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APRESENTACAO

A Obra “Microbiologia: Geragdo de conhecimento e carater multidisciplinar”
publicada no formato e-book, traz ao leitor cinco artigos de relevada importéncia na area de
Microbiologia. O Foco principal desta obra é atualizagdo sobre o tipo de pesquisa que se
vem fazendo atualmente na area, discursao e divulgacao cientifica de pesquisas nacionais,
englobando as diferentes areas afins.

Atualmente é evidente o avango cientifico nesta area, o que aumenta a importancia
e a necessidade de atualizagdo e consolidagdo de conceitos, técnicas, procedimentos e
temas.

As pesquisas cientificas produzidas em diversas regides do pais, estdo divulgadas
na forma de artigos originais e de revisbes abrangendo os diferentes campos dentro da
area de Microbiologia e suas conexdes. Portanto, englobando a: Microbiologia, Genética,
Biologia molecular, Biotecnologia, Bacteriologia, Virologia e Patologia. Produzindo assim
uma obra multidisciplinar e transversal que vai desde a pesquisa basica a aplicagéo pratica.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores e
estudantes da area de Microbiologia e suas interfaces ou areas afins. Entretanto, &€ uma
leitura interessante para todos aqueles que de alguma forma se interessam pela area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informagéo cientifica de
maneira clara e efetiva, em portugués ou inglés, linguagem acessivel, concisa e didatica,
atraindo a atencgéo do leitor, independente se seu interesse € académico ou profissional.

Os capitulos desta obra explanam sobre: Shigella sonnei, suscetibilidade in vitro de
Pythium insidiosum, triagem sorol6gico-molecular para o virus da hepatite C e andlise de
polpa de goiaba.

O livro “Microbiologia: Geragdo de conhecimento e carater multidisciplinar “, traz
publicagbes atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura
adequada, propicia e confiavel para a divulgacgéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Uma 6tima leitura a todos(as)!

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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CAPITULO 3
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RESUMO: Pythium insidiosum € um oomiceto
aquatico causador da pitiose, uma enfermidade
infecciosa, ndo contagiosa, e de progndstico
desfavoravel. Farmacos antifungicos
convencionais sdo pouco eficazes sobre esse
micro-organismo, pois a maioria possui seu
mecanismo de ac¢ado atuando sobre o ergosterol
da membrana celular, que esta ausente neste
oomiceto. Apesar do avango nas pesquisas,
o tratamento da pitiose ainda ndo esta
completamente estabelecido. Diante desses
fatos, a terapia utilizando éleos essenciais de
plantas bioativas e suas associa¢gdes surgem
como novas alternativas no combate a esse
patogeno. O presente estudo buscou avaliar a
suscetibilidade in vitro de P. insidiosum frente ao
6leode Helianthus annusL. ozonizado e a Eugenia
caryophyllata individualmente e combinados
entre si, frente a 30 e 20 isolados clinicos de P.
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insidiosum, respectivamente. O inbdculo utilizado
no teste de suscetibilidade foi preparado a partir
de cultura micelial de P. insidiosum. Para a
realizacao do teste de suscetibilidade empregou-
se 0 método de microdiluicdo em caldo baseado
no protocolo M-38A2 do CLSI e as combinagdes
foram avaliadas pela técnica de cherkerboard.
O dleo de H. annus L. e E. caryophyllata foram
obtidos comercialmente e os componentes do
6leo essencial foram previamente determinados
pelo fabricante. As concentra¢des testadas
variaram entre 56.000pg/mL a 0,05 pg/mL para
ambos os 0leos. A leitura levou em consideragéo
o crescimento ou ndo de hifas, sendo identificada
a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). As
concentragbes acima da concentracéo inibitéria
minima foram utilizadas para determinacao
da Concentracdo Oomicida Minima (COM). A
menor concentragdo do 6leo que ndo evidenciou
crescimento foiconsideradaa COM. Osresultados
para os testes isoladamente demonstram que
a CIM_ e CIM,, foram de 3500 pg/mL e 28000
pg/mL, respectivamente para H. annus L. e de
875 pug/mL e 7000 pg/mL, respectivamente para
E. caryophyllata. A combinacdo de ambos os
6leos evidenciou sinergismo em 95% (19/20)
dos isolados avaliados e indiferenca em 5%
(1/20). Os resultados obtidos no presente estudo
sugerem que os Oleos de H. annus L. e E.
caryophyllata podem constituir-se numa terapia
adicional ao tratamento da pitiose. No entanto,
outras pesquisas sao necessarias para verificar
sua aplicabilidade em pitiose clinica.
PALAVRAS - CHAVE: Oomicetos, pitiose,
Helianthus annus L., Eugenia caryophyllata.
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INTRODUCAO

