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1. INTRODUÇÃO 

 
Pythium insidiosum é um oomiceto patogênico e agente etiológico da pitiose 

em mamíferos. A enfermidade apresenta maior ocorrência em regiões de clima 
tropical e subtropical (GAASTRA, 2010), sendo o Brasil e a Tailândia endêmicos 
para pitiose em equinos e humanos, respectivamente. A pitiose equina 
caracteriza-se por ser uma doença crônica que pode se apresentar na forma 
cutânea e subcutânea, com rápida progressão e presença de tecido de 
granulação exuberante. No interior da lesão observam-se estruturas ramificadas 
(hifas) recobertas por reação inflamatória, sendo conhecidas com a denominação 
de kunkers (GAASTRA et al., 2010; CARDONA ALVAREZ, 2013). 

Fármacos com atividade antifúngica são pouco eficientes contra P. insidiosum, 
pois a membrana plasmática desse micro-organismo carece de ergosterol, sítio-
alvo da maioria das drogas antifúngicas de uso clínico (LUIS-LEON, 2011). 
Embora haja tratamento para enfermidade, as terapias disponíveis nem sempre 
são eficazes e os custos com os tratamentos são elevados (SANTURIO, 2001). 

Diante das peculiaridades deste oomiceto, e devido ao fato da doença ser de 
rápida evolução, prognóstico desfavorável e elevadas taxas de mortalidade nas 
espécies afetadas, pesquisadores vêm desenvolvendo diversos estudos 
empregando princípios ativos naturais ou metálicos e drogas antimicrobianas em 
busca de um tratamento eficaz (RIBEIRO et al., 2017; LORETO et al., 2018;. 
VALENTE et al., 2016). 

Nanopartículas de prata (AgNP) possuem propriedades antimicrobianas contra 
bactérias, leveduras, algas e alguns fungos (CARLSON et al., 2008; FABREGA et 
al., 2011). Adicionalmente, a literatura aponta o uso de AgNP em formulações 
antimicrobianas com ação sobre micro-organismos causadores de infecções 
resistentes (SZYMAŃSKA et al., 2018; VALENTE et al., 2018). 

Levando em consideração as propriedades de AgNP, o presente trabalho 
verificou a atividade antimicrobiana in vitro e ex vivo de uma nanopartícula 
biogênica de prata (bio-AgNP) frente a isolados brasileiros de P. insidiosum.  
 

2. METODOLOGIA 
 

Para a realização dos testes foram utilizados dez isolados de P. insidiosum 
pertencentes ao Laboratório de Micologia, Instituto de Biologia/ UFPel. A 
nanopartícula biogênica de prata (bio-AgNP) foi gentilmente cedida pelo 
Laboratório de Microbiologia Médica e Microbiologia Bucal da Universidade 
Estadual de Londrina. A formulação da bio-AgNP foi preparada de acordo com o 
método descrito e patenteado por DURÁN et al. (2005; 2006), com adaptações. 
Este método basicamente consiste na redução de nitrato de prata por Fusarium 
oxysporum.  
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Os testes de microdiluição in vitro foram realizados segundo o protocolo M38-
A2 (CLSI, 2008) com adaptações. O inóculo foi formulado conforme previamente 
descrito por Fonseca et al. (2014). A bio-AgNP foi diluída em meio RPMI e as 
concentrações testadas variaram de 0,0075 a 3,76 µg/mL. As placas foram 
incubadas a 37ºC sob agitação constante (70RPM) em estufa orbital durante 48 
horas. A leitura foi visual e levou em consideração o crescimento ou não de hifas. 
A menor concentração da bio-AgNP capaz de inibir o crescimento de P. 
insidiosum foi identificada como a concentração inibitória mínima (CIM). As 
concentrações acima da concentração inibitória mínima foram utilizadas para 
determinação da concentração oomicida mínima (COM). Para isto, 100 μL da 
diluição foram transferidos para tubos contendo 900 μL de caldo Sabouraud, 
ficando incubados a 37ºC/48 horas. A menor concentração da bio-AgNP que não 
evidenciou crescimento foi considerada a COM. Os testes foram realizados em 
quadruplicata. 

