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Resumo 

 

 

BRAGA, Caroline Quintana. Suscetibilidade in vitro de Pythium insidiosum 
frente aos óleos de Helianthus annus L., Eugenia caryophyllata e suas 
combinações 2017. 37f.  Trabalho de Conclusão de Curso (Licenciatura em 
Ciências Biológicas) – Curso de Ciências Biológicas Licenciatura, Instituto de 
Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017. 
 
 
Pythium insidiosum é um oomiceto aquático causador da pitiose, uma enfermidade 
infecciosa, não contagiosa, e de prognóstico desfavorável. Fármacos antifúngicos 
convencionais são pouco eficazes sobre esse micro-organismo, pois a maioria 
possui seu mecanismo de ação atuando sobre o ergosterol da membrana celular, 
que está ausente neste oomiceto. Apesar do avanço nas pesquisas, o tratamento da 
pitiose ainda não está completamente estabelecido. Diante desses fatos, a terapia 
utilizando óleos essenciais de plantas bioativas e suas associações surgem como 
novas alternativas no combate a esse patógeno. O presente estudo buscou avaliar a 
suscetibilidade in vitro de P. insidiosum frente ao óleo de Helianthus annus L. 
ozonizado e a Eugenia caryophyllata individualmente e combinados entre si, frente a 
30 e 20 isolados clínicos de P. insidiosum, respectivamente. O inóculo utilizado no 
teste de suscetibilidade foi preparado a partir de cultura micelial de P. insidiosum. 
Para a realização do teste de suscetibilidade empregou-se o método de 
microdiluição em caldo baseado no protocolo M-38A2 do CLSI e as combinações 
foram avaliadas pela técnica de cherkerboard. O óleo de H. annus L. e E. 
caryophyllata foram obtidos comercialmente e os componentes do óleo essencial 
foram previamente determinados pelo fabricante. As concentrações testadas 
variaram entre 56.000μg/mL a 0,05 μg/mL para ambos os óleos. A leitura levou em 
consideração o crescimento ou não de hifas, sendo identificada a Concentração 
Inibitória Mínima (CIM). As concentrações acima da concentração inibitória mínima 
foram utilizadas para determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM). A 
menor concentração do óleo que não evidenciou crescimento foi considerada a 
CFM. Os resultados para os testes isoladamente demonstram que a CIM50 e CIM90 

foram de 3500 µg/mL e  28000 µg/mL, respectivamente para H. annus L. e de 875 
µg/mL e 7000 µg/mL, respectivamente para E. caryophyllata. A combinação de 
ambos os óleos evidenciou sinergismo em 95% (19/20) dos isolados avaliados e 
indiferença em 5% (1/20). Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que os 
óleos de H. annus L. e E. caryophyllata podem constituir-se numa terapia adicional 
ao tratamento da pitiose. No entanto, outras pesquisas são necessárias para 
verificar sua aplicabilidade em pitiose clínica. 

 
 

Palavras – chave: Oomicetos, pitiose, Helianthus annus L., Eugenia caryophyllata 
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Abstract 

 

 

BRAGA, Caroline Quintana. In vitro Susceptibility of Pythium insidiosum  In front 
of OIL  Helianthus annus L.,  Eugenia caryophyllata their combinations 2017. 
37f.  Trabalho de Conclusão de Curso (Licenciatura em Ciências Biológicas) – Curso 
de Ciências Biológicas Licenciatura, Instituto de Biologia, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2017. 
 
Pythium insidiosum is an aquatic oomycete that causes pythiosis, an infectious 
disease, non-contagious and prognostic unfavorable. Conventional antifungal drugs 
are inefficient on this microorganism, since most have their mechanism of action 
acting on the ergosterol of the cell membrane, which is absent in this oomycete. 
Despite advances in research, pythiosis treatment has not yet been fully established. 
Diantedos facts, the therapy using alternative solutions to combat this pathogen. The 
present study aimed to evaluate an in vitro susceptibility of P. insidiosum to 
Helianthus annus L. ozonized oil and Eugenia caryophyllata individually and in 
combination with 30 and 20 clinical isolates of P. insidiosum, respectively. The 
inoculum used without the recipe test was prepared from mycelial P. insidiosum. For 
a performance recipe test, use the broth microdilution method based on the M-38A2 
protocol make CLSI and as combinations with evaluators of the search technique. 
The oil of H. annus L. and E. caryophyllata were obtained commercially and the 
essential oil components. As concentrations tested ranged from 56,000 μg / mL to 
0.05 μg / mL for both oils. A reading carried out on growth issues or not, with the 
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) being identified. As concentrations above 
the minimum inhibitory concentration for the determination of Minimum Fungicidal 
Concentration (CFM). The lowest concentration of oil that is not likely from a CFM. 
The results for the tests alone demonstrate that MIC and CIM90 were 3500 μg / mL 
and 28000 μg / mL, respectively for H. annus L. and 875 μg / mL and 7000 μg / mL, 
respectively, for E. caryophyllata. A combination of both glasses showed synergism 
in 95% (19/20) of the isolates and indifference in 5% (1/20). The results obtained in 
the present study suggest that the oils of H. annus L. and E. caryophyllata may 
constitute an additional therapy to the treatment of pythiosis. However, further 
research is needed to verify its practice in clinical pythiosis. 
 