Pythium insidiosum e pitiose

Pythium insidiosum é o agente causador da pitiose em mamiferos (GAASTRA et
al., 2010). Trata-se de um oomiceto aquatico classificado no Reino Stramenopila, Classe
Oomycetes, Ordem Pythiales, Familia Pythiaceae, Género Pythium e Espécie Pythium
insidiosum (ALEXOUPOLOS, 1996). Trata-se de uma doenca de carater invasivo de rapida
progressao e dificil tratamento (HILTON et al., 2016). Possui distribuicdo mundial, ocorrendo
em regides de clima tropical, subtropical e temperado (MENDOZA et al., 1996). No Brasil,
a pitiose acomete principalmente equinos, com maior numero de relatos na regido Sul
do pais e Pantanal mato-grosense, e em humanos, com elevado numero de infecgbes
na Tailandia (LEAL et al., 2001; MARCOLONGO-PEREIRA, 2012; WEIBLEN et al., 2015;
KRAJAEJUM et al., 2018; ROMERO et al., 2019).

Comumente, observam-se que os animais afetados, permanecem por longos periodos
em contato com aguas paradas em lagos, agudes ou banhados (CHAFIN et al., 1995). Em
seu ciclo biolégico, P. insidiosum utiliza plantas aquaticas para o seu desenvolvimento,
fazendo reproducgdo assexuada que se caracteriza pela formagéo de zodsporos infectantes
0s quais séo liberados na agua e movimentam-se até encontrar outra planta para completar
seu ciclo. Todavia, estes zo6sporos também podem ser atraidos por quimiotaxia para tecidos
danificados, onde se fixam e emitem tubos germinativos dando inicio a infec¢do (MILLER,
1983). Ndo ha predisposicdo por raga, idade ou sexo, nem ha relatos da contaminagéo
entre os animais e o homem. (MENDONZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; SANTURIO et al.,
2006). Dentre as espécies domésticas, os equinos sdo 0s mais suscetiveis e se infectam
ao entrar em contato com areas alagadas com presenca de zo6sporos de P. insidiosum.
Nestes animais, a enfermidade caracteriza-se pelo desenvolvimento de lesdes cutaneas
ulcerativas, de evolugéo rapida, formando grandes massas teciduais de bordas irregulares
e aparéncia tumoral. No interior das lesdes observa-se abundante tecido conjuntivo
fibroso de consisténcia firme e aspecto arenoso e ramificadas “kunkers” que facilmente
se desprendem da lesdo (CHAFFIN et al.,1995; MENDOZA et al., 1996). Os “kunkers”
auxiliam no diagnéstico da doenca, porém ao se desprenderem da les@do em ambientes
favoraveis, refazem o ciclo biolégico mantendo a contaminagdo do ambiente (FONSECA
et al., 2014a). Ja nas demais espécies, estas estruturas ndo sdo observadas e a doenca
se manifesta na forma de piogranulomas gastrintestinais e cutdneos (MILLER et al., 1983;
FOIL et al., 1984; GROOTERS, 2003). Em caninos, as lesbGes gastrointestinais sédo as
mais comuns (GROOTERS, 2003), enquanto as formas cutaneas/subcutdneas com
desenvolvimento de lesGes ulcerativas sdo frequentes nas demais espécies, incluindo
bovinos (PEREZ et. al., 2005; GRECCO et al., 2009;), ovinos (TABOSA et al., 2004),
ovinos e caprinos (DO CARMO et al., 2020), e felinos (SOARES et al., 2019; DOWST et
al.,, 2019). Relatos em espécies silvestres também s&o descritas na literatura, incluindo
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caso de pitiose em dromedario (WELLEHAN et al., 2004), onga-pintada (CAMUS et al.,
2004), tigre de bengala (BUERGELT et al., 2006), carauna (PESAVENTO et al., 2008),
camelo (VIDELA et al., 2012) e avestruz (SOUTO et al., 2019) Em humanos a pitiose é
uma enfermidade de progndstico desfavoravel, sendo comum na Taildndia (KRAJAEJUM et
al., 2006), manifestando-se nas formas cutanea, subcutanea, ocular, vascular e sistémica
(SALIPANTE et al., 2012; SCHLOEMER et al., 2013; KHUNKHET et al., 2015; LELIEVRE
et al., 2015; SERMSATHANASAWADI et al., 2016; NEUFELD et al., 2018; CHITASOMBAT
et al., 2018).

