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1. INTRODUCAO

Os oomicetos sao eucariotos Stramenopiles que habitam ecossistemas de
agua doce e ambientes terrestres. Embora compartilhem muitas caracteristicas
com os fungos verdadeiros sdo considerados fungal-like (GAULIN et al.,2010).
Neste grupo, esta classificado um oomiceto zoopatdégeno, Pythium insidiosum que
€ 0 agente etioldgico da pitiose em mamiferos (GAASTRA et al., 2010). Trata-se
de uma doenca de carater invasivo e rapida progressao, que apesar dos avancos
e das diversas terapias disponiveis, muitos casos apresentam insucessos e 0S
resultados variam, apresentando altas taxas de mortalidade (HILTON et al.,2016).

O tratamento eficaz para a pitiose ndo esta completamente estabelecido,
contudo, pesquisadores vém estudando o efeito de 6leos essenciais e compostos
naturais sobre P. insidiosum com resultados promissores (FONSECA et al. 2015a;
VALENTE et al., 2016a,b; TROLEZI; AZANHA, 2017). Estes compostos
apresentam como vantagens a baixa toxicidade as células dos mamiferos e o
menor impacto ambiental (FONSECA et al. 2015b).

O odleo de girassol (Helianthus annus L.) por sua vez, tem aplicacbes em
diversas finalidades como na industria cosmeética, farmacéutica e alimenticia,
sendo também muito utilizado como agente cicatrizante com atividade
antimicrobiana. Este O6leo tem como principais componentes majoritarios os
acidos linoleicos e oleicos. A aceleragcéo do processo inflamatério gerado pelo uso
do oOleo de semente de girassol propicia uma rapida formacdo do tecido de
granulacao e epitelizacdo no tratamento de feridas (MARQUES et al. 2004).

A ozonioterapia é uma técnica da medicina integrativa que quando utilizada
nos oOleos potencializa seus efeitos. A ozonioterapia tem sido empregada na
medicina veterinaria para o tratamento de diversas enfermidades incluindo
infeccbes bacterianas, fungicas, virais, parasitarias, entre outras. A literatura
relata os diversos beneficios do ozénio, uma vez que ativa o sistema antioxidante
do organismo, aumenta a imunidade e melhora a perfusdo sanguinea, o0 que
explica sua agdo antimicrobiana, antineoplasica, anti-inflamatéria e analgésica
(RODRIGUEZ et al. 2018).

Na medicina veterinaria o 6leo de girassol ozonizado tem sido utilizado
como antisséptico e estimulante da cicatrizacdo (SANCHEZ ,2008), no tratamento
de mastite subclinica em bovinos (QUINTANA et. al.,, 2019) e de infeccdes
fangicas (RODRIGUEZ et al. 2018).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade anti-P. insidiosum do
Oleo de girassol puro (OG) e na forma ozonizada (OGO).
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2. METODOLOGIA

