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INTRODUCAO

As leveduras do género Candida sdo cosmopolitas e fazem parte da
microbiota do homem e animais, colonizando mucosas do trato
gastrointestinal, vaginal, anal e pele. Candida apresenta-se como um
microrganismo pleomorfico, estando na forma de levedura e na forma de
micélio ou hifa, exibindo a caracteristica de pseudomicélio em certos
ambientes nutricionais. Essas leveduras tornam-se patogénicas quando
fatores locais e fatores ligados ao hospedeiro favorecem o aumento do
namero de células, levando a ocorréncia de diferentes quadros clinicos
(Lacaz et al., 2002; Colombo & Guimarées, 2003; Cleff et al., 2007).

A colonizacdo da mucosa vaginal por Candida spp pode levar a
candidiase vulvovaginal (CVV) que representa um problema universal,
afetando milhdes de mulheres em todo o mundo (Sobel 1995; Ziarrustra, 2002).
A CVV é atualmente um relevante problema de saude, e profissionais atuantes
na area meédica tém a necessidade de conhecer aspectos atuais sobre a
infeccdo e novas opgdes de tratamento, aumentando assim a necessidade de
pesquisas de novas substancias com atividade antifangica. (Val & Almeida Jr.,
2001).

A pesquisa de principios ativos oriundos das plantas tem despertado
interesse, em funcdo da grande diversidade de compostos com possivel acao
antimicrobiana, ja que algumas espécies de Candida ja desenvolveram
resisténcia aos antifungicos disponiveis (Lacaz et al., 2002; Silva et AL.; 2002)

O tratamento convencional se da com uso de antifungicos do grupo dos
poliénicos, como Nistatina e farmacos da classe dos azois (Farias & Giufrida,
2002). Entretanto testes in vitro tem demonstrado resultados promissores com
0 uso de Oleos essenciais derivados de plantas aromaticas frente a fungos de
interesse veterinario (Chami et al., 2004; Giordani et al., 2004), assim o objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade antifungica do orégano (Origanum vulgare)
no tratamento da candidiase vaginal experimental.
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MATERIAL E METODOS

A amostra de orégano utilizada no estudo foi adquirida em distribuidor
comercial (Torrenueva Vascos Ltda., I.M.M.Reg.S.B.N°.1082/08, IndUstria
Uruguaya). Cerca de 40g de folhas secas de orégano foram submetidas a
extragdo por hidrodestilagio em aparelho de Clevenger, segundo a
Farmacopéia Brasileira, para obtencdo do 6leo. O 6leo essencial obtido foi
analisado por GC/FID, sendo caracterizado em funcdo dos principais
constituintes quimicos. Para tal 1L de solu¢des de concentracfes variadas de
padrées foram injetadas no cromatégrafo e, comparados com o tempo de
retencdo de padrdes referentes aos principais compostos presentes em
amostras de orégano.

Para a realizagdo do estudo in vivo foram utilizados 48 ratos
norvergicus (Rattus rattus), albinos linhagem Wistar, fémeas com peso médio
de 240g. Os animais foram alojados no Biotério Central da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), sendo mantidos em condi¢bes controladas de
umidade, temperatura e ciclo de claro e escuro recebendo dieta de acordo com
peso corporal dgua ad libitum durante o periodo experimental.

Todos os animais foram adaptados a manuseio pelo periodo de duas
semanas, 0s procedimentos respeitaram o0s principios da ética em
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA).

A técnica de reproducdo experimental da candidiase vaginal foi
realizada conforme Martinez e colaboradores (2001). Para o desenvolvimento
da Candidiase experimental os animais foram ovariectomizados, tratados antes
da inoculagdo e semanalmente com valerato de estradiol, via subcutanea e
foram imunossuprimidos com 2 mg/L de dexametasona (Fortecortin,
Laboratério Merk) adicionado na agua de beber.

