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1. INTRODUCAO

Oomicetos do género Pythium sdo micro-organismos termofilicos,
ubiquos em ecossistemas de agua doce e no solo. Pythium insidiosum é um
eucarioto Stramenopila de importancia ecolégica, agrondmica e patégeno para
mamiferos (GAULIN et al., 2010).

Em seu ciclo biolégico, P. insidiosum utiliza plantas aquaticas para
desenvolvimento e reproducdo assexuada que compreende a formacdo de
zooOsporos infectantes, que sao liberados nas aguas e movimentam-se até
encontrar outra planta onde completam seu ciclo. Todavia, estes zoOsporos
também podem ser atraidos por quimiotaxia para tecidos danificados de
mamiferos, onde se fixam e emitem tubos germinativos dando inicio a uma
infecgao (Miller, 1983).

| Quando infecta um mamifero, causa a pitiose, uma doenca infecciosa
piogranulomatosa de dificil tratamento, de progndstico reservado e descrita em
varios paises (Mendoza et al.,, 1996). No Brasil, esta enfermidade é bem
documentada em equinos (Marcolongo-Pereira et al. 2012), bovinos (Grecco et al.
2009), ovinos (Santurio et al. 2008), caninos (Pereira et al. 2013) e raramente em
humanos (Marques et al. 2006). Na regido Sul do Rio Grande do Sul (RS),
Marcolongo-Pereira et al. (2012), demonstraram que a pitiose equina é endémica
atingindo prevaléncias de 14,5% e correlacionaram a ocorréncia da enfermidade
com campos planos e sujeitos a alagamentos, propicios ao desenvolvimento do
agente.

Dependendo da espécie de hospedeiro infectado, a enfermidade pode
manifestar-se na forma cutanea/subcutanea, gastrointestinal, oftalmica ou
sistémica o que acarreta a prescricdo de diferentes protocolos terapéuticos no
tratamento da pitiose em animais e no homem. No entanto, os resultados variam
consideravelmente (GAASTRA et al. 2010).

Considerando-se as dificuldades de opcdes terapéuticas eficazes para a
pitiose, muitas pesquisas tém buscado alternativas terapéuticas com diferentes
classes de compostos antimicrobianos, incluindo agentes antifangicos e nao
antifingicos (PEREIRA et al., 2007; ARGENTA et al., 2012; ZANETTE et al.,
2015; JESUS et al., 2014, LORETO et al.,, 2018) Dentre estas investigacbes
ressalta-se a atividade antimicrobiana in vitro de 6leos essenciais de plantas da
familia Lamiaceae e Melaleuca alternifolia (FONSECA et al., 2015; VALENTE et
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al., 2016), bem como de compostos extraidos de plantas, incluindo raizes e frutos
(SRIPHANA et al. 2013; SUTHIWONG et al. 2014).

O potencial antimicrobiano de Melaleuca alternifolia é atribuido aos seus
componentes majoritarios terpinen-4-ol, 1,8 cineol, a terpineol, terpinoleno e a- e
Y -terpineno que perfazem aproximadamente 90% da composicdo do 6leo essencial
(BROPHY et al., 1989). Suas propriedades antimicrobianas sdo bem evidenciadas
sobre diferentes micro-organismos, incluindo bactérias, virus, fungos e oomicetos
(P. insidiosum) (BAKKALI et al., 2008, FONSECA et al., 2015, VALENTE et al.,
2016). No entanto, de acordo com Raut e Karuppayil (2014), em alguns casos
tem-se observado que os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais, quando
avaliados isoladamente, podem apresentar melhor atividade sobre determinados
micro-organismos. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar a
atividade antimicrobiana do Oleo essencial de Melaleuca alternifolia e seu

| composto majoritario a-terpineol sobre isolados de P. insidiosum,

2. METODOLOGIA

O teste de suscetibilidade in vitro empregando o 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia e a-terpineol foi realizado frente a 10 isolados de P.
insidiosum pertencentes ao Laboratorio de Micologia (LABMICO) (Instituto de
Biologia — Universidade Federal de Pelotas). O 6leo essencial utilizado neste
estudo foi obtido comercialmente da empresa Ferquima Inc. e Com. Ltda e o
composto majoritario foi adquirido da empresa Sigma (Aldrich Ltda).

Os testes in vitro foram realizados utilizando como inoculo hifas de P.
insidiosum, seguindo a metodologia descrita por Fonseca et al.(2014). O in6culo
foi preparado a partir do cultivo de duas placas de Petri contendo agar levedura,
incubadas durante quatro dias em estufa a 37°C. Sobre estas culturas foi
dispensado um volume de 10mL de agua destilada estéril e o micélio foi raspado
com auxilio de lamina de bisturi esterilizada. Essa solucao foi transferida para um
tubo de ensaio e o inéculo obtido foi entdo ajustado em espectrofotdbmetro a uma
transmitancia de 80 a 85%. Logo ap0os foi diluido em meio RPMI 1640 glicosado e
tamponado a pH 7,0 com 0,165M de MOPS na concentracdo 1:9.

