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1. INTRODUÇÃO  

 
Pythium insidiosum é um micro-organismo Stramenopila e patógeno para 

mamíferos. O reino Stramenopila compreende um grande número de organismos 

autotróficos e heterotróficos de elevada importância ecológica e agronômica 

GAULIN et al. (2010). Como um típico oomiceto, P. insidiosum habita 

ecossistemas de água doce e ambientes terrestres e carece de ergosterol em sua 

membrana citoplasmática GAASTRA et al. (2010). Quando infecta um mamífero 

causa pitiose, uma doença infecciosa de difícil tratamento e de prognóstico 

reservado. Entre as espécies mais comumente afetadas estão os equinos, 

caninos e o homem que habitam áreas pantanosas e alagadas em regiões de 

clima tropical, subtropical e temperadas. Dependendo da espécie, a enfermidade 

pode manifestar-se na forma de pitiose cutânea, gastrointestinal, oftálmica ou 

sistêmica. Diferentes protocolos terapêuticos têm sido empregados para o 

tratamento da pitiose em animais e no homem. No entanto, os resultados variam 

consideravelmente GAASTRA et al. (2010). Considerando-se as dificuldades de 

opções terapêuticas eficazes para a pitiose, muitas pesquisas têm buscado 

alternativas terapêuticas com agentes antifúngicos e não antifúngicos PEREIRA 
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et al. (2007); ARGENTA et al. (2012); ZANETTE et al. (2015); JESUS et al. 

(2014). Dentre estas investigações ressalta-se a atividade antimicrobiana de óleos 

essenciais de plantas JESUS et al. (2014); FONSECA et al. (2015a), bem como 

de compostos extraídos de plantas, incluindo as raízes e frutos SRIPHANA et al. 

(2013); SUTHIWONG et al. (2014).  

O óleo essencial da planta Melaleuca alternifolia tem sido alvo de diversas 

pesquisas em função de suas atividades antibacterianas SAGAVE et al. (2015), 

antifúngicas FLORES et al. (2013), antivirais MINAMI et al. (2003), antiprotozoárias 

BALDISSERA et al. (2014) e anti-inflamatórias PEARCE et al. (2005). O objetivo do 

presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do óleo essencial de 

M. alternifolia frente ao oomiceto patógeno P. insidiosum.  

 

2. METODOLOGIA 
 

Neste estudo foram utilizados 10 isolados de P. insidiosum oriundos de 

animais naturalmente infectados. Todas as amostras foram caracterizadas por 

métodos morfológicos e moleculares. 

O óleo essencial de M. alternifolia foi obtido comercialmente de Laszlo 

Aromaterapia Ltda, Belo Horizonte, Brasil e os componentes do óleo essencial 

foram previamente determinados pelo fabricante. O inoculo utilizado no teste de 

suscetibilidade foi preparado a partir de cultura micelial (hifas) de P. insidiosum, 

como previamente descrito por Fonseca et al. (2014b). 

Para a realização do teste de suscetibilidade empregou-se o método de 

microdiluição em caldo baseado no protocolo M-38A2 do CLSI com modificações 

para fitofármacos. As concentrações do óleo essencial de M. alternifolia testadas 

variaram de 8,5 mg/mL a 0,02 mg/mL. Em cada poço da placa de microdiluição foi 

adicionado 100µL de cada diluição e adicionado igual volume de inoculo. Para cada 

um dos isolados de P. insidiosum foi estabelecido um controle positivo (100µL de 

RPMI e 100µL de inoculo) e um controle negativo (100µL de RPMI e 100 µL da 

diluição do óleo). As placas foram incubadas a 37°C em estufa orbital de agitação 

constante a 40 rpm, durante 48 horas. Todos os testes foram realizados em 

triplicata. A leitura dos resultados foi realizada em 48 horas de incubação e 

considerou o crescimento visual ou não de hifas. A menor concentração do óleo 



 

essencial capaz de inibir o crescimento de P. insidiosum em relação ao controle 

positivo foi identificada como a concentração inibitória mínima (CIM). A 

concentração fungicida mínima (CFM) foi determinada pela transferência de uma 

alíquota de 100µL das concentrações do óleo essencial iguais ou maiores ao 

estabelecido na CIM, para tubos de ensaio contendo 900µL de caldo Sabouraud. 