Foram utilizados dez isolados de P. insidiosum, sendo oito isolados
oriundos de equinos naturalmente infectados, provenientes do Estado do Rio
Grande do Sul, uma cepa padréo de origem equina (CBS 101555) e uma cepa de
origem humana (CBS 119453). Todos os isolados avaliados foram identificados
molecularmente e pertencem a micoteca do Laboratorio de Micologia da
Universidade Federal de Pelotas/ Instituto de Biologia. Os testes de microdiluicdo
em caldo seguiram o protocolo M38-A2 do CLSI (2008) (Clinical and Laboratory
Standards Institute) com adaptacdes. O inéculo foi preparado a partir de cultura
micelial de P. insidiosum, conforme descrito pro Fonseca et al. (2014). O 6leo de
girassol (OG) (Helianthus annus) foi obtido da empresa Ferquima e o dleo de
girassol ozonizado (OGO) foi obtido comercialmente pelo fabricante Ozone & Life.
A composicdo do Oleo foi fornecida pelos fabricantes, sendo seus componentes
majoritarios: &cido linoleico (65%), acido oleico (20%), &cido palmitico (5%) e
acido estearico (5%). A solucao-estoque do 6leo foi preparada adicionando-se
450.000pg do Oleo em 8.000uL de RPMI e 50uL de Tween 80 obtendo a
concentracdo de 56.000ug/mL. A partir das solu¢cBes-estoque, foram preparadas
dez diluigcbes sucessivas em meio RPMI 1640, as quais variaram de 56.000 a
0,05ug/mL. Aliguotas de 100uL de cada diluicdo foram dispensadas a cada poco
das microplacas e adicionado igual volume do in6culo. Para cada teste foi
utilizado um controle positivo (inéculo + RPMI) e negativo (6leo + RPMI). As
placas foram incubadas a 37°C em estufa orbital de agitacdo/40rpm/48horas.
Todos os testes foram realizados em triplicata. A leitura foi visual e levou em
consideracdo o crescimento ou ndo de hifas. A menor concentracdo do Oleo
capaz de inibir o crescimento de P. insidiosum foi identificada como a
concentracédo inibitéria minima (CIM). As concentracfes acima da concentracao
inibitéria minima foram utilizadas para determinacdo da concentracdo oomicida
minima (COM). Para isto, 100 uL da diluicdo foram transferidos para tubos
contendo 900 uL de caldo Sabouraud, ficando incubados a 37°C/48 horas. A
menor concentragdo do 6leo que ndo evidenciou crescimento foi considerada a
COM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios in vitro evidenciaram que o OG e OGO
apresentaram atividade antimicrobiana frente a P. insidiosum, com concentra¢cfes
inibitérias minimas de 28.000ug/mL e 1.750-3.500pg/mL, respectivamente.
Observou-se que a concentracdo inibitéria capaz de inibir 50% dos isolados
(CIMsg) e a ClMgg (inibicao de 90% dos isolados) foi de 28.000ug/mL para o OG.
Ja a CIMsg foi de 1.750 pug/mL e a ClMgp foi 3.500 pg/mL para o OGO. Esses
resultados foram similares aos descritos por Zambrano et al. (2019) ao avaliarem
a atividade antimicrobiana do OGO frente a P. insidiosum.

As concentra¢des oomicidas minimas foram iguais as CIM para todos 0s
isolados do oomiceto. Estes resultados s&o similares aos estudos prévios de
Fonseca et al. (2015a) e Valente et al. (20162, b) ao avaliarem a suscetibilidade in
vitro de P. insidiosum a 6leos essenciais de plantas, incluindo Origanum vulgare,
Origanum marjorana, Rosmarinus officinalis, Mentha piperita e Melaleuca
alternifolia e 6leo de girassol ozonizado (Zambrano et al., 2019). .

Observou-se que o OGO apresentou 3 vezes melhor atividade
antimicrobiana ao OG, 0 que pode ser explicado pelo fato que as propriedades
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antimicrobianas do Oleo de girassol sdo potencializadas quando o Oleo é
ozonizado. Assim, 0 0zOnio reage com os triglicerideos insaturados presentes no
O0leo dando origem a uma série de espécies de peréxidos, 0s quais Sao
responsaveis pela ampla atividade biolégica do 6leo (RODRIGUEZ et al., 2018).
Segundo Weiller (2013) o 6leo de girassol na sua forma ozonizada é capaz de
reduzir feridas e também atua na reducgédo do processo inflamatorio.

Pesquisas demonstram a acao antifungica de 6leo de girassol ozonizado
sobre dermatdfitos e espécies de Candida (RODRIGUEZ et al. 2018). Também é
relatada a agdo antibacteriana contra Staphylococcus aureus isolado de mastite
subclinica sendo considerada uma alternativa de tratamento, devido a facilidade
de tratamento, baixa dosagem e poucas aplicacdes, além de ndo deixar residuos
no leite (QUINTANA et al.,, 2019). Portanto, a ozonioterapia constitui-se num
tratamento adicional e benéfico que vem se somar como uma terapia na medicina
veterinaria (PENIDO et al., 2010).

Estudos demonstram a atividade de varios 6leos essenciais sobre isolados
de P. insidiosum, (FONSECA et al., 2015a; VALENTE et al., 2016a,b,). Assim,
nosso estudo soma a estes estudos na terapéutica da pitiose experimental.

4. CONCLUSOES

Os resultados observados permitem inferir que o Oleo de girassol
ozonizado possui atividade anti-Pythium insidiosum, podendo ser uma alternativa
no tratamento da pitiose. No entanto, outras pesquisas sdo imprescindiveis para
comprovar sua atividade em animais enfermos.
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