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INTRODUCAO

A candidiase ocorre devido a multiplicacdo e invasdo de Candida spp. nos
tecidos, podendo causar lesbes superficiais em pele e mucosas, assim como
disseminacao para diferentes 6rgdos como rins, pulmao, coracado, articulacoes,
0Ss0s e sistema nervoso central (Lacaz et al., 2002). As formas clinicas mais
severas da enfermidade tém sido associadas com pacientes imunocomprometidos,
neutropénicos e transplantados (Sant'ana et al., 2002; Colombo & Guimaréaes, 2003).

Em clinica médica humana Candida spp vem sendo amplamente reconhecida
como o patdgeno oportunista de maior ocorréncia, e apontada como principal agente
de micoses em imunodeprimidos em todo o mundo (Lacaz et al., 2002; Colombo &
Guimarées, 2003). A passagem da levedura de comensal € importante agente de
infeccbes, ocorre comumente em ambiente hospitalar, como resultado do préprio
progresso da medicina (Lacaz et al., 2002; Colombo & Guimaréaes, 2003).

Em medicina veterinéria a multiplicacdo das leveduras é facilitada por alguns
fatores como: producéo excessiva de cerume no caso de otites, alteracdes do pH,
apos terapia antibidtica ou com glicocorticéides, com farmacos indutores de
neutropenia, deficiéncia nutricional, doencas metabdlicas, endocrinopatias,
confinamento, assim como deficiéncia na resposta imune mediada por células,
podem ser importantes no desencadeamento da infeccdo, sendo crescentes 0s
casos citados na lteratura (Lacaz et al., 2002; Moretti et al., 2006; Cleff et al.,
2007).

O fluconazol € um dos farmacos mais utilizado para tratamento das infeccfes
sitémicas por Candida, no entanto, seu uso € restrito nos casos de infec¢des por C.
Krusei, C. glabrata, devido a resisténcia frente ao antifungico (Santos Jr. et al., 2005;
Castro et al.,2006).

Estudos tém avaliado a atividade antifingica do 6leo essencial do Origanum
vulgare, demonstrando inibicdo de Candida spp em testes in vitro e in vivo (Lambert
et al., 2001; Chami et al., 2004; Giordani et al., 2004), assim como forte acdo frente a
outros fungos (Daferera et al, 2000; Lambert et al, 2001).

As infeccbes sistémicas séo relatadas de forma isolada em animais, porém a
possibilidade de disseminacdo de Candida spp. para diversos tecidos € uma
realidade cada vez mais proxima da medicina veterinaria, e o profissional tem que
estar preparado para o reconhecimento e administracao da terapia adequada. Assim,
0 objetivo deste estudo foi avaliar o 6leo essencial do O. vulgare no tratamento da
candidiase experimental sistémica.
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MATERIAL E METODOS

A amostra de orégano utilizada no estudo foi adquirida em distribuidor
comercial (Torrenueva Vascos Ltda., [.M.M.Reg.S.B.N°.1082/08, Industria
Uruguaya). O Oleo essencial obtido foi analisado por GC/FID, sendo caracterizado
em funcéo dos principais constituintes quimicos.

No estudo, foram utilizados 48 ratos norvergicus (Rattus rattus), albinos
linhagem Wistar, com oito semanas de idade, machos com peso médio de 300g.
Todos os animais foram adaptados ao manuseio e 0s procedimentos respeitaram 0s
principios da ética em Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais:

T1 (n=12): Tratados com 0,5 mL de emulsao de 6leo a 1,5% com 0,001% de
Tween 80; T2 (n=12): Tratados com 0,5 mL de emulsdo de éleo a 3% em solugéo
contendo 0,001% de Tween 80; T3 (n=12): Tratados com 0,5 mL de solugéo de
Fluconazol (10mk/Kg); T4 (n=12): Tratados com veiculo contendo 0,001% Tween 80.

O indculo fungico foi preparado utilizando col6nias 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, adicionadas a solucdo salina tamponada (PBS)
homogeneizadas e padronizadas em 10° células de C. albicans/mL. Foi inoculado
0,1 mL pela veia lateral da cauda em todos os animais experimentais, sendo todos
anestesiados previamente.

A candidiase experimental sisttmica foi desenvolvida de acordo com
Yamaguchi (1987). Uma semana antes da inoculacdo, e durante o experimento, 0s
animais receberam acetato de hidrocortizona 100 mg/Kg, a cada 7 dias via
subcutanea e adicionado 0,5mg/mL hidrocloridrato de tetraciclina na agua de beber
dos animais, para controle das infec¢Bes bacterianas secundarias.

