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Avaliação do efeito in vitro da terapia fotodinâmica sobre o crescimento do Pythium 

insidiosum equino 

 

 

 

RESUMO 

A pitiose é uma doença infecciosa que afeta mamíferos e pássaros, sendo os equinos acometidos 

mais frequentemente, e o Brasil apresenta a maior incidência da doença nessa espécie. A 

enfermidade é causada principalmente pelo oomiceto Pythium insidiosum e apresenta rápida 

evolução, sendo potencialmente fatal. A resolução das lesões depende da região anatômica 

afetada, do período de evolução e, principalmente, do tratamento escolhido, uma vez que a 

resposta do agente etiológico aos tratamentos antifúngicos e antimicrobianos convencionais não 

apresenta bons resultados devido à ausência do ergosterol em sua parede celular, sendo este o 

principal sítio de ação das drogas antifúngicas. O objetivo desse estudo foi avaliar a 

susceptibilidade in vitro de isolados de P. insidiosum frente à terapia fotodinâmica 

antimicrobiana. Os ensaios de inibição foram realizados utilizando três isolados obtidos a partir 

da rotina clínica do Hospital Veterinário da Universidade Estadual de Santa Cruz (Uesc). A 

metodologia utilizada consistiu na aplicação dos tratamentos sobre cortes padronizados do raio 

de crescimento de culturas previamente preparadas. Foram investigadas as concentrações de 

0,01, 0,03, 0,5 e 1% de curcumina diluídas em DMSO 10% e, para efeito comparativo, também 

foram testadas as concentrações 25, 50 e 100µL/mL de anfotericina B preparadas em solução 

fisiológica a 0,9%. A partir das avaliações estatísticas realizadas pela medição do crescimento 

radial comparando os grupos tratados e controle, sugere-se o potencial inibitório da terapia 

fotodinâmica antimicrobiana sobre o crescimento de Pythium insidiosum. 

 

 

 

Palavras-chave: curcumina; pitiose; terapia fotodinâmica; tratamento.  
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Evaluation of the in vitro effect of photodynamic therapy on the growth of equine 

Pythium insidiosum 

 

 

 

ABSTRACT 

Pythiosis is an infectious disease that affects mammals and birds, with horses being the most 

frequently affected species. Brazil has the highest incidence of the disease in this species. The 

illness is mainly caused by the oomycete Pythium insidiosum and progresses rapidly, being 

potentially fatal. The resolution of the lesions depends on the anatomical region affected, the 

duration of disease progression, and especially the treatment chosen, since the etiological agent 

shows poor response to conventional antifungal and antimicrobial therapies. This is due to the 

absence of ergosterol in its cell wall, which is the primary target site for antifungal drugs. The 

aim of this study was to evaluate the in vitro susceptibility of P. insidiosum isolates to 

antimicrobial photodynamic therapy. Inhibition assays were conducted using three isolates 

obtained from the clinical routine of the Veterinary Hospital at the State University of Santa 

Cruz (Uesc). The methodology used consisted of applying the treatments on standardized 

sections of the growth radius of previously prepared cultures. Curcumin concentrations of 

0.01%, 0.03%, 0.5%, and 1% diluted in 10% DMSO were investigated. For comparison 

purposes, amphotericin B was also tested at concentrations of 25, 50, and 100 µL/mL prepared 

in 0.9% saline solution. Based on statistical analyses measuring radial growth and comparing 

treated and control groups, the antimicrobial photodynamic therapy demonstrated inhibitory 

potential against the growth of Pythium insidiosum. 

 

 

 

Keywords: curcumin; photodynamic therapy; pythiosis; treatment.  
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1 INTRODUÇÃO 

A pitiose é uma doença infecciosa que afeta diversas espécies animais, incluindo os 

seres humanos. Mesmo o agente etiológico sendo classificado no gênero Phytium em 1980, a 

classificação como nova espécie só foi possível em 1987, após estudos morfológicos e 

comparativos com espécies do mesmo gênero, sendo então denominado Phythium insidiosum 

(DE COCK, et al., 1987). Taxonomicamente, P. insidiosum pertence ao reino Stramenopila, 

classe Peronosporomycetes (Oomycetes) (LÉVESQUE; DE COCK, 2004), no entanto, o seu 

aspecto morfológico macro e microscópico se assemelha ao dos fungos. Embora o P. 

insidiosum seja o principal agente etiológico causador da pitiose (GAASTRA et al., 2010), 

2010), Calvano et al., (2011) relataram o isolamento de P. aphanidermatum na perna de um 

soldado ferido no Afeganistão. 

A doença acontece em regiões de clima tropical, subtropical e temperado, como no 

Sudeste Asiático, Costa Leste da Austrália e Nova Zelândia, América do Sul, Costa Rica, 

Guatemala, Haiti, Panamá, Nicarágua e América do Norte. Pode acometer humanos (incidência 

maior na Tailândia), aves, bovinos, ovinos, felinos, cães e equinos (MENDOZA;ALFARO, 

1986; DE COCK, et al., 1987; GAASTRA et al., 2010; BOTTON et al., 2011; YOLANDA; 

KRAJAEJUN, 2020). O  Brasil possui a maior incidência da enfermidade espécie equina no 

mundo, tendo o Pantanal grande destaque quando comparado às demais regiões do país 

(FERNANDA; RODRIGUES-, 2009). 

A pitiose apresenta características potencialmente fatais (DE COCK et al., 1987; 

GAASTRA et al., 2010; KRAJAEJUN et al., 2006; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 

1996). O seu diagnóstico é realizado com base em aspectos clínicos, avaliação microscópica 

das lesões e isolamento do agente etiológico. As culturas do P. insidiosum apresentam aspecto 

característico de colônias e hifas. Para correta identificação, atualmente são utilizadas técnicas 

padronizadas de biologia molecular, que se caracterizam por serem rápidas, com elevada 

sensibilidade na triagem de amostras positivas a partir do isolamento convencional (BOTTON 

et al., 2011; DA PAZ, 2020). 

As características da membrana celular dos oomicetos dificultam o estabelecimento de 

um tratamento adequado para as enfermidades causadas por esses microrganismos, uma vez 

que o uso de drogas antifúngicas, em sua maioria, tem como alvo as moléculas de ergosterol, 

levando à abertura de canais na membrana com consequente efluxo de íons seguido da morte 

do agente. No entanto, a biossíntese desse esteroide no P. insidiosum é incompleta (MACIEL 
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et al., 2008; DÓRIA, 2009; YOLANDA; KRAJAEJUN, 2020; FERREIRA et al., 2021; 

IANISKI et al., 2021). O sucesso do tratamento da pitiose depende de fatores ligados 

diretamente às lesões e relacionados ao animal, sendo o insucesso e as recidivas frequentes 

(MENDOZA; HERNANDEZ; AJELLO, 1993). Por esse motivo, se faz necessário o estudo de 

novas abordagens terapêuticas, visando maior efetividade do tratamento dessa enfermidade. 

Sob essa perspectiva, testes de susceptibilidade in vitro com algumas terapias alternativas têm 

fornecido informações úteis para a seleção de um tratamento eficaz e padronizado. 