Tratamento

O tratamento de infec¢des causadas por P. insidiosum é complicado e desafiador.
Por possuir uma via incompleta de biossintese de esterdis, P. insidiosum necessita
incorporar esterbis exdgenos a sua membrana célula. Este fato justifica, em parte, a
resisténcia de P. insidiosum e os insucessos nos tratamentos que utilizam antifngicos, os
quais tém acéo sobre os esterdis de membrana (LERKSUTHIRAT et al., 2017). A busca por
tratamentos efetivos contra a pitiose impulsionou o desenvolvimento de diversas pesquisas
que visam a formulacéo de protocolos terapéuticos eficazes para combater a enfermidade.
Nesse sentido, destacam-se as pesquisas com farmacos da classe dos antibacterianos
(ITAQUI et al., 2016; JESUS et al., 2016; BAGGA et al., 2018; CHATTERJEE; AGRAWAL,
2018; LORETO et al., 2018, 2019), antifungicos, tais como: caspofungina, micafungina,
terbinafina (PEREIRA et al., 2007; ZANETTE et al., 2015; ITAQUI et al., 2016) 6leos
essenciais e compostos naturais (FONSECA et al., 2015a, ARAUJO; BOSCO; SFORCIN,
2016; VALENTE, 2016a, b;), nanocompostos (VALENTE et al., 2016a); nanoparticulas de
prata (bio-AgNP) (VALENTE et al., 2018) e compostos metalicos (RIBEIRO et al., 2017).
Oleos essenciais

As plantas sao utilizadas ha milhares de anos na terapéutica. Suas partes como raiz,
folhas e flores fornecem substancias bioativas capazes de auxiliar na cura de doengas e
na fabricacdo de medicamentos (ROSA et al., 2012). Essas substéancias se destacam pelas
suas propriedades medicinais, que incluem acbes antimicrobianas, analgésicas, anestésicas
e anti-inflamatoérias (BAKKALI, 2008). Os 06leos essenciais sdo compostos aromaticos
originarios do metabolismo secundario das plantas. Suas propriedades terapéuticas
despertaram um crescente interesse nos estudos relacionados a terapia antimicrobiana.
Além disso, por se tratar de compostos naturais, 0s mesmos apresentam um alto potencial
medicinal na busca por tratamentos com baixa toxicidade e menos agressivos FONSECA
et al. (2015b). Estudos empregando compostos aromaticos e bioativos de plantas surgiram
recentemente como uma nova linha de pesquisa na terapéutica da pitiose. Nesse sentido,
investigacoes sobre a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum, frente a 6leos essenciais de
Origanum vulgare, Origanum majorana, Mentha piperita, Rosmarinus officinalis e Melaleuca
alternifolia demonstraram resultados promissores (FONSECA et al., 2015a ,b VALENTE
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et al.,, 2016a,b). Da mesma forma, pesquisas vém avaliando a agédo antimicrobiana de
compostos bioativos e 6leos essenciais de plantas (JESUS et al., 2015; FONSECA et al.,
2015a,b), bem como de compostos extraidos de raiz (SRIPHANA et al., 2013ab) e de frutos
de plantas (SUTHIWONG et al. 2014).

O 6leo essencial de cravo (Eugenia cariophollata) € uma especiaria usada ha muitos
anos na culinaria, perfumaria e também apresenta propriedade antibactericida. Quando
testada contra bactérias com Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Campylobacter
jejuni, Salmonella Thyphimurium, Pseudomonas aeruginosa e Clostridium perfringens.a
acao do 6leo diminuiu significativamente a taxa de crescimento destes micro-organismos
(SCHERER et al., 2009). Esse 6leo tem como principio ativo o eugenol, um composto
fendlico (4-alil-2-metoxifenol-C10H1202), que esta presente no caule, flores e folhas da
planta (GRIFFITHS, 2000). O eugenol possui atividade antibactericida contra Streptococus
mutans, Bacillus cereus e antifungica conta Aspergillus niger, Candida albicans, entre
outras espécies de fungos, além de possuir efeito anti-inflamatério, cicatrizante e analgésico
(DELESPAUL et al., 2000).

