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RESUMO

A pitiose é uma doenca causada por um oomicetonti@adoPythium
insidiosume acomete animais domésticos, silvestres e 0 homem

A presenca de &gua e vegetais é fundamental paaogpatdogeno
complete seu ciclo. Sua forma infectante sdo ospmés biflagelados.

Em geral, os individuos acometidos apresentam desi® aspecto
granulomatoso, as quais frequentemente sofremciddscsecundarias na pele e
tecido subcutaneo. Pode haver também comprometmetdrno, de diversos
orgaos, secundarios a processos externos ou mesfioonta primaria. Os sinais
clinicos manifestados variam de acordo com a reggametida.

O diagndstico é tradicionalmente baseado na agsixidas manifestacdes
clinicas com exames histopatolégicos e isolamentoadgente, podendo ser
utilizada também técnicas de imunodiagndstico. Receente as técnicas de
biologia molecular foram introduzidas como uma farsensivel, especifica e
rapida para um diagndstico conclusivo.

O tratamento da pitiose é dificil sendo necessdiigervencao cirurgica,
quando possivel, porém, dependendo da localizacégtensdo da lesédo, tal
procedimento é inviavel e as recidivas séo freqsent
Em virtude das alteracfes climaticas, as quais @gvem o aumento da incidéncia

desta doenca, faz-se necessaria a pesquisas s prayocolos terapéuticos.

Palavras-chave: Acido tanico; Barbatimio; Pitiogeythium insidiosum

Tratamento.



TROLEZI, RODRIGO. Efeito do acido tanico purificadg@anino) sobre o
crescimentaoin vitro de isolados dé’ythium insidiosumBotucatu, 2011. 20p.
Trabalho de conclusdo de curso de graduacdo (Mdedieterinaria, Area de
concentracdo: Clinica médica) — Faculdade de Mmadli¥ieterinaria e Zootecnia,

Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulist&n“dé Mesquita Filho”.

ABSTRACT

Pythiosis is caused by the oomycetous Pythium iosion and affect
domestic and wild animals and man.

The presence of water and vegetal material is foneddal for its life cycle
in nature. The biflagellate zoospore are the inedorm of this pathogen.

The lesions are generally of granulomatous aspduth frequently may
be contaminated by secondary bacterial infectioskin and subcutaneous tissue.
Dissemination to systemic tissues may also occdritamay be due to the spread
of the pathogen from cutaneous lesions, as wedl psmary source of infection.
Clinical signs depend on the affected tissue.

Diagnosis of pythiosis is based on the clinical ifestations,
histopathological sections and culture of the pgé&mo Serological tests may also
be employed and more recently molecular biology basn introduced as a
sensitive, specific and a rapid method for congkisiiagnosis.

Treatment is often difficult and extensive surgprgcedures are required,
however, depending on the anatomic region andddilee lesion, such procedure
Is unfeasible and relapses are frequent.

Due to the climate changes, which has contributedincrease the

incidence of pythiosis, it is necessary the sefochew therapeutic protocols.

Key words: Barbatiméo; Pythiosi®?ythium insidiosumTannin acid; Treatment.
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1) Introducéo

A pitiose, doenca de grande incidéncia em clinogpital e subtropical &
causada pel®ythium insidiosumafetando mamiferos e também aves (MENDOZA
et al., 1993, PESAVENTO et al., 2008).

A doenca em geral caracteriza-se pela presencdesfiies de aspecto
granulomatoso que pode provocar infec¢des secasddai pele e tecido subcutaneo.
Em cées, a manifestagcdo mais comum é a gastranalestbservando-se formacéao de
piogranulomas, frequentemente associados a queddreémitos, anorexia, perda de
peso e diarréia.

O diagndstico é tradicionalmente baseado na agsxidas manifestacdes
clinicas com exames histopatoldgicos e isolameatageénte, podendo ser utilizada
também técnicas de imunodiagnéstico (KAUFFMAN, 1998

Até o momento ndo ha tratamento efetivo sobre enteg O uso de
antifingicos convencionais € ineficaz uma vez qué.oinsidiosum apresenta
caracteristicas estruturais que o diferem dos fngerdadeiros. A intervengéo
cirrgica € o procedimento de eleicdo, com retirdelanargem cirargica, porém tal
procedimento torna-se invidvel dependendo da regi@aOmica acometida e da
extensdo da lesdo. As recidivas sdo comuns e ksolados sédo adquiridos apenas

em pequenas lesdes superficiais (MILLER, 1981).