Atualmente existem alguns relatos de sucesso na aplicação in vitro de terapia 

fotodinâmica antimicrobiana, inclusive para inativação do P. insidiosum (PEREIRA 

GONZALES; MAISCH, 2012; PIRES, 2012), a qual combina o uso de um fotossensibilizador, 

luz e oxigênio. Diversos fotossensibilizadores têm se mostrado eficientes na inativação de 

diversos microrganismos (PEREIRA GONZALES; MAISCH, 2012; PIRES, 2012). A 

curcumina é um composto fenólico, de origem natural, extraído do rizoma da Curcuma longa, 

e seu uso já é regulado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). Alguns 

trabalhos relatam seu potencial inibitório contra agentes gram-negativos, gram-positivos e 

fungos, não havendo ainda estudos sobre sua ação contra o P. insidiosum (PIRES, 2012; 

BABINSKI et al., 2022). 

Diante do exposto, esse estudo visa avaliar o efeito fotodinâmico in vitro da curcumina 

em diferentes concentrações associada ao led azul em diferentes tempos de irradiação a fim de 

identificar se este protocolo apresenta potencial inibitório sobre o P. insidiosum. 
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2 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o crescimento radial do oomiceto P. insidiosum a partir da utilização da 

Anfotericina B e Terapia Fotodinâmica in vitro. 

 

3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Avaliar se a Anfotericina B com aplicação de diferentes concentrações tem efeito 

oomicida no tratamento in vitro do P. insidiosum; 

- Avaliar se a terapia fotodinâmica com aplicação de diferentes concentrações do 

fotossensibilizador curcumina e diferentes fluências da luz azul tem efeito oomicida no 

tratamento in vitro do P. insidiosum. 
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4 REVISÃO DE LITERATURA 

4.1 O agente etiológico 

As primeiras descrições de isolamento do P. insidiosum são de 1901, a partir de lesões 

cutâneas de equinos, sem que houvesse classificação do agente (MENDOZA; ALFARO, 1986). 

A partir de análises filogenéticas e moleculares do material, essa classificação somente foi 

realizada no ano de 1989 (MENDOZA; PRENDAS, 1988; LEAL et al., 2002). 

Os oomicetos pertencem ao Reino Stramenopila e são microrganismos encontrados no 

solo e água doce ou salgada, possuindo mais de 120 espécies (MARTIN; LOPER, 1999; 

LÉVESQUE; DE COCK, 2004). Algumas dessas espécies causam prejuízos na agronomia, 

outras podem parasitar fungos e larvas de mosquitos, enquanto o P. insidiosum é o principal 

agente patogênico para mamíferos (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).  

As culturas de P. insidiosum se desenvolvem em meios de cultura seletivos para fungos 

e leveduras formando colônias de crescimento plano, de cor branca ou bege, com micélio aéreo 

curto e padrão radiado (Figura 1). Microscopicamente, as hifas são cilíndricas, largas e pouco 

septadas quando jovens (Figura 1) ( MENDOZA; ALFARO, 1986; DE COCK,’ et al., 1987). 

 

Figura 1- Aspecto macroscópico de colônia de P. insidiosum cultivada por 5 dias (A). Visão 

macroscópica do padrão de septação esparsa das hifas do P. insidiosum coradas com Azul de Lactofenol 

(B). Fonte: Gaastra et al., 2010 (Adaptado) 

 

As principais diferenças entre oomicetos e fungos estão na parede celular. A parede 

celular dos fungos possui quitina, enquanto a do P. insidiosum é formada principalmente por 

beta-glucanas e celulose. Os oomicetos apresentam também vacúolos de corpo denso, 

mitocôndrias de crista tubular e corpos de Golgi com múltiplas cisternas achatadas 
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(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). De acordo com Alexopoulos e 

colaboradores (1996), devido a característica de septação esparsada, diferente do que ocorre em 

fungos verdadeiros, nota-se grande quantidade de núcleos em cada compartimento, sem que 

haja um número específico. 

Além disso, a produção do aminoácido lisina nos fungos ocorre pela via do ácido alfa 

aminoadípico, enquanto os oomicetos, assim como as plantas, o sintetizam pela via do ácido 

diaminopimélico. Enquanto os fungos estocam glicogênio, os oomicetos estocam glucanas e 

polissacarídeos de forma semelhante à realizada pelas algas (ALEXOPOULOS; MIMS; 

BLACKWELL, 1996). A diferença mais importante entre os oomicetos e os fungos se encontra 

no metabolismo de esterol. Enquanto fungos verdadeiros sintetizam ergosterol, esteroide de 

membrana celular, os oomicetos o incorporam do ambiente, não sendo esse composto 

produzido por eles, sendo este fato impeditivo para o sucesso do tratamento da pitiose com 

terapias antifúngicas, já que o principal mecanismo de ação dessas drogas é a inibição da síntese 

desse esteroide (DÓRIA, 2009; MACIEL et al., 2018; YOLANDA; KRAJAEJUN, 2020; 

FERREIRA et al., 2021; IANISKI et al., 2021). 

O ciclo biológico do Pythium é caracterizado pela colonização de plantas aquáticas para 

a obtenção de substrato. A reprodução acontece de forma sexuada e os zoosporângios liberam 

zoósporos móveis (forma infectante), que são atraídos quimicamente por material vegetal ou 

tecido animal, se movimentam pela água e se aderem a esses tecidos, encistam e emitem bubo 

germinativo, originando novo micélio. A produção de zoósporos depende de temperaturas 

elevadas (30 a 40ºC) ( MENDOZA; PRENDAS, 1988; GAASTRA et al., 2010; YOLANDA; 

KRAJAEJUN, 2020). Por ser capaz de sobreviver e multiplicar em ambiente que tenham 

plantas aquáticas, o microrganismo não necessita de hospedeiro mamífero para sobreviver e 

proliferar (MENDOZA; HERNANDEZ; AJELLO, 1993). 

 

4.2 Pitiose 

O termo Pitiose foi proposto em 1980, a partir da classificação do agente etiológico 

causador da enfermidade no gênero Phytium (DE COCK, et al., 1987). A doença ocorre em 

regiões de clima tropical, subtropical e temperado. Os primeiros relatos em animais ocorreram 

em 1901, em equinos e, posteriormente, a doença foi descrita em cães, gatos, bovinos, ovinos, 

aves e animais silvestres (GAASTRA et al., 2010). Em humanos, a primeira descrição ocorreu 

em 1985, na Tailândia, e outros são descritos na Costa Rica, Estados Unidos, Malásia, Austrália, 
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Haiti e Nova Zelândia (KRAJAEJUN et al., 2006). No Brasil, o primeiro caso de pitiose 

humana foi relatado em 2005 em um paciente que apresentava lesão cutânea crônica 

irresponsiva aos tratamentos com antibiótico e antifúngico (BOSCO et al., 2005).  

