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1. INTRODUCAO

Pythium insidiosum é um oomiceto aquatico, classificado no
reino Stramenopila, filo Oomycota, familia Pythiaceae, género Pythium. Essa
espécie é conhecida como principal patdégena para mamiferos, uma vez que
causa pitiose, uma doenca crénica, que acomete animais e humanos, tendo sido
descrita nas Américas, em alguns paises europeus e sudeste asiatico
(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL,1996; MENDOZA et al., 1996).

O tratamento de infecgOes causadas por esse agente em animais e humanos
€ dificultado por suas caracteristicas, sobretudo na formacdo de membrana
citoplasmatica. Essa, ndo contém como principal esterdide o ergosterol, que € o
componente-alvo de acdo da maioria das drogas antifingicas. Devido a isso, as
drogas antifingicas disponiveis possuem baixa a¢ao contra esse patdégeno (FOIL,
1996; MENDOZA et al. 1996).

A terbinafina é um antifingico pertencente ao grupo das alaminas o qual atua
em uma etapa precursora a biossintese do ergosterol. Estudos in vitro relatam
baixa atividade anti-Pythium insidiosum quando em monoterapia (FONSECA et
al., 2014). Todavia, pesquisas tém demonstrado sinergismo quando associada a
outros antimicrobianos (CAVALHEIRO et al., 2009; ARGENTA et al., 2012,
PEREIRA et al., 2007).

Os oOleos essenciais sdo uma nova linha de pesquisa que vem surgindo no
tratamento da pitiose. Estudos anteriores comprovam a acao de 6leos essenciais
in vitro e in vivo sobre esse patégeno, demonstrando uma boa eficacia
(FONSECA et al., 2015; VALENTE et al., 2016).

Diante dos fatos, o objetivo deste trabalho foi testar a suscetibilidade in vitro
deste oomiceto em questédo, frente as combinacdes de terbinafina com os 6leos
essenciais de Melaleuca alternifolia, Mentha piperita e Origanum vulgare.

2. METODOLOGIA

As combinagdes in vitro foram avaliadas usando o método de checkerboard
para microdiluicdo frente a 19 isolados clinicos de P. insidiosum e uma cepa
padrao (CBS 101555). Todos os isolados foram caracterizados por suas
caracteristicas morfolégicas e moleculares descritos por AZEVEDO et al. (2012).

Para cada composto foi determinada a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), sendo a mais baixa concentracéo capaz de inibir P. insidiosum.

Os testes foram realizados conforme o protocolo M38-A2 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) e as interpretacdes das combinac¢des foram
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baseadas nos valores do indice de Fracdo Inibitéria Minima (FICI) o qual
classifica as combinagdes como sinérgica (FICI< 0,5), indiferente (0,5 < FICI = 4)
ou antagonista (FICI > 4) utilizando a formula FICI=(MIC A na combinacao/ MIC A
isolado) + (MIC B na combinac&o/ MIC B isolado), onde MIC A e MIC B indicam o
MIC de cada 6leo essencial avaliado (JOHNSON, 2004).

O in6culo para os testes de suscetibilidade empregou cultura micelial de P.
insidiosum, diluido 1:10 em caldo RPMI 1640 glicosado e tamponado a pH 7,0 com
0,165M MOPS (4cido morfolinico propanosulfénico).

Os compostos avaliados no presente estudo incluiram terbinafina (TER, 128 —
0,25ug/mL) (ASKY, Ltda, S&do Bernardo do Campo-SP, Brasil) e os 0leos
essenciais de Melaleuca alternifolia (MA 14.000-25ug/mL) (Laszlo Aromaterapia
Ltda, Belo Horizonte, Brasil), Mentha piperita (MP, 14.000 - 25 pg/mL) e Origanum
vulgare (OV, 14.000 - 25ug/mL) (Ferquima Indastria e Comércio Ltda, Sao Paulo,
Brasil). Os componentes dos 6leos essenciais foram fornecidos pelo fabricante.

