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Resumo

VALENTE, Julia de Souza Silveira. Atividade in vitro dos 0Oleos essenciais de
Melaleuca alternifolia, Mentha piperita e Origanum vulgare isolados,
combinados entre si e com antifungicos, frente ao oomiceto Pythium
insidiosum. 2016. 100f. Dissertacdo (Mestrado em Parasitologia) - Programa de
Pos-Graduacdo em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Pythium insidiosum causa pitiose, uma doencga grave e emergente que acomete 0s
mamiferos. As falhas com as terapias antifingicas convencionais €, em parte,
justificada pela auséncia do ergosterol na composicdo de membrana citoplasmatica
deste oomiceto. Apesar do avancgo das pesquisas, o tratamento da pitiose ainda néao
estd completamente estabelecido. Neste trabalho verificou-se a atividade
antimicrobiana in vitro de Melaleuca alternifolia, na forma de O6leo livre e em
nanoemulsédo frente ao oomiceto P. insidiosum (n=26). Adicionalmente, investigou-
se o perfil da suscetibilidade in vitro de isolados brasileiros de P. insidiosum (n=20)
frente aos Oleos essenciais de M. alternifolia, Mentha piperita e Origanum vulgare,
em suas combinagdes e combinados com itraconazol ou terbinafina. Os testes de
suscetibilidade foram realizados conforme o protocolo M38-A2 e as combinacdes
avaliadas pela técnica de microdiluicdo cherkerboard. Todos os 6leos essenciais
avaliados apresentaram atividade antimicrobiana sobre P. insidiosum, destacando-
se a melhor atividade de O. vulgare. Observou-se efeito sinérgico e/ou indiferente
para todas as combinagbes de Oleos essenciais testadas, ressaltando-se a
combinacdo de M. piperita e O. vulgare que resultou em 65% de sinergismo. Nas
combinacbes dos 6leos essenciais com itraconazol ou terbinafina, foi observado
acentuado efeito sinérgico para todas as combinacées com itraconazol, destacando-
se a combinacdo com M. alternifolia que resultou em 95% de efeito sinérgico. As
combinacdes de terbinafina com os Oleos essenciais evidenciaram indiferenca ou
efeito antag6nico. Este € o primeiro estudo in vitro que avaliou as combinac¢des de
Oleos essenciais de M. alternifolia, M. piperita e O. vulgare frente a isolados
brasileiros de P. insidiosum. Os resultados obtidos permitem sugerir que a
combinacdo de compostos bioativos oriundos de plantas entre si e/ou com farmacos
antifangicos podem constituir uma alternativa terapéutica a ser aplicada no controle
de infeccbes causadas por P. insidiosum. Todavia, outras pesquisas Sao
imprescindiveis para determinar novos protocolos terapéuticos envolvendo as
combinagdes avaliadas.

Palavras-chave: arvore-do-cha, hortela, orégano, itraconazol, terbinafina.



Abstract

VALENTE, Julia de Souza Silveira. In vitro Susceptibility of Pythium insidiosum
in association of essential oils, their combinations and with antifungal agents.
2016. 100f. Dissertacao (Mestrado em Parasitologia)- Programa de Pos-Graduacao
em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Pythium insidiosum causes pythiosis, a severe and emerging disease that affects
mammals. The limitations involving the conventional antifungal therapies is in part
justified by the absence of ergosterol in the plasma membrane of this oomycete.
Despite the advancement of research, treatment of pythiosis is not fully established.
In this study, in vitro antimicrobial activity of Melaleuca alternifolia in free oil and
nanoemulsion was tested against the oomycete P. insidiosum (n=26). Additionally,
the profile of in vitro susceptibility of Brazilian isolates of P. insidiosum (n = 20) was
verified to the essential oils of Melaleuca alternifolia, Mentha piperita and Origanum
vulgare, isolated, in their combinations and combinations with itraconazole and
terbinafine. Susceptibility tests were achieved following the M38-A2 document and all
combinations were performed by cherkerboard microdilution test. All evaluated
essential oils presented antimicrobial activity against P. insidiosum. However, the
best results were demonstrated using O. vulgare. It was observed synergistic effect
and/or indifferent to all combinations of essential oils tested, emphasizing that the
combination of M. piperita and O. vulgare resulted in 65% of synergism. In
combinations of essential oils with itraconazole or terbinafine were observed marked
synergistic effect for all combinations with itraconazole, especially the combination
with M. alternifolia, which resulted in 95% synergistic effect. Combinations with
terbinafine and essential oils showed indifference or antagonistic effect. This is the
first study evaluating in vitro combination of essential oils of M. alternifolia, M. piperita
and O. vulgare against Brazilian isolates of P. insidiosum. The results obtained
suggest that the combination of bioactive compounds from plants among themselves
and / or with antifungal drugs may provide an alternative therapy in the control of P.
insidiosum infection. However, further studies are essential to determine new
therapeutic protocols involving these proposed combinations.

Keywords: tea tree, mint, oregano, itraconazole, terbinafine.
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1 Introducao

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
insidiosum, sendo esta a principal espécie patbgena para mamiferos
(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL,1996; MENDOZA; AJELLO; MCcGINNIS,
1996).

A pitiose € uma doenca ulcerativa, granulomatosa e de dificil tratamento relatada
frequentemente em mamiferos, atingindo principalmente equinos e caninos. Segundo
Miller (1983) a pitiose é descrita em regides alagadas ou pantanosas de clima tropical,
subtropical e temperado.

Diversas terapias foram empregadas para o tratamento da pitiose em animais e
no homem, incluindo imunoterapia, cirurgia e farmacos antifingicos. Embora, em
alguns casos, esses métodos apresentem responsividade, muitos Sao 0s
insucessos. Parte das falhas terapéuticas com farmacos antifiingicos € explicada
pelas caracteristicas de P. insidiosum que diferem dos fungos verdadeiros,
sobretudo na sua composicdo de membrana celular (LEAL et al., 2001). Dessa
forma, as drogas antifangicas sao ineficientes e a maioria dos animais atingidos nao
sobrevive em decorréncia da infeccao (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). Contudo,
esses fatores estimularam varias tentativas de tratamento e testes de
susceptibilidade in vitro, as quais foram realizadas utilizando farmacos antifiingicos
como anfotericina B, azolicos, compostos iodinicos, terbinafina, caspofungina,
tigeciclina, equinocandinas, além de outros antimicrobianos como macrolideos,
tetraciclinas, aminoglicosideos, entre outros, com resultados variaveis e muitas
vezes incoerentes com os testes in vivo (MCMULLAN et al.,1977; ENGLISH,;
FROST, 1984; FOIL et al, 1984; BISSONETTE et al, 1991; CHAFFIN;
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SCHUMACHER; HOOPER, 1992; SEKHON; PADHYE; GARG, 1992; MEIRELLES
et al., 1993; TRISCOTT et al., 1993; SHENEP et al., 1998; DYKSTRA et al., 1999;
JAEGER; ROTSTEIN; LAW, 2002; GROOTERS, 2003; RAKICH; GROOTERS;
TANG, 2005; RIVIERRE et al., 2005; ARGENTA et al., 2010; LORETO et al., 2011,
2012; MAHL e al., 2012; DORIA et al., 2012; PEREIRA et al., 2007; 2013; LORETO
etal., 2014; ZANETTE et al., 2015).

As propriedades farmacolégicas das plantas medicinais, bem como seu
mecanismo de acdo justificam suas acbes antimicrobianas, analgésicas,
anestésicas, anti-inflamatorias e espasmoliticas (NASCIMENTO et al., 2000;
BAKKALI et al., 2008). Estudos empregando plantas medicinais comprovaram o
potencial antimicrobiano frente a virus (MINAMI et al., 2003), bactérias (SAGAVE et.
al, 2015), parasitos (BALDISSERA et al., 2014), fungos (CLEFF et al., 2010ab) e
oomicetos, incluindo P. insidiosum (SRIPHANA et al., 2013; SUTHIWONG et al.,
2014; FONSECA et al., 2015ab; JESUS et al., 2015b).

Combinacdes entre farmacos podem ser vantajosas, uma vez que a associacao
de dois compostos pode aumentar a taxa de morte microbiana, encurta a duragéo do
tratamento e permite o uso de doses mais baixas de cada composto (ZHU; GIL-
LAMAIGNERE; MULLER, 2004). Testes de suscetibilidade in vitro empregando a
combinacdo de farmacos tém demonstrado resultados promissores quando testados
frente ao oomiceto P. insidiosum (ARGENTA et al., 2008; 2012; CAVALHEIRO et al.,
2009ab; JESUS et al., 2015a).

Recentemente, Jesus et al. (2015b) e Fonseca et al. (2015b) evidenciaram que a
combinacdo de Oleos essenciais entre si ou de compostos bioativos de plantas com
diferentes farmacos antimicrobianos, incluindo antifingicos podem se constituir
numa vantagem terapéutica no controle de infecgbes causadas por P. insidiosum.
Contudo, pesquisas adicionais sdo necessarias no intuito de avaliar a eficacia dos
fitoterapicos in vitro e in vivo em infeccfes causadas por este importante patdgeno,
bem como investigar suas aplicacGes aliadas as técnicas existentes e as novas

tecnologias desenvolvidas no ramo da farmacologia.



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a suscetibilidade in vitro de isolados brasileiros de P. insidiosum aos 6leos
essenciais de Melaleuca alternifolia, Mentha piperita e Origanum wvulgare isolados,
combinados entre si e em suas combinacdes com os antifungicos itraconazol ou

terbinafina.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a suscetibilidade in vitro de isolados de P. insidiosum ao 6leo essencial
de M. alternifolia na sua formulacéo de dleo livre e nanoemulséo;

- Verificar a suscetibilidade in vitro de isolados de P. insidiosum aos o6leos
essenciais das plantas da familia Lamiaceae M. piperita e O. vulgare;

- Averiguar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum frente as seguintes
combinacdes dos 6leos essenciais: M. alternifolia com M. piperita, M. alterinifolia
com O. vulgare e M. piperita com O. vulgare;

- Avaliar a suscetibilidade in vitro de isolados de P. insidiosum frente as
combinagBes dos Oleos essenciais de M. alternifolia, M. piperita e O. vulgare em

suas combinacfes com os antifingicos itraconazol ou terbinafina.



3 Revisao de Literatura

3.1 Pythium insidiosum e pitiose

3.1.2 Histdérico e taxonomia

A nomenclatura da pitiose, bem como a classificacdo e taxonomia de seu agente
etioldgico, P. insidiosum, sofreram algumas mudancas ao longo dos anos. A doenca
recebeu muitas denominacdes e seu agente foi reclassificado por diversas vezes
pela sua similaridade morfoloégica com os fungos verdadeiros e suas peculiaridades
na composicdo estrutural. Os primeiros diagnosticos de pitiose foram feitos por
veterinarios ingleses na Iindia na metade do século XIX, os quais observaram
doenga granulomatosa cutanea crénica que denomiram “bursattee” (GROOTERS,
2003). Todavia, os diagndsticos eram bastante imprecisos por conta da similaridade
das lesdes de pitiose com as ocasionadas por habronemiase cutdnea (MENDOZA,;
NEWTON, 2005). Sua etiologia fungica foi proposta no final do século XIX por Smith
(1884) e Drouin (1896) (apud SANTURIO, 2008) baseados em dados
histopatolégicos. Contudo, o primeiro isolamento desse organismo filamentoso sé foi
realizado no inicio do século XX na Indonésia por Haan e Hoogkamer (apud DE
COCK et al., 1987; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; MENDOZA; NEWTON,
2005), oriundo de granulomas subcutaneos em equinos. Os mesmos nomearam a
doengca de “hyphomycoses destruens”, entretanto n&o classificaram o agente
etiolégico. Sua classificacao foi realizada em 1961 por Bridges e Emons, quando o
micro-organismo foi isolado e identificado, recebendo o nome de Hyphomyces

destruens. Os autores sugeriram que 0 micro-organismo isolado era um ficomiceto,
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possivelmente do género Mortierella, baseados nas caracteristicas morfolégicas de
hifa vegetativa.

Em 1974, Austwick e Copland classificaram o Hyphomyces destruens como um
fungo componente da familia Pythiaceae, ordem Peronosporales, género Pythium
baseados na observacdo da producdo de zodsporos biflagelados em isolados de
equinos da Nova Guiné. No entanto, a primeira nomenclatura continuou a ser
utilizada nas descricdes da doenca (MCMULLAN et al.,1977; MURRAY et al.,1978;
GONZALEZ et al., 1979). No Japao, Ichitani & Amemiya (1980), comparando um
isolado de equino com outras espécies de Pythium, através de suas caracteristicas
reprodutivas, identificaram o agente como Pythium gracile. De Cock et al. (1987), ao
analisar isolados de equinos, caninos, bovinos e humanos originarios de diferentes
localidades concluiram que todos apresentavam as mesmas caracteristicas, sendo
entdo classificados como Pythium insidiosum. Concomitante a este estudo, Shipton
(1987) analisando isolados provenientes de equinos na Australia, propds uma nova
espécie, entdo denominada Pythium destruens

Somente em 1989, por meio de provas sorolégicas com anti-soros oriundos de
coelhos e equinos infectados comP. insidiosum e P. destruens chegou-se a
conclusdo de que se tratava de uma uUnica espécie, estabelecendo-se uma unica
nomenclatura para o agente etiolégico da pitiose: Pythium insidiosum (MENDOZA;
MARIN, 1989). Todavia, a sua classificacdo taxonémica continuou sendo discutida
nos anos seguintes. Baseado em um estudo de Corliss (1994) sobre a classificagao
e caracteristicas dos protistas, Mendoza, Ajello e Mcginnis (1996) classificou P.
insiodisoum no reino Chromista, filo Pseudofungi, classe Oomycetes, ordem
Pythiales e familia Pythiaceae. Posteriormente, estudos de classificacdo fungica,
utilizando sistematica filogenética e analises moleculares, dividiram os organismos
anteriormente classificados como fungos em trés reinos: Fungi, Stramenipila e
Protista (ALEXOPOULOS et al., 1996). De acordo com essa nova classificacao, o
agente etioldgico da pitiose pertence ao reino Stramenipila, filo Oomycota, familia
Pythiaceae, género Pythium e espécie insidiosum (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Em uma andlise mais profunda, estudos utilizando a comparacdo por
sequenciamento de acidos nucleicos da subunidade do RNA ribossomal (rRNA),
demonstraram que o0s eucariotos pertencentes ao filo Oomycota estavam
filogeneticamente distantes dos membros do Reino Fungi (KWON-CHUNG, 1994).

Segundo Santurio (2008) esse distanciamento taxondémico entre 0s oomicetos e 0s
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fungos é evidenciado em nivel celular, nos componentes de parede e membrana.
Apesar de ser um micro-organismo de crescimento filamentoso (semelhante aos
fungos) possui algumas peculiaridades em sua composi¢cdo, como auséncia de
ergosterol como principal esterdide na membrana citoplasmatica (GROOTERS,
2003) e parede composta por tragos de celulose e B-glucana, estando a quitina
ausente desta estrutura (Hendrix, 1964).