A manifestação clínica associada à enfermidade depende do(s) órgão(ãos) acometido(s), 

sendo comum principalmente o surgimento de lesões cutâneas, mas há relatos de ocorrência de 

lesões no trato gastrintestinal, próstata, região nasal, oftálmica, subcutânea, vascular e até de 

doença sistêmica ( SANTURIO et al., 1998; DYKSTRA et al., 1999; JAEGER; ROTSTEIN; 

LAW, 2002; RIVIERRE et al., 2005;KRAJAEJUN et al., 2006). 

O Brasil apresenta a maior incidência de pitiose em equinos em âmbito global, sendo a 

doença relatada em diversos estados, no entanto, o Pantanal Matogrossense é descrito como a 

região endêmica de maior ocorrência mundial (FERNANDA; RODRIGUES-, 2009). A forma 

cutânea é a mais frequente na espécie equina ( DE COCK, et al., 1987;CHAFFIN; 

SHUMACHER; MCMULLAN, 1995; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; REIS et al., 

2003; DÓRIA, 2009; GAASTRA et al., 2010), que é caracterizada macroscopicamente por 

lesões de tamanhos variados com aparência tumoral e bordas irregulares com aspecto 

ulcerativo, granulomatoso e áreas necróticas (Figura 2). Há secreção que varia de 

serossanguinolenta a mucopurulenta e fétida (CHAFFIN; SHUMACHER; MCMULLAN, 

1995; DÓRIA, 2009). 

 

Figura 2- Aspecto macroscópico de lesão cutânea em equino com pitiose na região do abdômen. Fonte: 

Pires, 2012 (Adaptado) 

 

Observam-se massas branco-amareladas denominadas “kunkers” com tamanho variado 

e formato irregular que se soltam facilmente das lesões (Figura 3), sendo essas estruturas 

formadas por uma resposta do organismo ao patógeno, incluindo células mortas e hifas do P. 

insidiosum ( MENDOZA; ALFARO, 1986; CHAFFIN; SHUMACHER; MCMULLAN, 1995; 

DÓRIA, 2009). Essas estruturas são encontradas especificamente na pitiose equina e acabam 
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atuando como fonte importante de manutenção do microrganismo no ambiente ( MENDOZA; 

ALFARO, 1986; DA SILVA FONSECA et al., 2014).  

 

Figura 3- “Kunkers” coletados de equino com pitiose cutânea. Fonte: Gaastra et al., 2010 (Adaptado) 

 

A segunda forma mais comum de manifestação nos equinos é a intestinal, que pode 

levar a quadros de cólica. Pode ocorrer ainda infecção em tecido ósseo e disseminação via 

linfática para pulmões e linfonodos regionais ( REIS et al., 2003; DÓRIA, 2009). 

Não há relatos de transmissão direta da infecção por P. insidiosum entre animais e 

homens, porém, o potencial zoonótico precisa ser mais bem elucidado, uma vez que alguns 

autores associam a transmissão por hifas, esporos encistados e oogônias, o que levaria à 

possibilidade de infecção a partir de contato com material contaminado (MENDOZA; 

HERNANDEZ; AJELLO, 1993). 

Não há fatores predisponentes, porém, alguns estudos sugerem quimiotaxia dos 

zoósporos por substâncias presentes em tecido animal e, após a aderência em lesões já 

existentes ou folículo piloso, há provável liberação de glicoproteínas pelo próprio hospedeiro 

que o fixa, permitindo a formação do tubo germinativo e produção de hifas que penetram 

tecidos subjacentes desenvolvendo a lesão (MENDOZA; HERNANDEZ; AJELLO, 1993). 

 

4.3 Diagnóstico 

A pitiose é uma doença potencialmente fatal e o diagnóstico definitivo é de crucial 

importância (GROOTERS; GEE, 2002). Métodos como cultivo, histopatologia, imuno-

histoquímica, sorologia e técnicas moleculares podem ser utilizadas para o diagnóstico 

(GROOTERS; GEE, 2002; BOSCO et al., 2005; RAKICH; GROOTERS; TANG, 2005; 

GAASTRA et al., 2010; LOHNOO et al., 2019). 
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O método convencional envolve isolamento do oomiceto com posterior avaliação 

morfológica das hifas e produção de zoósporos. No entanto, o isolamento pode ser dificultado 

devido à infecção bacteriana comumente associada às lesões, além das características 

microscópicas se assemelharem a de fungos verdadeiros e de outras espécies de Pythium 

produzirem também zoósporos (GROOTERS et al., 2002). 

A avaliação histopatológica apresenta bons resultados quando os cortes são corados pela 

técnica de metenamina nitrato de prata de Grocott- Gomori (GMS), sendo possível visualizar 

as hifas ramificadas e irregulares, pouco septadas (ARLINGTON HEADLEY; NEVES; 

JUNIOR, 2004; RAKICH; GROOTERS; TANG, 2005; TROST et al., 2009). 

A imuno-histoquímica é uma técnica diagnóstica que associa histopatologia e anticorpos 

policlonais apresentando alta especificidade e sensibilidade na identificação de fungos em 

tecidos fixados em formol (GALIZA et al., 2014), no entanto, segundo Grooters e Gee (2002), 

pode haver reações cruzadas com outros fungos quando usada para diagnóstico de pitiose. 

No que diz respeito ao diagnóstico sorológico, segundo Krajaejun e colaboradores 

(2006), a imunodifusão e o ELISA são usados com frequência no diagnóstico de pitiose em 

humanos. Em 2016 foi desenvolvido um teste imunocromatográfico para detecção de IgG anti-

P. insidiosum para humanos, cães, gatos, equinos, bovinos e coelhos, sendo este 100% 

específico e 90,6% sensível (INTARAMAT et al., 2016). 

Dentre as técnicas diagnósticas utilizadas, a que mais tem ganhado destaque devido à 

alta especificidade e rapidez é o diagnóstico molecular (ESPY et al., 2006). Em 2002 foi 

padronizada a técnica de nested-PCR para P. insidiosum utilizando a região rDNA-ITS 

(GROOTERS; GEE, 2002) e, posteriormente, em 2013 foi desenvolvido uma nested-PCR com 

amplificação de regiões da subunidade 18S do gene rRNA do P. insidiosum (THONGSRI et 

al., 2013). Já em 2015, Keeratijarut e colaboradores padronizaram uma qPCR com o uso de 

iniciadores moleculares derivados da região PinsEXO1. Em 2020, da Paz padronizou uma 

reação de qPCR tendo o gene ELI025 como alvo, com elevada   sensibilidade, a partir da 

utilização de material genético extraído diretamente de “kunkers” removidos das lesões. Vale 

destacar que em todas os outros protocolos descritos anteriormente, a extração do DNA era 

realizada a partir das culturas, dessa forma, a utilização de DNA extraído diretamente a partir 

dos “kunkers” possibilitou maior rapidez e precisão diagnóstica, já que não é necessário realizar 

o isolamento do agente nem aguardar o crescimento das hifas. 
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4.4 Tratamento 

O principal tratamento empregado nos casos de pitiose é a excisão cirúrgica com ampla 

margem de segurança, caso não haja envolvimento de estruturas anatômicas nobres (MILLEK 

A N; CAMPBELL, 1982; MENDOZA; ALFARO, 1986). No entanto, as chances de recidiva 

são altas. Em humanos e algumas espécies animais, muitas vezes são recomendadas cirurgias 

radiais e amputação ( MCMULLA, 1977; MENDOZA; PRENDAS, 1988; KRAJAEJUN et al., 

2006). 

