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1. INTRODUCAO

Pythium insidiosum é a principal espécie responsavel por causar a pitiose.
Essa doenca é de rapida evolugcdo e dificil tratamento, sendo endémica em
regides alagadicas, acometendo caninos, bovinos, ovinos, principalmente equinos
e humanos (GAASTRA et al., 2010).

Este micro-organismo € classificado como um pseudo-fungo, sendo
responsavel por causar lesfes cutaneas caracteristicas. Sua composic¢éo torna a
terapia antifingica convencional ndo satisfatoria (GROOTERS, 2003).

Inimeros sé@o os estudos no que diz respeito ao desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos, com distintos mecanismos de acdo que possibilitem um
prognostico favoravel a pitiose. O itraconazol é um antifangico do grupo dos
azoles, o qual tem sido frequentemente utilizado no tratamento da pitiose em
individuos doentes, porém com resultados variaveis (DYSTRA et al.,, 1999;
GROOTERS, 2003; PEREIRA et al., 2013).

A utilizacdo de Oleos essenciais € descrita com importante aplicabilidade
clinica, isso se deve ao fato de que os 6leos essenciais possuem propriedades
terapéuticas importantes. A importancia do 6leo essencial de Mentha piperita no
tratamento da pitiose ja € descrita por Fonseca, et. al. (2014a). Por outro lado,
estudos avaliando as associacbes ou combinagcfes de agentes antimicrobianos
em testes de suscetibilidade in vitro frente a P. insidiosum tém evidenciado a
ocorréncia de interacdes sinérgicas entre os agentes antimicrobianos testados
(ARGENTA et al., 2012, ZANETTE et al., 2015; VALENTE et al., 2016).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é avaliar a interacdo in vitro de
itraconazol com 6leo essencial de M. piperita sobre cepas de P. insidiosum.

2. METODOLOGIA

Os testes de suscetibilidade in vitro foram realizados empregando-se 19
isolados de P. insidiosum, oriundos de animais naturalmente infectados, do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil e uma cepa padréo (CBS 101555), cedida
pelo Laboratério de Pesquisas Micolégicas, Universidade Federal de Santa Maria.
Todos os isolados pertencem a micoteca do Laboratério de Micologia do Instituto
de Biologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). A identificacdo foi
realizada pelas caracteristicas macro e micro-morfologicas e confirmadas
molecularmente conforme descrito por Azevedo et al. (2012). Como in6culo
utilizou-se raspado de hifas previamente descrito por Fonseca et al. (2014b).


mailto:juliassilveira@gmail.com
mailto:nieversonp79@gmail.com
mailto:danielabrayer@gmail.com

C .Q 2 O ‘I 6 XXV CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA 23 SEMANA INTEGRADA
% UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS e TR ™ = (LR

UFPEL /2016

O dleo essencial utilizado neste estudo foi obtido da Ferquima Industria e
Comércio Ltda, S&o Paulo-SP, Brasil. O mesmo teve seus componentes
determinados pelo fabricante.

As concentracOes testadas foram de 256 — 0,5 yg/mL para o itraconazol e
de 1400-110 pg/mL para M. piperita. A avaliacdo das associa¢Oes foi realizada
através da técnica de cherkerboard conforme protocolo do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). O teste de suscetibilidade empregou o método de
microdiluicdo em caldo, seguindo o protocolo M38-A2 do CLSI (2008), adaptado
para testes com fitofarmacos. Baseado no indice de Fracgdo Inibitéria Minima
(FICI), as combinagdes foram interpretadas como sinérgica (FICI< 0,5), indiferente
(0,5 < FICI = 4) ou antagonista (FICI > 4)(JOHNSON et al., 2004), utilizando a
férmula FICI=(CIM A na combinagdo/ CIM A isolado) + (CIM B na combinacgéo/
CIM B isolado), onde CIM A e CIM B indicam a Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) de cada composto avaliado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca por uma terapéutica eficaz para pitiose € de extrema importancia,
por se tratar de uma doenca fatal, de alta ocorréncia.

Como resultado dos testes isolados de cada antimicrobiano, observou-se
que itraconazol apresentou com valores de CIM (>64) com ClIMsg e ClMg de 64 e
128 respectivamente e M. piperita com valores de CIM (110-1750pg/mL), sendo
CIMsp e CIMgp de 445 e 3500 pg/mL. Os valores de CIM obtidos no teste com
itraconazol foram semelhantes aos obtidos por Fonseca et al. (2014b).
Similarmente, os valores de inibicdo obtidos para M. piperita corroboram com os
achados de Fonseca et al. (2014a) e Valente et al. (2016).

A combinacdo de itraconazol com o Oleo essencial de M. piperita
evidenciou sinergismo em 80% (16/20) das amostras. Esses valores sao préximos
aos encontrados por Jesus et al. 2015 ao combinar itraconazol com carvacrol ou
timol no combate a P. insidiosum.

Adicionalmente, observou-se que as CIM das combinacdes apresentaram
valores menores que as CIM isoladas. Quatro combinacdes apresentaram efeito
indiferente e nenhuma das combinagdes apresentou efeito antagonico.

A acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais ocorre devido as alteracées na
integridade da membrana citoplasmaética, o que altera a entrada e saida de ions e
consequentemente interfere na respiracao celular (DORMAN; DEANS, 2000).

Acredita-se que este mecanismo auxilie na acao do itraconazol, que atua,
assim como outros azoles, inibindo a sintese de ergosterol na membrana fangica,
comprometendo o metabolismo celular e o desenvolvimento de micro-organismos,
0 que explicaria a eficacia da sinergia apresentado no presente estudo. Mesmo
gue o P. insidiosum n&o apresente ergosterol na sua membrana, outras vias de
biossintese de esterdis, em oomicetos foram relatadas por Gaulin (2010), o que
pode estar relacionado com a eficacia do itraconazol nos estudos de
suscetibilidade in vitro com o P. insidiosum.

Segundo Zhu et al. a associagao de dois compostos pode aumentar a taxa
de morte microbiana e encurtar a duragcao do tratamento, bem como permitir o
uso de doses mais baixas de cada composto, reduzindo os efeitos toxicos dos
mesmos.
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De acordo com os resultados desse estudo, fica evidente o beneficio da
combinacéo de itraconazol com o 6leo essencial de M. piperita, destacando-se
que a interacdo sinérgica desses compostos pode apresentar beneficios no
controle da pitiose.

4. CONCLUSOES

A combinacdo de itraconazol e 6leo essencial de M. piperita apresentou
atividade antimicrobiana com efeitos sinérgicos, permitindo sugerir como
terapéutica efetiva no controle de infeccbes causadas por P. insidiosum. No
entanto, outras pesquisas sao imprescindiveis na aplicacdo desse tipo de
combinacdo em individuos com pitiose.
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