3.1.2 Pythium insidiosum

O género Pythium possui em torno de 140 espécies descritas, incluindo
patdgenos de plantas, mamiferos, algas, micoparasitas e espécies saprobias.
Habitam ecossistemas de agua doce, salgada e ambiente terrestre (KAGEYAMA,
2014). Durante muitos anos P. insidiosum foi a Unica espécie reconhecida como
patogeno para mamiferos (MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). Entretanto, o
relato de um caso de infeccdo por Pythium aphanidermatum em um soldado do
Afeganistdo aponta que outras espécies do género podem ser patdgenas para
mamiferos (CALVANO et al., 2011).

Por pertencer ao filo Oomycota, P. insidiosum possui as seguintes caracteristicas:
reproducdo sexuada oogamica; reproducao assexuada com liberacdo de zoOGsporos
biflagelados; parede celular composta por celulose, B-glucanas e hidroxiprolina,;
mitocéndria com crista tubular; talo dipléide; caracteristicas moleculares e
bioquimicas distintas, como uma rota alternativa para a sintese do aminoacido lisina
(MOORE-LANDECKER, 1996; ALEXOPOULOS et al., 1996).

Segundo Santurio (2008) a identificacdo dos isolados de P. insidiosum pode ser
realizada através do aspecto da colénia e nas caracteristicas das hifas. Seu cultivo
pode ser feito em uma variedade de meios de cultura. Em agar farinha de milho
(CMA), apresenta colbnias transparente ou esbranquicadas e com curto micélio
aéreo. Possui hifas cenociticas, septos raramente observados, que variam entre 4 e
10um (micrémetros) com ramificacées perpendiculares laterais em angulo reto (DE
COCK et al, 1987; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). A reproducdo
assexuada pode ser induzida in vitro pelo cultivo do oomiceto em agar e posterior

incubac&o em solucéo rica em sais minerais (MENDOZA; PRENDAS, 1988). Mesmo
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que as caracteristicas morfolégicas permitam a identificacdo de P. insidiosum,
técnicas moleculares sdo fundamentais para a classificacéo final da espécie. Entre
as técnicas, destaca-se a PCR (Reacdo de Polimerase em Cadeia) e também o
sequenciamento de DNA, o qual consiste no sequenciamento génico pela
amplificacdo parcial da regido ITS1 do RNA ribossomal, considerada uma oGtima

ferramenta para a identificacdo deste micro-organismo (GROOTERS; GEE 2002).

3.1.3 Pitiose

A pitiose é uma doenca piogranulomatosa que atinge mamiferos determinando
infeccbes cutaneas/subcutaneas (equinos, caninos, felinos, bovinos, ovinos,
caprinos e homem), gastrointestinais (caninos, felinos) e sistémicas (homem)
(GAASTRA etal., 2010, DO CARMO et al., 2015).

Embora a enfermidade apresente distribuicdo mundial, sua ocorréncia € maior
em areas pantanosas em regioes de clima tropical, subtropical e temperado, sendo
endémica na Tailandia e em algumas regides do Brasil, como o Pantanal e Rio
Grande do Sul (MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; GAASTRA et al., 2010,
LEAL et al.,, 2001, MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012). Nao ha predisposicao
por sexo, idade ou raga, sendo o fator determinante para a infecgdo a presenca de
zoosporos no ambiente, ndo havendo relatos de transmissao direta entre animais e
entre animais e o0 homem (MENDONZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; SANTURIO et
al., 2006).

As condi¢cdes ambientais s&o cruciais para o desenvolvimento e a reproducéo de
P. insidiosum e, consequentemente, a ocorréncia da enfermidade. Esse fato se deve
ao ciclo biolégico do oomiceto, que requer ambiente aquatico com baixas
concentraces de ions, pH proximo da neutralidade e uma planta como hospedeiro
para manter seu ciclo na natureza (MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS,1996). Seu
ciclo tem como principio a colonizacdo de plantas aquaticas, que servem de
substrato para o desenvolvimento e reprodugcdo assexuada do micro-organismo,
formando zoosporangios. Zodsporos moveis sao liberados a partir dessas estruturas
e ficam livres na agua movimentando-se até encontrar outra planta, onde se

encistam e emitem tubos germinativos, formando um novo micélio e completando
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seu ciclo (MILLER, 1983). Os animais provavelmente se infectam ao entrar em
contato com esses ambientes alagados. Segundo Mendoza, Ajello; Mcginnis (1996),
0S zoOsporos sdo atraidos por quimiotaxia para pele danificada, se fixam em uma
leséo da pele e se encistam emitindo tubos germinativos. Comumente, observa-se
que os individuos afetados permanecem por longos periodos em contato com agua
parada em lagos, lagoas ou lugares pantanosos (CHAFFIN; SCHUMACHER,;
MCMULLAN, 1995). Todavia, o desenvolvimento da enfermidade irAd depender da
imunidade do animal (MENDONZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). Por outro lado,
Mendoza e Vilella (2013) citam que a pitiose em mamiferos € normalmente
observada em hospedeiros saudaveis e, baseados no fato que poucos casos de
pitiose sdo obervados em equinos e humanos em regides endémicas, acreditam que
a resposta imunologica inicial a P. insidiosum € capaz de eliminar o patégeno.

Dentre as varias espécies que podem ser infectadas por P. insidiosum, 0s
equinos, caninos e 0 homem representam os principais hospedeiros afetados. Sem
davidas, os equinos sdo 0s animais mais afetados. Nesta espécie a enfermidade
caracteriza-se pelo desenvolvimento de lesbGes ulcerativas granulomatosas, que
evoluem rapidamente, formando grandes massas teciduais de bordas irregulares e
aparéncia tumoral, localizadas predominantemente nas extremidades. No interior
das lesdes, formada por abundante tecido conjuntivo fibroso, encontram-se massas
branco-amareladas, de aspecto arenoso e ramificadas, denominadas kunkers, que
facilmente se desprendem do tecido circunjacente (CHAFFIN; SCHUMACHER,;
MCMULLAN, 1995; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). Os kunkers além de
auxiliarem no diagndstico da enfermidade em equinos, também desempenham papel
importante na contaminacdo de aguas por P. insidiosum, uma vez que ao se
desprenderem naturalmente das lesdes, em ambiente favoravel e agua estagnada,
refazem o ciclo do oomiceto colonizando novas plantas e mantendo a re-
contaminacdo do ambiente (FONSECA etal., 2014Db).

Os caninos, quando infectados por P. insidiosum desenvolvem piogranulomas
gastrintestinais e cutaneos (MILLER et al., 1983; FOIL et al., 1984; GROOTERS,
2003). As lesdes gastrointestinais sdo as mais comuns e caracterizam-se pela
formacdo de grandes massas nas paredes do estbmago e intestino que levam a
obstrucédo da luz do 6rgdao (GROOTERS, 2003).

Nas demais espécies, incluindo bovinos (PEREZ et. al., 2005;GRECCO et al.,
2009), ovinos (TABOSA et al., 2004), caprinos (DO CARMO et al., 2015), felinos
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(BISSONNETTE et al., 1991; RAKICH et al., 2005) e outros mamiferos selvagens
(CAMUS;GROOTERS; AQUILAR, 2004; VIDELA et al 2012), a enfermidade é
esporadica (GROOTERS, 2003) e normalmente manifesta-se nas formas
cutaneas/subcutaneas com desenvolvimento de lesdes ulcerativas.

Em humanos a enfermidade apresenta prognostico ruim e pode ocorrer de trés
formas: cutdnea, ocular e sisttmica (TRISCOTT et al., 1993; IMWIDTHAYA, 1994,
1995; SHENEP et al, 1998; SUDJARITRUCK; SIRISANTHANA, 2011;
KEOPRASOM et al., 2012). Essa doenca é comum e preocupante no Sudeste da
Asia, destacando-se a Tailandia como uma regido endémica, com taxas de
morbidade e mortalidade elevadas (KRAJAEJUM et al., 2006). Nesses locais
algumas formas da doenca estdo associadas com a sindrome de a e B-talassemia,
comuns na regido. KRAJAEJUM et al. (2006) ao realizarem um levantamento
epidemiologico da pitiose na Tailandia, verificaram que num periodo de 18 anos,
ocorreram 102 casos da enfermidade. No Brasil, apenas um caso de pitiose no
homem foi relatado por Bosco et al. (2005).

A reprodugdo experimental da pitiose em coelhos pode ser obtida por meio da
inoculacdo subcutanea de zodsporos de P. insidiosum. Esta espécie é o modelo
experimental da enfermidade, uma vez que as Vvarias tentativas de reproducéo
experimental da doengca em espécies naturalmente infectadas resultaram em
insucesso (MENDOZA; NEWTON, 2005). ApGs inoculacdo, os animais evidenciam
nodulos que evoluem para fibrogranulomas eosinofilicos ap6s 20-30 dias de
inoculacdo (MILLER; CAMPBELL, 1983). Nos ultimos anos, varios estudos tém
utilizado coelhos como modelo experimental para avaliar imunoterapias (SANTURIO
et al., 2003, PEREIRA et al., 2008; FONSECA et al., 2015b) e terapias antifingicas
(PEREIRA et al.,, 2007; LORETO et al., 2011, ARGENTA et al., 2012; ZANETTE et
al., 2015) como alternativas de tratamento da pitiose.

Ressalta-se que em todas as espécies afetadas, com exce¢do dos bovinos, a
pitiose € grave, os tratamentos empregados nem sempre sdo eficazes e muitos
animais morrem ou sdo sacrificados. Interessantemente, nos bovinos a pitiose é
auto-limitante e a enfermidade ocorre na forma de surtos, afetando um numero
consideravel de animais, 0 que ndo se observa nas outras espécies suscetiveis
(SANTURIO et al., 1998, PEREZ et al., 2005, GRECCO et al., 2009).
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3.2 Métodos terapéuticos

A pitiose merece destaque pela dificuldade de tratamento e devido a letalidade
das espécies afetadas. InUmeros tratamentos séo utilizados, incluindo guimioterapia
(antifangicos, macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas, compostos organicos
entre outros), cirdrgico e imunoterapia (CHAFFIN; SCHUMACHER; HOOPER, 1992;
FOIL, 1996; SANTURIO et al., 2006). O sucesso das terapias depende do tamanho,
tempo, localizacdo da lesdo, idade e estado nutricional do animal(MENDOZA et al.,
1997), sendo muito frequentemente, relatado insucesso ou recidiva (BISSONNETTE
et al., 1991; SEKHON, PADHYE; GARG, 1992; PEREIRA et al., 2007; ARGENTA et
al., 2010; DORIA et al., 2012).

A cirurgia € o método comumente empregado e utilizado no tratamento da pitiose
em animais e no homem, todavia, altas taxas de recidiva (45%) sédo observadas
(GAASTRA et al.,, 2010). Além disso, este procedimento € dificultado pelas
estruturas anatomicas envolvidas, principalmente os membros (MILLER, 1981).

A imunoterapia surgiu como uma alternativa para o tratamento da pitiose equina e
tem sido utilizada por mais de 20 anos (GAASTRA et al., 2010). O primeiro protocolo
para essa terapia foi proposto por Miller (1981), ao utilizar um imunoterdpico com
hifas inativadas de P. insidiosum no tratamento de um equino com pitiose.
Posteriormente, varias pesquisas empregaram outras formulacées de imunoterapia
na pitiose equina, obtendo indices de cura que variaram de 50 a 83% (MENDOZA;
ALFARO, 1986; MENDOZA et al. 1992; MONTEIRO, 1999, SANTURIO et al., 2003).
Embora a imuterapia seja considerada uma pratica segura, com indices de cura de
aproximadamente 60-70% em equinos e humanos, ha muitos casos nao responsivos
e em algumas espécies como cdes e gatos os resultados sdo desapontadores
(MENDOZA; NEWTON, 2005).

A terapia antifungica tem sido frequentemente empregada no tramento da pitiose
em animais e no homem. No entanto, na maioria das vezes, os farmacos empregados
no tratamento da pitiose sdo ineficazes e os animais atingidos ndo sobrevivem em
decorréncia da infeccao (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003).

Mc Mullan et al. (1977) utilizaram a terapia com anfotericina B em equinos, obtendo

50% de eficicacia quando combinada a remocao cirurgica; ao passo que apenas 30%
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dos animais responderam a terapia quando aplicada somente anfotericina B e 20%
ndo apresentaram nenhuma melhora no quadro clinico. Posteriormente, Déria et al.
(2012) obtiveram regressao da lesdo em 92% dos equinos tratados com anfotericina B
aliada a excicdo cirtrgica da leséo. Na pitiose canina relata-se a terapia com
cetoconazol, itraconazol, anfotericina e fluconazol com resultados desanimadores
(ENGLISH e FROST, 1984; FOIL et al., 1984; DYKSTRA et al., 1999, JAEGER,;
ROTSTEIN; LAW, 2002; RIVIERRE et al., 2005). Grooters (2003) observou respostas
positivas ao tratamento com itraconazol ou anfotericina B lipidica em 15% dos cées
com pitiose gastrointestinal. Esse mesmo autor concluiu, ao obter cura clinica e
sorologica em diversos casos de pitiose cutanea, tanto em caninos como em felinos
tratados com a combinacdo entre terbinafina e itraconazol, que embora os indices
responsivos a esse tipo de tratamento sejam baixos, a associagdo entre antifingicos é
mais eficaz do que a terapia isolada. Pereira et al. (2013) relataram a cura de um
canino com pitiose gastrointestinal com associacao entre terbinafina, itraconazol e

imunoterapia.

No tratamento da pitiose felina os resultados sdo pouco promissores. Bissonnette
et al. (1991) obtiveram melhora do quadro clinico ao tratar um felino com
cetoconazol, todavia o animal apresentou recidiva da lesdo apos finalizar o
tratamento. Ao passo que Rakich Grooters e Tang (2005) observaram cura clinica,
sem recidivas, ao tratar um felino com piotiose gastrointestinal utilizando a
combinacédo entre terbinafina e itraconazol apos cirurgia.

Na incessante busca por tratamentos da doenca, diversos estudos avaliando a
suscetibilidade in vitro de P. insidiosum aos farmacos antifingicos tém sido
realizados. Em 1992, Shekhon, Padhye e Garg, obtiveram inibicdo de P. insidiosum
ao utlizar fluconazol, cetoconazol e miconazol, ao passo que ao testarem
anfotericina B, os resultados foram insatisfatorios. Contrariando aos testes in vitro,
previamente Triscott et al. (1993), observaram resultados positivos no tratamento de
humanos com pitiose periorbital com anfotericina B. Adicionalmente, Shenep et
al.(1998) observaram o sinergismo in vitro ao combinar itraconazol e terbinafina e in
vivo no tratameto de uma crianga com infeccéo facial. Posteriormente, Pereira et al.
(2007), Pereira, 2008 e Argenta et al. (2010) demostraram a fraca suscetibilidade in
vitro de P. insidiosum a caspofungina. Similarmente, Zanette et al. (2015) avaliaram

a atividade da micafungina isolada e na combinacdo com deferasirox sobre P.
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insidiosum em animais experimentais. Os autores relataram que a micafungina
guando utlizada como Unica terapia, apresentou baixa efetividade, ao passo que
gquando combinada com deferasirox evidenciou sinergismo. Na permanente busca
de novas terapias para pitiose, pesquisas empregando outros farmacos com agao
antimicrobiana, incluindo macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas, compostos
organicos entre outros foram testados in vitro. Os resultados dessas pesquisas
demonstraram variavel suscetibilidade deste oomiceto a essas classes de farmacos
(LORETO et al., 2011; 2012; MAHL et al., 2012; LORETO et al., 2014; JESUS et al.,
2015a).