Tratamentos químicos com o uso de drogas antifúngicas usadas na rotina clínica não 

apresentam efetividade, uma vez que estas atuam na inibição do ergosterol, e o P. insidiosum o 

incorpora ao invés de produzi-lo (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Além de 

antifúngicos, compostos iodínicos também são utilizados com resultados incertos (A 

MEIRELES et al., 1992; CHANFFIN; SHUMACHER; HOOPER, 1992; RODRIGUES; 

LUVIZOTTO, 2000). Ainda assim, drogas como anfotericina B, cetoconazol, fluconazol, 

itraconazol, miconazol e iodeto de potássio continuam sendo testadas em tratamentos clínicos 

e testes de sensibilidade in vitro, uma vez que alguns autores relatam sucesso em alguns 

tratamentos associados ou não à remoção cirúrgica (GONZÁLEZ CH et al., 1979; MILLEK A 

N; CAMPBELL, 1982; CHAFFIN, M. K.; SCHUMACHER, J.; HOOPER, N., 1992; 

SEKHON; PADHYE; GARG, 1992; PEREIRA et al., 2007;CAVALHEIRO et al., 2009).  

Millek e campbell (1982) propuseram o uso de imunoterápicos produzidos a partir de 

culturas do próprio agente. Alguns anos depois foi relatada cura em um ser humano submetido 

ao tratamento imunoterápico após o insucesso com inúmeros outros tratamentos 

(THITITHANYANONT et al., 1998). No entanto, o sucesso no uso da vacina é variável, 

dependendo de fatores l ao indivíduo e tempo de evolução da lesão (MILLEK A N; 

CAMPBELL, 1982). 

Na tentativa de estabelecimento de protocolos de tratamento, muitos pesquisadores 

desenvolvem testes de sensibilidade in vitro com diversas drogas diferentes ( PEREIRA et al., 

2007; FONSECA et al., 2014; IANISKI et al., 2021). Anteriormente esses testes eram 

realizados utilizando os zoósporos, o que provocava dificuldades na sua realização, uma vez 

que há dificuldade na obtenção do zoósporo e que as respostas obtidas podem não ser não 

aplicáveis clinicamente, uma vez que o agente nas lesões se apresenta na forma de hifa 

(FERREIRA et al., 2021). Em 2014, Fonseca e colaboradores propuseram o uso do cultivo 

micelial para esses testes, facilitando a padronização da metodologia e mimetizando melhor as 
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características do agente no tecido infectado. Desde então, diversos testes têm sido realizados 

utilizando antimicrobianos, anti-inflamatórios, antifúngicos, fitoterapia, ozonioterapia e terapia 

fotodinâmica na tentativa de se estabelecer protocolos efetivos no tratamento da enfermidade ( 

PIRES, 2012; FERREIRA et al., 2021). 

 

4.5 Terapia fotodinâmica 

A terapia fotodinâmica passou a ter uso medicinal a partir de 1903 para o tratamento de 

câncer de pele superficial, sífilis e outras doenças. Nesse tipo de terapia, a combinação de luz, 

oxigênio e agente fotossensibilizador provoca danos às células, levando-as à morte 

(ACKROYD et al., 2001). 

O mecanismo de ação pode ocorrer pela formação de radicais livres, que reagem com o 

oxigênio gerando espécies reativas de oxigênio como peróxido de hidrogênio, radical 

superóxido e hidroxila que, em concentrações elevadas, promovem danos às organelas 

celulares, ácidos nucleicos, proteínas e lipídeos (VALKO, 2007; ZHU et al., 2008). O segundo 

e mais importante mecanismo de ação na terapia fotodinâmica ocorre a partir da formação de 

oxigênio singleto que é altamente reativo, podendo reagir com ácidos nucleicos, proteínas e 

lipídeos, provocando aumento da permeabilidade na membrana celular e morte celular 

(ROSEIN, 2006; ZHU et al., 2008). 

Para o fotossensibilizador é importante avaliar o tipo de concentração, via de 

administração e período de pré irradiação que será aplicado. No que diz respeito a iluminação, 

é necessário avaliar o comprimento de onda, irradiância e a dose de energia que será aplicada 

(DA PAZ, 2020). 

A terapia fotodinâmica antimicrobiana tem sido amplamente estudada, tanto in vitro 

quanto in vivo, e utilizada como alternativa para o combate a microrganismos resistentes a 

fármacos antimicrobianos. Já há disponibilidade de dados de efetividade contra bactérias gram-

positivas e negativas, fungos, vírus, leveduras, protozoários e parasitas. Por essa terapia 

promover danos em diversas estruturas celulares, a possibilidade do desenvolvimento de 

resistência é reduzida, sendo esta então altamente efetiva ( PEREIRA GONZALES; MAISCH, 

2012; BALTAZAR et al., 2015). 

Em estudos in vitro, Pires (2012) relatou inativação do agente quando as culturas do P. 

insidiosum foram submetidas à terapia fotodinâmica com o fotossensibilizador Photogem® e 
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Photodithazine®, em diferentes concentrações e fluências de luz. A avaliação foi realizada a 

partir da documentação fotográfica e mensuração do crescimento radial dessas culturas. 

 

4.6 Curcumina 

A curcumina é um composto orgânico extraído do rizoma da Curcuma longa, 

constituindo 2 a 5% desta e é reconhecido por diversas agências de saúde. Já é utilizada há 

muito tempo na medicina chinesa e indiana como fitoterápico devido a propriedades anti-

inflamatórias, antioxidante e antimicrobiana, além de ser amplamente utilizada na indústria de 

alimentos e farmacêutica, tendo estudos sobre sua ação como agente anticancerígeno, 

antienvelhecimento e cicatrizante (DOVIGO et al., 2011; AKBIK et al., 2014; SUETH-

SANTIAGO et al., 2015; SUZUKI; CARLOS, 2015; VOLLONO et al., 2019). 

O uso desse composto como fotossensibilizador na terapia fotodinâmica antimicrobiana 

tem sido pesquisado devido à sua capacidade de absorção óptica na região próxima à luz azul 

(300 a 500 nm) e a geração de espécies reativas de oxigênio ( REGO FILHO, 2014; BARBOSA, 

2017). 

Há relatos de testes que descrevem a inativação total de bactérias in vitro e o controle 

de infecções provocadas em cobaias ou pacientes em tratamento odontológico, demonstrando 

o potencial fototóxico desse composto. É relatada também a efetividade do tratamento com esse 

composto em biofilme de microrganismos como o Staphylococcus aureus e Pseudomonas 

aeruginosa (BABINSKI et al., 2022). 

Referente ao uso da curcumina como fotossensibilizador para a inibição fúngica, todos 

os trabalhos descritos em literatura são referentes ao Gênero Candida. Há relatos da inativação 

completa na forma planctônica e quase total na forma de biofilme, demonstrando potencial 

efetividade (BABINSKI et al., 2022). No entanto, não há relatos no uso da curcumina na 

inativação do P. insidiosum.



