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1. INTRODUCAO

Pythium insidiosum é um oomiceto aquético e o principal agente etioldgico
envolvido na pitiose, uma enfermidade que afeta humanos e animais (GAASTRA
et al., 2010).

No Brasil os maiores niumeros de casos em equinos estdo concentrados na
regido sul, centro-oeste e nordeste, principalmente em regies alagadicas e
pantanosas (PEREIRA et al., 2024). No sul da Asia, particularmente india e
Tailandia, a pitiose € uma doenca de preocupacao médica, por ser endémica em
humanos (YOLANDA & KRAJAEJUN, 2022). Também, outras espécies de
mamiferos como caninos, felinos, ruminantes, animais silvestres e aves sao
acometidas pela infeccdo (GAASTRA et al., 2010).

No tratamento da pitiose a utilizacdo de antifingicos convencionais €
irresponsiva, pois mesmo gue morfologicamente Pythium spp. seja semelhante aos
fungos filamentosos, ndo possui ergosterol na sua membrana plasmatica, que
intrinsecamente torna 0 oomiceto resistente aos antifungicos que atuam no
ergosterol de membrana (GAASTRA et al., 2010; LERKSUTHIRAT et al., 2017).
Por ser uma doenca de dificil tratamento, nem sempre os resultados com protocolos
tradicionais, como cirurgia, imunoterapia e farmacos antifungicos, sédo efetivos ou
suficientes para melhora do quadro clinico, fomentando as pesquisas por novos
compostos e protocolos terapéuticos que sejam mais eficazes ao combate de P.
insidiosum (PEREIRA et al., 2013; VALENTE et al.,, 2020; YOLANDA &
KRAJAEJUN, 2022).

A nanotecnologia possui amplas aplicacdes, que beneficia a sociedade em
diversos aspectos, principalmente pelo potencial de aplicacdes em medicina (RAI,
2013). Pertencente a classe de metais de transicdo, o niobio possui amplas
caracteristicas benéficas em diversos setores, pois apresenta versatilidade,
estabilidade quimica nas suas aplicacfes e tém observado baixa citotoxicidade,
além de possuir interesse nacional, uma vez que o Brasil é detentor de 98% das
reservas comerciaveis desse metal (BRUZIQUESI et al., 2019; PEREIRA, 2018).

Desenvolvido pela empresa Nanonib, o ingrediente ativo BlueActive feito a
partir de niobio e aprovado pela Anvisa para a utilizacdo em cosméticos, tém
registrado potenciais acdes antimicrobianas. Diante disso, a nanotecnologia de
nidbio entra como perspectiva de estudo, uma vez que possui efeitos
antimicrobianos, bem como de reparacao tecidual, além de ser biocompativel e
biodegradavel (DA SILVA et al., 2023; UFMG, 2024).
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Este trabalho tem por objetivo verificar se BlueActive apresenta potencial
atividade anti-P. insidiosum.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados dez isolados clinicos de P. insidiosum, oriundos de lesbes de
pitiose em equinos. Todos os isolados foram identificados morfologicamente e
molecularmente. O composto BlueActive foi gentilmente cedido pela empresa
Nanonib.

Os testes de micro diluicdo em caldo foram realizados conforme o protocolo
M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), com
adaptacdes. Para a preparacao do inéculo, os isolados foram cultivados em agar
extrato de levedura 0,1% a 37 °C por 96 horas. Apos esse periodo, as culturas
foram hidratadas com 10mL de &gua destilada estéril, e o micélio foi delicadamente
removido com auxilio de uma lamina de bisturi estéril. A suspensao obtida foi
transferida para tubos de ensaio e padronizada para uma transmitancia de 80—-85%
a 530nm, sendo posteriormente diluida 1:10 em meio RPMI tamponado a pH 7,0.
A solucao de BlueActive foi diluida em caldo RPMI para obter concentracdes que
variaram de 1500ug/L a 2,93ug/L. Em seguida, para preparacdo da placa, foram
adicionados 100 pL da diluicdo e 100 puL do in6culo em cada poco, também foi
utilizado controle positivo (indculo + RPMI) e negativo (substancia + RPMI). As
microplacas foram incubadas a 37 °C por 48 horas em estufa orbital a 40 rpm.

Os ensaios foram realizados em quadruplicada e avaliados visualmente
guanto ao de crescimento ou ndo de hifas caracteristicas de Pythium spp. A menor
concentracdo do composto Blueactive capaz de inibir o crescimento foi considerada
a concentracgao inibitéria minima (CIM), sendo a CIMso e CIMgo definidas como as
concentracbes que inibiram 50% e 90% dos isolados, respectivamente. Para
determinacdo da concentracdo oomicida minima (COM), 100 uL das diluicbes
acima da CIM foram transferidos para tubos contendo 900 pL de caldo Sabouraud
e incubados a 37 °C por 48 horas. A COM foi definida como a menor concentragao
que ndo apresentou crescimento visivel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, os valores da CIM para Blueactive variaram de 187,5
mg/L a 46,87 mg/L, sendo a CIMsp e CIMgo de 93,75 mg/L e 187,5 mg/L,
respectivamente. Os valores de COM foram iguais aos valores da CIM para todos
os isolados avaliados, indicando atividade oomicida do composto sobre P.
insidiosum.

O composto Blueactive € formulado a partir de nanoparticulas de nidbio, um
acido forte e estavel quanto a fluidos e células corporais, favorecendo sua utilizacao
para catalises e aplicagbes bioloégicas (PEREIRA, 2018). Além disso, a
nanoparticula de niébio foi aprovada pela Anvisa para utilizacdo em cosméticos e
BlueActive tem formulagbes conhecidas para utilizagdo topica para combate da
acne. Interessantemente, sua utilizagéo néo registrou toxicidade e nem acumulo do
niébio no organismo (UFMG, 2024).

Estudos prévios com outras nanoparticulas, como descritos por VALENTE et
al. (2018) demonstraram potencial atividade in vitro de nanoparticulas biogénicas
de pratas sobre P. insidiosum, em que ocasionou instabilidade na parede celular e
extravasamento de conteudo citoplasmético do patégeno. Similarmente, IANISKI et
al. (2023) também demonstrou danos estruturais nas hifas de P. insidiosum sobre
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nanoparticulas de polipirrol, com resultados promissores para a utilizacdo de
nanocompostos de metais.

A vista disso, nanoparticulas metalicas se tornam uma alternativa para o
auxilio terapéutico devido a eficacia em baixas concentrag¢des, reduzindo o custo
de tratamento e efeitos adversos, apresentando potencial agcdo anti-Pythium
(IANISKI et al., 2023). Contudo, 0 sucesso no tratamento das infec¢cdes causadas
por P. insidiosum depende de diversos fatores, entre eles o tempo de evolugéo e a
extensdo da lesdo, além da idade e das condicBes nutricionais do paciente,
tornando o tratamento oneroso e custoso (GAATRA et al., 2010).

4. CONCLUSOES

BlueActive demonstrou atividade oomicida contra isolados de P. insidiosum,
evidenciando seu potencial como uma estratégia inovadora para o manejo da
pitiose. No entanto, estudos futuros envolvendo um maior nimero de isolados, bem
como o desenvolvimento de formulacbes terapéuticas adequadas, s&o
indispensaveis para validar sua eficacia e viabilidade clinica.
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