2) Filogenia e caracteristicas do agente

Pythium insidiosum pertence ao reino Stramenopila (compreende
microorganismos nao fungicos que apresentam caistctas morfologicas e
ecologicas semelhantes aos fungos), classe Oomyocatéem Pythiales, familia
Pythiaceae e génerythium (ALEXOPOULOS et al., 1996). Tal género apresenta
mais de 120 espécies, sendo a grande maioria hibite solos e patdgenos de
vegetaisPythium insidiosung a Unica espécie deste género, descrita até @mom
capaz de causar doenca em mamiferos e também eriMizBDOZA et al., 1993).

Dentre as caracteristicas dos membros desta cistfe a producdo de
zoo6sporos biflagelados durante a reproducéo assaextso diploide e parede celular
composta de beta glucana, celulose e hidroxipr¢fih& XOPOULOS et al., 1996).



A distancia taxondmica entre 0s oomicetos e osdsiggta retratada ao nivel
celular através de diferencas na parede e compod@dmembrana plasmética. A
quitina, componente essencial da parede celulgidanesta geralmente ausente nos
oomicetos, que apresentam como componentes predai@in celulose e beta-
glucana. Ainda, o ergosterol ndo € o principalrégle na membrana celular, como
ocorre com os fungos. O génerythium possui esterbéides auxotroficos, ou seja,

incorporam os esterdides do ambiente ao invésatkipirem (GROOTERS, 2003).

3) Epidemiologia

A pitiose ocorre em regides de clima tropical, syfital e temperado, tendo
sido relatada nas Américas, alguns paises eurofisiase Africa (MENDOZA et al.,
1993, TRISCOTT, 1993). Nao h& predisposicdo sexaalal ou por faixa etaria. A
fonte de infecgcdo sdo os zodsporos presentes nierelaquatico, ndo apresentando
relatos de transmisséo direta entre individuos atidos (MENDOZA et al., 1996).
Segundo estudo realizado por Miller e Campbell 2)9%ara a producdo dos
zoOsporos sao necessdrias temperaturas proxima@°@ee o acumulo de 4gua em
banhados e lagoa.

Seu ciclo ecolégico baseia-se na colonizacdo alegs aquaticas que servem
de substrato para o desenvolvimento e reproducamrdganismo, formando os
esporangios que contétm em seu interior oS zoospbifteagelados, os quais
correspondem a forma infectante do patégeno. Hstess na 4gua, movimentam-se
até encontrar outra planta ou animal com tecidariegio, onde se encistam e emitem
tubo germinativo, dando origem a uma nova hifa,ual qcorresponde a forma
invasiva do patdégeno e responséavel por causarda RENDOZA et al., 1993).
Estudos discutem a possibilidade da penetracamafizporos a partir da pele integra,
sendo atraidos pelo foliculo piloso, o qual comesigria a porta de entrada do
patégeno (SANTURIGt al, 1998).

4) A pitiose

Esta doenca, também conhecida como hifomicose ulgnaa ficomicotico

“swamp cancer” (nos Estados Unidos) e “ferida dalaidna regido do pantanal



Matogrossense), é caracterizada pela presenca@@kesleom aspecto granulomatoso
gue afeta principalmente a espécie equina, prodacgnadro infeccioso na pele e
tecido subcutaneo. Nos cées, segunda espécie coaetida, em geral ha formacao
de piogranulomas intestinais e cutaneo-subcutd@BOOTERS, 2003). Acomete

também felinos, ruminantes, aves e animais selgagen

4.1) Equinos

Os equinos sdo os animais mais acometidos, devadobiente em que estdo
presentes.