22 
 

   
 

5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Isolado 

Foram atendidos oito equinos com lesões sugestivas de pitiose (Figura 4) no Hospital 

Veterinário (HV) da Universidade Estadual de Santa Cruz (Uesc) durante o período 01 de março 

até 20 de dezembro de 2024. 

 

Figura 4- Potro atendido no Hospital Veterinário da Uesc com lesão sugestiva de pitiose. 

 

Para isolamento do agente, foi realizada excisão cirúrgica do tecido lesionado para 

obtenção dos “kunkers” (Figura 5) e, logo após a separação destes do tecido excisado, foi 

realizada a primeira lavagem. Nos primeiros cinco casos, essa lavagem foi realizada apenas 

com solução fisiológica, no entanto, foi notada grande dificuldade de isolamento devido à 

contaminação bacteriana das placas. Então, optou-se pela primeira lavagem ser realizada com 

solução de clorexidina degermante a 2% e solução fisiológica a 0,9% com agitação, seguida de 

enxágue apenas com solução fisiológica para a remoção de qualquer resíduo tecidual e coágulos 

que estivessem aderidos a eles. 
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Figura 5- “Kunkers” obtidos de tecido lesionado após excisão cirúrgica. 

 

Posteriormente, os “kunkers” foram colocados em tubo Falcon estéril contendo solução 

fisiológica e foram encaminhados em isopor com gelo reciclável ao Laboratório de 

Microbiologia do HV-Uesc para processamento. O material passou por lavagem sequencial por 

agitação leve em tubos de vidro estéreis com solução salina contendo 13.900 UI/mL de 

Penicilina até que a coloração do líquido não apresentasse mais turbidez (Figura 6). Então, eles 

foram retirados dos tubos com auxílio de pinça esterilizada em chama e, antes de serem 

fragmentados, foram secos com gaze estéril. Para fragmentação, os “kunkers” eram colocados 

sobre lâminas limpas com álcool 70% e flambadas para posterior corte de aproximadamente 

2mm de espessura com lâmina de bisturi. 

 

Figura 6- Lavagem sequencial dos “Kunkers” coletados de lesões de equinos atendidas no Hospital 

Veterinário da Uesc. 

 

Em seguida, os fragmentos eram depositados em placas de Petri contendo meio 

Sabouraud com Clorafenicol (Figura 7), para evitar contaminação bacteriana, de forma que a 

parte central do “kunker” tivesse contato direto com o meio de cultivo. Após 24 horas de 
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incubação a 37ºC, verificava-se se havia o crescimento de colônias filamentosas de aspecto 

membranoso, bordas irregulares, incolores ou de coloração branca suave e micélios aéreos 

muito curtos na placa, porém, o recultivo só foi realizado após três a cinco dias de crescimento, 

para que o raio das colônias estivesse maior. 

 

Figura 7- Fragmentos de “kunkers” semeados em placa de Petri contendo meio Sabouraud com 

Clorafenicol. 

 

Para recultivo, eram feitos cortes do meio de cultura que continham as hifas do oomiceto 

e estes eram depositados em novo meio de cultura, dessa vez em placas contendo apenas 

Sabouraud a 4%. Após o crescimento deste último durante cinco a sete dias, foi feita a avaliação 

microscópica a partir de microcultivo e as culturas que apresentavam hifas com ramos largos 

em ângulo agudo e esparsamente septados foram classificadas como possivelmente positivas e 

passaram por recultivo até realização do diagnóstico molecular. 

As culturas que apresentaram características macro e microscópicas de acordo com as 

que estavam descritas na literatura foram enviadas para o departamento de Microbiologia e 

Parasitologia da Universidade Federal de Pelotas para identificação específica por biologia 

molecular. As que apresentaram resultado positivo no diagnóstico molecular foram replicadas 

a cada 14 dias até iniciar os ensaios de inibição para preservação das culturas. 

 

5.2 Padronização dos fragmentos 

Os ensaios de inibição foram realizados com o oomiceto na forma de hifa, uma vez que 

esta é a forma do agente encontrada nas lesões, fornecendo dados relevantes para futura 

aplicação do tratamento em pacientes infectados. Para isso, os isolados foram cultivados em 

placas de Petri contendo Ágar Sabouraud 4%, com incubação por cinco a sete dias a 37ºC e 
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foram retirados fragmentos padronizados de, aproximadamente, 5mm de diâmetro das bordas 

da cultura. Esses fragmentos foram então colocados em novas placas contendo o mesmo meio 

de cultivo para realização dos ensaios de inibição. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. 

 

5.3 Anfotericina B 

Os fragmentos padronizados foram submetidos ao tratamento com concentrações de 

Anfotericina B contendo 25, 50 e 100µ/mL diluídas em solução salina a 0,9%, a partir da 

concentração inicial comercial contendo 5 mg/mL. Para os ensaios de inibição foram colocados 

10µL de cada solução sobre o fragmento, volume suficiente para cobri-lo por completo. Para 

efeito comparativo, foi testado um grupo controle para cada concentração adicionando o mesmo 

volume de solução salina a 0,9%. Após os tratamentos, todas as placas foram incubadas em 

estufa a 37ºC durante 168 horas (Figura 8). 

 

Figura 8- Diagrama demonstrando o teste de inibição realizado com as diferentes concentrações de 

Anfotericina B sobre o crescimento do P. insidiosum. 

 

5.4 Fotossensibilizador 

Foi avaliado o fotossensibilizador Curcumina diluído em DMSO 10%. Foram testadas 

as concentrações de 0,01%, 0,03%, 0,5% e 1% de curcumina. Todas as formulações, inclusive 

o DMSO 10%, foram adquiridas na farmácia de manipulação UPVET BH. 
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5.5 Fonte luminosa 

Foi utilizado o equipamento de led azul D-2000 da marca DMC ABC Equipamentos e 

a irradiação foi realizada de forma individual em cada placa. O diâmetro de saída da sonda do 

equipamento foi de 8mm, permitindo que o fragmento padronizado fosse irradiado de forma 

homogênea. O comprimento de onda do equipamento é de 490 nm, com irradiância de até 

1100mW/cm². 

 

5.6 Citotoxicidade da Curcumina 

A avaliação da citotoxicidade da Curcumina foi realizada a partir da aplicação de 10 µL 

do composto de maior concentração (1%) sobre o crescimento padronizado do P. insidiosum e 

o mesmo volume de solução de DMSO 10% para efeito comparativo como grupo controle. 

Após a aplicação, as placas foram incubadas em estufa a 37ºC, durante 168 horas (Figura 9). 

 

Figura 9- Diagrama demonstrando o teste de citotoxicidade da curcumina a 1% e grupo controle com 

DMSO a 10% sobre o crescimento do P. insidiosum. 