3.2.1 Antifangicos

As falhas terapéuticas com farmacos antifiingicos sédo explicadas em parte pelas
caracteristicas de P. insidiosum que diferem dos fungos verdadeiros, sobretudo na
sua composi¢cdo de membrana celular (LEAL et al., 2001). Dessa forma, as drogas
antifingicas sao ineficientes e a maioria dos animais atingidos ndo sobrevive em
decorréncia da infeccdo (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). Contudo, esses fatores
estimularam varias tentativas de tratamento e testes de susceptibilidade in vitro, as
quais foram realizadas utilizando farmacos antifingicos como anfotericina B,
azolicos, compostos iodinicos, terbinafina, caspofungina, tigeciclina, equinocandinas,
além de outros antimicrobianos como macrolideos, tetraciclinas, aminoglicosideos,
entre outros, com resultados variaveis e muitas vezes incoerentes com os testes in
vivo (MCMULLAN et al.,1977; ENGLISH; FROST, 1984; FOIL et al., 1984
BISSONETTE et al, 1991; CHAFFIN; SCHUMACHER; HOOPER, 1992; SEKHON;
PADHYE; GARG, 1992; MEIRELLES et al., 1993; TRISCOTT et al., 1993; SHENEP
et al.,, 1998; DYKSTRA et al,, 1999; JAEGER; ROTSTEIN; LAW, 2002; GROOTERS,
2003; RAKICH; GROOTERS; TANG, 2005; RIVIERRE et al., 2005; ARGENTA et al.,
2010; LORETO et al., 2011, 2012; MAHL e al., 2012; DORIA et al., 2012; PEREIRA
etal., 2007; 2013; LORETO et al., 2014; ZANETTE etal., 2015).
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3.2.1.1 ltraconazol

O itraconazol (figura 1) tem sua atividade antifingica atribuida as caracteriscas do
grupo ao qual pertence: o grupo dos derivados triazolicos, os quais atuam
comprometendo a biosintese do ergosterol, componente da membrana citoplasmatica
dos fungos, através da inibicdo da enzima 14a-esterol desmetilase dependente do
citrocromo P-450, responsavel pela convercédo do lanosterol em ergosterol (figura 3)
(GHANNOUM; RICE, 1999). Esse mecanismo de acao resulta no acumulo de esterois
que comprometem as fungdes de conjuntos enzimaticos ligados a membrana como
enzimas transportadoras de elétrons e ATPase (GEORGOPAPADAKOU; WALSH,
1996).

O ergosterol é o principal componente da membrana citoplamatica na célula
fungica. AlteracBes na configuracdo ou biosintese desse esterbéide comprometem a
integridade da célula, uma vez que o mesmo é responsavel pelo controle osmético,
detacando-se sua participacdo na respiracado celular através da citocromo ¢ oxidase
mitocondrial (BOSSCHE et al., 2003). Além disso, a dimuicdo de sua producdo
acarreta o aumento na producdo de quitina na parede celular alterando toda a
configuracdo natural da célula, prejudicando suas vias metabdlicas (BOSSCHE et al.,
1985).

A atuacédo farmacoldgica do itraconazol se da pela administracdo via oral, sendo
posteriormente, metabolizado pelo figado e seus metabdlitos eliminados na urina.
Esse medicamento possui como caracteristicas a lipossolibilidade elevada e seus
niveis terapéuticos seguem ativos e com maior disponibilidade nos tecidos do que no
plasma, tendo como tempo de meia vida até 36 horas (BENNET 2003; BOSSCHE et
al., 2003).
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Figura 1: Estrutura quimica do itraconazol.

Fonte: CAZEDEY et al., 2007.
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3.2.1.2 Terbinafina

A terbinafina € um farmaco antifungico pertencente ao grupo das alilaminas (Figura
2). Possui carater ceratinofilico e altamente lipofilico (COSTA E GORNIAK, 2002).
Esse farmaco atua em uma etapa precursora a biossintese do ergosterol (figura 3),
agindo na enzima esqualeno-epoxidase, o que ocasiona a deficiéncia de ergosterol na
membrana e acumulo intracelular de esqualeno o qual é torna toxico para a célula,
levando-a a morte (Figura 2). Esse farmaco € administrado por via oral ou tépica, com
metabolizacdo hepatica pelo citocromo P-450 e seus metabdlitos sdo excretados na
urina (BENNET, 2003). E empregado na terapia das dermatofitoses e onicomicoses,
além de atuar contra fungos filamentos, dimérficos, dematidceos e algumas espécies
de leveduras (BALFOUR; FAULDS, 1992; VAZQUEZ, 2003).
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Figura 2: Estrutura quimica da terbinafina.

Fonte: GHANNOUM; RICE, 1999.
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Figura 3: Rota de biossintese do ergosterol onde atuam o itraconazol e a terbinafina.

Fonte GHANNOUM; RICE, 1999.

3.2.2 Oleos essenciais

A tlizacdo de plantas medicinais € uma pratica antiga, baseada nos
conhecimentos populares. Pesquisas empregando Oleos essenciais e extratos de
plantas vém se destacando na area de terapia antimicrobiana devidos as suas
propriedades que vao desde antioxidantes, antimicrobianas até antineoplasicas
(NASCIMENTO et al., 2000; BAKKALI et al., 2008). Além disso, sua utlizacao se
fez necessaria a partir do momento em que o numero de cepas de micro-

organismos resitentes aos farmacos quimicos convencionais disponiveis no
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mercado aumentou drasticamente (DORMAN; DEANS et al., 2000). Os 0leos
essenciais sdo compostos aromaticos originarios do metabolismo secundario das
plantas. Esses sdo obtidos por arraste de vapor d’agua ou hidrodestilacdo. A
atividade antimicrobiana dos Gleos essenciais € atribuida a presenca de aldeidos,
fendis e alcoois (BRUNI et al., 2004). O mecanismo de acao nao difere entre as
espécies de plantas das quais os Oleos sdo extraidos; e envolve a lise da
membrana citoplasmatica com perda da integridade e saida de ions (hidrogénio,
potassio e calcio) e inibicdo da respiracdo (DORMAN; DEANS, 2000; RAO et al.,
2010).

Estudos avaliando a acdo de 6leos essenciais sobre P. insidiosum ainda sao
incipientes, entretanto os resultados sao bastante animadores (FONSECA, 2011,
FONSECA et al., 2014a). Outros estudos que avaliaram a atividade de compostos
naturais extraidos ou compostos biativos oriundos de plantas também relataram
atividade frente a este oomiceto (SRIPHANA et al., 2013% SRIPHANA et al.,
2013b; SUTHIWONG etal., 2014, JESUS et al., 2015b).

3.2.2.1 Plantas da familia Lamiaceae (Mentha piperita e Origanum vulgare)

Pertencentes a familia Lamiaceae, ordem Tubiflorae Lamiales, Mentha piperita e
Origanum vulgare séo conhecidas pelas suas propriedades antimicrobianas (LIMA;
CARDOSO, 2007).

As mentas sdo plantas nativas do Oriente Médio que foram introduzidas nas
Américas, sendo cultivadas em regides temperadas e subtropicais de clima ameno.
Através dos imigrantes japoneses, que cultivavam em pequenas quantidades para
uso, chegaram ao Brasil, no interior de S&o Paulo no inicio do século XX (MAIA,
1998). Algumas espécies recebem o nome popular de horteld e sdo consumidas in
natura como hortalicas. O género Mentha consiste em plantas e ervas aromaticas
perenes cultivadas para extracdo de seus 0leos essenciais tanto para fins medicinais
como culinarios (GOBERT et al., 2012).

O Oleo essencial de M. piperita possui como componentes majoritarios mentol e
mentona, compostos monoterpenos responsaveis pela sua atividade antimicrobiana
(ISCAN et al.,, 2002; TYAGI; MALIK, 2011; FONSECA et al., 2015a). Diversos
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trabalhos tém sido realizados demonstrando sua atividade antimicrobiana contra
bactérias (TYAGI; MALIK, 2011; KACANIOVAA et al., 2014), fungos filamentosos
(PEREIRA, et al., 2006) e leveduras (TYAGI; MALIK, 2011). Pesquisas realizadas
utilizando esse 06leo contra espécies de Pythium fitopatégenas tém obtido bons
resultados. Zambonelli et al. (1996) e Lee et al. (2007) comprovaram a atividade
antimicrobiana de M. piperita frente a Pythium ultimum. Adicionalmente, Wogiatzi et
al. (2009) evidenciaram resultados positivos no efeito desse antimicrobiano sobre
Pythium spp.

Origanum vulgare, conhecida popularmente como orégano, € um dos temperos
mais conhecidos no mundo, sendo utilizado diariamente na culinaria (FLEISHER e
FLEISHER, 1988). Essa planta é cultivada em toda a Europa, leste e centro da Asia
e Taiwan, sendo a grande maioria originaria do Mediterraneo (Turquia, Ird e Grécia)
(KOKKINI; KAROUSOU ; VOKOU, 1994; KAUL; SINGH; SOOD, 1996). Também foi
introduzida na América do Norte para fins de utilizacdo culinaria (VOKOU; KOKKINI;
BESSIERE, 1993). As diversas espécies de Origanum. sdo conhecidas por suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas (LEUNG; FOSTER, 1996; MILOS
MASTELIC; JERCOVIK, 2000).

O O6leo essencial de O. vulgare possui como componentes majoritarios o
carvacrol, thymol, 4-terpineol e linalool (SOYLU; SOYLU; KURT, 2006; HUSSAIN et
al., 2011; FONSECA et al., 2015a). Diversos estudos tém comprovado suas
propriedades antimicrobianas sobre bactérias (SANTURIO et al., 2007;
KACANIOVAA et al., 2014), fungos filamentosos (PEREIRA, et al., 2006; ARSLAN;
DERVIS, 2010; CLEFF et al, 2010ab; MUGNAINI et al., 2012, 2013) e fungos
leveduriformes (CLEFF et al., 2010a). Esse 6leo também foi testado sobre espécies
do género Pythium patégenas de plantas. Lee et al. (2007) comprovou sua eficicia
sobre P. ultimum, apresentando 93% de inibicAo desse micro-organismo.
Adicionalmente, Wogiatzi et al., (2009) obteve bons resultados de inibicdo do
crescimento de Pythium spp.

Recentemente, Fonseca (2011) e FONSECA et al. (2015a) demonstraram in vitro
a acao anti-Pythium do Oleo essencial de M. piperita e Origanum vulgare sobre P.

insidiosum.
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3.2.2.1 Melaleuca alternofolia

M. alternifolia (“tea tree” ou arvore do cha) € uma planta da familia Myrtaceae,
ordem Myrtales (RUSSEL; SOUTHWELL, 2002) e tem sido utilizada por possuir
propriedades terapéuticas ha muitos anos nas populacbes da Australia (CARSON;
RILEY, 1998; HALCON; MILKUS, 2004).

O Oleo essencial dessa planta tem sido alvo de diversas pesquisas por
apresentar fungbes medicinais comprovadas atuando como antibacteriano,
antifingico, antiprotozoario e anti-inflamatorio (BAKKALI et al., 2008). Sua eficicacia
€ justificada pela sua composicdo quimica, pois as plantas dessa espécie
apresentam em torno de 100 componentes, destacando-se o terpinen-4-ol, 1,8
cineol, a terpineol, terpinoleno e a- e Y-terpineno 0s quais representam cerca de
90% da estrutura do 6leo (BROPHY et al., 1989).

Dentro do seu perfil antibacteriano destacam-se os estudos realizados por Cox et
al. (2000); Carson, Mee e Riley (2002); Simdes et al. (2002); Bertini et al. (2005);
Packer e Luz (2007); Pereira, et al. (2008); Oliveira et al.(2011); Ramos et al. (2012);
Santos et al. (2014); Souza et al. (2014); Sagave et al. (2015). Como caracteristica
antifangica estudos realizados por Hammer, Carson e Riley (2002); Campacci et al.
(2005); Martins et al. (2010); Lorenzetti et al. (2011); Nascimento et al. (2014); Souza
et al. (2014); Flores et al. (2013); comprovaram sua a¢ao antimicrobiana. Nao ha
relatos na literatura de sua aplicabilidade no combate a P. insidiosum. Entretanto
existem alguns desafios enfrentados na sua utlizacdo, uma vez que suas
propriedades quimicas tais como solubilidade e volatilidade lhe conferem certo grau
de instabilidade em seu produto final (CARSON; RILEY; COOKSON, 1998).

3.3 Nanoemulsdes

Os sistemas de veiculacdo de farmacos antifingicos em nanoestruturas sao
apresentados como um tratamento alternativo de infec¢des flngicas resistentes as
terapias disponiveis no mercado, pois podem modificar a interacao entre a célula

fungica e o farmaco (WHITE et al., 1998). O termo nanoparticula polimérica pode ser
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aplicado tanto as nanocapsulas quanto as nanoesferas, as quais podem ser
formadas por polimeros biodegradaveis. Dessa forma, essas duas tecnologias séo
definidas como sistemas veiculadores de farmacos as quais, por via de regra,
apresentam diametro inferior a 1um (SCHAFFAZICK; GUTERRES, 2003; REIS et
al., 2006; GUTERRES;ALVES; POHLMANN, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010). Estudos realizados por Oliveira et al. (2011); Marini et al. (2014);
Santos et al. (2014); Souza et al. (2014) e Manaia (2015) comprovam que as
nanoemulsées preservam a estabilidade e eficacia dos extratos de M. alternifolia.
Além disso, Flores et al. (2013) e Chifiriuc et al. (2012) comprovaram que as
nanoelmulsdes desse Oleo essencial podem ser uma alternativa no combate a

fungos patogénicos.

3.4 Associacbes de antimicrobianos

Diante do grande arsenal de antimicrobianos disponiveis no mercado e da
resisténcia de muitos micro-organismos aos farmacos convencionais, uma linha
terapéutica de destaque € a que emprega a combinacdo/associacdo entre esses
agentes. Segundo Zhu, Gil-Lamaignere e Miller (2004) a associacdo de dois
compostos pode aumentar a taxa de morte microbiana e encurtar a duracdo do
tratamento, bem como permitir o uso de doses mais baixas de cada composto,
reduzindo os efeitos toxicos dos mesmos. Além disso, segundo esses autores, a
combinacdo de dois farmacos que possuem mecanismos de acao diferentes pode
evitar o desenvolvimento de resiténcia por parte dos micro-organismos e ampliar o
espectro de atuacdo sobre os mesmos.