 

Keywords: Oomycete; pythiosis; Helianthus annus L., Eugenia caryophyllata 
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Introdução 
 

 Pythium insidiosum é o agente causador da pitiose em mamíferos 

(GAASTRA et al., 2010). Trata-se de um oomiceto aquático classificado no Reino 

Stramenopila, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales, Família Pythiaceae, Gênero 

Pythium e Espécie Pythium insidiosum (ALEXOUPOLOS, 1996).  

 A pitiose, causada por P. insidiosum, possui distribuição mundial, ocorrendo 

em regiões de clima tropical e subtropical (MENDOZA et al., 1996). 

A ausência de ergosterol na membrana citoplasmática, componente alvo da 

maioria dos antifúngicos, e a diferença na composição de parede, a qual não possui 

quitina em sua composição, são algumas das peculiaridades desse micro-organismo 

que dificultam o tratamento da pitiose em animais e humanos. Dessa forma, as 

drogas antifúngicas são ineficientes e a maioria dos animais atingidos não sobrevive 

em decorrência da doença (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). 

 Diversas terapias têm sido utilizadas frente à pitiose, incluindo cirurgia, 

imunoterapia e tratamento com antifúngicos. Todavia, muitos casos apresentam 

insucessos e os resultados variam consideravelmente (GAASTRA et al. 2010). O 

tratamento é difícil e desafiador para qualquer espécie afetada. A cirurgia é 

defendida por vários autores como o método mais eficaz no tratamento, porém ela 

não pode ser realizada em todos os casos, pois depende do local da lesão e o 

comprometimento que irá causar aos tecidos (CHAFFIN et al., 1995, GAASTRA et 

al., 2010; PEREIRA et al., 2013). 

Diante dos fatos, muitos estudos têm avaliado tentativas de tratamento de 

indivíduos doentes e testes de suscetibilidade in vitro, os quais foram realizados 

utilizando fármacos antifúngicos assim como: anfotericina B, cetoconazol, miconazol, 

fluconazol, itraconazol, compostos iodínicos, terbinafina e caspofungina, com 

resultados variáveis e alguns pouco promissores (MCMULLAN et al.,1977; 

GONZALES et al., 1979; DYKSTRA et al., 1999; GROOTERS, 2003; PEREIRA et 

 



11 

 

al., 2007; ARGENTA et al., 2008, 2012; CAVALHEIRO et al., 2009a,b; JESUS et al., 

2014; ZANETTE et al., 2015). 

Dentre estas investigações ressalta-se a atividade antimicrobiana de óleos 

essenciais de plantas que podem constituir numa vantagem terapêutica no controle 

de infecções causadas por P. insidiosum (FONSECA et al. ,2015a), bem como de 

compostos extraídos de plantas, incluindo as raízes e frutos (SRIPHANA et al., 

2013ª,b); SUTHIWONG et al., 2014).  

Pesquisas empregando óleos essenciais de plantas como alternativas de 

tratamento em diferentes enfermidades têm aumentado nos últimos anos. Estes 

compostos apresentam como vantagens a baixa toxicidade às células dos 

mamíferos, menor impacto ambiental e boa aceitação pelos consumidores 

FONSECA et al. (2015b). 

Considerando-se as dificuldades encontradas na cura da pitiose, a 

necessidade de alternativas terapêuticas e o potencial antimicrobiano dos óleos 

extraídos de plantas, elaborou-se o presente estudo que busca avaliar a 

suscetibilidade in vitro de P. insidiosum frente a óleo de Helianthus annus L. 

ozonizado (óleo de girassol) e à Eugenia caripholiatta (óleo de cravo), 

individualmente e combinados entre si. 
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 Objetivos 

 

Objetivo geral 

 

 

     Avaliar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum ao óleo de Helianthus annus L. 

ozonizado e ao óleo essencial de Eugenia cariophollata isoladamente e em 

combinação. 