 

5.7 Efeito luminoso 

Os fragmentos foram irradiados pelo led azul com intensidade de 500mW/cm² e fluência 

de 50 J/cm² por 50 segundos, sendo esse o maior tempo testado no efeito fotodinâmico. Como 

grupo controle, foram cultivados os fragmentos padronizados sem nenhuma exposição à luz, 

com o mesmo período e temperatura de incubação já citada anteriormente (Figura 10). 
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Figura 10- Diagrama demonstrando o teste com aplicação da luz e controle sem aplicação da luz sobre 

os fragmentos de cultura do P. insidiosum. 

 

5.8 Efeito fotodinâmico 

Para avaliação do efeito fotodinâmico antimicrobiano, foram acrescidos 10µL de cada 

concentração de curcumina (0,01%, 0,03%, 0,5% e 1%) sobre os fragmentos padronizados das 

culturas. Após a aplicação das soluções de curcumina, as amostras foram incubadas por 20 

minutos em estufa a 37°C e, posteriormente, foram tratadas com o led azul apenas uma vez 

(Figura 11). 

 

Figura 11- Diagrama demonstrativo do teste de inibição da terapia fotodinâmica sobre o crescimento do 

P. insidiosum. 

 

A saída da sonda foi posicionada de uma forma que cobrisse todo o fragmento e a 

aplicação do led foi feita sobre a placa fechada para que não houvesse contaminação ao abri-la, 

uma vez que o procedimento não foi realizado em cabine de fluxo laminar devido às limitações 

impostas pela estrutura física do Laboratório de Microbiologia da Uesc e, não pôde ser realizado 

próximo a chama para melhor aproveitamento de luz e isolamento da aplicação. Para isso, foi 
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adaptada uma caixa forrada com papel alumínio, na qual era encaixado o equipamento e 

colocada a placa (Figura 12) e, durante todo o período de irradiação, a caixa permanecia 

fechada. Como grupo controle negativo, foi acrescido o mesmo volume de DMSO 10%, sendo 

irradiados os mesmos períodos de luz que os grupos tratados. Após a aplicação, as placas foram 

incubadas em estufa a 37ºC durante 168 horas. Os tempos de tratamento, energia e densidade 

energética do led azul que foram aplicados sobre cada fragmento de amostra estão descritos na 

Tabela 1. 

 

Figura 12- Demonstração do método de aplicação do led azul. (A) Vista superior externa com a caixa 

aberta. (B) Vista superior interna. (C) Vista frontal interna com caixa fechada. 

 

Tabela 1- Tempos aplicados e suas respectivas energia e densidade energética 

Tempo (s) Energia (J) Densidade Energética (J/cm²) 

5 2,5 5 

10 5 10 

20 10 20 

30 15 30 

40 20 40 

50 25 50 

s= segundos; J= jaules; J/cm²= jaules por centímetro quadrado. 
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As concentrações, diluente e tempos de tratamento com o led azul foram escolhidos a 

partir da revisão de literatura realizada previamente, sendo utilizadas as que demostraram 

sucesso em tratamento contra fungos, uma vez que não há descrição em literatura de trabalhos 

testando a curcumina como fotossensibilizador na terapia fotodinâmica antimicrobiana para 

inativação do P. insidiosum. 

 

5.9 Avaliação do crescimento radial 

Para avaliação do crescimento radial foram realizadas fotografias com 24, 48 e 168 

horas após os ensaios de inibição. Para determinação da área de crescimento dos fragmentos, 

foram realizadas medidas através do software ImageJ® (Figura 13) (Image processing and 

analysis in JAVA). A partir dos valores de área obtidos, foi realizada a análise estatística entre 

os diferentes tratamentos através do software R. 

 

Figura 13- Imagem representativa da utilização do software para obtenção da medida da área das 

colônias. 

 

A realização da análise estatística foi feita a partir da comparação entre as áreas de 

crescimento radial a partir dos diferentes tratamentos realizados utilizando o teste de Kruskall-

Wallis. Além disso, foi empregado o teste de Dunn para as comparações múltiplas e 

identificação de diferenças entre os grupos controle, efeito fotodinâmico e Anfotericina B. 
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6 RESULTADOS 

Isolado 

Foram avaliados oito animais atendidos no HV-Uesc com lesões cutâneas que 

apresentavam mais de três semanas de evolução, já haviam sido tratadas sem sucesso 

anteriormente e apresentavam aspecto granulomatoso, ulcerado, com áreas necrosadas, com 

secreção serossanguinolenta de odor fétido e aspecto viscoso e que apresentavam massas branco 

amareladas e firmes que se desprendiam facilmente, sendo essas sugestivas de pitiose. Essas 

massas (“kunkers”) foram coletadas e, após o isolamento, as culturas foram enviadas para o 

departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Pelotas para 

identificação específica por biologia molecular, sendo apenas três dessas positivas para P. 

insidiosum. 

Essas três amostras foram submetidas aos ensaios de inibição no Laboratório de 

Microbiologia do HV-Uesc, comparando os efeitos de grupos tratados e grupos controle para 

posterior avaliação do crescimento radial após 24, 48 e 168 horas.  

Diante da avaliação, foi notado que dentre as concentrações de Anfotericina B avaliadas, 

nenhuma apresentou inibição total do crescimento radial de P. insidiosum, no entanto, a 

concentração de 100 µL foi estatisticamente diferente do grupo controle (solução fisiológica) 

nas primeiras 24 horas. No que diz respeito à avaliação após 48 horas, as concentrações de 25 

µL e 100 µL apresentaram valores estatísticos diferentes também em relação ao grupo controle 

e, após 168 horas, as três concentrações apresentaram crescimento diferente do grupo controle, 

o que pode ser notado na Figura 14 e Tabela 2. 
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Figura 14- Box plot demonstrando a Área (cm²) do crescimento radial comparativo entre os 

tratamentos com Anfotericina B a 100 µL, 25 µL e 50 µL com o grupo controle tratado com 

Solução fisiológica. Parâmetros identificados com * apresentam diferença estatística do 

controle identificado com + (p < 0,05). 

 

Tabela 2- Média ± DP da área de crescimento das colônias (cm²) de P. insidiosum após 

tratamento com diferentes concentrações de Anfotericina B e grupo controle (solução 

fisiológica) 

Tempo 

(h) 

Grupo 

Sol. 

Fisiológica 

Anfotericina 

25µL 

Anfotericina 

50µL 

Anfotericina 

100µL 

24 1.94 ± 0.11a 1.22 ± 0.08 
1.48 ± 0.26 0.35 ± 0.03b 

48 11.09 ± 0.46 a 6.79 ± 1.04 b 7.64 ± 0.42 1.50 ± 0.09b 

168 98.10 ± 0.38 a 96.88 ± 0.38b 96.67 ± 0.46b 96.59 ± 0.46b 

a, b Letras diferentes dentro da mesma linha são estatisticamente diferentes (p < 0,05). 

 

Quanto à avaliação da citotoxicidade da curcumina sobre P. insidiosum, também não 

houve inibição do crescimento das colônias, no entanto, houve diferença significativa na 

comparação entre os grupos em que houve a aplicação da curcumina a 1% e aplicação de DMSO 

10% (controle), como pode ser notado na Tabela 3. 

