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1. INTRODUGAO

O oomiceto Pythium insidiosum é o principal causador da pitiose, uma doencga
grave e de rapida evolugdo que afeta as mais variadas espécies de mamiferos
desde equinos, caninos, bovinos, felinos, humanos e algumas espécies silvestres
(GAASTRA et al, 2010). No Brasil dentre as espécies mais afetadas estdo os
equinos com casos descritos em regides alagadicas e pantanosas de clima
tropical, subtropical e temperado principalmente na regido Sul, no Pantanal
matogrossense e nordeste (PEREIRA; MEIRELES, 2023). P. insidiosum por ser
um oomiceto realiza seu ciclo biologico em ambientes aquaticos, onde formam
seus zoosporos infectantes que ao serem liberados nas aguas sao atraidos para
os pelos dos animais e penetram na pele através de lesdes preexistentes,
produzindo assim a enfermidade (MENDOZA et al., 1996).

Em equinos a pitiose caracteriza-se pelo desenvolvimento de grandes lesdes
granulomatosas, ulcerativas no tecido cutédneo e subcutéaneo de aspecto tumoral
(PEREIRA; MEIRELES, 2023). No interior dessas lesdes ha o desenvolvimento
de massas necroticas, com aspecto de corais, formadas por hifas recobertas por
células inflamatérias mortas, denominadas kunkers (GAASTRA et al., 2010;
CHAFFIN et al., 1995). A presenca de kunkers tem um papel no do ciclo biolégico
de P. insidiosum, pois essas se desprendem facilmente das lesdes e contaminam
as aguas, refazendo assim o ciclo desse oomiceto e mantendo a re-contaminagao
dos ambientes aquaticos (FONSECA et al., 2014; PEREIRA; MEIRELES, 2023)

Por ser um oomiceto, P. insidiosum n&o possui ergosterol em sua membrana e
apresenta uma via incompleta de biossintese de esterdis. Sendo assim, as
terapias convencionais com antifungicos que atuam inibindo a sintese de
ergosterol se mostram ineficientes para o tratamento dessa enfermidade (FOIL,
1996; GROOTERS, 2003). Embora a cirurgia e a imunoterapia sejam os
protocolos comumente utilizados no tratamento da doenga (GAASTRA et al.,
2010), outras terapias integrativas devem ser pesquisadas para melhorar o
progndstico e a cura da doencga.

A ozonioterapia € uma técnica da medicina integrativa que utiliza 95% de O, e
5% de O,;, sendo empregada na forma sistémica, local e tépica. Esta ultima
aplicagao inclui o uso de 6leos ozonizados. A ozonioterapia promove uma série
de efeitos benéficos incluindo efeitos analgésicos, cicatrizante, imunomodulagao,
e acdo bactericida, fungicida, , virucida e antiparasitaria (RODRIGUEZ et al.,
2018).

O objetivo deste estudo foi verificar a inibigao in vitro do crescimento micelial de
P. insidiosum exposto aos Oleos de girassol e de oliva puro e ozonizado.
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2. METODOLOGIA

Para a realizacdo do teste foram avaliados nove isolados de P. insidiosum,
oriundos de equinos (n=7) naturalmente infectados e uma cepa padrdo equina
CBS 101555. Todos os isolados pertencem a pitioteca do Laboratério de
Micologia da Universidade Federal de Pelotas. Os isolados clinicos foram
identificados por suas caracteristicas macro e micromorfolégicas e confirmados
molecularmente conforme descrito por Azevedo et al. (2012).

O dleo de oliva ozonizado® (OLO) e o 6leo de girassol ozonizado® (OGO)
utilizado no presente estudo foram gentilmente cedidos pela empresa Philozon.
As especificagbes sensoriais e fisico-quimicas do 6leo foram fornecidas pela
empresa fabricante (Philozon). O dleo de girassol (OG) (Ferquima) e o 6leo de
oliva (OL) (Verde Louro) foram adquiridos comercialmente.

