estéril; S2 — volumes iguais de cada
oleo e de itraconazol foram misturados em frasco estéril; S3- volumes iguais
de cada dleo e de itraconazol foram misturados em frasco estéril sem o6leo de

pequi.

Meinerz et al. (2007) estudou a atividade in
vitro da terbinafina e do itraconazol por meio da técnica
de microdiluigdo em caldo (NCCLSM27-A2) contra
12 isolados clinicos de S. schenckii, seis casos de
esporotricose felina, cinco de esporotricose humana e
um de micose canina da Instituto Oswaldo Cruz (I0C).
A CIM para terbinafina variou de 0,055pg.mL' a
0,109ug.mL"; para itraconazol, de 0,219ug.mL' a
1,75pg.mL"; ja para ambos os farmacos, as CIMs entre
os isolados do CIO foram de 0,875ug.mL". Foi observada
resisténcia ao itraconazol no isolado canino e nos demais
isolados de esporotricose felina.

No presente estudo, o Itraconazol apresentou
CIM entre 16mg.mL" ¢ 4mg.mL"', demonstrando maior
potencial de resisténcia em comparacao a pesquisa anterior,
enfatizando a importancia de tratamentos alternativos
contra a esporotricose.

Junio et al. (2016) comprovaram em seus estudos
o efeito inibitdrio do 6leo de melaleuca no crescimento de
cepas de Staphylococcus aureus isoladas de animais com
mastite. Inibicdes de microrganismos foram observadas
principalmente quando utilizados na concentragdo de
1,5% (v/v), nesta concentragdo, todos os isolados de S.
aureus testados tiveram seu crescimento inibido.

Em outro estudo, Cox et al. (2000) reafirmaram a
atividade antimicrobiana de amplo espectro da melaleuca
contra S. aureus e comprovaram agdo eficaz contra o
crescimento de Escherichia coli e de C. albicans, dados
que corroboram o presente estudo, dado o grande potencial
antimicrobiano do OE de melaleuca, com nivel de inibigao
de até 0,325mg.mL"! contra S. schenckii.

O estudo de Gucwa, Milewski, Dymerski e
Szweda (2018) investigou a atividade antifiingica do 6leo
essencial de geranio e outros medicamentos fitoterapicos
contra isolados de C. albicans e de C. glabrataisola. Nos
testes de CIM, a fitoterapia inibiu o crescimento de todas
as cepas testadas, até a concentracao de 1,25%.

Além de apresentar efeito fungicida contra os
isolados, os dados desta pesquisa apresentam que o OE
de geranio obteve acdo fungicida e fungistatica contra
S. schenckii, consoante ao apresentado na Tabela 3. Ha,
entretanto, poucos estudos sobre a atividade antifungica do
OE de geranio. Nao foram encontrados dados sobre a agao
do oleo essencial de geranio ou do extrato vegetal contra
S. schenckii, sendo este trabalho pioneiro no assunto.

Os o6leos essenciais de geranio e limao foram
capazes de bloquear os receptores ACE2 e TMPRSS2,
com os quais a proteina Spike do SARS-CoV-2 interage
para invasao celular, assim, apontado por Kumar et al.
(2020). No presente estudo, o OE de limao foi eficaz em
inibir o crescimento de S. schenckii, mesmo na dilui¢cao
10* (0,325mg.mL"), apresentando dados satisfatorios
quanto ao potencial de inibigdo desse microrganismo,
conforme mostra a Tabela 2.

Nos estudos de Menezes (2020), foi verificada a
atividade antifingica dos 6leos essenciais produzidos a
partir dos frutos verdes e maduros da espécie Citrus limon.
Os dados por ele obtidos mostraram atividade antifingica
de 1,08 a 88,17% contra Sclerotinia sclerotiorum; de
96,18% ¢ 6,51 a 93,51% contra Colletotrichum acutatum,
de 71,94 a 100%, e 25,18 a 90,03% contra Aspergillus
flavus, respectivamente, para frutos verdes e maduros de
C. limon. Apresentando, assim, resultados importantes da
atividade antifingica de outras espécies do género Citrus.