Para os testes ex vivo, concentrações de 0,47µg/mL (P1); 235 µg/ml (P2); e 
470 µg/mL (P3) de bio-AgNP foram incluídas em uma pomada-gel em base não 
iônica. Kunker (n=1), oriundo de doença clínica em um equino foi previamente 
cortado em pequenos fragmentos e lavado em água destilada estéril com 
antibióticos. Em seguida seis fragmentos do tecido foram distribuídos em placas 
de petri contendo agar levedura. Sobre os fragmentos de kunker foi adicionado 1g 
da pomada em cada concentração avaliada (P1, P2 e P3). Nas placas de controle 
para o crescimento do micro-organismo não foi adicionado pomada. Todos os 
tratamentos foram realizados em duplicata. As placas foram incubadas a 37ºC/48 
horas.  
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

As concentrações de bio-AgNP que inibiram o crescimento dos dez 
isolados de P. insidiosum avaliados variaram de 0,06 a 0,24µg/mL. Verificou-se 
que a CIM50 (concentração inibitória mínima capaz e inibir 50% dos isolados) e a 
CIM90 (concentração inibitória mínima capaz de inibir 90% dos isolados) foi de 
0,24µg/mL. 

Estudos prévios evidenciaram o potencial antimicrobiano das AgNP, sendo 
aplicadas em diversas áreas, principalmente, na indústria farmacêutica (INGLE et 
al., 2014; RAI et al., 2009). As AgNPs são empregadas na forma de cremes ou 
soluções de nitrato de prata, sendo utilizadas na prevenção de queimaduras, 
feridas e úlceras, pela sua capacidade de acelerar o processo de cicatrização 
(WU et al.,2014).  

No presente estudo demonstrou-se que a formulação de bio-AgNP empregada 
apresentou relevante atividade antimicrobiana frente ao oomiceto P. insidiosum, 
com CIM variando entre 0,06 µg/mL a 0,24µg/mL. Esses resultados foram 
similares aos de Xu et al. (2013), que relataram CIM de 0,0625 µg/mL a 1µg/mL 
de AgNP contra fungos causadores de ceratites oculares, incluindo espécies de 
Aspergillus e Alternata alternata. 

Os fragmentos de kunker tratados com a pomada-gel P2 (235 µg/mL de bio-
AgNP) e P3 (470µg/mL de bio-AgNP) não apresentaram crescimento micelial de 
P. insidiosum, entretanto no tratamento com a pomada P1 (0,47 µg/mL de bio-Ag-
NP) observou-se crescimento do micro-organismo, similar ao controle (sem 
pomada). 

Em estudo prévio, Valente et al. (2018) demostraram por microscopia eletrônica 
de transmitância e varredura que a bio-AgNP induz a alterações na superfície das 
hifas de P. insidiosum com retração e perda de continuidade na parede celular, 



 

 

bem como evidenciaram o desaparecimento de organelas intracitoplasmáticas, 
comprovando a atividade anti- P. insidiosum desse composto. Neste trabalho, 
constatou-se que a bio-AgNP é capaz de inibir o crescimento do oomiceto a partir 
do kunker em concentrações maiores que a CIM90. No entanto, este experimento 
foi realizado empregando apenas um kunker oriundo de pitiose clínica. Desta 
forma, um maior número de kunkers, bem como a avaliação de outras 
concentrações de bio-AgNP na pomada-gel, são necessários para determinar-se 
a atividade ex vivo dessa formulação contendo bio-AgNP.  

 
4. CONCLUSÕES 

 
A formulação de bio-AgNP avaliada no presente estudo apresenta relevante 

atividade anti-P. insidiosum e pode ser considerada como potencial aliada na 
terapia da pitiose. Entretanto, apesar dos avanços realizados no tratamento da 
pitiose, é visível a necessidade de mais estudos e pesquisas adicionais com o 
objetivo de verificar e avaliar o uso de associações entre as terapias disponíveis. 
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