 

Objetivos específicos 

 

 Avaliar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum ao óleo de Helianthus annus 

L. ozonizado (óleo de girassol); 

 Verificar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum ao óleo essencial de 

Eugenia cariophollata (óleo de cravo);  

 Testar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum frente ao óleo de Helianthus 

annus L. ozonizado combinado à Eugenia cariophollata. 
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   Revisão de Literatura  
 

 

  Pythium insidiosum e pitiose 

 
Os oomicetos do gênero Pythium compreendem micro-organismos 

termofílicos, ubíquos, presentes em ecossistemas de água doce e no solo. Esse 

gênero inclui mais de 140 espécies descritas, sendo algumas dessas sapróbias e 

outras patógenas para plantas (ALEXOPOULOS, 1996; KAGEVAMA, 2014).  

A pitiose é uma enfermidade infecciosa de rápida evolução e difícil 

tratamento. Possui distribuição mundial, ocorrendo em regiões de clima tropical, 

subtropical e temperado (MENDOZA et al., 1996). Porém, ocorre com maior 

frequência em áreas pantanosas e alagadiças, sendo endêmica na Tailândia e no 

Brasil, destacando-se o Mato Grosso do Sul (Pantanal) e o Rio Grande do Sul como 

os estados brasileiros com a maior ocorrência da doença.  Os mamíferos afetados 

adquirem a enfermidade ao entrar nestes ambientes aquáticos, permanecendo 

nestes locais por longo período (CHAFFIN et al., 1995).  

Em seu ciclo biológico, P. insidiosum utiliza plantas aquáticas para o seu 

desenvolvimento, fazendo reprodução assexuada que se caracteriza pela formação 

de zoósporos infectantes os quais são liberados na água e movimentam-se até 

encontrar outra planta para completar seu ciclo. Todavia, estes zoósporos também 

podem ser atraídos por quimiotaxia para tecidos danificados, onde se fixam e 

emitem tubos germinativos dando início a infecção (MILLER, 1983). Não há 

predisposição por raça, idade ou sexo, nem há relatos da contaminação entre os 

animais e o homem. (MENDONZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; SANTURIO et al., 

2006). 

A pitiose é uma doença que afeta diversos animais sendo os equinos e 

caninos as mais afetadas (GAASTRA et al., 2010). A espécie equina é a mais 

afetada e os animais se infectam ao entrar em contato com áreas alagadas e com 

presença de zoósporos. Nestes animais, a enfermidade caracteriza-se pelo 
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desenvolvimento de lesões ulcerativas granulomatosas, de evolução rápida, 

formando grandes massas teciduais de bordas irregulares e aparência tumoral. No 

interior das lesões observa-se abundante tecido conjuntivo fibroso de consistência 

firme e aspecto arenoso e ramificadas (kunkers) que facilmente se desprendem do 

local da lesão (CHAFFIN et al.,1995; MENDOZA et al., 1996). Os “kunkers” auxiliam 

no diagnóstico da doença, porém ao se desprenderem da lesão em ambientes 

favoráveis, refazem o ciclo biológico mantendo a contaminação do ambiente 

(FONSECA et al., 2014). Já nas demais espécies, os ‘’kunkers’’ não são observados 

e a doença se manifesta na forma de piogranulomas gastrintestinais e cutâneos 

(MILLER et al., 1983; FOIL et al., 1984; GROOTERS, 2003). Em caninos, as lesões 

gastrointestinais são as mais comuns (GROOTERS, 2003), enquanto as formas 

cutâneas/subcutâneas com desenvolvimento de lesões ulcerativas são frequentes 

nas demais espécies, incluindo bovinos (PÉREZ et. al., 2005; GRECCO et al., 

2009), ovinos (TABOSA et al., 2004), caprinos (DO CARMO et al., 2015) e felinos 

(BISSONNETTE et al., 1991; RAKICH et al., 2005). 

Em humanos a pitiose é uma enfermidade de prognóstico desfavorável, 

sendo comum na Tailândia (KRAJAEJUM et al.,  2006), manifestando-se nas formas 

cutânea, ocular e sistêmica (TRISCOTT et al., 1993; IMWIDTHAYA, 1994, 1995; 

SHENEP et al., 1998; SUDJARITRUCK; SIRISANTHANA, 2011; KEOPRASOM et 

al., 2012). 

 

Tratamento 

 

O tratamento de infecções causadas por P. insidiosum é complicado e 

desafiador, explicado pelas características do oomiceto, pois este, não possui em 

sua parede celular quitina e a membrana plasmática não contém ergosterol, um 

componente alvo da maioria dos antifúngicos (FOIL, 1996). 

