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1. INTRODUCAO

Pythium insidiosum & um importante oomiceto aquético patégeno para mamife-
ros. Este micro-organismo causa a pitiose, uma doenca emergente que oferece
risco de vida (GAASTRA et al., 2010). Dentre as espécies mais afetadas, destacam-
se 0s equinos no Brasil, e os humanos na Tailandia (MARCOLONGO-PEREIRA et
al., 2012; PERMPALUNG et al., 2019). Contudo, a doenca é descrita também em
outras espécies de animais domeésticos, incluindo caninos, bovinos, felinos, capri-
nos e ovinos e selvagens (aves e mamiferos).

O tratamento da doenca € desafiador, de prognéstico desfavoravel e as dificul-
dades nos protocolos terapéuticos sdo encontradas em todas as espécies afetadas.
Parte das falhas terapéuticas com farmacos antifingicos é explicada pelas carac-
teristicas do P. insidiosum que diferem dos fungos verdadeiros, sobretudo na sua
composicdo de membrana celular (LEAL et al., 2001). Dessa forma, as drogas an-
tifingicas sao ineficientes e a maioria dos animais atingidos ndo sobrevive em de-
corréncia da infeccéao (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003).

Os resultados terapéuticos ndo satisfatorios no tratamento da pitiose empre-
gando os protocolos tradicionais (cirurgia, imunoterapia e farmacos antifingicos)
tém impulsionado, nos ultimos anos, o desenvolvimento de pesquisas que visam a
busca de novos compostos e/ou protocolos mais eficazes no combate a P. insidio-
sum. Neste sentido, varios estudos in vitro e in vivo tém avaliado o emprego de
principios ativos diferentes dos antifingicos convencionais, incluindo compostos
antibacterianos (Loreto, 2018, IANISKY et al., 2021); compostos naturais (Fonseca
et al., 2015; Valente, 2016 a,b,c); bem como compostos nanoparticulados (Valente
et al., 2016a; Valente et al., 2018). Dentre estas investigacdes ressalta-se a ativi-
dade antimicrobiana de 6leos essenciais de plantas incluindo Origanum vulgare e
Melaleuca alternifolia (FONSECA et al., 2015; VALENTE et al., 2016 a,b).

Considerando-se as dificuldades encontradas no tratamento da pitiose, a ne-
cessidade de alternativas terapéuticas e o potencial antimicrobiano dos 6leos ex-
traidos de plantas, elaborou-se o presente estudo que avaliou a suscetibilidade in
vitro de P. insidiosum frente aos 6leos essenciais de Eucalyptus citriodora (euca-
lipto) Eugenia caryophyllata (cravo-da-india) e Cymbopogon winterianus (citronela).

2. METODOLOGIA
Os testes de suscetibilidade in vitro foram realizados empregando-se 21 iso-

lados clinicos de P. insidiosum, oriundos de animais naturalmente infectados, do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil e uma cepa padrao (CBS 101555). Todos os
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isolados pertencem a micoteca do Laboratorio de Micologia da Universidade Fede-
ral de Pelotas e foram identificados por suas caracteristicas macro e micro morfo-
l6gicas e confirmados molecularmente, conforme descrito por AZEVEDO et al.
(2012).

Os oleos essenciais utilizados neste estudo foram obtidos da Ferquima In-
dastria e Comércio Ltda, S&o Paulo-SP, Brasil. Os componentes dos 6leos essen-
ciais foram determinados pelo fabricante. O inOGculo para os testes de suscetibili-
dade empregou cultura micelial de P. insidiosum, elaborado conforme descrito por
FONSECA et al. (2014), diluido 1:10 em caldo RPMI 1640 glicosado e tamponado
a pH 7,0 com 0,165M MOPS. Os testes de suscetibilidade foram realizados se-
guindo o protocolo de microdiluicdo em caldo (M38-A2) do CLSI.