A técnica de chekerboard é conhecida como um método padréo para avaliar in
vitro combinagfes entre antimicrobianos. Esse modelo utiliza tubos ou placas de
microdilui¢do, associando dois agentes antimicrobianos em diversas concentracoes
acima e abaixo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) sobre o micro-organismo a
ser avaliado. O indice de Concentrac&o Inibitoria Fracionaria (FICI) atua em conjunto
com essa técnica, tratando-se da combinacdo mais baixa entre farmacos capaz de
inibir o crescimento do micro-organismo testado (CUENCAS-ESTRELLA, 2004).
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Esse indice classifica quantitativamente a interacdo em sinérgica (FICI < 0,5),
indiferente (0,5 <FICI< 4) ou antagdnica (FIC|>4) (JOHNSON et al., 2004).

Segundo Johnson et al. (2004) o sinergismo € uma interacdo positiva entre dois
compostos que pode ser causada pelos seguintes fatores: inibicdo de diferentes
estagios da mesma via bioquimica; melhor penetragdo de um antimicrobiano
resultante da acdo de outro antimicrobino na parede celular ou membrana
citoplasmatica; pela interacdo de transporte; pela inibicdo simultanea de diferentes
alvos na célula fungica; ou pela atividade fungicida rapida. No entanto, a auséncia
de sinergismo ndo significa uma desvantagem, pois pode haver outros possiveis
beneficios de combinacgfes terapéuticas como a diminui¢éo no valor das CIM.

Estudos que servem de parametro e correlacdo com a clinica utlizam os padrdes
do Clinical Laboratory Standards (CLSI) como método referencial. O protocolo M38-
A é uma normativa-padrdo em consenso com o CLSI a ser empregada em testes
que utilizem diluicdo em caldo com o objejtivo de determinar a suscetibilidade in vitro
de fungos filamentosos as terapias antifingicas (CLSI, 2008).

Uma vez que as combinacdes entre agentes antimicrobianos tém demonstrado
os melhores resultados no tratamento da pitiose, estudos avaliando a sucetibilidade
in vitro de P. insidiosum a essas terapias combinadas foram incrementados nos
dltimos anos. Nesse contexto, observa-se que o0s resultados das pequisas que
combinaram agentes antifingicos entre si ou com farmacos com outros mecanismos
de acdo sempre demonstraram algum grau de sinergismo nas combinacgdes.
Argenta et al.(2008) ao testarem itraconazol ou voriconazol combinados com
terbinafina, obtiveram sinergismo em 16,6% dos isolados de P. insidisoum avaliados.
Similarmente, Cavalheiro et al. (2009a) ralataram sinergismo quando a terbinafina foi
combinada com a caspofungina (41,2%), o cetoconazol (29,4%) ou o miconazol
(11,8%). Posteriormente, Cavalheiro et al. (2009b) mostraram que terbinafina
apresentou interacdo sinérgica combinada com anfoterina B. Adicionalmente,
Argenta et al. (2012) realizaram um estudo in vitro e in vivo avaliando duplas e triplas
combinacbes de terbinafina, itraconazol, caspofungina, ibuprofeno e fluvastatina
frente ao oomiceto P. insidiosum. Os resultados desse trabalho evidenciaram que as
combinagBes de terbinafina com caspofungina ou ibuprofeno foram sinérgicas para
47% dos isolados testados, ndo sendo observado antagonismo em nenhuma das
duplas combinagcdes. Embora as triplas combinacbes tenham evidenciado o0s

maiores indices de indiferenca; sinergismo e antagonismo também foram verificados
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nestas combinacdes. Neste mesmo estudo, o experimento in vivo, revelou que as
lesbes cutdneas dos animais experimentais que foram tratados com terbinafina,
itraconazol e fluvastatina diferiram significativamente dos demais.

Zanette et al. (2015) relataram a ineficacia da micafungina, uma equinocandina,
sobre P. insidiosum. Todavia, interacfes sinérgicas relevantes foram observadas
guando combinaram este famaco com deferasirox. Porém, este efeito ndo teve
correlacdo com seus ensaios in vivo.

Posteriormente, a atividade in vitro anti-P. insidiosum das combinacfes de
azitromicina, claritromicina, minociclina ou tigeciclina com antifungicos (anfotericina
B, itraconazol, terbinafina, voriconazol, anidulafungina, caspofungina e micafungina)
foram avaliadas por Jesus et al. (2015a). Os autores observaram que 0s principais
sinergismos ocorreram com as combinacdes de minociclina com anfotericina B
(73.33%), itraconazol (70%) e micafungina (70%) e da claritromicina com a
micafungina (73.33%), demonstrando que essas combinagbes podem vir a se
constituir numa alternativa terapéutica na pitiose em animais e no homem.
Adicionalmente, Jesus et al. (2015a) demostraram que o emprego da azitromicina
(20 mg/kg/dia, 2X) isoladamente ou em combinacdo com a minociclina (10
mg/kg/dia, 2X) reduziram significativamente a carga fungica das lesdes cutaneas de
pitiose em coelhos, evidenciando o potencial efeito curativo da azitromicina na
pitiose experimental.

Recentemente, pesquisas tém demonstrado que a combinacdo de O6leos
essenciais ou de compostos bioativos de plantas com diferentes farmacos
antimicrobianos, incluindo antifingicos podem se constituir numa vantagem
terapéutica no controle de infeccbes causadas por P. insidiosum. Nesse sentido, 0
sinergismo acima de 60% observado por Jesus et al. (2015b) nas combinagdes de
carvacrol ou timol com itraconazol, terbinafina, claritromicina, minociclina e
azitromicina, bem como o sinergismo in vivo observado por Fonseca et al. (2015b)
ao tratar coelhos com pitiose experimental com uma combinacdo de 6leo essencial
de O. vulgare e M. piperita, apontam que esses tipos de combinacbes podem se

constituir numa terapia adicional da pitiose.



4 Manuscrito 1

Manuscrito submetido a Revista Iberoamericana de Micologia
http://www.elsevier.es/es-revista-revista-iberoamericana-micologia-290-normas-

publicacion

In vitro activity of Melaleuca alternifolia (Tea Tree) in its free oil and

nanoemulsion formulations against Pythium insidiosum

Julia de Souza Silveira Valente, Anelise de Oliveira da Silva Fonseca, Cristina
Gomes Zambrano, Lauren Sagave, Fernanda Flores Cramer, Cristiane de Bona
da Silva, Luis Antbnio Sangioni, Luciana Poétter, Janio Morais Santurio, Sénia de

Avila Botton, Daniela Isabel Brayer Pereira



32

In vitro activity of Melaleuca alternifolia (Tea Tree) in its free oil and nanoemulsion

formulations against Pythium insidiosum

Actividad in vitro de Melaleuca alternifolia (Te de arbol) en sus formulaciones de aceite

libre y nanoemulsion frente a Pythium insidiosum

Running title: In vitro activity of Tea Tree against Pythium insidiosum

Titulo breve: Actividad in vitro de Te de arbol frente a Pythium insidiosum

Julia de Souza Silveira Valente!, Anelise de Oliveira da Silva Fonseca®, Cristina Gomes
Zambrano®, Lauren Sagave?, Fernanda Flores Cramer?, Cristiane de Bona da Silva?, Lufs
Antdnio Sangioni?, Luciana Pétter?, Janio Morais Santurio?, Sénia de Avila Botton?, Daniela

Isabel Brayer Pereiral”

lUniversidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas, RS, Brazil.

2Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria/RS, Brazil.

“Corresponding author. Universidade Federal de Pelotas, Instituto de Biologia, Laboratério de
Micologia, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Prédio 18, Sala 14. Campus
Universitario Capédo do Ledo, s/n°. CEP: 96160-000. Tel.: +55 53 32757338; Fax: +55 53

32757338.E-mail address: danielabrayer@ gmail.com.



33

Abstract

Background: Pythium insidiosum is an important aquatic oomycete, which can cause pythiosis
both inanimals and humans. This microorganism shows low susceptibility to antifungal drugs
available.

Aims: This study analyzed the in vitro antimicrobial activity of Melaleuca alternifolia in its
free oil (FO) and nanoemulsion (NE) formulations against Brazilian P. insidiosum isolates.
Method: The antimicrobial activity evaluation was performed by the broth microdilution
method according to CSLI M38-A2 document adapted to phytopharmaceuticals. Twenty-six
P. insidiosum isolates were evaluated, and the minimum inhibitory concentration was
determined at 100% growth inhibition. M. alternifolia essential oil or FO was obtained
commercially. The NE containing 1% M. alternifolia essential oil was prepared by the
spontaneous emulsification method.

Results: All P. insidiosum isolates evaluated showed minimum inhibitory concentrations
(MIC) ranging from 0.53 to 2.13 mg/mL for the FO formulation; MICso and MICgy showed
values between 1.06 and 2.13 mg/mL, respectively. When the NE formulation was evaluated,
MIC values ranged from 0.13 to 2.13 mg/mL and both MI1Cso and MICgq corresponded to 1.06
mg/mL.

Conclusions: FO and NE formulations of M. alternifolia showed antimicrobial activity against
P. insidiosum. This study demonstrated that M. alternifolia oil can be an additional therapy in
pythiosis treatment; however, further studies are needed to evaluate the applicability of the
plant essential oils in the treatment of clinical pythiosis.

Key Words: oomycete, pythiosis, medicinal plants, nanostructured systems.
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Resumen

Antecedentes: Pythium insidiosum es un importante oomycete acuatico, que puede causar
pitiosis tanto en animales como en humanos. Este microorganismo presenta una baja
sensibilidad frente a las drogas antifungicas disponibles.

Objetivos: Este estudio analizé la actividad antimicrobiana in vitro de M. alternifolia en sus
formulaciones de aceite libre (AL) y nanoemulsién (NE) contra aislados brasilefios de P.
insidiosum.

Métodos: La evaluacion de la actividad antimicrobiana fue realizada por el método de
microdilucion en placa de acuerdo con lo descrito en el documento CSLI M38-A2 adaptado a
fito farmacéuticos. Veinte seis aislados de P. insidiosum fueron evaluados y se determind la
concentracion minima inhibitoria para inhibir el crecimiento al 100%. ElI AL de M.
alternifolia fue obtenido de manera comercial. La nanoemulsién conteniendo 1% del aceite
esencial de M. alternifolia fue preparada por el método de la emulsificacion espontanea.
Resultados: Todos los aislados evaluados de P. insidiosum mostraron concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) en un rango entre 0,53 a 2,13 mg/mL para el AL formulacién;
MICso y MICgy mostraron valores de 1,06 y 2,13 mg/mL respectivamente. Cuando la
formulacion NE fue evaluada, se observaron CMI en un rango entre 0,13 a 2,13 mg/mL y
ambos MICsp y MICyq correspondieron a 1,06 mg/mL.

Conclusiones: Las formulaciones del AL y NE de M. alternifolia mostraron actividad
antimicrobiana contra P. insidiosum. Este estudio demostré que el aceite esencial de M.
alternifolia puede ser una terapia adicional en el tratamiento de la pitiosis; sin embrago, se
necesitan estudios adicionales para evaluar la aplicabilidad de los aceites esenciales de la
planta en el tratamiento de la pitiosis clinica.

Palabras claves: oomycete, pitiosis, plantas medicinales, sistemas nanoestructurados
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Introduction

Pythium insidiosum is an important aquatic oomycete, which is the etiologic agent
of pythiosis in animals and humans. This disease is devastating and can have cutaneous,
gastrointestinal, ophthalmic and systemic manifestations. It is difficult to treat and has
unfavorable prognosis.***® Therapeutic options include surgery, immunotherapy and
antimicrobial agents; however, the success of these practices is variable. Surgery is often
employed in the treatment of human and animal pythiosis, though there have been reports of
high recurrence rates (45%). Immunotherapy is another alternative, which has been widely
used in the treatment of equine pythiosis. Although this is considered a safe method with
healing rates ranging from 60 to 70 %, there were several nonresponsive cases involving
horses.®

Ergosterol is the target site of most antifungal agents, which are usually used in the
treatment of fungal infections. However, the absence of ergosterol in the cytoplasmic
membrane of P. insidiosum limits the arsenal of available drugs for the treatment of
pythiosis.***? In this sense, recent in vitro and in vivo studies using medicinal plants have
evaluated the susceptibility of P. insidiosum aiming to find future therapeutic applications in
clinical pythiosis.*>*722:343

Melaleuca alternifolia (tea tree) essential oil has been evaluated in several studies
due to its antibacterial activity on Rhodococcus equi®® and Staphylococcus aureus®, antifungal
activity on Trichophyton rubrum®®, antiprotozoal action against Trypanosoma evansi®,
antiviral action against herpesvirus type 12, as well as anti-inflammatory action such as in
human hypersensitivity cases.”®

Nanotechnology is a technological innovation that aims to improve the physical and

chemical characteristics of bioactive substances. Nanostructured systems, including

nanocapsules, nanospheres and nanoemulsions, have been the purpose of studies on new ways
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of carrying drugs to specific sites and the controlled release of active substances.®!
Nanoemulsions are dispersions of oil in water stabilized by surfactants that can promote drug
toxicity decrease and therapeutic effect increase.'! Previous studies have shown that
nanoemulsions  preserve the stability and effectiveness of M. alternifolia
extracts, 1224252129303 1 addition, research have shown that M. alternifolia essential oil in
nanostructures can be an alternative to fungal infection treatment. 3

This study analyzed the in vitro antimicrobial activity of M. alternifolia in its free oil

and nanoemulsion formulations against Brazilian isolates of P. insidiosum.

Material and Methods

Isolates: The isolates used in this study (n=25) belong to the fungal collection of the
Mycology Laboratory of the Universidade Federal de Pelotas (UFPel) and one standard strain
(CBS 101555) All isolates (=26) came from naturally infected animals in Rio Grande do Sul
State, Brazil and they were identified as P. insidiosum through their molecular and
morphological characteristics as described previously.?

M. alternifolia free oil and nanoe mulsion: M. alternifolia essential oil in its formulation of
free oil was commercially obtained from Laszlo Aromatherapy Ltd, Belo Horizonte, Brazil.
Essential oil components were previously determined by the manufacturer. The nanoemulsion
containing 1 % M. alternifolia (10 mg/mL) was prepared by the spontaneous emulsification
method within nanometer size range (about 200 nm), negative zeta potential, and
polydispersity index below 0.25.%*2 M. alternifolia FO composition consisted of: terpinene-4-
ol (40 — 52 %), y-terpinene (6 — 20 %), o-terpinene (11 — 16 %), 1.8 cineole (1 — 2 %),
terpineole (5 %), limonene (3 — 4 %), pinene (3 — 5 %), and terpinolene (1 — 5 %), according

to manufacturer's specifications.
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Inoculum preparation: The inoculum used in the susceptibility test was prepared from P.
insidiosum mycelial culture (hyphae), as described previously.'® Briefly, the suspension of P.
insidiosum inoculum was obtained by microorganism cultivation in 0.1 % yeast agar
incubated at 37 °C for 96 hours. The culture was covered with 10 mL sterile distilled water
and the mycelium was scraped with a sterile scalpel blade. Afterwards, this solution was
transferred to a sterile 10 mL tube and the optical density was determined using a
spectrophotometer adjusted to an 80 % — 85 % transmittance at 530 nm.

