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1. INTRODUCAO

Pythium insidiosum € um oomiceto encontrado em ecossistemas lénticos,
em regides de clima quente. Seu ciclo biologico desenvolve-se principalmente na
zona eufética desses ambientes, onde sado encontradas vegetacdes rasteiras que
servem de substrato para seu desenvolvimento e reproducdo assexuada. Esses
habitats representam risco para os mamiferos, que se infectam e desenvolvem a
enfermidade (pitiose) ao entrar em contato com aguas contaminadas pelo micro-
organismo (MILLER, 1983; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS,1996).

A pitiose € uma enfermidade grave, de evolucéo rapida e dificil tratamento.
Seu agente etiolégico é um pseudo-fungo e, portanto, com peculiaridades em sua
constituicdo estrutural de membrana e parede celular que os diferencia dos
fungos verdadeiros. Esses fatos impossibilitam as terapias com antifungicos
convencionais. Essa dificuldade terapéutica impulsiona novas pesquisas que
visam um tratamento mais eficaz, buscando principios ativos que possuam maior
afinidade pelos componentes estruturais de P. insidiosum (MENDOZA; VILELA,
2013).

Nos ultimos anos uma nova linha de pesquisa tem se destacado com
resultados bastante promissores no combate a P. insidiosum: a fitoterapia.
Estudos recentes demonstram que extratos de plantas medicinais possuem acéo
letal sobre esse micro-organismo e podem representar uma boa alternativa no
tratamento da pitiose (FONSECA et al., 2015a,b; VALENTEet al. 2016 a,b,c).
Dentre os compostos com propriedades anti- Pythium destaca-se o 6leo essencial
de Origanum vulgare o qual demonstrou inibicdo do oomiceto em baixas
concentragfes tanto in vitro (FONSECA et al., 2015a; VALENTE et al., 2016b,c)
como in vivo (FONSECA et al., 2015. sugerindo que a acdo desse 6leo essencial
sobre isolados de P. insidiosum se deve a presenca de carvacrol como
componente majoritario. Previamente, JESUS et al. (2014) demonstraram a
atividade anti-Pythium de carvacrol.

O presente estudo investigou o perfil da suscetibilidade in vitro de isolados
clinicos de P. insidiosum frente ao carvacrol.

2. METODOLOGIA

Foram avaliados 29 isolados clinicos de P. insidiosum oriundos de equinos
naturalmente infectados e uma cepa padrdao (CBS 101555). Todos os isolados
pertencem a micoteca do Laborat6rio de Micologia da Universidade Federal de
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Pelotas e foram identificados por caracteristicas macro e micro morfolégicas e
confirmados molecularmente conforme descrito por AZEVEDO et al. (2012).

O in6culo para os testes de suscetibilidade empregou cultura micelial de P.
insidiosum, elaborado conforme descrito por FONSECA et al. (2014), diluido 1:10
em caldo RPMI 1640 glicosado e tamponado a pH 7,0 com 0,165M MOPS.

Os testes de suscetibilidade foram realizados seguindo o protocolo de
microdiluicdo em caldo (M38-A2) do CLSI. O carvacrol foi obtido comercialmente
da empresa Sigma-Aldrich Ltda. Para a realizacdo dos testes o carvacrol foi
diluido em metanol e testado nas concentracbes de 2.800 a 5,47 pg/mL. As
amostras foram incubadas sob agitacéo a 37°C por 48 horas. A leitura foi visual e
levou em consideragdo o crescimento ou ndo de hifas. A menor concentragéo do
carvacrol capaz de inibir o crescimento de P. insidiosum foi identificada como
Concentracado Inibitéria Minima (CIM). As concentra¢bes acima da CIM foram
utilizadas para a determinagdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Para
isso 100 pL da diluicdo foram transferidos para tubos contendo 900 pL de caldo
Sabouraud, ficando incubados a 37°C por 48 horas. A menor concentracdo do
principio ativo que nao evidenciou crescimento foi considerada a CFM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O carvacrol é principal componente majoritario do o6leo essencial de
Origanum vulgare, o qual possui propriedades antimicrobianas bem evidenciadas
(HUSAIN et al., 2011). Os testes de suscetibilidade in vitro demonstraram que a
faixa de CIM do carvacrol variou de 10 a 700 pg/mL. Observou-se que a CIM
capaz de inibir 50% (CIMso) € 90% (CIMgo) dos isolados testados foi de 175 pg/mL
e 700 pg/mL, respectivamente. As CFM do carvacrol foram iguais as CIM para
todos os isolados do oomiceto. Os resultados do presente estudo corroboram os
relatados por JESUS et al. (2015), que evidenciaram CIM variando entre 80 a 320
pMg/mL ao avaliarem a acdo de carvacrol frente a 23 isolados brasileiros de P.
insidiosum.

As CIM observadas para o carvacrol foram inferiores as encontradas pelo
nosso grupo de pesquisa utilizando o O6leo essencial de Origanum vulgare
(VALENTE et al., 2016c), demonstrando que o carvacrol possui melhor atividade
antimicrobiana sobre P. insidiosum. Segundo RAO et al. (2010), o carvacrol afeta
a homeostase dos fons de Ca* e H' por interferéncia na permeabilidade dos
canais ionicos. Além disso, esses autores relatam que os constituintes dos 6leos
essenciais podem interferir na via de sinalizacdo TOR, resultando na perda da
viabilidade da célula fangica.

4. CONCLUSOES

Os resultados observados permitem inferir que o carvacrol possui atividade
anti-Pythium, portanto pode representar um grande potencial a ser incorporado no
tratamento da pitiose. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para comprovar
sua atividade em individuos enfermos.
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