* 

* * 

* 

* 
* 

+ 

+ 
+ 
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Tabela 3- Média ± DP da área de crescimento das colônias (cm²) de P. insidiosum após 

tratamento com a curcumina a 1% e grupo controle com DMSO 10% 

Tempo 

(h) 

Grupo 

DMSO 10% Curcumina 1% 

24 1.473 ± 0.336a 0.978 ± 0.162b 

48 6.428 ± 2.405 a 3.092 ± 0.360 b 

168 98.381 ± 0.200 a 98.381 ± 0.200 b 

a, b Letras diferentes dentro da mesma linha são estatisticamente diferentes (p < 0,05). 

 

No que diz respeito ao efeito luminoso, foi notada diferença significativa apenas nas 

primeiras 24 horas que pode ser notado na figura 15 e Tabela 4. 

 

Figura 15- Gráfico de barras demonstrando a Área (cm²) do crescimento radial comparativo 

entre os fragmentos tratados com 50J/cm² de led azul o grupo controle, sem aplicação de luz. 

Parâmetros identificados com * apresentam diferença estatística do controle identificado com 

+ (p < 0,05). 

 

 

* + 
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Tabela 4- Média ± DP da área de crescimento das colônias (cm²) de P. insidiosum após 

tratamento com led azul na fluência de 50J/cm² e grupo controle sem luz. 

Tempo 

(h) 

Grupo 

Sem luz Com luz 

24 3.059 ± 0.543a 2.470 ± 0.091b 

48 21.841 ± 0.799 21.909 ± 0.248 

168 97.157 ± 0.510 97.022 ± 0.239 

a, b Letras diferentes dentro da mesma linha são estatisticamente diferentes (p < 0,05). 

 

Quanto à avaliação do efeito fotodinâmico sobre o crescimento radial de P. insidiosum, 

houve diferença estatística significativa entre vários grupos tratados em relação ao controle 

(Tabela 5). Além disso, foi possível observar que quando as amostras foram tratadas com a 

curcumina a 1%, houve inibição homogênea em todas as culturas nas primeiras 24 horas, não 

havendo crescimento radial em nenhum dos tempos de aplicação do led azul. O crescimento foi 

notado nas avaliações de 48 e 168 horas (Figura 14), ainda assim, se destaca a diferença da área 

de crescimento nesse período quando comparado ao grupo controle tratado com DMSO 10% 

em algumas concentrações (Tabela 5). 

 

Figura 16- Comparação entre as colônias do P. insidiosum do grupo tratado com curcumina 1% com 

irradiação de luz azul por vinte segundos (1) e o grupo controle (2) apenas com DMSO 10%.  A, B e C 

representam as idades das colônias às 24, 48 e 168 horas, respectivamente. 
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Tabela 5- Média ± DP da área de crescimento das colônias (cm²) de Pythium insidiosum após 

tratamento com diferentes concentrações de curcumina (C001 – 0,01%; C003 – 0,03%; C05 – 

0,5%; C1 – 1%) e grupo controle com DMSO 10% 

Tempo 

(h) 

Aplicação 

(s) 

Grupo 

Controle C001 C003 C05 C01 

24 

5  2.03±0.22a 1.53±0.40 0.81±0.07b 0.79±0.11 b 0.00±0.00 b, C 

10 1.94±0.26 a 1.76±0.59 0.91±0.11 b 0.98±0.12 b 0.00±0.00 b, C 

20 2.11±0.24 a 1.30±0.20 b 1.10±0.13 b 0.99±0.16 b 0.00±0.00 b, C 

30 2.03±0.22 a 1.22±0.17 b 1.29±0.18 b 0.77±0.11 b 0.00±0.00 b, C 

40 2.26±0.59 a 1.50±0.31 b 0.95±0.33 b 1.15±0.06 0.00±0.00 b, C 

50 2.05±0.21 a 1.61±0.21 b 0.89±0.07 b 0.87±0.12 b 0.00±0.00 b, C 

48 

5  14.44±5.29 a 10.17±3.12 b 9.46±1.73 8.68±4.07 b 2.02±0.52 b 

10 15.90±0.65 a 8.e27±5.42 b 8.34±2.44 b 8.29±2.33 b 3.21±1.24 b 

20 14.79±1.24 a 6.60±2.28 b 10.71±2.09 b 13.23±2.49 b 6.02±2.76 b 

30 14.79±1.24 a 7.42±3.87 b 13.78±1.18 7.94±4.74 b 2.67±1.65 b 

40 14.79±1.25 a 7.97±0.70 b 8.96±3.88 b 12.12±1.58 b 3.45±1.38 b 

50 14.79±1.24 a 8.44±1.13 6.76±2.59 b 7.39±2.95 b 1.23±0.13 b 

168 

5  92.96±3.54 92.52±3.76 97.51±0.37 92.52±3.76 92.52±3.76 

10 88.47±7.52 71.84±9.98 97.74±0.49 71.84±29.98 71.84±29.98 

20 98.13±0.00 a 80.25±16.06 98.19±0.26 b 80.25±16.06 80.25±16.06 

30 95.37±2.88 a 81.37±8.59 b 98.30±0.32 81.37±8.59 b 81.37±8.59 b 

40 98.07±0.14 a 85.53±4.63 b 97.90±0.29 b 85.53±4.63 b 85.53±4.63 b 

50 98.13±0.00 a 85.69±3.66 b 85.69±3.66 b 85.69±3.66 b 85.69±3.66 b 

a, b Letras diferentes dentro da mesma linha são estatisticamente diferentes. C Letras iguais dentro da 

mesma coluna representa grupos iguais entre si (p < 0,05). 
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7 DISCUSSÃO 

O método de isolamento de P. insidiosum de lesões equinas descrito em literatura é 

realizado a partir dos “kunkers”, no entanto, a contaminação bacteriana secundária é um fator 

limitante para o sucesso do procedimento (GROOTERS et al., 2002). No presente estudo, as 

primeiras amostras foram tratadas de acordo com o protocolo descrito previamente por Ferreira 

e colaboradores (2021) e Pires (2012), o qual utiliza solução de cloreto de sódio a 0,9% com 50 

µg/mLˉ¹, no entanto, notou-se intensa contaminação bacteriana nas placas,  não sendo possível 

a  observação do crescimento do P. insidiosum. Então, esse protocolo foi adaptado, sendo a 

primeira lavagem desses “kunkers” realizada com 1 mL de clorexidina degermante a 2% em 20 

mL de NaCl a 0,9%, logo após a coleta, por esta apresentar efeito residual, reduzindo unidades 

formadoras de colônias quando utilizada para procedimento de antissepsia (URQUIZA et al., 

2016).  

Além disso, para lavagem dos “kunkers” em laboratório, optou-se pelo uso de um 

antibiótico beta-lactâmico, a penicilina. Gaastra e colaboradore (2010) destacaram o uso de 

ampicilina, antibiótico de mesma classe farmacológica, apenas para o transporte de amostras. 

No entanto, o presente estudo demonstrou que a adaptação do protocolo de lavagem desses 

“kunkers” permitiu menor contaminação bacteriana das placas, facilitando o isolamento do 

agente. 