O sucesso das diferentes formas de tratamento é variável, sendo a cirurgia o 

método mais frequente. Porém, a localização das lesões em estruturas anatômicas 

como os membros, muitas vezes dificulta a retirada de toda área afetada, o que 

predispõe a altas taxas de recidiva (45%) (GAASTRA et al., 2010). 

Os resultados com tratamentos empregando antifúngicos são bastante 

variados, uma vez que os principais antifúngicos agem direta ou indiretamente sobre 

o ergosterol, que está ausente na membrana plasmática de P. insidiosum. Dessa 
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forma, essas drogas antifúngicas são ineficientes e a maioria dos animais atingidos 

não sobrevive em decorrência da infecção (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). No 

entanto, diversos autores realizaram testes de suscetibilidade in vitro empregando 

fármacos antifúngicos, assim como: anfotericina B, cetoconazol, miconazol, 

fluconazol, itraconazol, compostos iodínicos, terbinafina e caspofungina com 

resultados pouco promissores (MCMULLAN et al.,1977; GONZALES et al., 1979; 

DYKSTRA et al., 1999; GROOTERS, 2003; PEREIRA et al., 2007; ARGENTA et al., 

2008; CAVALHEIRO et al., 2009a,b). Estudos avaliando a associação de fármacos 

antifúngicos in vivo demonstraram sinergismo na combinação micafungina com 

deferasirox em animais experimentais (ZANETTE et al., 2015).  

A imunoterapia desenvolvida a partir de culturas do próprio agente utilizando 

um macerado de hifas (Miller,1981) é a alternativa terapêutica mais eficaz de 

tratamento da pitiose equina. Todavia, independente do grande progresso nas 

pesquisas empregando outras formulações de imunoterápicos (MENDOZA; 

ALFARO, 1986; MENDOZA et al. 1992; MONTEIRO, 1999, SANTURIO et al., 2003), 

há o relato de equinos não responsivos a imunoterapia e o emprego deste protocolo 

em cães e gatos tem sido desapontador (MENDOZA; NEWTON, 2005).  

 

Óleos essenciais 

 

As plantas são utilizadas há milhares de anos na terapêutica. Suas partes 

como raiz, folhas e flores fornecem substâncias bioativas capazes de auxiliar na 

cura de doenças e na fabricação de medicamentos (ROSA et al., 2012). Essas 

substâncias se destacam pelas suas propriedades medicinais, que incluem ações 

antimicrobianas, analgésicas, anestésicas, anti-inflamatórias e anti-espasmolíticas 

(BAKKALI; AVERBECK; AVERBECK, 2008). 

Os óleos essenciais ou óleos fixos são compostos aromáticos originários do 

metabolismo secundário das plantas. São obtidos de partes das plantas por arraste 

de vapor d’ água ou hidrodestilação. A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais 

é atribuída à presença de aldeídos, fenóis e álcoois (BRUNI et al., 2004). O 

mecanismo de ação não difere entre as espécies de plantas das quais os óleos são 

extraídos; e envolve a lise da membrana citoplasmática com perda da integridade e 

saída de íons (hidrogênio, potássio e cálcio) e inibição da respiração (DORMAN; 

DEANS, 2000; RAO et al., 2010). Os mesmos atuam na membrana mitocondrial 
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causando sua despolarização e consequentemente gerando estresse oxidativo, o 

qual leva a célula à morte por apoptose (BAKKALI et al., 2008). Suas propriedades 

terapêuticas despertaram um crescente interesse nos estudos relacionados à terapia 

antimicrobiana. Além disso, por se tratar de compostos naturais, os mesmos 

apresentam um alto potencial medicinal na busca por tratamentos com baixa 

toxicidade e menos agressivos FONSECA et al. (2015b). 

Estudos empregando compostos aromáticos e bioativos de plantas surgiram 

recentemente como uma nova linha de pesquisa na terapêutica da pitiose. Nesse 

sentido, investigações sobre a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum, frente a óleos 

essenciais de Origanum vulgare, Origanum majorana, Mentha piperita, Rosmarinus 

officinalis e Melaleuca alternifolia demonstraram resultados promissores (FONSECA, 

2011; FONSECA et al., 2015ª,b VALENTE et al., 2016abc). Da mesma forma, 

pesquisas vêm avaliando a ação antimicrobiana de compostos bioativos e óleos 

essenciais de plantas (JESUS et al., 2014ª, 2015b; FONSECA et al., 2015a,b), bem 

como de compostos extraídos de raiz (SRIPHANA et al., 2013ab) e de frutos de 

plantas (SUTHIWONG et al. 2014).  

O óleo essencial de cravo (Eugenia cariophollata) é uma especiaria usada há 

muitos anos na culinária, perfumaria e também apresenta propriedade 

antibactericida. Quando testada contra bactérias com Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis e Listeria 

monocytogenes, a ação do óleo diminuiu significativamente a taxa de crescimento 

destes micro-organismos (SCHERER et al., 2009).  