Nesta espécie, as lesdes cutdneas sdo as maientegiu atingindo
principalmente as extremidades distais dos memergorcdo ventral da parede
toracoabdominal. Os sinais clinicos caracterizamys® lesdes ulcerativas
granulomatosas, formando massas com bordas irreguldld presenca de hifas
recobertas por células necroticas, que formam madsenco-amareladas
denominadas “kunkers”. Secre¢cbes serossanguinplemt@cossanguinolenta,
hemorragica ou mucopurulenta podem fluir através slous da lesdo. Devido ao
intenso prurido, normalmente séo visiveis sinaisragilacdo no local da leséo e
guando se compromete membros, observa-se claudicaca

A forma intestinal também esta presente nos eqii@os animais acometidos
apresentam episodios de célica devido a obstrugdiongen intestinal.

Ainda, outros érgaos e tecidos podem ser aconsetidoundariamente. Pode
ocorrer a presenca de lesbes, por exemplo, em as§asentes as lesdes cutaneas
cronicas, caracterizadas no exame radioldgico yusteses, ostedlises e osteomielite
(MENDOZA et al, 1988).

Na Universidade Federal de Minas Gerais foram adts trés casos de
pitiose equina disseminada sistemicamente a pdetiuma lesdo subcutanea. Em
geral, nos achados de necropsia foram encontras@sd granulomatosas multifocais
e encapsuladas no figado, pulmdo e baco, com geeskn hifa do patdgeno. Tal
disseminacgédo pode ser possivel nos casos créracdsahca e foi constatada através
de andlise especifica, incluindo reacdo de amatiio de gene 18S da regido do
DNA ribossomal (REIS et al., 2003).



4.2) Cées e gatos

Os cées correspondem a segunda espécie mais mzorpeta pitiose,
podendo ser encontrada na forma cutidnea e maisnoemt@ na gastrintestinal,
apresentando disttrbios digestivos como anoreri@se, diarréia, perda de peso. A
palpacdo abdominal, muitas vezes, € possivel comgigesenca de massas nodulares
(GROOTERS, 2003). Em geral, estes animais sdo doirde locais rurais ou
permaneceram por um periodo de tempo em locaiaddag(DYKSTRA et al.,
1999). O trato digestivo superior também pode semprometido pela doenca.

As lesbes caracterizam-se por formacdo de gramdssas nas paredes dos
orgaos, compostas por inflamacdo granulomatosagrgriulomatosa com areas de
necrose e intenso infiltrado eosinofilico, alémpdesenca de hifas (FISCHER et al.,
1994).

O primeiro caso de pitiose canina no Brasil foiatallo por Larsson e
colaboradores, no ano de 1997. O animal apresem¢®@® cutdanea no membro
posterior direito.

A pitiose em gatos € rara, apresentando poucos cascEstados Unidos, e as
manifestacdes clinicas incluem lesbes retrobulbamsnifestagdes gastrointestinais
(RAKICH et al., 2005). Até o momento nenhum casadtatado no Brasil.

4.3) Ruminantes

Nos ruminantes a pitiose € mais comum em ovirEsls menos frequente
em bovinos. Geralmente estes animais apresent@eslesitaneas, mas ha relatos de
outras regides acometidas.

Uma ovelha da raga Santa Inés foi diagnosticadagxame post-mortem,
com rinite granulomatosa associada a infec¢cadPparsidiosum(SANTURIO et al.,
2008). Na regido semi-arida do nordeste, dois sulto pitiose cutdnea em ovinos
foram descritos. Em um rebanho, quarenta dos eemiote animais foram afetados.
Observaram-se lesdes ulceradas nos membros e abNos\@chados de necropsia
de trés animais foi constatada metédstase pulmoaeacterizada por nddulos
multifocais e em um deles a lesdo cutanea atingossm sesamoide. No exame

microscopico foi detectada a presenca de granulométfocais contendo hifas d&



insidiosum O diagndstico foi baseado na analise histopatmdgmunohistoquimica
e cultura do agente etiologico (TABOSA et. al, 2004

4.4) Animais silvestres

Em animais selvagens a literatura sobre a ocaaré&w®P. insidiosumé bem
recente, sendo relatado caso de pitiose abdommmaigee de bengala (BUERGELT
et al., 2006), lesdes em face e estbmago em dromedéELLEHAN et. al, 2004),
lesbes em vulva em camelos (VILELA et al.,, 2011l)egdo subcutanea em ave
(PESAVENTO et al., 2008). As caracteristicas daéds assemelham-se as descritas
anteriormente e estes animais habitavam locaigpop@ciavam o ciclo reprodutivo

do patogeno.