As concentragOes testadas variaram de 56.000 a 119,37 pg/mL para os trés
Oleos avaliados neste estudo. As amostras foram incubadas sob agitacédo a 37°C
por 48 horas. A leitura foi visual e levou em consideragao o crescimento ou nao de
hifas. A menor concentracédo dos 6leos capaz de inibir o crescimento de P. insidio-
sum foi identificada como Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM). As concentracdes
acima da CIM foram utilizadas para a determinacdo da Concentracdo Oomicida
Minima (COM). Para isso 100 pL da diluicdo foram transferidos para tubos con-
tendo 900 pL de caldo Sabouraud, ficando incubados a 37°C por 48 horas. A menor
concentracéo do 6leo que nédo evidenciou crescimento foi considerada a COM.

3.  RESULTADOS E DISCUSSAO
Nos testes in vitro, os 6leos essenciais avaliados apresentaram atividade
antimicrobiana sobre P. insidiosum. Dentre eles, o 6leo de Eugenia caryophyllata

evidenciou a menor CIM conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1: Suscetibilidade in vitro de P. insidiosum (n=21) aos 6leos essenciais Eucalyptus
citriodora, Eugenia caryophyllata e Cymbopogon winterianus

Variacao
MIC
NUmero de isolados (%) com as CIM=COM (mg/ml)
Oleos ma/mb) CiMs, CIMgo
(mg/ml) (mg/ml)
28000 14000 7000 3500 1750 875 437,5 218,75 109,37
28000-
E. Citriodora 437,5 3500 1750
") 3 4 2 5 5 1 1 0 0
(%) (14,28%) (19,4%)  (9,52%) (23,80%)  (23,80%)  (4,76%) (4,76%)
E. caryophyl- 28000-
lata 109,37 1750 437,5
(n) 1 0 4 3 3 6 3 0 1
(%) (4,76%) (19,04%)  (14,28%)  (14,28%)  (28,57%)  (14,28%) (4,37%)
C.Winterianus 28000- 1750 875
(n) 2 2 3 3 7 2 1 1 0 218,75
(%) (9,52%)  (9,52%) (14,28%)  (14,28%)  (33,33%)  (9,52%) (4,76%) (4,76%)

CIMso, concentragao inibitdria minima para inibir o crescimento de 50% dos isolados; ClMoo,
concentracdo inibitéria minima para inibir a crescimento de 90% dos isolados; CIM=COM,
concentracéo inibitoria minima igual a concentragdo oomicida minima.

O emprego de 6leos essenciais é uma pratica antiga que tem sido bastante
utilizada na medicina alternativa. Estudos empregando 0leos essenciais e extratos
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de plantas destacam-se na area de terapia antimicrobiana devido as propriedades
antioxidantes e antimicrobianas (NASCIMENTO et al., 2000; BAKKALI et al., 2008).
Nos ultimos anos, houve um aumento no nimero de estudos avaliando a acao de
Oleos essenciais e/ou compostos bioativos oriundos de plantas sobre P. insidiosum.
Os resultados do presente estudo corroboram os relatados por Valente et al. (2016)
e FONSECA et al. (2015), que evidenciaram CIM semelhantes a encontradas neste
estudo ao avaliar os 6leos de M. alternifolia, Mentha piperita, O. vulgare, Origanum
marjorana e Rosmarinus officinalis.

Os Oleos essenciais possuem efeitos antimicrobianos que podem ser atribu-
idos ao seu mecanismo de acdo atuando geralmente sobre a membrana citoplas-
matica ocasionando a lise e a perda da integridade da membrana e consequente
saida de ions (hidrogénio, potassio e calcio), gerando danos aos processos essen-
ciais a sobrevivéncia da célula (DORMAN; DEANS, 2000; RAO et al., 2010).

4. CONCLUSOES

Este estudo evidencia que isolados de P. insidiosum sdo suscetiveis aos 6leos
essenciais de Eucalyptus citriodora, Eugenia caryophyllata e Cymbopogon winteri-
anus, destacando-se a melhor atividade anti-Pythium de Eugenia caryophyllata.
Ressalta-se que as pesquisas com plantas medicinas devem ser continuadas, uma
vez que compostos oriundos de plantas constituem uma alternativa econémica,
sustentével, ecoldgica e acessivel, podendo ser um potente aliado da medicina in-
tegrativa na pitiose.
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