Segundo Hisano et al. (2008), o óleo de cravo também é empregado como 

anestésico em peixes. Esse óleo tem como princípio ativo o eugenol, um composto 

fenólico (4-alil-2-metoxifenol-C10H12O2), que está presente no caule, flores e folhas 

da planta (GRIFFITHS, 2000). O eugenol possui atividade antibactericida contra 

Streptococus mutans, Bacillus cereus e antifúngica conta Aspergillus niger, Candida 

albicans, entre outras espécies de fungos, além de possuir efeito anti-inflamatório, 

cicatrizante e analgésico (DELESPAUL et al., 2000). 

O óleo de girassol (Helianthus annus L.) por sua vez, tem aplicações em 

diversas finalidades como na indústria cosmética, farmacêutica, alimentícia, 

veterinária, dentre outras. Este óleo tem como principais componentes majoritários 

os ácidos linoleicos e oleicos. A aceleração do processo inflamatório gerado pelo 

uso do óleo de semente de girassol foi observada no estudo de Marques et al. 
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(2004), o qual utilizou esse composto no tratamento de feridas cutâneas em 18 

carneiros da raça Santa Inês. Segundo esses autores houve uma rápida formação 

do tecido de granulação e epitelização nas feridas.  

Os óleos podem ser utilizados na sua forma pura ou adicionados de ozônio. A 

utilização do ozônio no tratamento de diversas enfermidades é conhecida como 

ozonoterapia. O ozônio apresenta benefícios quando utilizado como agente 

terapêutico devido ao fato de ser um potente oxidante, participando ativamente do 

processo de cicatrização devido às suas propriedades antimicrobianas. Quando 

associado com óleos apresenta diversas características biológicas importantes como 

a ação bactericida, inativação de fungos e vírus, proliferação celular e tecidual 

(BOCCI et al., 1994). Weiller et al. (2013) demonstraram a eficiência do óleo de 

girassol ozonizado em pacientes com diabetes, auxiliando no processo de redução 

da área das feridas dos pacientes.  

Segundo Schwartz et al. (2011) os óleos ozonizados possuem algumas 

atividades biológicas no local da lesão como a intensa atividade germicida, a 

ativação da micro circulação local, melhora o metabolismo celular de oxigênio e 

promove o estímulo de crescimento do tecido de granulação, revitalizando o tecido 

epitelial.  

De acordo com Silva et al. (2008) a ação do ozônio sobre os micro-

organismos se dá sobre a parede celular, decorrente da oxidação de glicopeptídeos, 

glicoproteínas e aminoácidos, alterando assim a permeabilidade e causando a lise 

celular. Uma vez no interior da célula, o ozônio recombina-se com elementos 

citoplasmáticos promovendo a oxidação de aminoácidos e ácidos nucleicos, 

ocasionando a clivagem dos mesmos e consequentemente a morte celular 

(VELANO et al., 2001). 

Na medicina veterinária o óleo de girassol tem sido muito utilizado, na sua 

forma pura ou ozonizado, para o tratamento de lesões como demonstrado por 

Sanchez (2008), o qual utilizou a aplicação tópica do óleo ozonizado no tratamento 

de lesões em Cavia porcellus, mostrando-se eficaz devido suas características 

antisséptica e estimulante da cicatrização. Relatos utilizando a terapia tópica de 

ozônio também já foram demonstrados em ratos com a aplicação de água ozonizada 

para a avaliação da cicatrização, sendo comprovada diferença na concentração da 

ferida e, portanto na reparação tecidual (TRAINA et al., 2008). Apesar de 
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apresentarem todos esses benefícios terapêuticos, ainda não são conhecidos 

registros da aplicabilidade desses compostos no combate a P. insidiosum.  
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MATERIAL E MÉTODOS  

   Amostras de P. insidiosum 

Foram utilizados 30 isolados de P. insidiosum, oriundos de 28 equinos e 2 

caninos naturalmente infectados, provenientes do Estado do Rio Grande do Sul. 

Todos os isolados avaliados pertenciam a micoteca do Laboratório de Micologia da 

Universidade Federal de Pelotas, e foram mantidas em tubos contendo agar 

levedura (AL), a temperatura ambiente. 