4.5) Humanos

No homem, a doenca € comum no sudeste da Asiagigaimente na
Tailandia, podendo também ser encontrada nas Aasepaises europeus, e Oceania,
manifestando lesdes cutaneas e subcutaneas dezaafgranulomatosa ou mesmo
lesbes oculares, como ceratites e Ulceras de coDwea manifestacdo clinica da
doenca humana é a sistémica ou vascular, consaderadk maior gravidade por
resultar na oclusdo dos vasos e/ou aneurisma (T&RIFC1993).

O primeiro relato de caso no Brasil foi realizgay BOSCO et. al. (2005),
em um paciente que desenvolveu lesdo em membnaoimfepos realizar atividade
de pesca. O diagndstico definitivo de pitiose fainduido somente apds o
sequenciamento da regiao ITS-5.8S do rDNA da aultabtida a partir dos
fragmentos da lesédo (BOSCO et al., 2005, MARQUES. £2006).

5) Diagnadstico

7

O diagnostico da pitiose € tradicionalmente basead associacdo das
manifestacdes clinicas com exames histopatologideslamento do agente.

Em cortes histoldgicos, observa-se qu@.oinsidiosumcora-se bem pelas
técnicas de Gomori-Grocott e PAS, evidenciando shifargas, ramificadas e

esparsamente septadas, caracteristicas comuns ntardbé fungos zigomicetos
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(KAUFFMAN, 1998). Os “kunkers” apresentam-se comaarecdes eosinofilicas de
tamanho variado e forma circular com contornogjul&es, e sdo vistos apenas nos
equinos.

O isolamento do agente pode ser realizado atrevésltura de “kunkers” ou
tecido infectado em Agar Sabouraud. Estes devenprssiamente colocados em
solucdo contendo antibidtico, para minimizar cont@agio bacteriana. O
crescimento tipico é observado cerca de 24 hoias agemeadura e a identificacédo
do P. insidiosunpode ocorrer por meio de aspecto da coldnia, afatica das hifas
e producédo dos esporangios e zodsporos em meiaadte(GROOTERS, 2003).

A imunohistoquimica e a sorologia, como ELISA (Emey Linked
Immunosorbent Assay) e ID (Imunodifusdo), sdo tasicomplementares para
auxiliarem no estabelecimento do diagndstico, almente quando ndo é possivel
a obtencéo do patogeno em cultura. (MENDOZA etlPg6).

O sequenciamento génico a partir da amplificagcadDNA ribossomal, regido
ITS1-5.8S-ITS200r meio de PCR também é considerada importantanmienta para
deteccao e identificagcédo &e insidiosum(GROOTERS & GEE, 2002).

6) Tratamento

Por diferir estruturalmente dos fungos verdadgifaEXOPOULOS, 1996),
o tratamento com antifiingicos convencionais n&aézcontra . insidiosum

Em geral, a intervencéo cirlrgica é o procedimeet@leicdo, retirando-se a
regido afetada com ampla margem de seguranca.tdritre este procedimento
limita-se a regides que ndo comprometam o individkgrecidivas sdo comuns e
bons resultados sado adquiridos apenas em pequesiaess |superficiais (MILLER,
1981).

A imunoterapia tem sido estudada como tratameméonaltivo nos casos de
pitiose. Duas formulagdes de vacinas foram deseitlad e comparadas, uma tendo
como antigeno a massa celular e outra um antigeldwets concentrado. Ambas
apresentaram cerca de 60% de eficacia em cavatodesdes adquiridas em menos
de dois meses (MENDOZA et. al, 1992). Apesar diss&p ha conhecimento
completo dos mecanismos envolvidos na infec¢cadPporsidiosum As explicacdes