As combinacbes de TER+MA, TER+MP e TER+OV foram avaliadas
empregando o método de cherkerboard para microdiluicdo. Para todos os testes foi
utilizado controle positivo (in6culo + RPMI) e negativo (extrato de 6leo + antifingico
+ RPMI). As placas foram incubadas a 37°C em estufa orbital de agitacdo
constante a 40 rpm, durante 48 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes simples, evidenciou-se atividade antimicrobiana da terbinafina com
concentracdes inibitdrias minimas que variaram entre 4 e 16ug/mL e ClIMsg ¢
CIMgy de 8upg/mL e 16ug/mL, respectivamente. Observou-se que O. vulgare
apresentou os menores valores de CIM (50 -1750ug/mL) com CIMsg € CIMgy de
220 e 870pg/mL, na devida ordem.

Quando avaliadas as combina¢des de terbinafina com os 6leos essenciais,
verificou-se que o efeito sinérgico ndo ocorreu em nenhuma das combinacdes. No
entanto, indiferenca foi observada em 100% (20/20), 90% (18/20) e 85% (17/20)
das combinacdes de terbinafina com M. alternifolia, M. piperita, e O. vulgare,
respectivamente. Efeito antagbnico foi evidenciado nas combinagbes com M.
piperita 10% (2/20) e O. vulgare 15% (3/20). Esses resultados foram discrepantes
aos relatados por JESUS et al. (2015), os quais obtiveram 48% e 32% de efeito
sinérgico nas combinagfes de terbinafina com timol e carvacrol. Infere-se que
essas diferencas encontradas podem ser atribuidas as particularidades dos
compostos bioativos presentes nas substancias empregadas neste estudo.
Contudo, Cavalheiro et al. (2009) constatou altos indices de indiferenca ou
antagonismo ao combinar terbinafina com outras classes de antimicrobianos, o
gue corrobora com nossos achados.

Foram evidenciadas diminuicdo das CIM da terbinafina em 85% (17/20), 55%
(11/20) e 75% (15/20) das amostras quando combinada com M. alternifolia, M.
piperita e O. vulgare respectivamente. Essa observacdo demonstra beneficios no
uso da combinacdo desse farmaco com o0s Oleos essenciais, uma vez que
melhora a eficacia do mesmo no combate a P. insidiosum quando comparado ao
seu uso isolado. Segundo Zhu, Gil-Lamaignere e Muller (2004) a associacao de
dois compostos pode aumentar a taxa de morte microbiana e encurtar a duracéo
do tratamento, bem como permitir o uso de doses mais baixas de cada composto,
reduzindo os efeitos toxicos dos mesmos.

Ressalta-se que a terbinafina atua em uma etapa precursora a da sintese do
ergosterol, pois ela age sobre a enzima esqualeno-epoxidase, causando assim,
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deficiéncia de ergosterol na membrana e acumulo intracelular de esqualeno,
levando a toxicidade da célula (COSTA; GORNIAK, 2002). Apesar desse agente
nao possuir o ergosterol de membrana, € relatado que outros oomicetos possuem
outras vias de biossintese de esteréis (GRIFFITH; DAVIS; GRANT, 1992).

A acdo antimicrobiana dos 0leos essenciais ocorre devido as alteracdes na
integridade da membrana citoplasmatica, prejudicando o metabolismo celular.
Acredita-se que este mecanismo poderia auxiliar a acdo dos antifingicos sobre P.
insidiosum e, em parte, explicaria os resultados obtidos nessa pesquisa.

4. CONCLUSOES

Através deste estudo, analisa-se que a associacdo dos 6leos essenciais
com a terbinafina pode trazer resultados positivos no combate a P. insidiosum,
uma vez que possibilita 0 uso de menores concentracdes nas dosagens de cada
composto, podendo aumentar também a eficacia na eliminacdo desse agente. No
entanto, € necessaria a avaliacdo terapéutica desse tipo de combinacao, sendo
uma possivel alternativa promissora na busca de novos protocolos terapéuticos
para o tratamento da pitiose.
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