 

Preparo dos inóculos  

 

Os testes de suscetibilidade in vitro foram realizados utilizando como inóculo o 

micélio de P. insidiosum, preparado conforme previamente descrito por Fonseca et 

al. (2014). O inóculo foi preparado a partir do cultivo de duas placas de Petri 

contendo agar levedura, incubadas durante quatro dias em estufa a 37ºC. Sobre 

estas culturas foi dispensado um volume de 10mL de água destilada estéril e o 

micélio foi raspado com auxílio de lâmina de bisturi esterilizada. Essa solução foi 

transferida para um tubo de ensaio e o inóculo obtido foi então ajustado em 

espectrofotômetro a uma transmitância de 80 a 85%. Logo após foi diluído em meio 

RPMI 1640 glicosado e tamponado a pH 7,0 com 0,165M de MOPS na concentração 

1:9. 

 

Testes isolados de suscetibilidade in vitro 

  

O teste compreendeu o método de microdiluição em caldo, seguindo as 

normas descritas no documento M38-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Institute) adaptado para testes com fitofármacos (CLEFF et al., 2010). O óleo de 
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Helianthus annus L. ozonizado e de Eugenia cariophollata foram obtidos 

comercialmente. A composição dos óleos foram fornecidos pelo fabricante. Os 

componentes majoritários de Helianthus annus L. foram: álinoleico (65%), ácido 

oleico (20%), ácido palmítico (5%) e ácido esteárico (5%). Eugenol na concentração 

de 85% foi o componente majoritário de Eugenia cariophollata. 

A solução-estoque do óleo foi preparada adicionando-se 450.000 µg do óleo 

essencial em 8.000µl de RPMI e 50µl de Tween 80 obtendo a concentração de 

56.000μg/mL. A partir das soluções-estoque, foram preparadas dez diluições 

sucessivas em meio RPMI 1640, as quais variaram de 56.000 a 0,05 μg/mL para 

ambos os óleos. Alíquotas de 100µL dessas diluições foram dispensadas 

sequencialmente nas microplacas, preenchendo os poços pertencentes às colunas 

numeradas de um a dez. A estas colunas foi distribuído um volume de 100µL do 

inóculo. Para cada teste foram utilizadas colunas controle positivo (inóculo+meio de 

cultura) e negativo ( óleo+meio). As placas foram incubadas a 37°C em estufa orbital 

de agitação constante a 40 rpm, durante 48 horas. Todos os testes foram realizados 

em triplicata. 

A leitura levou em consideração o crescimento ou não de hifas, sendo 

identificada a concentração inibitória mínima (CIM), ou seja, a menor concentração 

em que não houve o crescimento de hifas. As concentrações acima da concentração 

inibitória mínima foram utilizadas para determinação da concentração fungicida 

mínima (CFM). Para isto, 100 μL da diluição foram transferidos para tubos contendo 

900 μL de caldo Sabouraud, ficando incubados a 370C por 24 horas. A menor 

concentração do óleo que não evidenciou crescimento foi considerada a CFM. 

 

 Testes associados in vitro 

A associação de Helianthus annus L ao óleo essencial de Eugenia 

cariophollata foi realizada frente a 20 isolados de P. insidiosum. Os óleos foram 

testados nas concentrações de 14.000 a 55 μg/mL e os testes foram realizados 

empregando a técnica de cherkerboard para microdiluição (NCCLS, 2008). Foram 

utilizados 50µL de RPMI 1640, 50µL do óleo de Helianthus annus L. e 50µL do óleo 

de Eugenia cariophollata em cada diluição, adicionado de 100µL do inóculo. A leitura 

levou em consideração o crescimento ou não de hifas, sendo identificada a 

concentração inibitória mínima (MIC). A interação foi classificada como sinérgica 
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(Fração de Concentração Inibitória - [FICI] ≤ 0,5), indiferente (0,5 < FICI ≥ 4) ou 

antagonista (FICI > 4), utilizando a seguinte fórmula: FICI = (MIC A na combinação/ 

MIC A) + (MIC B na combinação/ MIC B).(JOHNSON, 2004). 
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 RESULTADOS  

 

A suscetibilidade in vitro de P. insidiosum aos óleos individuais estão 

demonstrados na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Suscetibilidade in vitro de Pythium insidiosum (n=30) aos óleos de Helianthus annus L. e  
Eugenia caryophyllata 

 

 

 

 

 
 

1
Concentração inibitória mínima; 

2
Concentração inibitória mínima que inibiu 50% dos isolados; 

3
Concentração inibitória mínima que inibiu  90% dos isolados. 

 

Evidenciou-se que os óleos de H. annus L. e E. caryophyllata apresentaram 

atividade antimicrobiana sobre P. insidiosum. Observou-se que E. caryophyllata 

demonstrou melhor atividade antimicrobiana apresentando MIC50 em 875 µg/mL e 

MIC90 em 7000 µg/mL. As concentrações fungicidas mínimas (CFM) dos óleos 

testados foram iguais as CIM para todos os isolados P. insidiosum. 