In vitro susceptibility test: The test used the microdilution broth method based on the M-
38A2 CLSI document with modifications for phytopharmaceuticals use.®*! The formulations
tested were: essential oil in coarse dispersion or M. alternifolia free oil (FO) and essential oil
associated with nanoemulsion (NE). All FO concentrations tested varied from 8.5 mg/mL to
0.02 mg/mL. From the NE stock solution (initial 1 % concentration) ten serial dilutions were
prepared in RPMI medium with concentrations ranging from 10 mg/mL to 0.02 mg/mL. A
100 pL volume of each dilution for both FO and NE formulations was added to each
microdilution plate well and an additional 100 pL with the same inoculum volume was put
into each well. A positive control (100 pL RPMI and 100 pL inoculum) and a negative
control (100 pyL RPMI and 100 pyL FO and NE dilution) were established for each P.
insidiosum isolate. The plates were incubated at 37 °C inan orbital shaker incubator at 40 rpm
for 48 hours. All tests were performed in triplicate. The reading of the results was performed
within 48 hours of incubation and considered presence or absence of the visual hyphal
growth. The lowest FO or NE concentration capable of inhibiting 100% of P. insidiosum
growth, as compared to positive control, was considered the minimal inhibitory concentration
(MIC). MICso and MICgq were determined following previous studies.>® Additionally, the
minimum fungicidal concentration (MFC) was determined by transferring an aliquot (0.1 mL

of FO or NE concentration) equal to or higher than MIC into test tubes containing 0.9 mL
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Sabouraud broth. After a 48 hour incubation period at 37 °C, the lowest concentration (FO or

NE formulations) not showing any growth was considered the MFC.

Statistical analyses
MIC values were submitted to a normality test. As the response variable did not show
normality, data were subjected to the non-parametric x° test. The analyses were performed

using version 8.2 SAS software package, assuming a 5 % probability.

Results

The results of in vitro susceptibility tests for all 26 P. insidiosum isolates are described
in Table 1. It was observed that MIC ranged from 0.53 to 2.13 mg/mL and from 0.13 to 2.13
mg/mL for FO and NE formulations, respectively. However, MICso was 1.06 mg/mL for both
FO and NE formulations. In addition, MICgo values were 1.06 and 2.13 for NE and FO,
respectively. The MFC found were equal to the MIC for most of the isolates tested. However,
two isolates showed MFC 2 to 4 times higher than MIC when FO was evaluated. Similarly,
two other isolates showed MFC 2 times as high as the MIC when NE was tested (data not
shown).

The statistical analyses demonstrated that NE MIC values were lower as compared to

FO values (P <0.05).

Discussion

The antimicrobial activity of M. alternifolia has been widely studied against different
microorganisms, including true fungi,*>? bacteria,®?° viruses,?® and parasites.* Essential oils

of aromatic plants have been used in the alternative treatment of different diseases, since they
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oils have low toxicity to mammalian cells, minor environmental impact and good acceptance
by consumers.*’

The current study evaluated the antimicrobial activity of two M. altemifolia formulations
against P. insidiosum. This oomycete is a fungus-like microorganism against which antifungals
available are ineffective.* In this study, the results evidenced that both FO and NE formulations of M.
altemifolia presented in vitro antimicrobial activity against all P. insidiosum isolates tested (n=26).
Other pieces of research have evaluated the susceptibility of yeast and filamentous fungi against M.
altemifolia by using different methodologies. All of these studies have also demonstrated the
antifungal activity of this plant*?* The antimicrobial potential of M. altemifolia has been attributed to
its major components (terpinene-4-ol, 1,8 cineole, a terpineole, terpinolene, terpinene-a- and -y),
which represent approximately 90 % of M. altemifolia oil structure.” This composition was also
present in the oil formulations used in this study.

It was observed that NE formulation presented lower MICg than FO (P<0.05). It is believed
that the best results obtained with NE could be attributed to oil stability in nanoemulsion. The
instability of M. altemifolia essential oil is due to its volatile components such as alcohols, esters,
aldehydes, ketones and phenols, among others, present in the leaves, flowers, stems, roots and seeds of
the plant.® Thus, nanostructures show greater efficiency in stabilizing the final product, as well as are
able to protect the drug from enzymatic dissociation of chemical or immunological origin.®

Previous in vitro studies have shown that microorganisms of the Class Oomycota are
susceptible to the action of essential oils from plants of the family Lamiaceae.2*** Similarly, our
research team reported the antimicrobial activity of essential oils of Origanum vulgare, Origanum
majorana, Mentha piperita, and Rosmarinus officinalis against P. insidiosum isolates’ In addition,
other researchers have reported the antifungal activity of the root extract of Clausena harmandiana
against this oomycete.* Studies have also shown that coumarinoids from Micromelum falcatum

fruit can inhibit P. insidiosum mycelial growth.®> Furthermore, another study also obtained in
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vitro activities of a combination of carvacrol and thymol with antibiotics and antifungal
agents against P. insidiosum isolates.?? Our research team has recently demonstrated in vivo
activity of a combination of a topical O. vulgare and M. piperita formulation with
immunotherapy in the treatment of experimental cutaneous pythiosis.'” However, studies
using M. alternifolia against P. insidiosum have not been so far reported.

In the present study the NE formulation of M. alternifolia showed superior
antimicrobial activity as compared to FO (P<0.05). The inhibitory activity of FO from M.
alternifolia associated with nanocarriers has also been demonstrated in dermatophytes™® and
Rhodococcus equi.?® Thus, the phytotherapeutic potential of M. alternifolia is promising and

its use in veterinary medicine should be considered.

Conclusion

This study demonstrates in vitro antimicrobial activity of M. alternifolia in its FO and
NE formulations against Brazilian isolates of P. insidiosum. In addition, M. alternifolia oil
can be used as an additional therapy in the treatment of pythiosis. However, further studies are

needed to assess its applicability in clinical pythiosis.
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Tabela 1: In vitro susceptibility of Pythium insidiosum (n=26) against M. alternifolia in free
oil (FO) and nanoemulsion (NE) formulations

MIC (mg/mL) of each formulation and isolates (%)

M. alternifolia
0.13 0.27 0.53 1.06 2.13 MICso® MICgq?

formulation
FO 04 17 05
1.06 2.13
(15.4) (65.4) (19.2)
NE 01 03 06 14

02(77) 106  1.06
3.9) (115) (23.1) (53.8)

#Minimal concentration to inhibit the growth of 50 % of isolates.

® Minimal concentration to inhibit the growth of 90 % of isolates.
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Resumo

Pythium insidiosum é o agente da pitiose, uma grave doenca piogranulomatosa emergente que afeta os
mamiferos cujo tratamento ndo esta completamente estabelecido. Falhas com as terapias antifingicas
convencionais sdo, em parte, justificadas pela auséncia do ergosterol na composicdo de membrana citoplasmatica
deste oomiceto. Os 6leos essenciais tém sua atividade antimicrobiana atribuida ao seu mecanismo de agéo o qual
atua em nivel de membrana citoplas matica . O presente estudo investigou o perfil da suscetibilidade in vitro de
isolados brasileiros de P. insidiosum (n=20) frente aos 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia, Mentha
piperita e Origanum vulgare e em suas combinacgdes. Os testes de suscetibilidade foram realizados conforme o
protocolo M38-A2 (CLSI, 2008) e as combinagfes avaliadas pela técnica de cherkerboard para microdilui¢do.
Todos os dleos essenciais avaliados apresentaram atividade antimicrobiana sobre P. insidiosum, destacando-se a
melhor atividade de O. vulgare. Ndo observou-se efeito antagdnico para as combinagfes testadas, ressaltando-se
a combinacdo de M. piperita e O. vulgare que resultou em 65% de sinergismo. Este estudo evidenciou a

suscetibilidade deP. insidiosumaos 6leos essenciais de M. piperita, M. alternifolia e O. vulgare, bem como as
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suas combinacdes, sendo o primeiro estudo in vitro que avaliou combinacdes de Gleos essenciais frente a P.

insidiosum.

Palavras-chave: pitiose * comicetos drvore-do-cha « menta « orégano « sinergis mo

Abstract

Pythium insidiosum is the etiologic agent of pythiosis, a severe and emerging disease that affects mammals. The
failures with conventional antifungal therapies are partially justified by the absence of ergosterol in the plasma
membrane of this oomycete. Despite the advancement of research, the treatment of pythiosis i not fully
established. The present study investigated in vitro susceptibility profile of Brazilian isolates of P. insidiosum (n
= 20) against Melaleuca alternifolia, Mentha piperita and Origanum vulgare essential oils, as well as their
combinations. Susceptibility tests were performed according to M38-A2 (CLSI, 2008) protocol and the
combinations were evaluated by cherkerboard microdilution method. All essential oils showed antimicrobial
activity against P. insidiosum, emphasizing the greatest activity of O. vulgare. It was observed synergistic effect
and/or indifferent for all combinations evaluated, highlighting M. piperita and O. vulgare combination with 65%
of synergism. This is the first study that reported in vitro combinations of essential oils against P. insidiosum and
highlights the susceptibility of this oomycete to M. alternifolia, M. piperita and O. vulgare essential oils, as well

as their combinations.

Key words: pythiosis * oomycete * tea tree « mint « oregano * sinergism

Introdugéo

Pythium insidiosum é um micro-organismo similar aos fungos filamentosos, de relevancia na
fitopatologia e medicina humana e veterinaria, uma vez que causa a pitiose em mamiferos, uma enfermidade
eminentemente fatal. Diferente dos fungos verdadeiros, este oomiceto carece de ergosterol em sua membrana
citoplasmatica, principal alvo dos farmacos antifingicos, o que em parte, justifica a ineficacia dos tratamentos
antifingicos empregados na pitiose em animais € no homem [1]. Dependendo da espécie de mamifero infectada,

a pitiose pode manifestar-se nas formas cuténea, gastrointestinal, oftdlmica ou sistémica. Embora a cirurgia,
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imunoterapia e agentes antimicrobianos sejam métodos empregados para o tratamento da enfermidade, o sucesso
desses procedimentos é bastante variavel e em varios casos ocorre a morte do animal afetado [2].

Devido as dificuldades encontradas para o tratamento desta grave doenca, nas Ultimas décadas, diversos
grupos de pesquisa se engajaram em estudos, cujo objetivo foi avaliar a suscetibilidade in vitro e in vivo de P.
insidiosum, bem como buscar farmacos com diferentes principios ativos que apresentem atividade
antimicrobiana frente a este importante oomiceto [3-16]. Neste contexto, ressaltam-se os estudos in vitro com
compostos bioativos de 6leos essenciais de plantas medicinais, os quais tém mostrado resultados promissores na
terapia antimicrobiana contra P. insidiosum [11,15,17-18]. Adicionalmente, estudos avaliando as associa¢des ou
combinacBes de agentes antimicrobianos, incluindo compostos bioativos oriundos de plantas, em testes de
suscetibilidade in vitro frente a P. insidiosum tém evidenciado a ocorréncia de interagdes sinérgicas entre os
agentes testados [78, 10-11,14]. Similarmente, pesquisas relataram o beneficio da combinacdo de éleo essencial
de Origanum vulgare e Mentha piperita no tratamento da pitiose experimental em coelhos, evidenciando que a
associagdo de terapias pode ser uma vantagemno tratamento da pitiose [16].

O presente estudo investigou o perfil da suscetibilidade in vitro de isolados brasileiros de P. insidiosum
frente aos Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia, Mentha piperita e Origanum vulgare e as suas

combinacdes.

Material e Métodos

Isolados

Os testes de suscetibilidade 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 padrdo (CBS 101555),
gentilmente cedida pelo Laboratério de Pesquisas Micoldgicas, Universidade Federal de Santa Maria. Todos os
isolados pertencem a micoteca do Laboratério de Micologia do Instituo de Biologia da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). A identificacdo foi realizada pelas caracteristicas macro e micro morfoldgicas e confirmada por

Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) e sequenciamento de DNA, conforme previamente descrito [19].

Preparacdo do inéculo
O in6culo utilizado nos testes de suscetibilidade foi preparado a partir de cultura micelial de P.
insidiosum, conforme descrito [20]. Brevemente, a suspensdo do inoculo foi obtida a partir do cultivo do

oomiceto em agar levedura 0,1%, incubado a 37°C por 96 horas. Posteriormente, a cultura foi inundada com 10
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mL de &gua destilada estéril e 0 micélio raspado com auxilio de lamina de bisturi esterilizada. A solucdo obtida
foi transferida para um tubo e o inoculo ajustado em espectrofotémetro a uma transmitancia de 80 a 85% a 530
nm. Para a realizacdo dos testes de suscetibilidade o in6culo foi previamente diluido 1:10 em caldo RPMI 1640

glicosado e tamponado a pH 7,0 com 0,165M de MOPS (acido morfolinico propanosulfénico).

Obtencao dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais utilizados neste estudo incluiram: Melaleuca alternifolia, obtido comercialmente da
Laszlo Aromaterapia Ltda, Belo Horizonte, Brasil; Origanum vulgare e Mentha piperita, obtidos da Ferquima
Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo-SP, Brasil. Os componentes dos Oleos essenciais foram previamente

determinados pelo fabricante.

Testes de suscetibilidade in vitro

O teste de suscetibilidade empregou 0 método de microdilui¢cdo em cald o, seguindo o protocolo M38-A2 do
CLSI [21], adaptado para testes com fitofarmacos [22].

Solucdes estoque dos dleos essenciais foram preparadas a partir da homogeneizag¢do dos 6leos essenciais em
RPMI adicionado de 0,05mL de Tween 80. A partir da solugdo-estoque de M. alternifolia que continha
8.500ug/mL e da solugdo de O. vulgare e M. piperita que continham 56.000ug/mL, foram preparadas diluicdes
seriadas em meio RPMI 1640 tamponado a pH 7.0 com 0,165M MOPS, as quais variaram de 4.250 pg/mL to 30
pg/mL para M. alternifolia e de 14.000 a 25 pg/mL para M. piperita e O. vulgare. Aliquotas de 100uL de cada
diluicdo foramdispensadas a cada pogo das microplacas e adicionado de igual volume do in6culo.

As combinacGes entre os 6leos essenciais de M. piperita e O. vulgare, M. piperita e M. alternifolia e M.
alternifolia e O. vulgare foram realizadas conforme o método de cherkerboard descrito para microdiluicdo em
caldo [21, 23]. Neste teste, as diluicGes variaram de 14.000-110 pg/mL. Em cada pogo da microplaca utilizou-se
umvolume de 50uL de cada dleo essencial e adicionado de 100uL de in6culo.

Para cada teste foi utilizado um controle positivo (inéculo + RPMI) e negativo (6leo essencial + RPMI). As
placas foram incubadas a 37°C em estufa orbital de agitacio constante a 40 rpm, durante 48 horas. Todos 0s testes
foram realizados em triplicata. A leitura foi visual e levou em consideragcdo o crescimento ou ndo de hifas. A
menor concentracdo do éleo essencial capaz de inibir o crescimento de P. insidiosum foi identificada como a
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). As concentragbes acima da Concentragdo Inibitéria Minima foram

utilizadas para determinag¢do da concentragdo fungicida minima (CFM). Para isto, 100 pL da diluigdo foram
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transferidos para tubos contendo 900 uL de caldo Sabouraud, ficando incubados a 37°C por 48 horas. A menor
concentracdo do dleo que ndo evidenciou crescimento foi considerada a CFM.