para a cura induzida pela imunoterapia sao apemapogias baseadas em
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caracteristicas clinicas. Segundo Miller (1981), hafas do patdégeno ndo séao
completamente reconhecidas pelo hospedeiro devidgtemsa reacdo inflamatoria
(MILLER, 1981). Mendoza e colaboradores (1996) ditaen que a resposta celular
seja o principal mecanismo envolvido na cura dan¢g@eNa patogenia das lesdes da
pitiose equina observa-se que existe 0 predommionta reacdo eosinofilica, a qual
€ originaria da secrecdo de exoantigenos pelalbifsatdgeno no tecido, induzindo a
liberacdo de interleucina-4 (IL-4) que induz a kifeciagcdo de linfocitos para o
padrdo T helper 2 (Th2). Os antigenos presentésimoeogeno induzem a mudanca
de resposta imunologica com predominio de célulasomucleares e perfil Thl, a
qual estimula a producédo de interleucina-2 e iaterf-gama, ativando macrofagos e
IgG, resultando na ativacdo do sistema complementtestruicdo do patdégeno
(MENDOZA et. al., 1996).

Uma vez que ainda ndo had um tratamento eficaz, -skevestimular a
realizacdo de pesquisas visando determinar comfeEmgue consigam exercer efeito
fungicida no patogeno. A abordagem de produtosraigtdeve ser estimulada, uma
vez que diversas pesquisas comprovaram a ac¢ao alesvariados 6leos e extratos
naturais de plantas medicinais sobre bactériagyokinbem como protozoérios
(MAZA et. al, 2003).

7) Busca por novos tratamentos

As plantas ja demonstraram ter atividades medginaipassado e continuam
sendo estudadas com finalidades terapéuticas atdiass de hoje. Segundo a
Organizagdo Mundial de Saude, ao menos 60% da ggmimundial que vive em
paises subdesenvolvidos dependem essencialmentplade&as medicinais para
realizarem os primeiros cuidados com a saude (PALZDA9).

Indmeras pesquisas cientificas apontam o extratoStigphnodendron
adstringengbarbatiméo) como um dos principais fitoterdpidesefetiva acdo contra
diversos agentes microbioldgicos. Autores indicara g principal responsavel pelo
efeito farmacologico € o acido tanico ou taninoge gge apresenta em maior
concentracdo na casca do “barbatiméo” (MELLO etl8I96).

Em pesquisa realizada durante os anos de 201Qle(P@ojeto de Iniciacédo
Cientifica FAPESP n° 09/18466-0), observou-se guextratos das folhas e da casca
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de barbatiméo sao efetivos na inibicdo do cresdimiarvitro das hifas de diferentes
isolados deP. insidiosum em concentracdes que variam de 3 a 5 mg/mL, sendo
detectado os menores valores quando da utilizagdmthmento cuja matéria-prima
fora a casca da arvore.

Em decorréncia de fatores ambientais, principaleneatacionados com a
escassez ou excesso de agua, observa-se variagdeones de tanino e de outros
compostos presentes nesta planta. O clima quent&im&o propicia o
desenvolvimento de novas folhas e flores, mas tamia&orece a proliferacdo de
insetos e micro-organismos patogénicos, sendo sei@snaior producao de acido
tanico e outros fendis que atuam como mecanisnuefésa endégena (HORNER
al.,, 1990). Para uso medicinal, as cascas devem kdadas na época das chuvas,
uma vez que ha maior teor de compostos ativosgipatmente tanino (SANTOS et
al., 2006).

Desta forma, objetiva-se realizar andlises adotmedo tratamento com o
acido tanico purificado sobre alguns isolados Ple insidiosum seguindo a

metodologia aplicada anteriormente e descrita ailseg

7.1) Aquisi¢éo do acido tanico purificado

O A&cido tanico empregado nos ensaios foi o da Sjadrich (n°. catalogo
16201), veiculado em forma de p6é. Para a utilizagino tratamento foi diluido em

alcool absoluto, em concentracédo de 100mg/mL.