A suscetibilidade in vitro de P. insidiosum frente às combinações dos óleos de 

H. annus L. e E. caryophyllata está demonstrada na Tabela 2. A combinação de 

ambos os óleos evidenciaram sinergismo em 95% (19/20) dos isolados do oomiceto 

e indiferença em 5% (1/20). Antagonismo não foi observado nesta combinação. 

Adicionalmente, evidenciou-se que a CIM nas combinações apresentou menores 

valores que a CIM isolada. Esses valores para Helianthus annus L. diminuíram de 

28000 µg/mL para 109,37 µg/mL em alguns isolados. Para E. caryophyllata, diminuiu 

de 7000 µg/mL para 109,37 µg/mL na maioria dos isolados testados. 

 

 

 

 

 

Óleos CIM
1
 CIM50

2 
CIM90

3
 

Helianthus annus L. 875-28000 3500 28000 

Eugenia caryophyllata 109,37-28000 875 7000 
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Tabela2: Perfil de suscetibilidade in vitro de isolados brasileiros de P. insidiosum (n=20) frente às 

combinações dos óleos de   Helianthus annus L. (HA) Eugenia caryophyllata (EC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1
CIM, concentração inibitória mínima;

2
 FICI, índice de concentração inibitória fracional;  

3
In, 

interpretação; 
4
S, sinergismo; 

5
I, indiferença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolados   
1
 CIM da combinação (μg/mL) 

 

 HA/EC 

 

2
FICI 

 

3
In 

008 109,37/875 0,2 S 

009 437,5/109,37 0,1 S 

013 218,75/109,37 0,5 S 

014 437,5/109,37 0,4 S 

015 875/ 109,37 0,1 S 

016 437,5/109,37 0,1 S 

019 437,5/109,37 0,3 S 

021 218,75/109,37 0,4 S 

023 437,5/109,37 0,1 S 

026 437,5/109,37 0,2 S 

027 437,5/109,37 0,05 S 

029 437,5/109,37 0,3 S 

030 218,75/109,37 0,2 S 

032 218,75/109,37 0,04 S 

035 218,75/109,37 0,2 S 

036 218,75/109,37 0,09 S 

038 109,37/218,75 0,2 S 

040 218,75/109,37 0,3 S 

041 437,5/109,37 0,5 S 

CBS 437,5/109,37 0,7 I 
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    DISCUSSÃO  

 

A busca por terapias e combinações de protocolos terapêuticos vem 

aumentando nos últimos anos devido às falhas no tratamento da pitiose. Os 

insucessos no tratamento da doença deve-se, em parte, às peculiaridades do micro-

organismo, especialmente a ausência de ergosterol na membrana plasmática, 

componente alvo de ação da maioria das terapias antifúngicas disponíveis (FOIL, 

1996; GROOTERS, 2003). A busca por uma terapêutica eficaz para pitiose é de 

extrema importância e a fitoterapia tem sido o foco de diversos estudos científicos 

devido às propriedades antioxidantes e antimicrobianas das plantas medicinais. O 

emprego de óleos essenciais em terapias antimicrobianas pode ser considerado um 

método vantajoso, pois possui menor impacto ambiental e baixa toxidade às células 

dos mamíferos (Fonseca et al., 2014b). Pesquisas empregando óleos essencias ou 

compostos bioativos se fazem necessárias, uma vez que é crescente o número de 

cepas de micro-organismos resistentes aos fármacos antimicrobianos (DORMAN; 

DEANS et al., 2000). 

Nos últimos anos, pesquisas in vitro e in vivo avaliando a suscetibilidade de P. 

insidiosum aos óleos essenciais (Fonseca et al., 2015ª,b; VALENTE et al., 2016ª,c), 

surgiram como uma nova proposta de terapia para a pitiose. 

O presente estudo avaliou a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum frente 

aos óleos de H. annus L. (óleo de girassol) e E. caryophyllata (óleo de cravo) 

isolados e em combinação. Os resultados evidenciaram que os óleos avaliados 

apresentaram atividade antimicrobiana sobre P. insidiosum, corroborando Fonseca 

(2011) e Fonseca et al. (2015a) que relataram a suscetibilidade in vitro de P. 

insidiosum aos óleos essenciais de M. piperita e O. vulgare. Adicionalmente, estudos 

de Valente et al. (2016a) demonstraram a atividade anti-Pyhtium de  plantas 

medicinais Melaleuca alternifólia, Mentha piperita e Origanum vulgare com CIM 

próximas às encontradas neste estudo. 