O Oleo vegetal de girassol (Helianthus annus L.) por sua vez, tem aplicacbes em
diversas finalidades como na industria cosmética, farmacéutica, alimenticia, veterinaria,
dentre outras. Este 6leo tem como principais componentes majoritarios os acidos linoleicos
e oleicos. Os 6leos podem ser utilizados na sua forma pura ou ozonizados. A utilizagdo
do ozénio no tratamento de diversas enfermidades é conhecida como ozonoterapia. O
oz6nio apresenta beneficios quando utilizado como agente terapéutico devido ao fato de
ser um potente oxidante, participando ativamente do processo de cicatrizacdo devido as
suas propriedades antimicrobianas. Quando associado com o6leos apresenta diversas
caracteristicas bioldgicas importantes como a agédo bactericida, inativagdo de fungos e
virus, proliferacao celular e tecidual (BOCCI et al., 1994). Adicionalmente, nosso grupo de
pesquisa constatou que o 6leo de girassol ozonizado foi capaz de inibir completamente o
crescimento de P. insidiosum in vitro e ex vivo (ZAMBRANO et al., 2019).

Considerando-se as dificuldades encontradas na cura da pitiose, a necessidade
de alternativas terapéuticas e o potencial antimicrobiano dos 6leos extraidos de plantas,
elaborou-se o presente estudo que busca avaliar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum
frente a 6leo de Helianthus annus L. ozonizado (6leo de girassol) e a Eugenia caryophyllata
(6leo de cravo), individualmente e combinados entre si.

MATERIAL E METODOS

Amostras de P. insidiosum: Foram utilizados 30 isolados de P. insidiosum, oriundos
de 27 equinos e 2 caninos naturalmente infectados e uma cepa padrdao (CBS 101555).
Todos os isolados pertencem a micoteca do Laboratério de Micologia da Universidade

Federal de Pelotas e foram identificados por caracteristicas macro e micro morfolégicos e
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confirmados molecularmente conforme descrito por AZEVEDO et al. (2012).

Preparo dos inéculos: Os testes de suscetibilidade in vitro foram realizados
utilizando como in6culo o micélio de P. insidiosum, preparado conforme previamente
descrito por Fonseca et al. (2014b). O in6culo foi preparado a partir do cultivo de duas
placas de Petri contendo agar levedura 0,1%, incubadas durante quatro dias em estufa a
37°C. Sobre estas culturas foi dispensado um volume de 10mL de agua destilada estéril e 0
micélio foi raspado com auxilio de 1amina de bisturi esterilizada. Essa solucéo foi transferida
para um tubo de ensaio e o inéculo obtido foi entdo ajustado em espectrofotémetro a uma
transmitancia de 80 a 85%. Logo apo6s foi diluido 1:10 em caldo RPMI 1640 glicosado e
tamponado a pH 7,0 com 0,165M MOPS.