7.2) Isolados avaliados e manutencédo das culturas

Avaliaram-se 4 isolados de. insidiosum sendo 3 provenientes de equinos
atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade @eliMna Veterindria da UNESP
Campus de Botucatu, e um do primeiro caso de pitimgnana registrado no pais,
como sumarizado nQuadro 1. Estes isolados foram subcultivados quinzenalmente

em tubos contendo Agar Sabouraud e mantidos a tatnpe de 2%C.
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Quadro 1 Isolados deP. insidiosumempregados nos testes de sensibilidade ao acidm téle
acordo com a espécie animal envolvida e procedéncia

Isolados Espécie Procedéncia
P. insidiosuni (B01) humana Paraguacu Paulista/SP
P. insidiosunB (EQ3) equina Jau/sP
P. insidiosum4 (EQ4) equina Barra Bonita/SP
P. insidiosunb (EQ5) equina Itapolis/SP

7.3) Padronizacgéo do inéculo

As analises foram realizadas utilizando-se co®deP. insidiosuncom sete
dias, cultivadas em placa de Petri contendo Agan@aud, a 35 °C. Destas, foram
retirados os indculos que permaneceram em micrstdomtendo uma solucao
composta do &cido tanico purificado diluido em gcaabouraud, em diferentes

concentracoes.
A Padronizacao dos in6culos foi realizada com dlauste ponteiras de 1000

uL cortadas com diametro de 5 mm, cujas medi¢Oesrideitas utilizando-se uma
régua. Tais etapas para a confec¢do dos moldekisfiadas ndigura 1 enquanto
a Figura 2 ilustra a aplicacdo de tais moldes para a obtedgdoin6culos com a

medida desejada.

Figura 1: Etapas para a confeccdo das ponteiras-moldesScorm de didmetroA) corte da
ponteira com auxilio de lamina de bistuB), medicdo do diametro apds o corte com o auxilio de
uma réguaC) armazenamento da ponteira-molde em tubo de epaedgposterior esterilizacao.

Figura 2: Procedimento realizado para a obtencao dos iosa¢ 5 mm de didametro a partir da
utilizacdo das ponteiras-moldey. momento em que se aplica a ponteira-molde na platzndo

0 isolado para obtencédo de indculos de 5 mm deediénB) retirada dos fragmentos da placa de
Petri, separando-os do Agar Sabouraud.
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7.4) Testes de sensibilidade

Testes de sensibilidade dos isoladosPgehium insidiosunfrente ao acido
tanico purificado foram realizados com o intuito agter faixas de concentragdes
inibitérias provaveis.

Foram utilizadas as concentracdes de 0,5; 1; 2,5ng em volume final de 1
mL. Adotou-se um grupo controle positivo, conteradomesmas aliquotas de alcool
absoluto utilizado no grupo tratamento e um grupatrole negativo, contendo
apenas caldo Sabouraud. Pabela 1 representa as aliquotas utilizadas para o
experimento.

Tabela 1: Relacdo do volumep() da solugdo do &cido tanico purificado (100mg/dltool
absoluto) e caldo sabouraud, bem como da concéotfa@l em mg/mL do grupo tratamento.
Aliquota da solucao Aliquota do caldo  Concentracdo em mg/mL

do &cido tanico (100 Sabouraud e de do &cido tanico
mg/mL) em pL etanol absoluto em purificado usado no
pL tratamento
5 995 0,5
10 990 1
15 985 15
20 980 2
- 1000 -

Os in6culos dé. insidiosum(fragmentos padronizados de 5mm de diametro)
foram introduzidos nos microtubos e permanecerabmetsos por 24 horas, sob
homogeneizacdo constante a 35°C. Posteriormenteagsentos foram semeados
em placas de Petri contendo Agar Sabouraud e @ukEsvdiariamente por um
periodo de 7 dias, para avaliacdo do crescimerdmnk realizadas 5 repeti¢cdes
paracada isolado e concentracdo avaliada. Ososrfsaam registrados na Secédo de
Fotografia da UNESP/Botucatu, com 48 e 168 horas enensuracdes das hifas
foram realizadas com o auxilio do software grattiiteageJ”, calculando-se a area
de crescimento das mesmas. Ao fim de todas assesalleterminou-se a faixa de

concentracao inibitoria, as quais foram variavegusdo cada isolado testado.

7.5) Resultados obtidos

As Figuras 3, 4, 5e 6 representam o crescimento das colbnias apdés um

periodo de 168 horas, para o grupo tratamentoratergositivo e controle negativo.
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Figura 3: Crescimento das colbnias do isolado BO1 com 1&&<hA) controle,B) controle
positivo — alcool absolutd?) tratamento com acido tanico. Os nimekpg, 3e4 representam no
grupo B as aliquotas de alcool utilizadas e no@@ms concentragdes do tratamento (0,5; 1; 1,5;
2 mg/mL), respectivamente.