O ind6culo fangico foi preparado utilizando colénias de C. albicans
cultivadas a 35°C por um periodo de 24-48hs. As colbnias foram retiradas do
meio de cultura com auxilio de uma alca de platina, alicionadas a solucéo
salina tamponada (PBS) homogeneizadas e padronizadas em 10° células de C.
albicans/mL.

Antes da inoculacdo e antes de comecar o tratamento, foram coletadas
amostras da cavidade vaginal dos animais para confirmacédo da auséncia e/ou
presenca de leveduras do género Candida.

ApOs o periodo de adaptacdo, todos os animais foram inoculados
intravaginalmente, utilizando seringa graduada de 1 mL com 0,2 mL de
suspensao do inéculo.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais:

Tl (n=12): Tratados com 0,2 mL de 6leo a 1,5% em suspensédo
contendo 0,5% de Agar; T2 (n=12): Tratados com 0,2 mL de 6leo a 3% em
0,8% de Agar; T3 (n=12): Tratados com 0,2 mL de suspensdo de nistatina
(1000Ul/dia); T4 (n=12): Tratados com 0,2 mL de sspensdo de agar a 0,8%.

No decorrer do experimento, foi realizado o acompanhamento clinico
dos animais experimentais, sendo analisados quanto ao estado geral, de
acordo com 0s seguintes parametros: Apatia, desidratacdo, lesdo cutanea,
perda pélos, pontos na mucosa, vermelhiddo e pélos arrepiados, além de
ocorréncia de mortes e realizacao de pesagens semanais de todas as ratas.

Durante e ao final do experimento foram realizadas necropsias, sendo
colhido o trato reprodutivo e 6rgaos internos como estdmago, intestino, baco,



rins e figado, quando existiam lesGes compativeis com candidiase
disseminada, sendo encaminhadas para analise micoldgica e histopatolégica.
Posteriormente foram cultivados Por plate em placas de Petri contendo agar
Sabouraud dextrose com cloranfenicol e mantidos a 37°C para contagem e
caracterizacdo macro e micromorfologica das leveduras do género Candida.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O oOleo essencial utilizado para o tratamento foi extraido previamente
conforme metologia descrita (Rodrigues et al., 2004) e apresentava a seguinte
composicdo quimica: alfa- felandreno, alfa-terpineno, limoneno, linalol, gama-
terpineno, 4terpineol, alfa-terpineol, timol, carvacrol e beta-cariofileno. Estes
resultados concordam com os dados da literatura, onde tem sido descrito que o
6leo essencial de Origanum vulgare apresenta em torno de 34 compostos
ativos, sendo que os fendis como carvacrol, timol, gama terpeno e p-cimeno
podem alcancar entre 80,2% a 98% da composi¢do total do 6leo. As altas
concentragcOes destes compostos e sua relacdo sdo de grande importancia
para a eficacia do produto, estudos demonstram que a eficacia de compostos
isolados, como timol e carvacrol, ndo alcancam a mesma eficiéncia do 6leo
essencial (Simdes et al., 2003; Rodrigues et al., 2004).

A concentracao inibitoria minima (MIC) e concentracéo fungicida minima
(MFC) do 6leo essencial frente ao isolado utilizado para inoculacédo dos animais
experimentais, foi previamente determinada pelo método de microdiluicdo em
caldo (NCCLS M27-A2) apresentando valores médios de MIC igual a 1,2 pL
mLte MFCigual @ 2,5 uL mL™,

A avaliacdo da eficacia dos tratamentos foi determinada através de
parametros clinicos, hematoldgicos, avaliagdo microbioldgica e hitopatoldgica.