Testes isolados de suscetibilidade in vitro: Os testes de suscetibilidade
foram realizados seguindo o protocolo de microdiluicdo em caldo (M38-A2) do CLSI. O
Oleo de girassol (Helianthus annus L.) ozonizado (OGO) foi obtido comercialmente pelo
fabricante Ozone & Life. A composi¢éo do 6leo foi fornecida pelo fabricante, sendo seus
componentes majoritarios: acido linoleico (65%), acido oleico (20%), acido palmitico (5%)
e 4cido estearico (5%). O Oleo Essencial de Cravo Folha (OEC) (Eugenia caryophyllata)
foi obtido comercialmente da empresa Ferquima. Os principais componentes descritos pelo
fabricante correspondem ao Eugenol=86% Beta-cariofileno= 10% Acetato Eugenila= 1%.
A solugéo-estoque dos 6leos foi preparada adicionando-se 450.000 pg do 6leo essencial
em 8.000ul de RPMI e 50ul de Tween 80 obtendo a concentragdo de 56.000ug/mL. A
partir das solugcbes-estoque, foram preparadas dez diluicbes sucessivas em meio RPMI
1640, as quais variaram de 56.000 a 0,05 pg/mL para ambos os 6leos. Aliquotas de 100uL
dessas diluicdes foram dispensadas sequencialmente nas microplacas, preenchendo os
pocgos pertencentes as colunas numeradas de um a dez. A estas colunas foi distribuido
um volume de 100uL do inéculo. Para cada teste foram utilizadas colunas controle positivo
(in6culo+RPMI) e negativo (6leo+RPMI). 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 levou em consideragdo o crescimento ou ndo de hifas, sendo
identificada a concentragéo inibitéria minima (CIM), ou seja, a menor concentragdo em
que nao houve o crescimento de hifas. As concentragdes acima da concentragao inibitéria
minima foram utilizadas para determinagéo da concentragdo oomicida minima (COM). Para
isto, 100 puL da diluicdo foram transferidos para tubos contendo 900 pL de caldo Sabouraud,
ficando incubados a 370C por 24 horas. A menor concentragdo do 6leo que nédo evidenciou
crescimento foi considerada a COM.
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Controle - =RPMI + OLEO
Controle + = RPMI + INOCULO

Figura 1: Montagem da placa do teste de suscetibilidade simples.

Testes associados in vitro: A associagao de (OGO) ao (OEC) foi realizada frente
a 20 isolados de P. insidiosum. Os 6leos foram testados nas concentragdes de 14.000
a 55 pg/mL e os testes foram realizados empregando a técnica de cherkerboard para
microdiluicdo (NCCLS, 2008). Foram utilizados 50uL de RPMI 1640, 50uL do éleo de
(OGO) e 50uL do (OEC) em cada diluicédo, adicionado de 100uL do inéculo. FIGURA
2. A leitura levou em considerag@o o crescimento ou ndo de hifas, sendo identificada a
concentracdo inibitéria minima (MIC). A interacéo foi classificada como sinérgica (Fracéao
de Concentracéo Inibitéria - [FICI] < 0,5), indiferente (0,5 < FICI = 4) ou antagonista (FICI
> 4), utilizando a seguinte férmula: FICI = (MIC A na combinacéo/ MIC A) + (MIC B na
combinagéo/ MIC B). (JOHNSON, 2004)

Controle - = RPMI + OLEO
Controle + = RPMI + INOCULO

Figura 2: Montagem da placa do teste de suscetibilidade da técnica de cherkerboard.
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RESULTADOS

(Helianthus annus L.)

Eugenia caryophyllata

CIM | CIM 2 Variagdo da CIM? g/
ug/Mi pg/mL mL

3500 28000 875-28000

875 7000 109,37-28000

" Concentragao inibitéria minima que inibiu 50% dos isolados; 2Concentragéo inibitdéria minima que

inibiu 90% dos isolados; ® Variagdo da concentracéo inibitéria minima;

Tabela 1: A suscetibilidade in vitro de P. insidiosum aos 6leos individuais de Helianthus annus L.

ozonizado (OGO) e Eugenia caryophyllata(OEC)

Evidenciou-se que os 6leos de (OGO) e (OEC) apresentaram atividade antimicrobiana

sobre P. insidiosum. Observou-se que (OEC) demonstrou melhor atividade antimicrobiana

apresentando MIC,, em 875 ug/mL e MIC,, em 7000 pyg/mL. As concentragbes fungicidas

minimas (CFM) dos 6leos testados foram iguais as CIM para todos os isolados do oomiceto. A

suscetibilidade in vitro de P. insidiosum frente as combinacdes dos 6leos de (OGO) e (OEC)

esta demonstrada na Tabela 2. A combinag&o de ambos os 6leos evidenciaram sinergismo

em 95% (19/20) dos isolados do oomiceto e indiferenca em 5% (1/20). Antagonismo n&o foi

observado nesta combinacédo. Adicionalmente, evidenciou-se que a CIM nas combinacgbes

apresentou menores valores que a CIM isolada. Esses valores para (OGO) diminuiram de

28000 pg/mL para 109,37 ug/mL em alguns isolados. Para (OEC), diminuiu de 7000 pg/mL

para 109,37 pyg/mL na maioria dos isolados testados.