A partir da analise dos dados obtidos pelo teste de
MIC com todos os 6leos atuando em conjunto, nota-se
que, mesmo com bom grau de inibicao, com dilui¢do até
10, conforme Tabela 2, os OEs de geranio, melaleuca e
propolis realizaram melhor quando testados isoladamente,
apresentando grau de inibi¢do nas diluigdes 107, 106 e
10, respectivamente. Como o 6leo de pequi ndo foi capaz
de inibir o fungo in vitro, ele pode ter agido de forma
antagonista, impedindo a agdo de compostos quimicos
presentes nos 6leos essenciais € no extrato de propolis.

Isso foi sugerido anteriormente no trabalho de
Martins et al. (2020), em que, ao testar o efeito da pomada
em comparagdo a lo¢do, ambas elaboradas com extrato
de folha de pequi, foi demonstrado que a pomada ndo
teve efeito na inibi¢do do crescimento do fungo, agindo
apenas na hiperemia local, enquanto a logado foi eficiente,
corroborando a afirmac¢do. Enfatiza-se a importancia de
mais estudos sobre os efeitos citotoxicos moleculares dos
Oleos essenciais, para combinar os melhores fitoterapicos
contra S. schenckii.

Para verificar se o o0leo de pequi poderia ter
interferido na agdo antimicrobiana dos extratos, também
foi verificado o efeito de todos os Oleos adicionados
(sendo misturados adicionando o mesmo volume de cada
um deles em um mesmo frasco), o que foi chamado de
teste S3 (observado na Tabela 2). A partir deste resultado,
¢ possivel inferir que a atividade antifiingica dos 6leos de
geranio ¢ de melaleuca (inibi¢do até dilui¢do 107 e 10°
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respectivamente) foi prejudicada ao combina-los aos
demais oleos, sendo possivel observar possivel efeito
antagdnico quando misturando todos os extratos testados.

A partir da analise do teste de CIM com todos
os Oleos e o Itraconazol atuando em conjunto, infere-se
que o Itraconazol ndo exerce antagonismo ou sinergismo
com os 0leos essenciais € o extrato estudados, mantendo
o mesmo nivel de inibi¢do em ambos os casos (107),
conforme mostrado na Tabela 2. Mesmo padrdo de grau
de inibigdo ¢ novamente observado quando comparado
ao desempenho apenas dos 6leos essenciais. Esse dado ¢
importante porque pode indicar que os Oleos e os extratos
nao interferem no mecanismo de agao do medicamento
indicado na clinica médica e permite sugerir que os d0leos
essenciais e o extrato de propolis podem ser utilizados
em terapia conjunta ao Itraconazol para o tratamento da
esporotricose.

A atividade antifungica da mistura de todos os 6leos
sem Oleo de pequi foi testada no MIC (dados disponiveis
na Tabela 2) para verificar se o fitoterapico agiu de forma
antagonica quando adicionado aos demais extratos,
prejudicando a expressdo da atividade antifingica.

A partir da andlise dos dados do teste MIC da
sinergia de geranio, melaleuca, OEs de limao e propolis,
infere-se que o 6leo de pequi atuou com efeito antagoénico
aos fitoterapicos testados, visto que o nivel de inibicao
aumentou da dilui¢do 107 para a diluigdo 10, confirmando
a hipotese colocada a partir dos resultados do teste MIC
da mistura de todos os oOleos. Esse comportamento ¢
consistente com os resultados do teste de difusdo em
agar e da CIM de seus individuos, ndo apresentando agado
contra S. schenckii.

Tabela 3
Concentragdo Minima de Fungicida (MFC) de cada
fitoterapico e Itraconazol contra S. Schenckii.