A administracdo dos farmacos aos animais nas doses preestabelecidas, foi
realizada com sonda orogastrica, apos 24hs do inoculo. Durante o periodo
experimental, os animais foram avaliados duas vezes por semana, a fim de observar
alteracdes fisicas e/ou comportamentais, sendo essas descritas em relatérios
semanais. Foi observado: estado geral de cada animal, modificacdo da
deambulagédo, piloerecdo,alteracbes de comportamento, como agressividade,
consciéncia e disposicdo, assim como feito avaliagbes do sistema locomotor como
presenca/auséncia de incoordenacdao e perda de equilibrio e ocorréncia mortes.

No final de 30 dias, os animais foram sacrificados através de anestesia
profunda e necropsiados. Foram feito analises macroscopicas da mucosa oral e de
orgaos internos como estdbmago, intestino, baco, rins, figado, pulmao, coracéo e
cérebro, semdo todos os 6rgdos semeados em agar Sabouraund Dextrose com
cloranfenicol e acondicionados a 35°C por 24-hs para obtencdo do retroisolamento
do agente. Os mesmos procedimentos descritos foram realizados com o0s animais
gue morreram durante o periodo experimental. Fragmentos de todos 6rgaos foram
coletados, conservados em formol a 10% e enviados para analise hitopatoldgica.

ANALISE ESTATISTICA
Para analise das frequéncias foi utilizado o programa Epi Info 6.0, e o teste de
qui-quadrado, segundo Mantel-Henzel, com grau de significancia de 95%. A analise



comparativa de um escore clinico, foi realizado através do método para dados néo-
parameétricos de Kruskall-Wallis, utilizando o pacote estatistico Statistix 8.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteragBes observadas nos animais experimentais iniciaram nas primeiras
72hs apos a inoculacdo com C. albicans, sendo observadas no decorrer das quatro
semanas do estudo alteracdo nos seguintes parametros clinicos: apatia,
sangramento nasal, andar em circulo, lateralidade da cabeca, incoordenacdo e
Obitos (Tabela 1).

Essas alteragcbes analisadas estatisticamente resultaram em diferencas
significativas quando comparados 0s animais pertencentes aos grupos T1, T2, T3
em relacdo ao controle negativo (T4) (p<0,05), sendo que o grupo diluente
apresentou um maior niumero de animais afetados em relacdo aos grupos tratados.

As alteracdes neuroldgicas observadas, assim como o retroisolamento da
levedura demonstraram o acometimento do SNC durante a candidiase experimental.
O envolvimento de SNC ocorre com grande frequéncia em prematuros que
desenvolvem candidemia (Kan & Lin, 2002). Segundo dados obtidos de necropsias,
20% dos pacientes com sepse por Candida que evoluem a 0Obito apresentam lesdes
fungicas em SNC (Kan & Lin, 2002; Colombo & Guimaraes, 2003).

Tabela 1 - Alteragdes clinicas observadas nos animais experimentais com candidiase
sistémica durante o periodo de 30 dias do estudo.

T1 12 13 T4

Avaliac&o* Avaliacéo Avaliagao Avaliacéo

1 23 45|]1 23 45|11 23 45|11 2 3 45

Incoordenacdo [0 4 4 4 4|10 1 1 0 2(0 0 O 0 O|0 3 4 4 5
Lateralidade 0 3444001 11|/0000O01|{02 4 45
SangueNasal |1 3 2 2 1|1 1 0 0 0|0 O O O 1|2 1 3 3 3
Apatia 1331¢0(21000(21111(33 52514
Andar circulos [0 2 1 1 1|0 0 0 0O OO O O O O|1 1 3 3 3

*Avaliacdo realizada a cada 6 dias, totalizando cinco observacdes, por animal em cada um
dos grupos experimentais; Tl: Tratado com 6leo a 1,5%; T2: Tratado com 0Oleo a 3%; T3:
Tratados com Fluconazol (10mk/Kg); T4: Tratados com suspensao contendo 0,001% de
Tween 80.

Durante o periodo experimental, ocorreu o Obito de 33% (4/12) dos animais
pertencentes ao grupo T4, controle negativo, sendo que dois animais morreram nas
primeiras 72hs do estudo, um no dia 4 e outro no dia 14. Um animal do grupo T1
teve morte natural no dia 14, e uma morte natural no grupo T2 no dia sete. Os
resultaram demonstraram diferencas estatisticas (p=0,004) entre o grupo T4 e 0s
demais (T1, T2, T3). Todos os animais foram imediatamente necropsiados e
coletados todos os 6rgaos para andlise histopatolégica. De forma geral, 40 a 60%
dos pacientes que desenvolvem candidemia morrem durante a internagdo na qual
houve a fungemia, sendo a alta mortalidade decorrénte particularmente do
diagndstico tardio e a gravidade das comorbidades (Colombo & Guimaraes, 2003).