O teste utilizado baseou-se no método de microdiluicio em caldo,
seguindo as normas descritas no documento M38-A2 do CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute)(2008) adaptado para testes com fitofarmacos. A
partir da solucdo-estoque de 56000ug/mL do compostos avaliados, foram
preparadas dez diluicbes sucessivas que variaram de 1000,96 a 1,95ug/mL em
meio RPMI.

Aliqguotas de 100uL dessas concentracbes foram dispensadas
sequencialmente nas microplacas, preenchendo o0s pogos pertencentes as
colunas numeradas de um a dez. A estas colunas foi distribuido um volume de
100pL do inoculo. Para cada teste foram utilizadas colunas controle positivo
(inoculo+meio de cultura) e negativo (diluicdo do 6leo+meio). As placas foram
incubadas a 37°C em estufa orbital de agitacdo constante a 40rpm, durante 48
horas. Todos os testes foram realizados em quadruplicata.

A leitura considerou o crescimento ou ndo de hifas, sendo identificada a
concentracéo inibitéria minima (CIM), ou seja, a menor concentracdo em que nao
houve o crescimento de hifas. As concentra¢des acima da concentragdo inibitoria
minima foram utilizadas para determinacdo da concentragdo fungicida minima
(CFM). Para isto, 100 uL da diluigao foram transferidos para tubos contendo 900yl
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de caldo Sabouraud, ficando incubados a 37C por 24 horas. A menor
concentracdo dos compostos avaliados que nao evidenciaram crescimento foi
considerada a CFM. Adicionalmente, foram calculadas a CIMsy (menor
concentragédo capaz de inibir 50% dos isolados) e CIMgy (Mmenor concentracao
capaz de inibir 90% dos isolados).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

M. alternifolia (“tea tree” ou arvore do cha) € uma planta da familia
Myrtaceae, ordem Myrtales (RUSSEL; SOUTHWELL, 2002) e tem sido utilizada
na terapéutica por possuir propriedades antimicrobianas conhecidas ha muitos
anos (CARSON; RILEY, 1998; HALCON; MILKUS, 2004). Esta atividade
antimicrobiana € atribuida aos componentes majoritarios terpinen-4-ol, 1,8 cineol,
a terpineol, terpinoleno e a- e Y-terpineno, os quais compreendem 90% da
composicdo quimica desse 6leo (BROPHY et al.,1989).

Neste estudo, o Oleo de M. alternifolia, apresentou CIM que variou de
531,5 a 2125pg/mL, sendo a CIMsy, 1062,5ug/mL e a ClMgg 2125 pg/mL.
Observou-se que a CFM foi igual a CIM. Esses resultados foram similares aos
relatos de Valente et al. (2016) ao testarem a suscetibilidade in vitro de 26
isolados clinicos de P. insidiosum frente ao 6leo essencial de M. alternifolia. Na
literatura estudos avaliando a acéo anti-P. insidiosum de compostos majoritarios
de O6leos essenciais de plantas sdo escassos. Apenas Jesus et al (2014)
avaliaram a atividade de carvacrol e timol frente a 23 isolados de P. insidiosum.
Ao avaliar-se 0 composto majoritario terpineol, verificou-se que a CIM variou de
7,82 a 670,71pg/mL, sendo a CIMsy 62,56pug/mL e a ClMgy 250,24pug/mL.
Comparando-se os valores de CIM do terpineol aos resultados da CIM do éleo
essencial de M. alternifolia, evidenciou-se que a CIM do composto majoritario foi
menor, demonstrando que, in vitro, a atividade antimicrobiana do componente
majoritario foi superior ao 6leo essencial. Estes resultados estdo de acordo com
Raut e Karuppayil (2014) que afirmaram que em alguns casos tem-se observado
que o0s constituintes majoritarios apresentaram melhor atividade sobre
determinados micro-organismos do que o Oleo essencial. Por outro lado, Bakkali
et al. (2008) relataram que é possivel que a atividade dos componentes
majoritarios seja modulada por outras moléculas menores, o que pode influenciar
a distribuicdo celular do 6leo. Esta ultima caracteristica é importante, uma vez que
estabelece diferentes tipos de reacdes celulares. Nesse sentido, para fins
bioldgicos, seria mais informativo estudar um o6leo inteiro do que alguns de seus
componentes, parecendo o conceito de sinergismo ser mais significativo.

Segundo RAO et al. (2010), a atividade antimicrobiana dos componentes
majoritarios dos 6leos essenciais podem afetar a homeostase dos fons de Ca** e
H* por interferéncia na permeabilidade dos canais i0Gnicos. Além disso, esses
autores relatam que esses constituintes podem interferir na via de sinalizacao
TOR, resultando na perda da viabilidade da célula.

4. CONCLUSOES

Os resultados preliminares obtidos no presente estudo sugerem que tanto
o Oleo essencial de M. alternifolia quanto seu constituinte terpineol possuem
propriedades anti-P. insidiosum. Embora o composto majoritario terpineol tenha
evidenciado atividade antimicrobiana superior ao Oleo, outros ensaios utilizando
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um maior numero de isolados sdo necessarios para melhor avaliar a
suscetibilidade de P. insidiosum a estes compostos.
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