Itraconazol Limoneno  Pequi  Gerdnio Melaleuca  Proépolis S1 S2 S3
10" - + + - - + + + +
102 + + + + + + + + +
10° + + + + + + + + +
104 + + + + + + + + +
10% + + + + + + + + +
10¢ + + + + + + + + +
107 + + + + + + + + +
10% + + + + + + + + +
10° + + + + + + + + +
10 + + + + + + + + +

Fonte: Os autores.

Nota. (-) Concentragdo em que ndo houve crescimento de S. schenckii; (+)
concentragdo em que houve crescimento de S. schenckii; S1- volumes iguais
de cada ¢6leo foram misturados em frasco estéril; S2 - volumes iguais de cada
6leo e itraconazol foram misturados em frasco estéril; S3 - volumes iguais de
cada 6leo e itraconazol foram misturados em frasco estéril sem 6leo de pequi.

Apesar da descrig@o de seu efeito como antifungico
¢ antibacteriano na literatura, como no estudo de Pereira
et al. (2021), que verificaram a a¢do antifungica do extrato
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produzido a partir das folhas do pequi contra a levedura C.
albicans in vitro, o 6leo de pequi nao foi capaz de inibir o
crescimento de S. schenckii e esse achado confronta o uso
do 6leo de pequi como antifingico e comprova a afirmagao
de que o extrato da oleaginosa pode nao conter todos os
compostos necessarios para inibir o desenvolvimento de S.
schenckii ou de outros fungos como C. albicans, observado
por Martins et al. (2020), que, ao testar a pomada contra C.
albicans, ndo constataram efeito inibidor.

Ainda sdao poucos os estudos que verificam
a atividade antifungica contra S. schenckii, os dados
encontrados revelam o potencial do uso de 6leos essenciais
e de extrato de propolis para conter a esporotricose,
uma vez que muitos estudos t€ém sido feitos avaliando
fitoterapicos contra outras espécies fungicas.

Ensaio de concentracio minima de fungicida

Nos dados obtidos por meio dos testes de
Concentragao Minima Fungicida (CFM) dos fitoterapicos
testados observados na Tabela 3, foi possivel observar
o comportamento fungicida dos OEs de geranio e de
melaleuca, bem como do antifingico Itraconazol na
diluicdo 10'. O OE de limdo ¢ o extrato de propolis
apresentaram comportamento fungistatico frente ao S.
schenckii. Enquanto o Itraconazol apresentou efeito
fungicida na concentragdo de l6mg.mL", os OEs de
geranio ¢ de melaleuca apresentaram efeito fungicida na
concentragdo de 10mg.mL".

Os achados deste estudo sugerem que os OEs de
geranio ¢ de melaleuca podem ser considerados como
uma alternativa de tratamento contra a esporotricose,
isoladamente ou adicionados ao antifungico de escolha
clinica para potencializar a capacidade de inibicao do
fungo. Esses 6leos podem ser uma alternativa futura para
o tratamento da esporotricose causada por S. schenckii
resistente ao itraconazol e permitir a cura da doenga em
gatos e em humanos afetados.

CONCLUSAO

Os OEs de geranio, de melaleuca, de limado e o
extrato de propolis apresentaram efeitos inibitérios sobre
o crescimento in vitro de S. schenckii, enquanto o 6leo
de pequi nao demonstrou tal efeito. Este estudo destaca a
atividade antifungica dos OEs de melaleuca e de geranio
por apresentarem os melhores niveis de inibigdo contra
S. schenckii in vitro, além de efeitos fungicidas como o
demonstrado pelo Itraconazol, faz-se necessario mais
estudos para sugerir tratamento alternativo isolado ou
associado ao Itraconazol. Neste contexto, sugere-se a
realizagao de testes in vivo para demonstrar a possibilidade
de efeitos citotoxicos da utilizagdo dos oleos essenciais
estudados.
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