Baseado no indice de Fragdo Inibitéria Minima (FICI), as combinagbes foram interpretadas como sinérgica
(FICIZ 0,5), indiferente (0,5 < FICI > 4) ou antagonista (FICI > 4)[24], utilizando a férmula FICI=(MIC A na
combinacdo/ MIC A isolado) + (MIC B na combinagdo/ MIC B isolado), onde MIC A e MIC B indicam o MIC de

cada o6leo essencial avaliado.

Resultados

Os componentes majoritarios dos Oleos essenciais empregados neste estudo tiveram suas composicoes
informadas pelos fabricantes e consistiram de M. piperita: 1-mentol (33%), mentona (30%), acetato de mentila
(4%), eucaliptol (6%); M. alternifolia: terpineno-4-ol (40 — 52 %), y-terpineno (6 — 20 %), o-terpineno (11— 16
%), 1.8 cineol (1 — 2 %), terpineol (5 %), limoneno (3 — 4 %), pineno (3 — 5 %), terpinoleno (1 — 5 %); e, O.
vulgare: carvacrol (71%), timo1 (3%), y -terpineno (4,5%), para-cimeno (3,5%) e B-carfiofileno (4%).

Os valores das CIM para os 6leos essenciais individuais estdo listados na Tabela 1. Evidenciou-se que
todos os 6leos essenciais avaliados apresentaram atividade antimicrobiana sobre P. insidiosum. Dentre os 6leos
essenciais, observou-se que o 6leo de O. vulgare apresentou a melhor atividade antimicrobiana in vitro, com
faixas de CIM que variaram de 50 pg/mL a 1750 pg/mL, concentragdo inibitéria capaz de inibir 50% dos
isolados testados (MICsg) de 220 pg/mL e MICyq (inibicdo de 90% dos isolados) de 870 pg/mL. As
concentragOes fungicidas minimas dos dleos essenciais testados foram iguais as CIM para todos os isolados do
oomiceto.

A suscetibilidade in vitro de P. insidiosum frente as combinagdes dos 6leos essenciais de M. alternifolia, M.
piperita e O. vulgare esta demonstrada na Tabela 2. A combinacéo dos Oleos essenciais de M. piperita e O.
vulgare evidenciaram sinergismo em 65% (13/20) isolados de P. insidiosum e indiferenca em 35% (7/20). Na
combinacdo entre M. piperita e M. alternifolia verificou-se sinergismo em 50% (10/20) dos isolados e
indiferenca em 50% (10/20). Quando o 6leo essencial de M. alternifolia foi combinado com O. vulgare
observou-se sinergismo em 45% (9/20) dos isolados de P. insidiosum e indiferenca em 55% (11/20).

Antagonismo néo foi evidenciado emnenhuma das combinag6es testadas.
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Discussado

A pitiose é uma grave doenca emergente que afeta os animais e humanos e requer atenc¢do, uma vez que ha
limitagcbes nas opgdes terapéuticas. As falhas no tratamento utilizando terapias antifingicas com farmacos
convencionais é, em parte, justificada pela auséncia do ergosterol na composicdo de membrana citoplasmatica de
P. insidiosum [1-2]. Observa-se que apesar do avanco das pesquisas em busca de terapias eficazes, o tratamento
da pitiose ainda ndo estd completamente estabelecido. Neste sentido, estudos envolvendo novas terapias que
venham a colaborar no tratamento dessa enfermidade sdo fundamentais.

A utilizacdo de plantas medicinais é uma prética antiga e se destaca pelas suas propriedades medicinais que
incluem agGes antimicrobianas, analgésicas, anestésicas, anti-inflamatérias e espasmoliticas [25-26]. Estudos
empregando plantas medicinais comprovaram o potencial antimicrobiano frente aos virus [27], bactérias [28],
parasitos [29], fungos [22, 30] e oo micetos, incluindo P. insidiosum [11,15,17-18].

Neste trabalho, todos os dleos essenciais avaliados apresentaram atividade anti-P.insidiosum. As CIM
individuais dos 6leos essenciais de M. piperita e O. vulgare frente a P. insidisosum obtidos foram similares ao
resultados relatados por Fonseca et al. [15]. Previamente, 0 nosso grupo de pesquisa avaliou a atividade inib itéria
de M. alternifolia frente a este oomiceto e obteve resultados comparaveis ao presente estudo (dados ndo
publicados).

Este é o primeiro estudo in vitro que avaliou combinagfes de dleos essenciais frente a P. insidiosum. Embora
Fonseca et al [16] ndo tenham avaliado in vitro a combinacdo de M. piperita e O. vulgare, demonstrando efeito
sinérgico ou indiferenca in vivo ao tratar coelhos com pitiose experimental. As combinagfes de carvacrol ou
timol foram avaliadas com farmacos antibacterianos e antifingicos, porém ndo foram testadas as combinagfes
dos compostos bioativos entre si [11].Na presente pesquisa, as combinagdes de Gleos essenciais avaliadas
evidenciaram efeito sinérgico para todas as combinacdes, ndo havendo nenhum efeito antagdnico. Os efeitos
sinérgicos das combinacdes dos 6leos testados sdo comparaveis aos resultados obtidos por outros estudos in vitro
que empregaram a combinacdo de farmacos com distintos mecanismos de agdo antimicrobiana frente a P.
insidiosum [7,8,10,14]. No geral, estes dados mostram que as combinag¢des entre diferentes compostos podem ser
vantajosas para o tratamento da pitiose.

Os efeitos antimicrobianos dos dleos essenciais podem ser atribuidos aos seus mecanismos de agdo que
atuam em nivel de membrana citoplasmatica. As implicacdes destes mecanismos envolvem a lise e a perda da
integridade da membrana devido as altera¢cBes que determinam a saida de ions (hidrogénio, potassio e célcio),

gerando danos aos processos essenciais a sobrevivéncia da célula [31-32]. Todavia, as diferencas na composicéo
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quimica dos 6leos essenciais podem influenciar a suscetibilidade dos micro-organismos [33]. Desta forma, a
atividade antimicrobiana de O. vulgare é atribuida a presen¢a de compostos majoritarios como carvacrol, tymol,
4-terpineol e linalool [15,34-35]. No 6leo essencial de M. piperita os componentes responsaveis pela sua
atividade antimicrobiana sdo o mentol e a mentona [15,36-37]. No caso de M. alternifolia a atividade
antimicrobiana ¢é atribuida aos compostos terpinen-4-ol, 1,8 cineol, a terpineol, terpinoleno e a- ¢ Y-terpineno
[38]. Em nosso estudo, a composicdo dos 6leos essenciais estava de acordo aos relatados previamente na
literatura [15, 34-38]. Os resultados das combinacGes observadas neste estudo foram, em sua maioria, sinérgicas,
sugerindo que ha uma interagdo entre esses compostos. Possivelmente, esta interacdopossa ter sido ocasionada
pela melhor penetracdo de um éleo quando favorecida pela agdo dos compostos do outro 6leo na membrana
citoplasmatica do micro-organismo, ou ainda, pela interacdo de transporte entre os componentes facilitando o
acesso dos Oleos a membrana citoplas matica do oomiceto. Todavia estas hipoteses demandam futuros estudos

para a sua comprovagao.

Conclusao

Este estudo evidencia que isolados brasileiros de P. insidiosum sédo é suscetiveis aos 6leos essenciais de
M. piperita, M. alternifolia e O. vulgare individualmente e nas suas combina¢fes. Embora, 0s 6leos essenciais e
suas combinagBes representem uma nova proposta de terapia para a pitiose, mais pesquisas sdo requeridas para

avaliar a implicacdo destas terapias no tratamento da pitiose clinica.
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Tabela 1: Suscetibilidade in vitro de Pythium insidiosum (n=20) aos 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia,

Mentha piperita e Origanum vulgare.

Faixa de variacao

Oleo essencial MICs? MICq"
do MIC
M. alternifolia 531,5-2125 1062,5 2125
M. piperita 110-3500 445 3500
O.vulgare 50-1750 220 870

#Concentragéo inibitoria minima que inibiu 50% dos isolados;

b Concentracdo inibitéria minima que inibiu 90% dos isolados.



Tabela 2: Perfil de suscetibilidade de isolados brasileiros de P. insidiosum (n=20) frente as combinac6es dos

6leos essenciais de Melaleuca alternifolia (MA), Mentha piperita (MP) e Origanum vulgare (OV).

P.insidiosum
CIM* da combinagéo (pg/mL)

MP /OV FICK IN°  MP/MA  FICI IN MA/OV  FICI IN
PI01 437,5/109,4 1,9 | 218,7/4375 0,9 | 43751094 14 |
PI02 109,4/218,7 24 | 109,4/4375 09 | 43751094 14 |
Pl 04 218,7/109,4 31 | 109,4/4375 13 | 43751094 14 |
PI 08 437,5/109,4 2,4 | 109,4/4375 1,8 | 8751094 38 |
PI 09 437,5/2187 03 S 109,4/4375 06 | 43751094 25 |
PI 11 218,7/109,4 05 S 109,4/4375 1,3 | 109,4/2187 12 |
Pl 14 218,7/109,4 1,4 | 109,4/4375 0,7 | 2187/1094 06 |
Pl 16 218,7/109,4 31 | 109,4/4375 0,7 | 43751094 23 |
PI 18 218,7/109,4 1,49 | 109,4/4375 04 S 8751094 1,4 |
PI 21 109,4/218,7 03 S  109,4/4375 06 | 109,4/2187 02 S
PI 25 437,5/1094 03 S 109,4/4375 04 S 109,4/2187 03 S
PI 26 218,7/2187 03 S 109,4/4375 0,7 | 43751094 07 |
PI 28 437,5/2187 03 S 8751094 03 S 109,4/2187 03 S
PI 31 109,4/875 05 S 109,4/4375 04 S 109,4/2187 02 S
PI 32 875/109,4 03 S 109,4/4375 04 S 109,4/2187 03 S
PI 33 218,7/2187 03 S 109,4/4375 04 S 2188/1094 03 S
Pl 34 437,5/2187 05 S 21874375 05 S 109,4/4375 06 |
PI 35 437,5/2187 03 S 21874375 02 S 8751094 05 S
PI 36 875/109,4 03 S 109,4/4375 04 S 43751094 05 S
CBS® 218,7/2187 05 S 109,4/4375 05 S 2187/2187 04 S
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'MIC, concentragao inibitéria minima; “FICI, indice de concentracéo inibitéria fracional; °IN, interpretagao; “l,

indiferenca; °S, sinergismo; °CBS, 101555.
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Resumo

Objetivos: Este estudo objetivou investigar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum frente
as combinagdes dos farmacos antifingicos, terbinafina ou itraconazol com os ¢leos essenciais
de Melaleuca alternifolia, Mentha piperita e Origanum vulgare.

Métodos: As combinacges in vitro dos antifiUngicos com os Gleos essenciais foram avaliadas

usando o método de checkerboard para microdiluicdo frente a 20 isolados brasileiros de P.
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insidiosum. Os testes foram realizados conforme o protocolo M38-A2 e as interpretacdes das
combinacdes foram baseadas nos valores do indice de Fracao Inibitoria Minima (FICI).
Resultados: Acentuado efeito sinérgico foi observado nas combinac6es do itraconazol com os
6leos essenciais, ndo havendo antagonismo em nenhuma das interacGes. As combinagdes de
terbinafina com os 6leos essenciais resultaram indiferentes ou antagdnicas.

Conclusfes: A combinacdo entre compostos bioativos oriundos de plantas com farmacos
antifungicos podem constituir uma alternativa terapéutica a ser aplicada no controle de
infecgdes causadas por P. insidiosum. Estudos envolvendo novos protocolos terapéuticos com
tais combinac6es sdo necessarios.

Palavras-chave: pitiose ¢ azolicos * Melaleuca alternifolia « Mentha piperita ¢« Origanum

vulgare

Abstract

Objectives: This study aimed to investigate in vitro susceptibility of P. insidiosum to
combinations of the antifungal drugs terbinafine or itraconazole with Melaleuca alternifolia,
Mentha piperita and Origanum vulgare essential oils.

Methods: In vitro combinations of antifungal drugs with essential oils were evaluated using
the checkerboard microdilution method against 20 Brazilian isolates of P. insidiosum. The
tests were performed according to the protocol M38-A2 and the combinations' interpretation
was based on the values of fractional inhibitory concentration index (FICI).

Results: The combinations of itraconazole with essential oils showed prominent synergistic
effect on P. insidiosum isolates, and no antagonism was observed with these combinations.
On the other hand, the combinations of terbinafine with essential oils resulted in indifferent or

antagonistic effect.
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Conclusions: The combination of bioactive compounds derived from plants with antifungal
drugs may be an alternative therapy to be applied in the control of infections caused by P.
insidiosum. Studies of new therapeutic protocols involving these proposal combinations are
needed.

Keywords: Pythiosis * azoles * Melaleuca alternifolia « Mentha piperita « Origanum vulgare

Introdugédo

Os oomicetos sdo um grupo de organismos eucariotos que habitam ecossistemas de
agua doce e ambientes terrestres. Embora compartilhem muitas caracteristicas com os fungos,
incluindo a estrutura somatica formada por hifas e a producdo de esporos, sdo micro-
organismos fungal-like.! A auséncia de ergosterol na membrana citoplasmatica os torna
intrinsecamente resistentes & maioria dos antifingicos convencionais®>. Enquanto alguns
géneros de oomicetos sdo saprobios, outros sdo patdgenos, podendo causar graves infecces
em plantas (Pythium e Phytophthora), insetos (Lagenidium e Pythium), peixes (Achlya,
Saprolegnia e Pythium) e mamiferos (Lagenidium e Pythium).® Nestes Gltimos, Pythium
insidiosum é a espécie patdgena de maior relevancia, determinando a pitiose, uma doenca
emergente, de rapida evoluc&o, dificil tratamento e que oferece risco de vida.?

A pitiose tem sido relatada em equinos, caninos, homens e outras espécies que habitam
ambientes pantanosos de areas tropicais e subtropicais, com a maioria dos casos ocorrendo
nas Américas, Asia e Australia.> Embora, nos Gltimos anos, os estudos envolvendo métodos
de diagndstico e protocolos terapéuticos para o tratamento da enfermidade tenham avancado
significativamente, a pitiose permanece sendo uma infeccdo dificil de tratar. Parte dos
insucessos terapéuticos deve-se a deficiente resposta de P. insidiosum as terapias

antifingicas.*
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Neste sentido, o desenvolvimento de novos agentes antifingicos, com diferentes
mecanismos de acdo e o possivel efeito sinérgico obtido com a combinacdo de agentes
antifangicos com farmacos de outras classes farmacéuticas, tém estimulado as pesquisas que
empregam a combinagdo de agentes antimicrobianos.> Embora P. insidiosum ndo contenha
ergosterol em sua membrana citoplasméatica, estudos clinicos relataram o sucesso terapéutico
guando itraconazol e terbinafina foram utilizados em combinacdo e/ou associacdo com outros
métodos terapéuticos.®° Adicionalmente, estudos demonstram que a associacio de diferentes
farmacos apresentam efeitos sinérgicos sobre P. insidiosum.*® 1014
A composicao quimica dos 6leos essenciais de plantas medicinais possui comprovada

16,17

propriedade antibacteriana,®® antiftingica, antiparasitaria’® e repelente de insetos.!