Com relacdo aos parametros clinicos avaliados durante o periodo
experimental, ndo foram observadas quaisquer alteracfes estatisticamente
significativas nos animais pertencentes aos grupos estudados, sendo o0s
resultados apresentados na Tabela 1. Porém observou-se que os animais do
Grupo T4 (Controle negativo) apresentaram maiores alteracdes dos parametros
avaliados quando comparados aos outros grupos (T1, T2, T3) e que o Grupo
T3 (Controle positivo) foi aquele que apresentou o menor percentual de
alteracOes nestes parametros.

Tabela 1: Percentual de dteracdes clinicas observadas nos animais experimentais
com candidiase vaginal durante o periodo de 30 dias do estudo.

Parametros T1 T2 T3 T4
Avaliados Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Apatia 13,3 0 0 15 10 0 10 10 10 30 0 0
Desidratacdo 6,6 20 20 13,3 16 25 20 10 10 30 20 20
Leséo 13,3 0 0 13,3 0 0 10 0 0 20 0 0
Cutanea

Perda Pélos 20 0 0 20 6,6 6,6 10 0 0 30 20 20
Ptos.Mucosa 13,3 13,3 13,3 33 6,6 6,6 0 0 0 30 20 10

Eritema 20 20 20 266 66 6,6 10 5 0 50 40 40
Pélos Arrep 33,3 33,3 33,3 40 20 20 30 20 20 40 40 40

*Avaliacdo realizada a cada semana, totalizando trés observacgdes, por animal em
cada um dos grupos experimentais; T1: O. vulgare intravaginal 1,5%; T2: O.vulgare

intravaginal 3%; T3: Nistatina; T4: Suspenséo de Agar 0,8%.



Com relagcdo aos pesos dos animais, houve diferencas significativas
guando comparado o peso dos animais no final e no inicio do experimento
conforme apresentado na Tabela 2. Essa diferenca pode ser melhor explicada
pelo déficit de peso inicial do grupo T2. Conforme demonstrado na tabela, esse
grupo, apesar da aleatorizagao para alocagcéo dos animais em cada tratamento,
apresentou peso inicial menor do que os demais. Observou-se uma perda de
peso dos animais pertencentes a todos 0s grupos na segunda semana do
experimento, o que pode ser explicado pelo estresse sofrido pelos animais
decorrente da mudanca de habitos e pela manipulacdo diaria destes para
administracao dos farmacos.

Tabela 2: Média Aritmética da massa corporal dos animais experimentais pertencentes
aos Grupos T1, T2, T3 e T4, aferidas semanalmente pelo periodo de quatro semanas.

Grupos Massa 22Pesagem 32Pesagem 42Pesagem Massa
Experimentais Inicial (9) Final (g)
T1 266,6+17 2 261,2423 268,2423  268,6+22 269,4+20 %
T2 246,8+19° 2474+10,8 252,5+17 253120 256+16°
T3 270+20% 265,7+19,8 269,5+18 272,2+15 279,845,7°
T4 277,5+14 % 257,2+10,2 260,5+10 263+12  263,8+6,8%

T1: O. vulgare intravaginal 1,5%; T2: O.vulgare intravaginal 3%; T3: Nistatina; T4:
Suspensao de Agar 0,8%:; 2, ®, @ diferenca estatistica de 0,05%.

Os resultados de hemograma dos animais experimentais pertencentes
aos grupos T1, T2 e T3 apresentaram-se dentro dos parametros fisiolégicos
esperados para a espécie estudada, sendo que a contagem dos tipos
celulares, nos diferentes tratamentos n&o diferiu estatisticamente entre si
(p>0,05), conforme descrito na Tabela 3. Porém no tratamento quatro (T4), os
animais apresentaram hematocrito, hemoglobina e nimero de hemacias abaixo
do limite fisiolégico caracterizando um quadro de anemia, as PPT estavam
aumentadas em quatro animais e ocorreu provavelmente devido a
desidratacao.