Isolados 'CIM da combinagéo (ng/mL)
OGO/OEC 2FICI %In
008 109,37/875 0,2 S*
009 437,5/109,37 0,1 S
013 218,75/109,37 0,5 S
014 437,5/109,37 0,4 S
015 875/ 109,37 0,1 S
016 437,5/109,37 0,1 S
019 437,5/109,37 0,3 S
021 218,75/109,37 0,4 S
023 437,5/109,37 0,1 S
026 437,5/109,37 0,2 S
0,27 437,5/109,37 0,05 S
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0,29 437,5/109,37 0,3 S
030 218,75/109,37 0,2 S
032 218,75/109,37 0,04 S
035 218,75/109,37 0,2 S
036 218,75/109,37 0,09 S
038 109,37/218,75 0,2 S
040 218,75/109,37 0,3 S
041 437,5/109,37 0,5 S
CBS 101555 437,5/109,37 0,7 I#

'CIM, concentragéo inibitéria minima;2 FICI, indice de concentragéo inibitria fracional; 3 In
interpretacéo; 4 S, sinergismo; ® |, indiferencga.

Tabela2: Perfil de suscetibilidade in vitro de isolados brasileiros de P. insidiosum (n=20) frente as
combinacgdes dos 6leos de Helianthus annus L. (OGO) Eugenia caryophyllata (OEC)

DISCUSSAO

A busca por terapias e combinagbes de protocolos terapéuticos vem aumentando
nos Ultimos anos devido as falhas no tratamento da pitiose. Os insucessos no tratamento
da doenca devem-se, em parte, as peculiaridades do micro-organismo, especialmente a
auséncia de ergosterol na membrana plasmatica, componente alvo de agdo da maioria
das terapias antifungicas disponiveis (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). A busca por uma
terapéutica eficaz para pitiose € de extrema importancia e a fitoterapia tem sido o foco de
diversos estudos cientificos devido as propriedades antioxidantes e antimicrobianas das
plantas medicinais. O emprego de 6leos essenciais em terapias antimicrobianas pode ser
considerado um método vantajoso, pois possui menor impacto ambiental e baixa toxidade
as células dos mamiferos (Fonseca et al., 2014b).

Diversos 6leos essenciais de plantas medicinais foram avaliados sobre isolados de
P. insidiosum com resultados satisfatorios (FONSECA et al., 2015a, b; VALENTE et al.,
2016a, b). No tratamento da pitiose experimental em formulagdo de uma base de gel ndo
ionizavel, a utilizagdo de M. piperita e Origanum vulgare apresentou resultados bastante
promissores, mostrando ser uma alternativa propicia a ser associada ao tratamento da
enfermidade (FONSECA et al., 2015b).

Pesquisas empregando Oleos essenciais ou compostos bioativos se fazem
necessarias, uma vez que € crescente o nimero de cepas de micro-organismos resistentes
aos farmacos antimicrobianos (DORMAN; DEANS et al.,, 2000). Nos ultimos anos,
pesquisas in vitro e in vivo avaliando a suscetibilidade de P. insidiosum aos 6leos essenciais
(Fonseca et al., 2015a,b ; VALENTE et al., 2016a,b ), surgiram como uma nova proposta de
terapia para a pitiose. O presente estudo avaliou a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum
frente aos 6leos de H. annus L. ozonizado (6leo de girassol) e E. caryophyllata (6leo de
cravo) isolados e em combinagédo. Os resultados evidenciaram que os 6leos avaliados
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apresentaram atividade antimicrobiana sobre P. insidiosum, corroborando com Fonseca et
al. (2015b) que relataram a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum aos 6leos essenciais de
M. piperita e O. vulgare. Adicionalmente, estudos de Valente et al. (2016b) demonstraram a
atividade anti-Pyhtium de plantas medicinais Melaleuca alternifolia, M. piperita e O. vulgare
com CIM proximas as encontradas neste estudo. Estudos de Zambrano et al. (2019)
evidenciaram a atividade in vitro anti-P. insidiosum do (OGQO), bem como demonstraram
que o crescimento do oomiceto foi inibido ap6s a exposicdo de material clinico (kunkers)
ao Oleo ozonizado. Os autores concluiram que o (OGO) apresenta importante atividade
anti-P. insidiosum, o qual pode vir a ser um potente aliado da medicina integrativa a ser
empregado na terapia da pitiose em animais.