Adicionalmente, estudos prévios relataram a suscetibilidade do género Pythium a o6leos

19-22

essenciais e extratos outros de plantas,'®?? incluindo P. insidiosum. 2% Todavia, estudos

envolvendo P. insidiosum empregando a combinacdo de Oleos essenciais de plantas entre si
elou com outras classes de farmacos antimicrobianos séo incipientes. Apenas Jesus et al.*®
evidenciaram efeitos sinérgicos da combinacdo de carvacrol e timol com agentes

antimicrobianos sobre este oomiceto e Fonseca et al.'*

observaram in vivo o sinergismo da
associacdo do dleo essencial de Origanum vulgare e Mentha piperita ao tratar coelhos com
pitiose experimental.

O presente estudo objetivou investigar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum

frente as combinacbes dos farmacos antifungicos, terbinafina ou itraconazol, com os 6leos

essenciais de Melaleuca alternifolia, Mentha piperita e Origanum vulgare.

Material e Métodos

Isolados e preparo do inéculo de P. insidiosum
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Dezenove isolados brasileiros de P. insidiosum obtidos a partir de kunkers de equinos com
pitiose e uma cepa padrdo (CBS 101555) foram incluidos neste estudo. Todos os isolados foram
caracterizados por suas caracteristicas morfolégicas, PCR e sequenciamento de DNA, conforme
descrito anteriormente?®. O indculo para os testes de suscetibilidade empregou cultura micelial
de P. insidiosum, elaborado conforme descrito,?’ diluido 1:10 em caldo RPMI 1640 glicosado e
tamponado a pH 7,0 com0,165M MOPS (acido morfolinico propanosulfénico).

Antifungicos e Oleos essenciais empregados no estudo

Os compostos avaliados no presente estudo incluiram os antifungicos itraconazol (ITR, 256
— 0,5 pg/mL) e terbinafina (TER, 128 — 0,25ug/mL) (ASKY, Ltda, Sdo Bernardo do Campo-
SP, Brasil)

Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia (MA, 4.250 - 30pg/mL na terapia isolada e
14.000-25ug/mL na combinacdo) (Laszlo Aromaterapia Ltda, Belo Horizonte, Brasil), Mentha
piperita (MP, 14.000 - 25 pug/mL) e Origanum vulgare (OV, 14.000 - 25ug/mL) (Ferquima
Industria e Comércio Ltda, S&o Paulo-SP, Brasil). Os componentes dos 0leos essenciais foram
fornecidos pelo fabricante e 0s seus componentes majoritarios consistiram de: M. alternifolia:
terpineno-4-ol (40 — 52 %), y-terpineno (6 — 20 %), a-terpineno (11 — 16 %), 1.8 cineol (1 — 2
%), terpineol (5 %), limoneno (3 — 4 %), pineno (3 — 5 %), terpinoleno (1 — 5 %); M. piperita:
1-mentol (33%), mentona (30%), acetato de mentila (4%), eucaliptol (6%) e O. vulgare:
carvacrol (71%), timol (3%), vy -terpineno (4,5%), para-cimeno (3,5%) e B-carfiofileno (4%). As
solucBes estoque dos 6leos essenciais empregadas nos testes foram preparados de acordo com

Fonseca et al.?*

Testes de suscetibilidade in vitro
Os testes de suscetibilidade foram realizados seguindo o protocolo de microdiluicdo em

caldo (M38-A2) do CLSI.%®
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As combinagdes de ITR+MA, ITR+MP e ITR+OV, bem como as combinages de
TER+MA, TER+MP e TER+OV foram avaliadas empregando o método de cherkerboard para
microdiluicdo.’®® Para todos os testes foi utilizado controle positivo (inéculo + RPMI) e
negativo (extrato de Oleo + antifingico + 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 foi macroscépica e levou em consideragdo o crescimento ou ndo de hifas,
sendo identificada a concentragdo inibitoria minima (CIM), ou seja, a menor concentracdo em
que ndo houve o crescimento de hifas. As combinagdes foram interpretadas de acordo com o
indice de Fracdo Inibitéria Minima (FICI), sendo classificadas como sinérgica (FICI< 0,5),
indiferente (0,5 < FICI > 4) ou antagonista (FICI > 4) [29], utilizando a formula FICI=(CIM A
na combinacdo/ CIM A isolado) + (CIM B na combinagdo/ CIM B isolado), onde CIM A e

CIM B indicam a CIM de cada antiflngico e cada 6leo essencial avaliado, respectivamente.

Resultados

A suscetibilidade in vitro de P. insidiosum aos antifingicos e &leos essenciais
individuais estdo demonstrados na Tabela 1. Evidenciou-se a melhor atividade antimicrobiana
da terbinafina com concentracfes inibitdrias minimas que variaram entre 4 ¢ 16pug/mL e
CIMsp ¢ CIMgy de 8ug/mL e 16pg/mL, respectivamente. Observou-se que O. vulgare
apresentou os menores valores de CIM (50 -1750pg/mL) com CIMsp e CIMgy de 220 e
870ug/mL, respectivamente.

Os resultados das combinacdes estdo demonstrados na Tabela 2. As combinagfes de
itraconazol com os Gleos essenciais de M. alternifolia, M. piperita e O. vulgare evidenciaram,
respectivamente, sinergismo para 95% (19/20), 80% (16/20) e 60% (12/20) dos isolados de P.
insidiosum avaliados. Nenhuma das combinacdes de itraconazol com os dleos essenciais
apresentou efeito antagdnico. Quando avaliada as combinacGes de terbinafina com os 6leos

essenciais, verificou-se que o efeito sinérgico ndo ocorreu em nenhuma das combinagdes. No
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entanto, indiferenca foi observada em 100% (20/20), 90% (18/20) e 85% (17/20) das
combinagOes de terbinafina com M. alternifolia, M. piperita, e O. vulgare, respectivamente.
Efeito antagdnico foi evidenciado nas combinagdes com M. piperita (10%, 2/20) e O. vulgare
(15%, 3/20). No geral, notou-se que as CIM nas combinagdes apresentaram menores valores

que as CIM isoladas, sendo este efeito evidenciadono itraconazol.

Discussao

A busca por novos tratamentos para a pitiose que sejam eficazes é fundamental. Por se
tratar de uma doenga comumente fatal que acomete especialmente equinos e humanos que

habitam areas pantanosas em regides tropicais e subtropicais.3**!

e ter por agente etiolégicoo
P.insidiosum, o qual é um oomiceto, fungus-like, que possui como caracteristicas auséncia do
ergosterol na composicdo de membrana citoplasmatica e parede composta por tracos de
celulose, explica, em parte, a ineficacia dos tratamentos convencionais da terapia
antifungica.® Dessa forma, é fundamental a busca por novos tratamentos que sejam eficazes
no combate a essa importante enfermidade.

Os resultados obtidos no presente estudo quanto a suscetibilidade de P. insidiosum aos
6leos essenciais de O. vulgare e M. piperita foram similares aos relatados por Fonseca et al.'*
No que se refere ao dleo essencial de M. alternifolia 0 nosso grupo de pesquisa tem avaliado a
suscetibilidade in vitro deste oomiceto com resultados similares aos observados neste estudo
(dados ndo publicados).

As CIM encontradas no presente trabalho para os farmacos antifingicos itraconazol e
terbinafina frente a P. insidiosum foram condizentes com os resultados prévios de outros
autores.5*1l'12'27*32

Este é o primeiro relato do perfil de suscetibilidade in vitro de isolados brasileiros do

oomiceto P. insidiosum frente as combinacGes dos Oleos essenciais de M. alternifolia, M.
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piperita e O. vulgare com os antifingicos azolicos, itraconazol ou terbinafina.
Interessantemente, observou-se que as combinac6es dos 0leos essenciais avaliados como ITR
ndo apresentaram antagonismo e resultaram, em sua maioria, em efeito sinérgico. Ressalta-se
a interacdo verificada entre ITR e M. alternifolia com 95% de sinergismo. Adicionalmente,
observou-se que as CIM isoladas do ITR foram reduzidas em todas as combinacdes frente a
todos os isolados de P. insidiosum. Por outro lado, as combinag¢6es dos Oleos essenciais com
TER demonstraram indiferenga para a maioria dos isolados avaliados. Em nosso trabalho, os
resultados da combinagdo do ITR com M. alternifolia foram comparaveis aos de JESUS et
al.®® que combinaram os compostos bioativos carvacrol ou timol, com farmacos
antimicrobianos, incluindo itraconazol e terbinafina. Estes autores obtiveram 96% de
sinergismo nas combinagOes entre itraconazol com o carvacrol e com o timol. No entanto,
nossos resultados com a combinacgdo da TER com Oleos essenciais diferiram dos relatados por
JESUS et al.,'® uma vez que obtiveram 48% e 32% de efeito sinérgico nas combinacdes de
terbinafina com timol ou carvacrol, respectivamente. Sugere-se que estas diferencas
encontradas podem ser atribuidas aos diferentes compostos bioativos presentes nas
substancias empregadas nestes estudos. Cavalheiro et al.® ao associar terbinafina com
farmacos ndo antifungicos, incluindo metronidazol, rifampicina e fluvastatina obtiveram
resultados desapontadores, observando altos indices de indiferenca ou antagonismo, similares
aos nossos resultados.

O sinergismo >60% do ITR observado no presente estudo, bem como a indiferenca >85%
da TER podem ser comparaveis aos efeitos relatados por outros estudos in vitro que
empregaram combinacfes destes antifingicos com outros farmacos de distintos mecanismos
de acdo antimicrobiana frente a P. insidiosum. °>113232
Os antifungicos azolicos atuam comprometendo a biossintese do ergosterol, componente

da membrana citoplasmatica dos fungos. O itraconazol atua interferindo na inibicdo da
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enzima 14a-esterol desmetilase dependente do citrocromo P-450, responsavel pela conversao
do lanosterol em ergosterol.>* Todavia, a terbinafina atua em uma etapa precursora a
biossintese do ergosterol, agindo na enzima esqualeno-epoxidase, determinando deficiéncia
de ergosterol na membrana e actmulo intracelular de esqualeno o qual é toxico & célula.>®
Embora P. insidiosum ndo apresente ergosterol em sua membrana citoplasmética, outras vias
de biossintese de esterdis em outros oomicetos t8m sido relatadas.* Em Pythiaceae, a via de
biossintese de esterdis ndo estd completamente ausente e os compostos formados a partir dos
precursores de esterdis, assim como tetraimanol e carotenol, parecem substituir a fungdo dos
esterdis na membrana citoplasmética.3® Este fato pode estar relacionado com os resultados que
demonstram a suscetibilidade in vitro e in vivo de P. insidiosum relatados em alguns estudos
empregando os antiflingicos azélicos.> %1%

A acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais é devido as alteragdes na integridade da
membrana citoplasmatica, incluindo interferéncias sobre o transporte de elétrons e de
proteinas, e nos processos de fosforilacdo imprescindiveis aos mecanismos celulares.3%®
Acredita-se que este mecanismo poderia auxiliar a agdo dos antifingicos sobre P. insidiosum
e, em parte, explicaria os resultados obtidos neste estudo. Adicionalmente, segundo Zhu et
al.*® a associacéo de dois compostos pode aumentar a taxa de morte microbiana e encurtar a
duracdo do tratamento, bem como permitir o uso de doses mais baixas de cada composto,
reduzindo os efeitos tdxicos dos mesmos.

Compilando nossos resultados com as informacbes derivadas dos diversos estudos

empregando as combinacOes entre diferentes compostos, inferimos que estas opgdes de

terapias podem ser benéficas para o controle da infecgéo por P. insidiosum.

Conclusao
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As combinacBes entre os Oleos de M. alternifolia, M. piperita e Origanum vulgare
com itraconazol apresentaram atividade antimicrobiana com efeitos sinérgicos, permitindo
sugerir que esscombinacdo entre compostos bioativos oriundos de plantas com farmacos
antifingicos podem constituir uma alternativa terapéutica a ser aplicada no controle de
infeccBes causadas por P. insidiosum. No entanto, outras pesquisas sdo imprescindiveis na

busca de novos protocolos terapéuticos envolvendo tais combinacdes.
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Tabela 1: Suscetibilidade in vitro de Pythium insidiosum (n=20) aos Oleos essenciais de

Melaleuca alternifolia, Mentha piperita e Origanum vulgare e aos fairmacos antifingicos
itraconazol e terbinafina.

Agente antimicrobiano ~ Faixade CIM'  CIMs¢° CIMgg®
M. alternifolia 531-2125 1062,5 2125
M. piperita 110-1750 445 3500
O. vulgare 50-1750 220 870
Itraconazol >64 64 128
Terbinafina 4-16 8 16

!Concentracdo inibitéria minima; “Concentracdo inibitéria minima que inibiu 50% dos

isolados; *Concentracdo inibitéria minima que inibiu 90% dos isolados.



Tabela2: Perfil de suscetibilidade in vitro de isolados brasileiros de P. insidiosum (n=20) frente as combinacGes dos 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia

(MA), Mentha piperita (MP) e Origanum vulgare (OV) com os farmacos antifingicos itraconazol (ITR) ou terbinafina (TER)

Isolado 'CIM das combinagdes
II-\FAIE/ ’FICI %In ITRIEOV  FICI In ITRMA FICI In TER/MP FICI In TER/OV FICI In TER'MA FICI In

001 8/109,37 0,3 S 410937 1 I 16/109,37 0,22 S 2/21875 0,74 | 8/109,37 1,99 | 8/875 1,82 |
002 8/109,37 0,6 I 8/109,37 1,1 | 16/109,37 0,35 S 2/4375 248 | 2/218,75 2,48 |  2/1750 2,14 |
004 8/109,37 0,5 S 410937 2 I 16/109,37 0,33 S 4/218,75 1,24 | 8/109,37 2,68 | 821875 09 |
008 8/109,37 1 I 4/109,37 2,25 | 16/109,37 045 S 4/218,75 2,98 | 8/109,37 4,18 A 2/1750 3,7 |
009 8/109,37 04 S 810937 2,31 | 16/21875 045 S 2/1750 443 A 8/109,37 4,18 A 8/875 2,82 |
011 16/109,37 0,7 I 4/109,37 0,5 S 16/109,37 045 S 16/109,37 2,49 | 8109,37 1,49 |  2/1750 35 1
014 4/109,37 0,5 S 410937 052 S 8/218,75 0,16 S 410937 0,99 | 421875 149 |  2/1750 1,07 1
016 8/109,37 0,6 I 8/109,37 23 | 16/109,37 03 S 16/109,37 4,49 A 8/109,37 4,18 A 4/3500 2,64 |
018 8/109,37 0,3 S 410937 1 I 16/109,37 0,17 S 4/109,37 0,74 | 8/109,37 1,99 |  2/1750 1,07 1
021 8/109,37 04 S 821875 025 S 16/109,37 0,35 S 16/109,37 1,24 | 810937 056 | 8/875 1,32 |
025 4/109,37 0,09 S  16/109,37 0,37 S 16/109,37 0,35 S 2/1750 075 |  2/4375 075 |  2/3500 35 1
026 4/109,37 0,5 S 810937 06 | 16/10937 03 S 4/10937 1,49 | 2/4375 2,48 | 2/3500 2,14 |
028 16/109,37 0,15 S  16/109,37 0,25 S 32/21875 045 S 8/437,75 062 | 8109,37 06 | 2/875 094 1
031 16/109,37 0,3 S 810937 0,18 S 16/109,37 0,35 S 4/4375 075 |  4/4375 1 I 2/1750 1,89 |
032 8/109,37 0,15 S 16/109,37 0,37 S 32/109,37 05 S 2/1750 075 |  4/4375 1,5 | 2/3500 2,14 |
033 16/109,37 0,15 S  16/109,37 0,25 S 16/109,37 0,22 S 2/1750 1 I 8/109,37 212 |  2/3500 379 |1
034 8/109,37 0,18 S 16/109,37 0,37 S 32/109,37 06 | 2/875 075 | 810937 1,12 |  2/1750 1,89 |
035 8/109,37 0,15 S 16/218,75 05 S 16/109,37 03 S 2/1750 1 I 2/875 15 | 2/3500 2,14 |
036 8/109,37 0,15 S 8109,37 025 S 16/109,37 0,35 S 2/1750 0,75 I 8109,37 1,12 |  2/3500 35 |
CBS 8/109,37 0,25 S 16/109,37 037 S 16/109,37 0,35 S 16/109,37 1,12 I 8/109,37 06 | 2/875 0,94 |1

1CIM, concentracéo inibitoria minima;? FICI, indice de concentragdo inibitoria fracional; °In, interpretagdo; *S, sinergismo; °I, indiferenca; ®A, antagonismo.



