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1. INTRODUÇÃO

Pythium insidiosum é um oomiceto aquático e agente etiológico da pitiose,
uma doença que acomete mamíferos, sendo frequentemente relatada em
humanos na Índia e Tailândia, e em equinos no Brasil (GAASTRA et al., 2010,
YOLANDA & KRAJAEJUM et al., 2022).

A pitiose equina é uma enfermidade de rápida progressão e caracteriza-se
pelo desenvolvimento de lesões granulomatosas, ulcerativas no tecido cutâneo e
subcutâneo (GAASTRA et al., 2010). No interior da lesão, observa-se abundante
tecido conjuntivo fibroso com presença de massas branco-amareladas,
denominadas kunkers (GAASTRA et al., 2010; CHAFFIN et al., 1995). A presença
de kunkers além de auxiliarem no diagnóstico da enfermidade em equinos,
também desempenham papel importante na contaminação de águas por P.
insidiosum, uma vez que ao se desprenderem naturalmente das lesões e em
condições favoráveis de temperatura e águas estagnadas, refazem o ciclo do
oomiceto, mantendo a re-contaminação dos ambientes aquáticos (FONSECA et
al., 2014).

P. insidiosum difere dos fungos verdadeiros, pois não possui ergosterol em
sua membrana citoplasmática, como também apresenta uma via incompleta de
biossíntese de esteróis. Com isso, as terapias com antifúngicos que atuam na
membrana inibindo a síntese de ergosterol têm se mostrado ineficientes frente a
este eucarioto patógeno (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). Sendo assim, a pitiose
destaca-se pelo prognóstico desfavorável, letalidade nas espécies afetadas e
dificuldades de tratamento. Desta forma, nas últimas décadas houve um
incremento das pesquisas que buscaram novos protocolos terapêuticos, incluindo
estudos com compostos naturais e sintéticos com atividade anti-P.insidiosum
(FONSECA et al., 2015; IANISKI et al., 2021; VALENTE et al., 2019; YOLANDA &
KRAJAEJUM et al., 2022), bem como terapias inovadoras e integrativas, incluindo
a ozonioterapia (ZAMBRANO et al., 2019; FERREIRA et al., 2021).

A ozonioterapia tem sido empregada como uma terapia integrativa no
tratamento de diversas enfermidades infecciosas que acometem animais e
humanos. O ozônio pode ser administrado por via sistêmica e local, podendo
nesta última ser utilizado como óleo ozonizado (SCIORSCI et al., 2020).

O objetivo deste estudo foi verificar a inibição in vitro do crescimento de P.
insidiosum a partir de kunkers expostos ao óleo de girassol ozonizado® (OGO).
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2. METODOLOGIA

As três amostras de kunkers utilizadas neste estudo foram obtidas de
equinos (n=3) com pitiose cutânea/subcutânea e foram encaminhadas ao
laboratório de micologia (LabMico/IB/UFPel) para isolamento e identificação de P.
insidiosum. O óleo de girassol ozonizado® (OGO) utilizado neste estudo foi
cedido pela empresa Philozon. Para o ensaio, os kunkers foram cortados em
pequenos pedaços e lavados por 20 minutos em solução antibiótica contendo
penicilina G benzatina (10.000.000 UI), penicilina G procaína (10.000.000 UI) e
diidroestreptomicina (20 g) (FONSECA et al., 2014). Em seguida, foram lavados
em água destilada estéril e 10 pedaços foram transferidos para placas de Petri
contendo ágar levedura 0,1% . Nas placas tratamento, a superfície de cada
fragmento de kunker foi recoberta com 50 μL de OGO; nas placas controle os
fragmentos de kunkers não receberam o OGO. Todas as placas foram incubadas
a 37°C/96 horas. As placas foram observadas diariamente e a leitura foi realizada
ao final do tempo de incubação e considerou o crescimento micelial de P.
insidiosum a partir dos kunkers. O ensaio foi realizado em duplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Nas condições em que esse estudo foi realizado, observou-se abundante
crescimento micelial de P. insidiosum a partir dos fragmentos de kunkers sem
OGO (controle) em 48 horas de incubação (Figura 1 (A)). Por outro lado, o
crescimento do oomiceto a partir dos fragmentos de kunkers tratados com o óleo
ozonizado foi completamente inibido (Figura 1 (B)). Resultados similares foram
relatados por ZAMBRANO et al. (2019) ao avaliarem a ação do óleo de girassol
ozonizado sobre uma amostra de kunker. Previamente, FERREIRA et al. (2021) e
CARRIJO et al. (2022) também evidenciaram a atividade anti-P. insidiosum do
óleo de girassol ozonizado. Contudo, estes ensaios foram realizados empregando
cultivo micelial de P. insidiosum.

Figura 1: Ensaio de suscetibilidade in vitro: (A) observa-se abundante crescimento micelial de P.
insidiosum (controle – sem tratamento com o óleo de girassol ozonizado®); (B) evidencia-se a
ausência de crescimento do micélio do oomiceto (tratamento com o óleo de girassol ozonizado®).
Agar levedura 0,1%/ 96 horas de incubação/37ºC.



Cabe salientar que os kunkers são formados no interior das lesões de
pitiose equina e são constituídos por agrupamentos viáveis de hifas de P.
insidiosum recobertas por células inflamatórias que protegem o micro-organismo
(MENDOZA et al., 1996). Sendo assim, os resultados obtidos permitem inferir que
o uso tópico integrativo do OGO em feridas cutâneas de pitiose em equinos pode
ser um excelente aliado para a recuperação das lesões.

A propriedade antimicrobiana do óleo de girassol é potencializada pela
ozonização. A molécula de ozônio reage com os triglicerídeos insaturados
presentes na composição do óleo, dando origem a uma série de espécies de
peróxidos, os quais são responsáveis pela ampla atividade biológica do óleo
ozonizado (KOGAWA et al., 2015; RODRÍGUEZ et al., 2018). O OGO possui
diversas aplicações e tem sido muito usado na medicina veterinária por ser um
potente oxidante e um potencial agente terapêutico no processo de cicatrização,
visto que estimula a proliferação celular e tecidual. Além disso a utilização dos
óleos vegetais ozonizados é eficaz e absolutamente atóxica, quando empregada
em dosagens que induzem apenas o estresse oxidativo (RODRÍGUEZ et al.,
2018; UGAZIO et al., 2020, BORRELLI & BOCCI 2018).

4. CONCLUSÕES

Neste estudo demonstrou-se que o óleo de girassol ozonizado® (OGO) é
capaz de inibir o crescimento de P. insidiosum a partir de kunkers oriundos de
lesões de pitiose em equinos. Este resultado sugere que esta formulação pode
ser uma potente aliada da medicina integrativa a ser empregada na terapia da
pitiose em equinos. Contudo, a continuidade das pesquisas avaliando um maior
número de kunkers, bem como o uso do óleo ozonizado no tratamento de lesões
clínicas de pitiose em equinos são requeridas para validar a ação do óleo de
girassol ozonizado no tratamento desta importante enfermidade.
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