As alteracbes macroscopicas quando presentes estiveram na forma de lesfes
nodulares e esbranquicadas especialmente nos rins, seguidos por figado, baco, e
bexiga, ocorrendo de forma localizada ou disseminada. Observaram-se lesdes e



destruicdo da regido medular dos rins e formacdo de bolas fungicas an alguns
animais, especialmente naqueles do grupo T4. No cérebro observou-se perda das
circunvolucdes e alteracdo na consisténcia do 6rgao.

N&o houve diferengcas entre os grupos de tratamento para as alteraces
macroscopicas nos o6rgdos avaliados, com excecdo do rim, onde o0s animais
pertencentes ao grupo tratado fluconazol diferiram em relagdo aos demais grupos.
Segundo alguns autores, a Candida tem tropismo pelos rins, tendo sido demonstrado
90% de envolvimento renal em pacientes que foram a necrépsia apos candidiase
generalizada (Lacaz et al., 2002; Souto & Dias, 2003).

No estudo a levedura foi retroisolada de 6rgéos vitais, sendo principalmente
dos rins, além de ser isolada da urina e sangue (Tabela 4). Segundo a literatura, no
caso de infec¢ao sistémica, o diagndstico baseia-se na visualizacao e isolamento da
levedura dos 6rgdos, ou em espécimes clinicos como urina, aspirado, biopsia e
sangue (Nucci et al., 1998; Kan & Lin, 2002). Os animais durante o periodo
experimental receberam terapia imunossupressora, sendo este um dos fatores
associados a infeccao sistémica por Candida (Nucci et al., 1998; Colombo &
Guimarées, 2003).

Tabela 2 — Retroisolamento de C. albicans de 6érgados vitais, sangue e uina dos animais
experimentais apos cultura em agar sabouraund dextrose a 35 °C.

Orgaos T1 T2 T3 T4
Rins 12°¢ 10*° 7 122
Figado 9% 7% 5° 112
Cérebro gab 730 4P 122
Sangue 2 1 0 4
Urina 2 0 0 3

TI: Tratado com oOleo a 1,5%; T2: Tratado com oleo a 3%; T3: Tratados com Fluconazol
(10mk/Kg); T4: Tratados com suspenséao contendo 0,001% de Tween 80.

A andlise estatistica do retroisolamento obtido a partir do cultivo dos 6rgaos
especificos, ndo demonstrou diferencas estatisticas entre os grupos tratados, porém
foi observada diferenca entre o grupo T3 e T4 (p=0,005).

Ao analisar a efichcia dos tratamentos (T1, T2, T3) na candidiase
experimental sistémica, observouse que o fluconazol (T3) demonstrou melhores
resultados, seguido pelo T2 (Oleo 3%) que ndo diferiu significativamente do (T3).
Estes resultados sdo muito promissores ja que o0 Oleo essencial apresentou
resultados proximos ao antifingico padrdo utilizado. O T1 (Oleo 1,5%), nio
demonstrou ser eficaz no tratamento, quando comparado ao controle positivo (T3) e
ao Oleo 1,5%(T2), porém foi melhor que o controle negativo (T4). Os resultados
observados para o T3 deve-se a indicacéo terapéutica deste para o tratamento da
candidiase disseminada, tendo em vista que o fluconazol apresenta eficécia,
seguranca e altos niveis de distribuicdo nos liquidos corporeos (Santos Jr. et al.,
2005).

O 6leo essencial utilizado para o tratamento foi extraido previamente e
apresentava a seguinte composicdo quimica: alfa- felandreno, alfa-terpineno,
limoneno, linalol, gama-terpineno, 4-terpineol, alfa-terpineol, timol, carvacrol e beta-



cariofileno. Com relacdo a atividade antifungica do oOleo essencial do O. vulgare
frente a leveduras, varios estudos tém sido desenvolvidos (Lambert et al., 2001;
Chami et al., 2004; Giordani et al, 2006), porém com grandes variacdes quanto ao
método de andlise da suscetibilidade in vitro; quanto a modelos experimentais
utilizados; composicdo do O6leo essencial, assim como, utilizacdo de compostos
isolados do 6leo (Lambert et al.,, 2001). Entretando, estudos em modelos
experimentais tem demonstrado boa atividade de compostos isolados do 6leo
essencial, assim como do 6leo puro (Chami & Chami; 2004).

Mesmo sendo reconhecidas as propriedades antimicrobianas, pertencentes as
espécies de Origanum, o mecanismo de acdo dos extratos e/ou 6leo essencial ainda
nao esta completamente elucidado, ndo se conhecendo o exato modo de ac¢éo frente
aos fungos, porém diversos estudos tem sido conduzidos neste sentido (Cox et al.,
2000; Lambert et al.; 2001).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados pode-se concluir que o 6leo essencial do
Origanum vulgare apresenta-se como um promissor agente antifungico,
demonstrando bons resultados no tratamento da candidiase experimental sistémica.
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