Após 48h de incubação a 37ºC, a menor concentração do óleo essencial que não 

evidenciou crescimento foi considerada como a CFM. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 A composição do óleo essencial de M. alternifolia empregado no 

presente estudo constituiu-se de: terpinen-4-ol (40-52%), ϒ-terpineno (6-20%), α-

terpineno (11-16%), 1,8 cineol (1-2%), terpineol (5%), limoneno (3-4%), pineno (3-

5%) e terpinoleno (1-5%), conforme informado pelo fabricante. O potencial 

antimicrobiano de M. alternifolia tem sido atribuído aos seus componentes 

majoritários (terpinen-4-ol, 1,8 cineol, α terpineol, terpinoleno e α- e ϒ-terpineno) 

representando cerca de 90% da estrutura do óleo de M. alternifolia BROPHY et al. 

(1989).  Esta composição estava presente no óleo essencial utilizado neste 

estudo. Verificou-se que os valores da CIM frente aos 10 isolados de P. 

insidiosum avaliados foram: 2,13 mg/mL (n=1; 10%); 1,06 mg/mL (n=6, 60%) e 

0,53 mg/mL (n=3, 30%). Adicionalmente, a CIM capaz de inibir 90% dos isolados 

avaliados (CIM90) foi de 1,06 mg/mL. Observou-se que as concentrações 

fungicidas mínimas foram iguais a concentração inibitória mínima para a maioria 

dos isolados testados. Apenas um isolados apresentou CFM 4 vezes maior do 

que a CIM.  

P. insidiosum é um micro-organismo que compartilha muitas características 

com os fungos verdadeiros. No entanto, a ausência de ergosterol na membrana 

citoplasmática o torna não responsivo a maioria dos antifúngicos disponíveis. No 

presente estudo, os resultados obtidos evidenciaram que o óleo essencial de M. 

alternifolia apresentou atividade antimicrobiana frente aos isolados de P. insidiosum  

avaliados.  

Estudos prévios in vitro que avaliaram a atividade antimicrobiana de óleos 

essenciais de plantas JESUS et al. (2014); FONSECA et al. (2015a), bem como de 

compostos extraídos de plantas, incluindo raízes e frutos SHRIPHANA et al. (2013); 

SUTHIWONG et al. (2014) têm relatado resultados animadores e promissores 



 

frente a P. insidiosum. Adicionalmente, um estudo in vivo evidenciou a atividade da 

combinação de uma formulação tópica de Origanum vulgare e Mentha piperita 

associada a imunoterapia no tratamento da pitiose cutânea experimental 

FONSECA et al. (2015c). Embora os resultados aqui apresentados sejam 

preliminares, pesquisas têm evidenciado a ação antimicrobiana da M. alternifolia 

sobre fungos FLORES et al. (2013), bactérias SAGAVE et al. (2015), vírus MINAMI 

et al. (2003) e parasitos BALDISSERA et al. (2014).  

Pesquisas empregando óleos essenciais de plantas como alternativas de 

tratamento em diferentes enfermidades têm aumentado nos últimos anos. Estes 

compostos apresentam como vantagens a baixa toxicidade às células dos 

mamíferos, menor impacto ambiental e boa aceitação pelos consumidores 

FONSECA et al. (2015a). 

 

4. CONCLUSÕES 
 

Os resultados preliminares obtidos no presente estudo sugerem que o óleo 

essencial de M. alternifolia pode constituir-se numa terapia adicional ao 

tratamento da pitiose. No entanto, outros estudos, utilizando um maior número de 

isolados, bem como a realização de experimentos para avaliar a ação de M. 

alternifolia in vivo, são necessários para verificar sua aplicabilidade em pitiose 

clínica. 
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