No leucograma, em todos os grupos observou-se uma diminuicdo dos
leucécitos totais devido a uma linfopenia, o que pode ser explicado pela
administragcdo de corticosterdides em todos animais experimentais. Conforme a
literatura consultada os valores de linfocitos para ratos wistar situam-se entre
5,6-8,3 x 10 uL, enquanto que para os leucdcitos totais os valores ficam entre
6-10 x 10uL (HARKNESS & WAGNER, 1995). No grupo T4, cinco ratas
demonstraram marcada leucopenia por linfopenia, sendo que quatro animais
tinham contagem de leucdcitos totais entre 3000/mm° e 4100/mm® e um
apresentou 1900/mm? de leucdcitos totais. Os resultados observados no grupo
T4, podem ser decorrentes da manutencdo da infeccdo vaginal por Candida
albicans nestes animais o que poderia estar, causando alteracfes sistémicas
gue se refletiram nos resultados do hemograma.



Tabela 3: Valores médios + desvio padrao referentes ao hemograma dos animais
experimentais tratados via intravaginal e respectivos controles, aferidas ao final do

experimento.

Parametros avaliados T1 T2 T3 T4
Eosindfilos (mm?) 97,3+36,45 35,8+33 17+38,7 0
Mondcitos (mm?) 0 10,145,26 0 0
Linfocitos (mm?®) 2781+188,7 3093,6+151 3118+624 2028+207,6
Bastonetes (mm?®) 0 0 0 0
Segmentados (mm®) 1361+299 885,1+270,8 1473+317 15724212
Leucdcitos Totais (mm®) 4239+478  4024,6+215 4598+468 3600+110
ERITROCITOS (x 10uL) 6,8+1,98 7,2+0,4 7,42+0,92  7,23+£0,55
HEMOGLOBINA (g/dL) 11,5+0,43 11,09+0,39 11+0,45 9,75+3,45
HEMATOCRITO (%) 37,3+1,35 36,4+1,22 35,7+1,43  32+10,33
PPT (%) 7,33%£0,35 6,6+0,32 6,8+0,37 9+0,65
T1: O. vulgare intravaginal 1,5%; T2: O.vulgare intravaginal 3%; T3: Nistatina; T4:
Suspenséao de Agar 0,8%.

Com relacdo as alteracbes macroscopicas do trato reprodutivo

observadas durante a necropsia, estas estiveram presentes de forma isolada
em alguns animais do grupo T4, apresentado-se como eritema, pontos brancos
e ulceracbes da mucosa. A partir da mucosa vaginal foi feito o retroisolamento
do agente demonstrando permanéncia da levedura nos grupos tratados T1 (3,1
log UFC) e T2 (1,2 log UFC), porém o numero de unidades formadoras de
colénias (UFC) esteve reduzido quando comparado ao T4 (5,2 log UFC),
demonstrando que os tratamentos levaram ha diminuicdo do agente porém nado
eliminando-o totalmente no periodo de 30 dias, mas ressalta-se que o grupo T2
aproximou-se dos resultados observados no grupo T3 (0,5 log UFC), onde a
contagem da levedura apos 30 dias de tratamento ficou praticamente zerada.
No estudo a nistatina (T3) demonstrou ser efetiva no tratamento da candidiase
vaginal, o que confirma observacdes prévias, sendo o farmaco indicado para
terapéutica da infecgéo (Farias & Giufrida 2002).

Apesar dos resultados preliminares demonstrarem um bom
desempenho do Oleo essencial a 3%, estes ndo sdo conclusivos, sendo
necessario avaliar todos os dados conjuntamente, especialmente os resultados
da analise histopatoldgica. A partir deste exame poderemos obter informacées
gue irdo contribuir para uma resposta conclusiva a respeito da eficacia dos
tratamentos, entretanto a analise encontra-se em fase de processamento.

CONCLUSOES

Conforme os resultados obtidos o 6leo essencial do O. vulgare a 3%
parece ser promissor para o tratamento da Candidiase vulvovaginal, porém séo
necessarios estudos complementares para confirmar esta atividade.
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