Figura 4: Crescimento das colénias do isolado EQ3 com 1&@&shA) controle,B) controle
positivo — alcool absolutd}) tratamento com acido tanico. Os nimekpg, 3e4 representam no
grupo B as aliquotas de alcool utilizadas e no@@ms concentragdes do tratamento (0,5; 1; 1,5;
2 mg/mL), respectivamente.

Figura 5: Crescimento das colénias do isolado EQ4 com 1&@&shA) controle,B) controle
positivo — alcool absolutd}) tratamento com acido tanico. Os nimekpg, 3e4 representam no
grupo B as aliquotas de alcool utilizadas e no@@ms concentragdes do tratamento (0,5; 1; 1,5;
2 mg/mL), respectivamente.
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Figura 6: Crescimento das colbnias do isolado EQ5 com Idi&shA) controle,B) controle
positivo — alcool absolutd?) tratamento com acido tanico. Os nimekpg, 3e4 representam no
grupo B as aliquotas de alcool utilizadas e no@i@m@s concentragdes do tratamento (0,5; 1; 1,5;
2 mg/mL), respectivamente.

Pelas imagens podemos observar que transcorrittodias, observa-se efeito
fungicida do &cido tanico em concentracdo de 1mggara trés dos quatro isolados
avaliados. Apenas o isolado EQ5 teve sua inibigdal tha concentracdo de 1,5
mg/mL. Estes resultados s&o coerentes com 0s aétscho estudo com 0s extratos
da casca e das folhas de barbatimdo, uma vez gaen feecessarias 4mg/mL do
extrato da casca e 5mg/mL das folhas para a imhatal das hifas dos isolados BO1,
EQ3 e EQ4, enquanto para o EQ5 foram necessarios de 5mg/mL do extrato da
casca e 6mg/mL das folhas, para obtencdo do mefano. ©essa forma, podemos
ao menos questionar de forma positiva 0 efeitoatiinb, sendo seu efeito 4 vezes
superior, quando comparado com o0s extratos. Rassalue a faixa inibitéria do
crescimento foi aquela em que houve auséncia dendelsimento do agente em
todos as repeticoes.

Segundo um estudo semelhante realizado com artfismgonvencionais,
concentragbes inferiores a 0,Img/mL foram sufieéentpara reduzir o
desenvolvimento das hifas de seis isoladoP.dasidiosum(BROWN et al, 2008).
Estes resultados foram avaliados apés um periodi® deras, periodo este, que por
nés é claramente observado como fungistatico, uem que muitas hifas se
desenvolvem apenas apos 60 horas de inoculagao.

Como mencionado anteriormente, o tanino € considera principal

constituinte do extrato do “barbatimdo” e os efeitdribuidos a este principio para
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gue este exerca acdo antimicrobiana ainda ndo faatatmente comprovados, porém
hipoteses indicam que este seja capaz de i) iailatividade enzimética através de
formagcdo de complexos com o substrato presentegeote ii) atuar diretamente
sobre 0 metabolismo celular com inibicdo da fokigéo oxidativa e iii) formar

complexos com ions metélicos. (HOLETZ et al., 2005)

8) Concluséo

As alteracfes climéaticas decorrentes de fatoresoconefeito estufa, tém
aumentado a incidéncia de chuvas e, por consegoirteumulo de 4gua em regides
de acesso aos animais. Isto acarretou em um aumaincidéncia desta doenca, que
antes ja nao era pouco relatada.

O diagnostico precoce pode ser obtido utilizandassociacdo de exames,
somados ao histérico do paciente. A conscientizalgi@roprietarios que criam
equinos poderia ser realizada, para que os anifosgsem levados ao veterinario
guando as lesdes estivem pouco desenvolvidas. Wgmda doenca é rdpida e em
equinos, ha ainda um fator complicante, devidormégé&o de tecido de granulacao
exuberante.

Partindo-se desta premissa, e dos resultados sppddemos considerar que
0 acido tanico foi efetivo na inibicdo do cresciteede hifas dé’ythium insidiosum
em concentracdes inferiores quando comparadas soextmatos das folhas e casca

do barbatiméao.
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