Ainda sobre o isolamento do agente, nesse trabalho foi realizada outra adaptação de 

protocolos propostos anteriormente ( PIRES, 2012; FERREIRA et al., 2021), pois, mesmo após 

o primeiro tratamento dos “kunkers” citado anteriormente, sucessivas lavagens com solução 

fisiológica a 0,9% contendo penicilina e todos os cuidados com o uso de material estéril para 

processamento, quando os fragmentos eram colocados em placas de petri contendo apenas o 

meio Sabouraud Dextrosado a 4%, era notada contaminação bacteriana, dificultando o 

isolamento do P. insidiosum. Para solucionar esse problema, o isolamento passou a ser feito 

inicialmente em placas contendo meio Sabouraud com Clorafenicol e os recultivos a partir do 

crescimento do crescimento radial notado ao redor dos “kunkers” apenas em meio Sabouraud 

destrosado, sem antibiótico. 

Algumas espécies do Gênero Pythium apresentam sensibilidade ao uso de Clorafenicol 

(CARNES; LEEARY, 1977), no entanto, para isolamento inicial, esse fato não foi observado 

no presente estudo. Para avaliação de sensibilidade do P. insidiosum frente ao uso de 

Clorafenicol devem ser realizados ensaios de inibição específicos. 
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Corroborando com dados encontrados por Pires (2012), verificou-se que a aplicação da 

Anfotericina B sobre as culturas de forma isolada apresentou efeito inibitório parcial quando 

comparado ao crescimento do grupo controle, tratado apenas com solução fisiológica a 0,9%, 

principalmente com relação à concentração de 100µL/mL, maior concentração avaliada neste. 

De acordo com Yolanda e Krajaejun (2020), os resultados contraditórios com relação aos 

resultados obtidos no tratamento com Anfotericina B in vitro não são significativos, uma vez 

que o mecanismo de ação do fármaco está diretamente relacionado ao ergosterol, que não é 

sintetizado pelo P. insidiosum. Além disso, segundo os mesmos autores, os estudos demonstram 

respostas positivas no tratamento da pitiose in vivo em equinos, no entanto, quando há 

associação com outros tratamentos, como excisão cirúrgica. 

Já as avaliações de citotoxicidade e efeito luminoso, mesmo apresentando valores 

estatísticos significativos quando comparado o crescimento das culturas tratadas e seus 

respectivos controles, não apresentou inibição do crescimento das culturas no presente estudo. 

A vantagem no uso da terapia fotodinâmica quando comparada a drogas antifúngicas se 

dá pela dificuldade no desenvolvimento de resistência e variação de susceptibilidade, uma vez 

que a oxidação tem diversos alvos celulares (STRAKHOVSKAYA et al., 2002).  

Nesse trabalho foram utilizadas diferentes concentrações de curcumina em solução de 

DMSO 10%. A escolha do DMSO para solubilizar a curcumina se dá por ele apresentar 

características de solvente aprótico polar que solubiliza substâncias insolúveis em água, como 

ocorre com a curcumina, além de ser este recomendado para avaliação de efeito biológico 

(SOLEIMANI; SAHEBKAR; HOSSEINZADEH, 2018).  

Andrade e colaboradores (2013) propuseram o uso de DMSO a 10%. Nesse estudo, esse 

solvente demonstrou efetividade na aplicação, uma vez que foi notada a distribuição uniforme 

sobre todo o fragmento da cultura. Mesmo havendo relatos de inibição por Yolanda e 

colaboradores (2022) sobre o uso de DMSO para inibição do P. insidiosum, a escolha do 

solvente para este estudo se deu a partir de avaliação prévia aos experimentos aqui realizados, 

nos quais foram testadas soluções diluídas em glicerina, as quais não apresentaram boa 

aplicabilidade por não diluir uniformemente a curcumina, nem se distribuir de forma uniforme 

sobre os fragmentos padronizados das culturas, podendo levar a obtenção de resultados 

incompatíveis com os efeitos reais da curcumina frente ao agente aqui estudado. 
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A partir de  um estudo in vitro,r Yolanda e colaboradores (2022) concluíram que o 

DMSO possuía efeito antimicrobiano contra P. insidiosum, sendo este dose-dependente. A ação 

do fármaco ocorre mediante o aumento da permeabilidade de membrana, alterando a expressão 

de proteínas na parede celular, além de alterar a atividade enzimática (HAZEN, 2013). No 

entanto, a metodologia para o ensaio de inibição realizada pelos autores impossibilita a 

comparação com os dados obtidos no presente estudo, uma vez que as diferentes concentrações 

de DMSO foram acrescidas ao meio de cultura ainda quente para posterior plaqueamento e 

inoculação do agente para então realização da avaliação do crescimento radial. E, nesse 

trabalho, quando comparado o crescimento radial de culturas tratadas com DMSO 10% (grupo 

controle) com as concentrações diferentes de curcumina (tratados), o crescimento dos grupos 

tratados foi diferente significativamente para p < 0,05. 

O tempo de 20 minutos de pré-irradiação proposto no presente estudo está de acordo 

com estudos anteriores, nos quais, tanto para curcumina testada na inativação de culturas 

planctônicas e biofilmes e Candida spp (ANDRADE et al., 2013) como para outros 

fotossensibilizadores testados na inativação de culturas do próprio P. insidiosum por PIRES em 

2012. Notou-se no presente estudo que o tempo utilizado foi efetivo para a fotoinativação 

parcial de culturas de P. insidiosum frente ao uso do fotossensibilizador curcumina, 

principalmente, na concentração de 1%, independentemente da densidade energética aplicada, 

concluindo então que a inativação do P. insidiosum frente a curcumina depende também da 

concentração utilizada. 

Neste trabalho, diferentes concentrações de curcumina apresentaram diferença 

significativa em diferentes tempos de aplicação do led azul, sendo a curcumina a 1% a única 

concentração a apresentar efeito inibitório nas primeiras vinte e quatro horas, independente da 

energia aplicada. Esse fato pode sugerir a necessidade de mais de uma aplicação sequencial 

para a inativação total do agente. Além disso, pôde-se observar que a diferença estatística do 

crescimento radial independe da energia de led azul aplicada, uma vez que houve diferença 

significativa (p < 0,05) em diferentes tempos aplicados. 
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8 CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que o P. insidiosum é parcialmente sensível 

à Anfotericina B e que há inibição do crescimento radial nas primeiras 24 horas após a aplicação 

da curcumina a 1% em qualquer energia aplicada na terapia fotodinâmica antimicrobiana, no 

entanto, o crescimento volta a ser visível a partir de 48 horas.  
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9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O estudo realizado nesse trabalho sugere o potencial inibitório da terapia fotodinâmica 

antimicrobiana sobre o crescimento de Pythium insidiosum, sugerindo que mais de uma 

aplicação da curcumina apresente inibição total do agente, sendo pertinente o teste de todas as 

concentrações, uma vez que em todas pôde-se notar diferença estatística relevante em diversos 

tempos de aplicação.   
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