Adicionalmente, o 6leo de H. annus L. € muito utilizado como cicatrizante (MARQUES
et al. 2004). Contudo, de acordo com as propriedades do 6leo de girassol ozonizado e de
seus compostos e considerando os resultados obtidos no presente estudo, sugere-se que
ele pode contribuir no processo de redugao das lesdes cutaneas de pitiose. A atividade
antimicrobiana de E. caryophyllata tem sido amplamente estudada contra diferentes micro-
organismos, entre eles: bactérias (SABAHAT e PERWEEN, 2008) fungos (PINTO et al.,
2009) e parasitos (YANG et al., 2003). O principal componente desse 6leo é o eugenol, um
composto fendlico volatil presente nas folhas e botdes florais da planta que representa 95%
do 6leo extraido das folhas. O eugenol junto como acetato de eugenila e o B-cariofileno
representam 99% do 6leo essencial (RAINA, 2001). Segundo Delespaul et al. (2000), este
componente possui atividade antimicrobiana e antifingica. Os 6leos essenciais possuem
efeitos antimicrobianos que podem ser atribuidos ao seu mecanismo de acdo atuando
geralmente sobre a membrana citoplasmatica. Estes mecanismos envolvem a lise e a
perda da integridade da membrana devido as alteragbes que determinam a saida de ions
(hidrogénio, potéassio e calcio), gerando danos aos processos essenciais a sobrevivéncia
da célula (DORMAN; DEANS, 2000; RAO et al., 2010). A combinagéo entre os 6leos de
H. annus L. ozonizado e E. caryophyllata evidenciaram sinergismo em 95% (19/20) dos
isolados de P. insidiosum testados. Estes resultados foram similares aos relatados por
Valente et al. (2016a) que demonstraram 65% de sinergismo na combinagdo dos 6leos
essenciais de M. piperita e O. vulgare. Adicionalmente, Fonseca et al. (2015b) ao avaliar a
combinacdo de M. piperita e O. vulgare na pitiose experimental associada ou ndo a outras
terapias, sugeriram que o emprego de 6leos essenciais em combinagdo entre si e/ou em
associagdo com outros farmacos antimicrobianos ou imunoterapia pode se constituir numa
alternativa viavel de tratamento da pitiose cutdnea em animais. Em outro estudo, Valente
et al. (2016b) ao investigar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum nas combinagbes
entre os 6leos de M. alternifolia, M. piperita e O. vulgare associados ao itraconazol
evidenciaram efeitos sinérgicos na associag¢do, sugerindo assim que a combinacédo entre
plantas bioativas e farmacos antifUngicos podem constituir uma alternativa terapéutica
a ser aplicada no controle de infecgGes causadas por P. insidiosum. Os resultados do
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presente estudo permitem inferir que as CIM dos 6leos de H. annus L. e E. caryophyllata
diminuiram quando combinados, podendo ser empregados em associacdo no combate a
P. insidiosum. Segundo Zhu et al. (2004) a combinacéo de dois compostos pode elevar a
taxa de morte microbiana e diminuir a duracdo do tratamento, permitindo o uso de doses
mais baixas de cada composto, reduzindo os efeitos toxicos dos mesmos. Os resultados
obtidos somam-se aos estudos prévios que avaliaram a atividade anti-Pythium de 6leos
essenciais de plantas. Sugere-se que o emprego dos 6leos de girassol e cravo, isolados
ou em combinagéo, podem ser uma alternativa viavel de tratamento da pitiose cutanea
em animais. No entanto, outras pesquisas sdo imprescindiveis para determinar novos
protocolos terapéuticos envolvendo o emprego de tais 6leos.

CONCLUSOES

P. insidiosum apresenta suscetibilidade in vitro aos 6leos de H. annus L. ozonizado
e E. caryophyllata bem como as suas combinagcbes. Evidencia-se melhor atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de E. caryophyllata quando avaliado isoladamente. O
acentuado efeito sinérgico das combinacgbes dos 6leos de H. annus L. ozonizado e E.
caryophyllata sugerem que esta combinagcdo deve ser considerada como uma terapia
aditiva e/ou alternativa para o tratamento da pitiose.
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