Pesquisas avaliando a ação antimicrobiana de H. annus L. e E. caryophyllata 

sobre P. insidiosum não são relatadas na literatura. Porém, o óleo de H. annus L. é 
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muito utilizado como cicatrizante (Marques et al. 2004). Os componentes majoritários 

desse óleo são os ácidos linoleico e oleico. Segundo estudos de Greenwary et al. 

(1979) o ácido linoleico é capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus, 

afetando a síntese protéica, parede celular e membranas celulares. Segundo Weiller 

(2015), o óleo de girassol na sua forma ozonizada foi capaz de reduzir feridas e 

também houve uma diminuição do processo inflamatório. Contudo, de acordo com 

as propriedades do óleo de girassol ozonizado e de seus compostos e considerando 

os resultados obtidos no presente estudo, sugere-se que ele pode contribuir no 

processo de redução das lesões cutâneas de pitiose. 

A atividade antimicrobiana de E. caryophyllata tem sido amplamente estudada 

contra diferentes micro-organismos, entre eles: bactérias (Sabahat e Perween, 2008) 

fungos (PINTO et al., 2009) e parasitos (YANG et al., 2003). O principal componente 

desse óleo é o eugenol, um composto fenólico volátil presente nas folhas e botões 

florais da planta que representa 95% do óleo extraído das folhas. O eugenol junto 

como acetato de eugenila e o β-cariofileno representam 99% do óleo essencial 

(RAINA, 2001; ATTOKARAN, 2011). Segundo Delespaul et al. (2000), este 

componente possui atividade antimicrobiana e antifúngica.  

Os óleos essenciais possuem efeitos antimicrobianos que podem ser 

atribuídos ao seu mecanismo de ação atuando geralmente sobre a membrana 

citoplasmática. Estes mecanismos envolvem a lise e a perda da integridade da 

membrana devido às alterações que determinam a saída de íons (hidrogênio, 

potássio e cálcio), gerando danos aos processos essenciais à sobrevivência da 

célula (DORMAN; DEANS, 2000; RAO et al., 2010). 

A combinação entre os óleos de H. annus L. e E. caryophyllata evidenciaram 

sinergismo em 95% (19/20) dos isolados de P. insidiosum testados. Estes resultados 

foram similares aos relatados por Valente et al. (2016a) que demonstraram 65% de 

sinergismo na combinação dos óleos essenciais de M. piperita e O. vulgare. 

Adicionalmente, Fonseca et al. (2015b) ao avaliar a combinação de M. piperita e O. 

vulgare na pitiose experimental associada ou não a outras terapias, sugeriram que o 

emprego de óleos essenciais em combinação entre si e/ou em associação com 

outros fármacos antimicrobianos ou imunoterapia pode se constituir numa alternativa 

viável de tratamento da pitiose cutânea em animais. Em outro estudo, Valente et al. 

(2016b) ao investigar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum nas combinações 

entre os óleos de M. alternifolia, M. piperita e O. vulgare associados ao itraconazol 
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evidenciaram efeitos sinérgicos na associação, sugerindo assim que a combinação 

entre plantas bioativas e fármacos antifúngicos podem constituir uma alternativa 

terapêutica a ser aplicada no controle de infecções causadas por P. insidiosum.  

Os resultados do presente estudo permitem inferir que as CIM dos óleos de 

H. annus L. e E. caryophyllata diminuíram quando combinados, podendo ser 

empregados em associação no combate a P. insidiosum. Segundo Zhu et al. (2004) 

a combinação de dois compostos pode elevar a taxa de morte microbiana e diminuir 

a duração do tratamento, permitindo o uso de doses mais baixas de cada composto, 

reduzindo os efeitos tóxicos dos mesmos. 

Os resultados obtidos somam-se aos estudos prévios que avaliaram a 

atividade anti-Pythium de óleos essenciais de plantas. Sugere-se que o emprego 

dos óleos de girassol e cravo, isolados ou em combinação, podem ser uma 

alternativa viável de tratamento da pitiose cutânea em animais. No entanto, outras 

pesquisas são imprescindíveis para determinar novos protocolos terapêuticos 

envolvendo o emprego de tais óleos. 
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Conclusão 

 

 P. insidiosum apresenta suscetibilidade in vitro aos óleos de H. annus L. 

ozonizado e E. caryophyllata bem como as suas combinações. Evidencia-se melhor 

atividade antimicrobiana do óleo essencial de E. caryophyllata quando avaliado 

isoladamente.  

O acentuado efeito sinérgico das combinações dos óleos de H. annus L. 

ozonizado e E. caryophyllata sugerem que esta combinação deve ser considerada 

como uma terapia aditiva e/ou alternativa para o tratamento da pitiose.  
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