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1. INTRODUCAO

Pythium insidiosum é um oomiceto aquético causador da pitiose. A doenca
acomete mamiferos, principalmente equinos, caninos e humanos, sendo
endémica em regides alagadicas de clima subtropical. A evolucao da enfermidade
€ rapida e o seu tratamento dificil (GAASTRA et al., 2010).

Morfologicamente é similar aos fungos filamentosos. No entanto, diferente
dos fungos verdadeiros, pois carece de ergosterol em sua membrana
citoplasmatica, principal alvo dos farmacos antifungicos. Este fato, em parte,
justifica a ineficacia dos tratamentos antifingicos empregados na pitiose em
animais e no homem (MENDOZA; VILELA, 2013).

Diferentes protocolos terapéuticos tém sido empregados para o tratamento
da pitiose nas espécies afetadas. Contudo, o0s resultados variam
consideravelmente (GAASTRA et al., 2010). Frente a estas dificuldades
terapéuticas, nas Ultimas décadas, varios grupos de pesquisa se engajaram em
estudos objetivando avaliar a suscetibilidade in vitro e in vivo de P. insidiosum a
diferentes principios ativos, incluindo os 6leos essenciais de plantas (JESUS et
al.,, 2015; FONSECA et al.,, 2015a,b; VALENTE et al., 2016), bem como
compostos extraidos de raizes e frutos (SRIPHANA et al., 2013; SUTHIWONG et
al., 2014).

Considerando a necessidade de alternativas terapéuticas para pitiose e a
atividade antimicrobiana de compostos bioativos de plantas, no presente estudo
avaliou-se a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum frente ao 6leo essencial de
Eugenia caripholiatta (cravo).

2. METODOLOGIA

Neste estudo foram utilizados 10 isolados de P. insidiosum oriundos de
equinos naturalmente infectados. Todos os isolados foram caracterizados por
métodos morfologicos e moleculares. O oOleo essencial de E. cariopholiatta
utilizado no estudo foi obtido da Ferquima Indastria e Comeércio Ltda, Sdo Paulo,
Brasil. O mesmo teve seus componentes determinados pelo fabricante. O indculo
utilizado no teste de suscetibilidade foi preparado a partir de cultura micelial
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(hifas) de P. insidiosum, como previamente descrito por Fonseca et al. (2014c).
Para a realizacdo do teste de suscetibilidade empregou-se o método de
microdiluicdo em caldo baseado no protocolo M-38A2 do CLSI com modificacdes
para fitofarmacos. As concentracdes do Oleo essencial de E. cariopholiatta
testadas variaram de 5.6000 yg/mL a 109,38 ug/mL. Em cada poco da placa de
microdiluicido foi adicionado 100uL de cada diluigdo e adicionado igual volume de
inodculo. Para cada um dos isolados de P. insidiosum foi estabelecido um controle
positivo (100puL de RPMI e 100uL de inéculo) e um controle negativo (100uL de
RPMI e 100 uL da diluicao do 6leo). As placas foram incubadas a 37°C em estufa
orbital de agitacdo constante a 40 rpm, durante 48 horas. Todos os testes foram
realizados em triplicata. A leitura dos resultados foi realizada em 48 horas de
incubagéo e considerou o crescimento visual ou n&o de hifas. A menor
concentracdo do Oleo essencial capaz de inibir o crescimento de P. insidiosum em
relacdo ao controle positivo foi identificada como a concentracao inibitéria minima
(CIM). A concentracéo fungicida minima (CFM) foi determinada pela transferéncia
de uma aliquota de 100uL das concentragdes do 6leo essencial igual ou maiores
ao estabelecido na CIM, para tubos de ensaio contendo 900uL de caldo
Sabouraud. Apés 48h de incubacdo a 37°C, a menor concentracdo do 6leo
essencial que ndo evidenciou crescimento foi considerada como a CFM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O dleo essencial de Eugenia caripholiatta tem como principio ativo o
eugenol, um composto fendlico (4-alil-2-metoxifenol-C1oH120) que esta presente
no caule, flores e folhas da planta (GRIFFITHS, 2000). O eugenol possui atividade
antibactericida contra Streptococus mutans, Bacillus cereus; antifingica contra
Aspergillus niger, Candida albicans, , entre outras espécies de fungos, além de
possuir efeito anti-inflamatorio, cicatrizante e analgésico (DELESPAUL et al.,
2000). Neste estudo verificou-se que os valores da CIM frente aos 10 isolados de
P. insidiosum avaliados foram: 437,5 ug/mL (n=3; 30%); 875 pyg/mL (n=7, 70%).
Adicionalmente, a CIM capaz de inibir 50% dos isolados avaliados (CIMso) foi de
875 ug/mL. Observou-se que as concentragcdes fungicidas minimas foram iguais a
concentracéo inibitéria minima para todos os isolados testados.

A utilizacdo de Oleos essenciais e compostos bioativos oriundos de plantas
vem ganhando destague nas pesquisas que buscam alternativas de terapias para
o controle da infeccdo causada por P. insidiosum em mamiferos. Jesus et al.
(2015) sugeriram gue as combinacfes dos 6leos essenciais de carvacrol e timol
com agentes antimicrobianos podem se constituir numa alternativa para o
tratamento da pitiose cutanea. Similarmente, Fonseca et al., (2015a)
demonstraram a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais de Origanum
vulgare, Origanum majorana, Mentha piperita e Rosmarinus officinalis frente a
isolados de P. insidiosum. Adicionalmente, um estudo in vivo demonstrou a acao
da combinacdo de uma formulagéo topica de Origanum vulgare e Mentha piperita
associada a imunoterapia no tratamento da pitiose cutanea experimental Fonseca
et al., (2015c). Pesquisas de Valente et al., (2016) evidenciam que P. insidiosum &
suscetivel aos O6leos essenciais de M. piperita, M. alternifolia e O. vulgare
individualmente e nas suas combinacdes.

O efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais pode ser atribuido ao seu
mecanismo de acdo que atua em nivel de membrana citoplasmatica. A acao dos
Oleos essenciais sobre a membrana citoplasmatica da célula microbiana leva a
sua desestabilizacdo, ocasionando prejuizos aos processos do metabolismo e
permeabilidade, o que determina a morte do micro-organismo (DORMAN;



32 SEMANA XXVI CONGRESSO DE
L)
‘i!‘ e e C’:) C I INICIACAO CIENTIFICA

DEANS, 2000). Embora os resultados aqui apresentados sejam preliminares,
pesquisas tém evidenciado a acdo antimicrobiana do E. caripholiatta sobre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Salmonella
enteritidis e Listeria monocytogenes diminuindo significativamente a taxa de
crescimento destes micro-organismos (SCHERER et al., 2009).

Estudos utilizando Oleos essenciais de plantas como alternativas de
tratamento em diferentes enfermidades tém aumentado nos ultimos anos. Estes
compostos apresentam como vantagens a baixa toxicidade as células dos
mamiferos, menor impacto ambiental e boa aceitacdo pelos consumidores
(FONSECA et al.,2015a).

4. CONCLUSOES

Este estudo evidencia que os isolados de P. insidiosum avaliados séo
suscetiveis ao 6leo essencial de E. cariopholiatta. Todavia, a suscetibilidade in
vitro de um maior numero de isolados precisa ser testado, bem como é
necessario verificar-se a aplicabilidade in vivo do emprego desse 6leo na pitiose
cutanea.
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