Para cada isolado de P. insidiosum avaliado, duplicatas de placas de Petri
contendo agar levedura 0,1% foram utilizadas para os ensaios. Cada placa foi
dividida em trés partes iguais (Parte A, Parte B e Parte C), sendo que uma parte
foi utilizada para o controle (Parte A- sem tratamento) a segunda parte para o
tratamento com o 6leo n&do ozonizado (Parte B) e a terceira parte para o
tratamento com o 6leo ozonizado (Parte C). Um bloco medindo 1cmxicm de
didametro foi obtido a partir das culturas miceliais de P. insidiosum e imediatamente
depositados no centro da parte A da placa (controle). Na parte B (tratamento com
OL), primeiramente foi adicionado ao centro da placa 25uL de OL e sobre o dleo
foi colocado o bloco de cultura de P. insidiosum, o qual foi recoberto com 25uL de
OL. Na parte C (tratamento com OLO), primeiramente foi adicionado ao centro da
placa 25uL de OLO e sobre o d6leo foi colocado o bloco de cultura de P.
insidiosum. o qual foi recoberto com 25uL do OLO. O mesmo processo foi
realizado para o OG e OGO. Os ensaios foram realizados em duplicata e todas as
placas foram incubadas a 37° C/72 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios in vitro observou-se que houve abundante crescimento micelial de
P. insidiosum no lado controle das placas (parte A) de ambos os testes. No
tratamento com OG evidenciou-se crescimento do oomiceto, porém reduzido, se
comparado ao controle. J& no tratamento com OGO (parte C) evidenciou-se
auséncia total de crescimento micelial de P. insidiosum. Nas placas tratadas com
o oleo de oliva (OL) e oliva ozonizado (OLO) observou-se inibicdo do crescimento
micelial do microrganismo tanto no tratamento com o OL como com OLO, com
excecgao de dois isolados que apresentaram crescimento reduzido no tratamento
com OL.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam a potente acdo anti- P
insidiosum dos os Oleos de girassol e oliva ozonizados . Destaca-se também a
acao inibitéria do oleo de oliva sobre o oomiceto. Previamente, Zambrano et al.
(2019) evidenciaram a capacidade do OGO e do OLO em inibir o crescimento
micelial de P. insidiosum em ensaios in vitro. Similarmente, Ferreira et al. (2021)
descreveram a atividade antimicrobiana de diversas preparagdées do 0z6nio sobre
P. insidiosum, incluindo o OGO. Adicionalmente, estudos de campo tém mostrado
que a integragdo da ozonioterapia aos protocolos terapéuticos da pitiose tem
trazido bons resultados (dados nao publicados).
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O Odleo de oliva e de girassol sdo os 6leos vegetais mais frequentemente
submetidos a ozonizagdo. Os produtos de oxidagado lipidica gerados apds a
reacdo do ozbnio com o0s acidos graxos presentes nesses Oleos originam
compostos com atividade antimicrobiana, imunomoduladora e com propriedade
de reparacao tecidual. Além disso, a estabilidade das preparacdes ozonizadas
permite o desenvolvimento de formulagbes para uso clinico
(MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2012). Desta forma, o emprego de o4leos
ozonizados em doengas infecciosas pode apresentar numerosas vantagens
incluindo terapias de baixo custo, amplo espectro, efeitos similares ou superiores
aos antimicrobianos tradicionais e absolutamente atdxica, quando empregada em
dosagens que induzem apenas o estresse oxidativo (MARTINEZ-SANCHEZ et al.,
2012; RODRIGUEZ et al., 2018).

4. CONCLUSOES

A relevante atividade anti-P.insidiosum dos 6leos ozonizados avaliados neste
estudo, permite inferir que tanto o OLO quanto o OGO tem potencial terapéutico
integrativo na pitiose. Embora dados mostrem que o OGO tem efeitos benéficos
como terapia integrativa em lesdes cuténeas de pitiose em equinos, mais estudos
sao requeridos para comprovar a agao desses Oleos ozonizados, incluindo o
OLO, em lesdes clinicas de pitiose.
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