Discussao geral

A pitiose € uma doenca comumente fatal que acomete especialmente equinos e
humanos que habitam &reas pantanosas em regifes tropicais e subtropicais e
requer atencdo, uma vez que ha limitacdes nas opcdes terapéuticas (KRAJAEJUN
etal., 2006; SANTURIO et al., 2006).

O fato desse patdgeno apresentar auséncia do ergosterol na composicao de
membrana citoplasmatica justifica o fracasso nos tratamentos empregado o0s
farmacos convencionais de terapia antifungica (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003).
Diante das dificuldades em opc¢Oes terapéuticas eficazes para o tratamento da
pitiose, muitas investigacdes buscam terapias alternativas e adicionais. Dentre essas
investigacdes, sao relevantes as pesquisas in vitro e in vivo que vém avaliando a
acao antimicrobiana de compostos bioativos e 6leos essenciais de plantas (JESUS
et al., 2014b; FONSECA et al., 2015a,b), bem como de compostos extraidos de raiz
(SHRIPHANA et al., 2013ab) e de frutos de plantas (SUTHIWONG et al. 2014).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a suscetibilidade in vitro de isolados
brasileiros de P. insidiosum aos 0leos essenciais de Melaleuca alternifolia, Mentha
piperita e Origanum vulgare isolados, combinados entre si e em suas combinagcdes
com os antifungicos itraconazol ou terbinafina.

Os resultados obtidos demostraram que os Oleos essenciais de M. alternifolia, M.
piperita e O. vulgare quando avaliados isoladamente, apresentaram atividade anti-
Pythium insidiosum. Estudos prévios realizados por Fonseca (2011) e Fonseca et al.
(2015a) relataram a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum aos 6leos essenciais de
M. piperita e O. vulgare evidenciando a melhor atividade do orégano, o que também
foi evidenciado no presente estudo. Por outro lado, pesquisas avaliando a acao de
M. alternifolia sobre Pythium insidiosum ndo séo relatadas. Desta forma, nosso

estudo, € o primeiro a avaliar a acdo dessa planta sobre este oomiceto. Demostrou-
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se que M. alternifolia nas formulacdes de 6leo livre e em nanoemulsédo apresentaram
atividade antimicrobiana frente a P. insidiosum. Verificou-se que na formulacéo de
nanoemulsdo, M. alternifolia foi superior em atividade antimicrobiana em relacédo ao
Oleo livre. A atividade antimicrobiana desta planta tem sido amplamente estudada
contra diferentes micro-organismos, entre eles: fungos verdadeiros (FLORES et al.,
2013; GROOTERS, 2003), bactérias (CARSON; RILEY, 2002; SAGAVE et al.,
2015), virus (MINAMI et al., 2003), bem como parasitos (BALDISSERA et al., 2014).

O potencial antimicrobiano de M. alternifolia tem sido atribuido aos seus
componentes majoritarios (terpinen-4-ol, 1,8 cineol, a terpineol, terpinoleno e a- e Y-
terpineno) representando cerca de 90% da estrutura do 6leo de M. alternifolia
(BROPHY et al., 1989). Esta composicao também estava presente nas formulacdes
do dleo utilizado neste estudo. A melhor atividade de M. alternifolia na formulacdo de
nanoemulsdo pode ser explicada pela instabilidade do 6leo essencial desta planta
em funcdo de seus componentes volateis, tais como: &lcoois, ésteres, aldeidos,
cetonas, fendis, entre outros presentes nas folhas, flores, caule, raiz e sementes da
planta (BAKKALI et al., 2008). Dessa forma, as nanoestruturas apresentam maior
eficiéncia por manter a estabilidade do produto final, pois séo capazes de proteger o
farmaco das dissociacfes enzimaticas de origem quimica ou imunolégica (BARRAT,
2000).

A combinacédo entre antimicrobianos vem ganhando destaque nos ultimos anos no
tratamento da pitiose. Esse estudo foi pioneiro na avaliagdo in vitro de combinagfes
de 6leos essenciais frente a P. insidiosum e demonstrou que tanto a combinacdo dos
Oleos essenciais entre si, como a combinagdo com o azdlico itraconazol podem vir a
se constituir numa terapia alternativa/adicional para o tratamento da pitiose.

Neste trabalho, todos os 6leos essenciais avaliados apresentaram atividade anti-P.
insidiosum. Embora Fonseca et al. (2015b) ndo tenham avaliado a combinacao in vitro
de M. piperita e O. vulgare, os autrores demonstraram efeito sinérgico in vivo ao tratar
coelhos com pitiose experimental. Interessantemente, os mairores indices de
sinergismo foram obtidos na combinacéo entre esses 0Oleos (65%), 0 que evidencia a
correlacao do estudo in vitro e in vivo. Jesus et al. (2015b) avaliaram as combinacdes
de carvacrol ou timol com farmacos antibacterianos e antifungicos, porém nédo
testaram as combinacfes dos compostos bioativos entre si. Na presente pesquisa, as
combinacfes de Oleos essenciais avaliadas evidenciaram efeito sinérgico para todas

as combinacBes, ndo havendo nenhum efeito antagdnico. Os efeitos sinérgicos das
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combinacfes dos Oleos testados sdo comparaveis aos resultados obtidos por outros
estudos in vitro que empregaram a combinacdo de farmacos com distintos
mecanismos de acdo antimicrobiana frente a P. insidiosum (CAVALHEIRO et al.,
2009ab; ARGENTA et al., 2012; JESUS et al. 2015a; ZANETTE etal., 2015).

Embora os métodos de diagnostico e protocolos terapéuticos para o tratamento
da pitiose tenham avancado significativamente nos dltimos anos, a enfermidade é
dificil de tratar e permanece um desafio para os pesquisadores e clinicos. Parte dos
insucessos terapéuticos deve-se a deficiente resposta de P. insidiosum as terapias
antifungicas (ZANETTE et al., 2015). Neste sentido, o desenvolvimento de novas
terapias, que incluem as combinacdes entre agentes antifiUngicos e com farmacos
de diferentes mecanismos de acéo, tém estimulado as pesquisas que empregam a
combinacdo de agentes antimicrobianos (CAVALHEIRO et al., 2009ab). Embora P.
insidiosum ndo contenha ergosterol em sua membrana citoplasmatica, alguns
estudos clinicos relataram o sucesso terapéutico quando itraconazol e terbinafina
foram utilizados em combinacéo e/ou associacdo com outros métodos terapéuticos
(SHENEP et al., 1998, PEREIRA et al, 2013; HUMMEL et al., 2011; SUDJARITRUK;
SIRISANTHANA, 2011; RAKICH; GROOTERS; TANG, 2005). Adicionalmente,
estudos demonstram que a associacado de diferentes farmacos tém apresentado
efeitos sinérgicos sobre P. insidiosum (ARGENTA et al., 2012; CAVALHEIRO et al.,
2009ab; JESUS et al., 2015a,b; ZANETE et al, 2015; FONSECA et al., 2015b).

No presente estudo, observou-se que as combinacdes dos Oleos essenciais
avaliados com o itraconazol ndo apresentaram antagonismo e resultaram, em sua
maioria, em efeito sinérgico (acima de 60%). Ressalta-se a interacao verificada entre
itraconazol e M. alternifolia, com 95% de sinergismo. Por outro lado, as combinacfes
dos Oleos essenciais com terbinafina demonstraram indiferenca para a maioria dos
isolados avaliados a qual pode ser justificada pela menor interacdo entre os
componentes dos 6leos essenciais e esse farmaco. Nossos resultados séo similares
aos relatados por Jesus et al. (2015b) que combinaram os compostos bioativos
carvacrol ou timol, com farmacos antimicrobianos, incluindo itraconazol e terbinafina.
Estes autores obtiveram 96% de sinergismo nas combinac¢des entre itraconazol com
o carvacrol e com o timol. Por outro lado, os resultados da combinacdo da
terbinafina com os 6leos essenciais diferiram, parcialmente, dos obtidos por Jesus et
al. (2015b) que encontraram 48% e 32% de efeito sinérgico nas combinagfes de

terbinafina com timol ou carvacrol, respectivamente. Sugere-se que estas diferencas
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encontradas podem ser atribuidas aos diferentes compostos bioativos presentes nas
substancias empregadas nestes estudos. Desta forma, a atividade antimicrobiana de
O. vulgare € atribuida a presenca de compostos majoritarios como carvacrol, tymol,
4-terpineol e linalool (SOYLU; SOYLU S; KURT, 2006; HUSSAIN et al.,, 2011;
FONSECA et al., 2015a). No Oleo essencial de M. piperita os componentes
responsaveis pela sua atividade antimicrobiana sdo o mentol e a mentona (ISCAN et
al,, 2002; TYAGI; MALIK, 2011; FONSECA et al., 2015a),em M. alternifolia a
atividade antimicrobiana € atribuida aos compostos terpinen-4-ol, 1,8 cineol, a
terpineol, terpinoleno e a- e Y-terpineno (BROPHY et al.,1989).

Previamente, CAVALHEIRO et al. (2009a) ao associar terbinafina com farmacos
ndo antifungicos relataram resultados desapontadores, observando altos indices de
indiferenca ou antagonismo, similares aos nossos resultados.

Tanto o sinergismo do itraconazol (260%), quanto a indiferenga da terbinafina
(285%) observadoos no presente estudo, podem ser comparaveis aos efeitos
relatados por outros estudos in vitro que empregaram combinacbes destes
antifangicos com outros farmacos de distintos mecanismos de a¢do antimicrobiana
frente a P. insidiosum (CAVALHEIRO et al., 2009ab; ARGENTA et al., 2008, 2012).

Os efeitos antimicrobianos dos 6leos essenciais podem ser atribuidos aos seus
mecanismos de acdo que geralmente atuam sobre a membrana citoplasmatica.
Estes mecanismos envolvem a lise e a perda da integridade da membrana devido as
alteracbes que determinam a saida de ions (hidrogénio, potassio e calcio), gerando
danos aos processos essenciais a sobrevivéncia da célula (DORMAN; DEANS,
2000; RAO et al., 2010). Por outro lado, a acédo dos antifangicos azblicos ocorre pelo
comprometimento da biossintese do ergosterol, componente da membrana
citoplasmatica dos fungos. O itraconazol atua interferindo na inibicdo da enzima 14a-
esterol desmetilase dependente do citrocromo P-450, responsavel pela conversao
do lanosterol em ergosterol (GHANNOUM; RICE, 1999). Todavia, a terbinafina atua
em uma etapa precursora a biossintese do ergosterol, agindo na enzima esqualeno-
epoxidase, determinando deficiéncia de ergosterol na membrana e acumulo
intracelular de esqualeno o qual é toxico a célula (COSTA; GORNIAK, 2002).

Embora P. insidiosum ndo apresente ergosterol em sua membrana
citoplasmatica, outras vias de biossintese de esterdis em outros oomicetos foram
relatadas (GRIFFITH et al., 1992; GAULIN et al, 2010) e pesquisas demonstram a

suscetibilidade in vitro e in vivo de P. insidiosum frente a antifungicos azélicos
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(SHENEP et al.,, 1998, ARGENTA et al, 2008, 2012; CAVALHEIRO et al., 2009;
HUMMEL et al, 2011; SUDJARITRUK; SIRISANTHANA, 2011; PEREIRA et al,
2013).

Os resultados das combinacbes observadas neste estudo sugerem que a
interacdo entre os compostos presentes nos 0leos essenciais podem contribuir para
a melhor penetracdo de um 6leo quando favorecida pela agdo dos compostos do
outro 6leo na membrana citoplasmatica do micro-organismo, ou ainda, pela
interagdo de transporte entre 0os componentes facilitando o acesso dos 6leos a
membrana citoplasmatica do oomiceto. Adicionalmente, acredita-se que o0
mecanismo de ac¢do dos 6leos essenciais poderia auxiliar a acdo dos antifungicos
sobre P. insidiosum e, em parte, explicaria os resultados obtidos neste estudo.

Somando nossos resultados com as informagdes derivadas dos diversos estudos
empregando as combinacfes entre diferentes compostos, infere-se que estas
opcOes de terapias podem ser benéficas para o controle da infeccdo por P.
insidiosum. No entanto, outras pesquisas sdo requeridas para determinar novos

protocolos terapéuticos envolvendo tais combinacoes.



8 Conclusodes

- As formulacdes de O6leo livre e nanoemulsdo de Melaleuca alternifolia
apresentam atividade antimicrobiana frente ao oomiceto P. insidiosum,
destacando-se a superior atividade anti-P. insidiosum da formulacdo de

nanoemulsao.

- P. insidiosum apresenta suscetibilidade in vitro aos 6leos essenciais de M.
alternifolia, M. piperita e O. vulgare, bem como as suas combinac¢des. Evidencia-
se a melhor atividade antimicrobiana do Oleo essencial de O. vulgare quando
avaliado isolamente e do sinergismo observado na combinacdo deste 6leo com

M. piperita.

- O acentuado efeito sinérgico das combinacdes dos Oleos essenciais de M.
alternifolia, M. piperita e O. vulgare com o azdlico itraconazol, sugerem que estas
combinacbes devem ser consideradas como uma terapia aditiva e/ou alternativa

para o tratamento da pitiose.

- A combinacéo entre compostos bioativos oriundos de plantas combinados entre
si ou com farmacos antifiingicos podem constituir uma alternativa terapéutica a
ser aplicada no controle de infec¢cdes causadas por P. insidiosum. No entanto,
estudos adicionais s&o imprescindiveis na busca de novos protocolos

terapéuticos envolvendo tais combinacdes.
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